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INTRODUCCION

Honorable Tribunal Examinador:

Tengo el honor de someter a vuestra distinguida
consideracién mi trabajo de tesis titulado: “Investigacién de
Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina en Guatemala”.

A lo largo de la prictica hospitalaria llamé mi atencién
gran cantidad de pacientes con infecciones estafilococcicas,
muchas de ellas mortales, notando Ila variabilidad de
tratamicnto establecidos y la respuesta poco uniforme
obtenida, ademés del constante temor a tal microorganismo
manifestado por el grupo médico.

Teniendo conocimiento por trabajos hechos en el exterior
de que el estafilococo dorado ha adquirido resistencia a
muchos antibidticos, entre ellos la Meticilina, considerado
como uno de los mis efectivos actualmente, me sent{
motivado a realizar un trabajo de investigacién para determinar
si existian en Guatemala cepas de estafilococo dorado que
fuesen resistentes.

El presente trabajo constituye un estudio de doscientas
veinte y ocho cepas hospitalarias a las cuales se les determiné
su sensibilidad a la Meticilina, buscando cepas resistentes a ella.
En el transcurso de seis meses en que esta investigaciéon fue
hecha me acompafiaron muchas veces sentimientos de alegria,
cansancio, optimismo y desaliento, comprendiendo entonces el
sentimiento del investigador, experimentando sus emociones al
ver con alegria el resultado palpable de algo que inicialmente
eran proyectos, ideas e imaginacion.

Al hacer este trabajo de investigacion en el laboratorio,
me senti halagado al emular la labor del investigador
cientifico, base actual de la Medicina contemporanea. Al
concluir el mismo, me di cuenta de que éste hubiese sido
imposible sin la decidida y desinteresada colaboracién, tanto de
los pacientes, como de mis companeros de trabajo en el
hospital y del personal paramédico del mismo, con lo cual



comgr(’)bé que la Medicina sigue siendo labor de equipo;
;ebn ria que mencionar especialmente al personal del
aboratorio bateriologico del Hospital General “San Juan de

Dios”, sin cuyo i
s concurso este trabajo se hubi
iy i era quedado en

Digno de hacer mencion es el hecho de que el trabajo de
la])oratorlo me parecio0 muy completo, pues no solo deJa u
cumqlo . de conocimientos exactos, sino una a ajdabln
experiencia que enriquece nuestro saber. & )

Quiero agradecer en esta ocasion, la valiosa ayud
p_l:opormonada por los doctores José Luis Bran y Feericz
Sinchez ’G‘, asi como a los técnicos de laboratorio sehor
II;Aeql){le‘I:l Pérez y sefioras Lidia Vielman de Rivera y Thelma

eléndez de Ferniandez. Y, a vosotros, Honorables Miembros

del Tribunal Exami ;
aminador, presento las mue i
: stra
estima y respeto. > de mi mayor

HE DICHO.

OBJETIVOS
: . &
en I?uati(t)rcfsl lrfltc?z;?taS{eSIa giceségags df:ddetermir}ar la existencia
e 13 Neiein 5 10 thcontands cvinca do e
Guatenﬁii eci(étfuag:ceffg: ti?ba](_) ante?iOr 'sopre tal hecho en
resistentes a dicho antibi()tico.V'E:StlgaLr SL cxistlan © no cepas

Es sabido que el estafilococo dorado es causante de
muc_has .enfern?edades, desde la furunculosis, a la mortal
septicemia.  Existen trabajos de investigaci(')n, efectuados en
otlzos. paises en los cudles se demuestra resistencia del germen
multhles_ antibioticos, incluyendo la Meticilina g ue ea
investigaciones recientes se toma como patron de ’resfiistenci;

]

considerando un estafilococo  resistente cuando es capaz de
crecer en una concentracion de 12,5 microgramos de Meticilina

por mililitro. -

Estimo que el presente trabajo contribuird aunque sca €n
minima parte a tal objetivo, pues de elio depende ¢l éxito
terapéutico en el iratamiento de pacientes infectados por este
germen y servird de base para que ¢n trabajos posteriores se
tenga un indice de tal resistencia.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS (11)

Son cocos gram poSsitivos, anaerébicos facultativos,
inmbviles, que tienden a crecer en racimos irregulares, Dos
especies, €l aurcus y o] albus son reconocidas y constituyen un
género en la familia Micrococacaceae. El estafilococo dorado es
responsable de una variedad de desordenes clinicos en el
hombre y en los animales, desde pustulas, intoxicacion
slimenticia a septicemia fulminante; sin embargo, se encuentra
también como habitante normal de la piel y mucosas humanas
en ausencia de enfermedad presente. Aunque la mayoria de
cepas producen uh niimero de enzimas biologicamente activas,
los mecanismos fundamentales del desarrollo y persistencia de
la enfermedad son pobremente comprendidos. El interés en la
patogénesis dec la enfermedad estafilococcica ha aumentado en
afios recientes por una aparente incidencia creciente de
enfermedades severas, particularmente cn medios hospitalarios,
donde muchas cepas son resistentes a los agentes
antimicrobianos * los cuales han sido efectivos contra oOtros

cocos piogenos.

Morfologia — En preparaciones fijadas (de pus), aparecen
como un grupo irregular de cocos, elementos simples, pares,
tetradas y tambien se ven cadenas cortas. La formacién de
masas irregulares es mas evidente en cultivos de agar y menos
prominente en medios liquidos. Se dividen de mancra irregular
en dos planos en dngulos rectos uno a Otro, dando racimos.

Miden de 0.8 a 1.0 micras de didmetro y son mas




pequeiios que los micrococos saprofitos. Son esféricos pero sus
superficies de oposicion pueden parecer. algo aplandas. Son
fuertemente gram positivos. No tienen flagelos ni esporas.

Algunas cepas de estafilococo dorado son claramente
encapsuladas, pero otras no y mno existe relacion entre la
formacion de cdpsula y patogenicidad.

Con microscopio eclectronico se observa que el fino
citoplasma granular estd rodeado de una delicada membrana, la
cual estd netamente separada de la gruesa y rigida pared
celular.

Cultivos — Crece facilmente en gran variedad de medios
nutrientes. Los requerimientos de aminodcidos varia de cepa a
cepa, pero la cistina, valina, glicina, prolina, icido aspartico y
leucina son usualmente necesarios. ( 5) La tiamina y el acido
nicotinico son esenciales para el crecimiento en medio
acrbbico. La temperatura de crecimiento maximo es de 360C a
380C, pero el organismo puede multiplicarse bien a
temperaturas de 10 a 450C. Muchas cepas crecen sobre un

ancho grado de pH, 4.8 a 9.4, pero lo 6ptimo es cerca de un
pH. neutro.

Las colonias individuales en agar son redondas, convexas
con un didmetro de 1 a 4 mm. y un borde agudo. La mayoria
de las cepas no son mucoides. La produccion de pigmento por
el estafilococo dorado varia de blanco a amarillo dependiendo
de la cepa y el medio usado. En cajas con agar sangre aparece
frecuentemente rodeado de una zona de hemolisis clara. El
pigmento amarillo oro que se encuentra mas comunmente es
debido a los carotenoides, delta caroteno y rubixanteno. El
pigmento no esta asociado a la patogenocodad del mismo.

Variedad — En un cultivo dado, las colonias pueden
aparecer con pigmentacion alterada, con variaciones
Cuantitativas y cualitativas en la produccion de enzimas
difusibles y toxinas; también con susceptibilidad variable a los
bacteriofagos y agentes antimicrobianos,

Las formas G fueron notadas en medios con cloruro de
Jitto y son también producidas en medio que (’I:)onten'ga
antibiético, especialmente penicilina .(23), L_as aCtT)lf‘lilS
resistentes a bacteriéfagos en un cultivo sensible tambitn
pueden formar colonias G; éstas son aplanadas y sin p1gment1?,
tienen un alto punto términc de muerte, no producen aiia
hemolisina, forman poca o nada de coagulasa libre y son
resistentes a los antibioticos. La reversion ocutre después de im
periodo variable de tiempo. Las bacteras pareccn ser_riozlma gs
excepto por unas pocas formas hinchadas. Han sxdc;1 a1sla as uz
lesiones de pacientes no tr_altfl’d(_)s, asi como de los g
recibieron tratamiento con antibioticos.

Las formas L han sido también aisladas de medios con
penicilina. Difieren  de las G r?olrfologlcamente_ ly en iu
requerimiento de condiciones hipertbnicas para su aislamiento

inicial.

Clasificacion — En ausenci’a' de un método preciso }i
practico de diferenciacién seroldgica, se usa ampliamente ;
tipo bacteridfago del est_aﬁlacoco donfd_o. Del gra;)n .numefl(;adg
fagos liticos conocidos, solo un set bdsico de trabajo €s

generalmente de rutina para tipificarlos y es como sigue:
Grupo I: 29, 52, 521, 79 y 80 .
Grupo II: 3 A, 3 B,3C, 66y 71
Grupo II: 6, 7, 42 E, 47, 53, 54, 75, 77 y 83 A
Grupo 1V: 42 D

Misceldneos: 81 y 87

Hay prevalecencia de resistencia a maltiples antibibticos
en cepas tipificadas por fagos del Grupo 1 y 1L (15)




Toxinas vy Engzimas

Alfa toxina (alfa bemolisina) — Es una proteina labil al
calor de peso molecular 44000. Una cantidad tan pequena
como 0.008 microgramos lisa una suspensiébn estandar de
eritrocitos de conejo. Los eritrocitos humanos son de 25 a 150
veces mas resistentes a clla. El mecanismo de accién de la alfa
hemolisina no estd esclarecido. No tiene actividad proteolitica.
Preparaciones impuras causan marcada contraccién del misculo
liso, pero ¢l estriado no s afectado. (9)

Beta  bemolisina — Hay evidencia de que es una
fosfolipasa que hbidroliza esfingomielina y que la diferente
susceptibilidad de los eritrocitos de las diferentes especies es
debida a la disponibilidad de este sustrato. (22) '

Delta bemolisina — Es una protefna sensible a tripsina
con un peso molecular de 70,000. Hemolisa los eritrocitos
humanos. El hallazgo patologico mis grande es la lesién
nefritica aguda.

Leucocidinas. — Hay tres diferentes substancias
leucocitotoxicas. Una, la P-V leucocidina o “leucocidina
humana” afecta las células humanas. Su adiciébn a una
suspensidon de granulocitos humanos, en presencia de iones de
calcio, causa una degranulacién de las células y la formacién
de vesiculas en el citoplasma. Consta de 2 componentes
proteicos, ambos necesarios para que haya leucotoxicidad.

Coagulasa libre — Es una proteina l4bil al calor la cual es
destruida por la wipsina y la pepsina. Menos de 0.1mcg puede
coagular el plasma humano en 24 horas. Es débilmente
antigénica pero al menos 7 estafilocoagulasas antigénicamente
distintas han sido reconocidas. Hay una relacién entre el tipo
de coagulasa producida por un organismo, y su tipo
bacteriofago, pero no existe una correlacidén con la clasificacion
serologica.

Coagulasa de union —Cuando el estafilococo dorado es
mezclado con plasma en un vidrio en el cual se desliza,
aparecen grumos gruesos debidos a la deposicién de fibrina

alrededor del organismo. Este test se correlaciona bien con el
de coagulasa en tubo y originalmente se creyd que ambos
reflejaban actividad del mismo producto, la coagulas libre. Es
claro ahora que otra coagulasa,la de union, es responsable para
el test de deslizamiento en vidrio (laminilla). La diferencia
entre ambas consiste en que la coagulasa de unidon convierte el
fibrinogeno directamente a fibrina sin requerir un factor
accesorio del plasma.

Estafiloquinasa (Fibrinolisina) — FEs formada por ¢l 70 a
90 o/o de las cepas y activa el plasmindogeno de muchas
especies y no requiere un proactivador del plasma. Causa la
activacién del plasminogeno a la enzima fibrinol{tca, plasmina.
(10) Por esta razon el término estafiloquinasa es preferido al
de fibrinolisina. '

Hialuronidasa - El 90 o/o de los estafilococos producen
esta enzima la cual depolimeriza los mucopolisacaridos. (20) Es
antigénica.

Penicilinasa — Muchas cepas de  estafilococo dorado,
particularmente las lisadas por los bacteriofagos en los Grupos
Iy IIf son resistentes a la penicilina. La resistencia es debida a
la inactivacion de la penicilina por una enzima, la penicilinasa,
la cual abre el anillo b-lactam de la molécula. Su produccion
puede ser incrementada por la exposicion de los organismos a
algunas de las penicilinas sintéticas, a despecho del hecho de
que estos compuestos son solamente minimamente susceptibies
a la enzima (5) La formacibn de penicilinasa ha sido
demostrada en cepas aisladas antes del uso general del
antibiotico sugiriendo que la prevalencia corriente de cepas
penicilino resistentes es el resultado de un grado de seleccion
mds que de mutacion reciente.

Enterotoxina — La mayoria de casos de envenenamiento
alimenticio relacionados con bacterias o productos bacterianos
son causados por enterotoxina estafilococcica. Es producida
por unas pocas cepas de estafilococos aureus y éstos son
generalmente de tipo fage 6/47 o 42 D. Existen varios tipos
antigénicamente distintos de enterotoxinas. La A y la B son




las mas comunes; las enterotoxinas son basicamente proteinas
tripsino-resistentes, ricas en lisina, La B tiene un peso
molecular de 24000 y esta libre de lipidos y carbohidratos. La
enterotoxina es pirogénica y su sitio de accidén no esta bien
determinado pero todo indica que sus efectos son mediados
por neurcnas centrales y/o periféricas mas que a través de una
accion directa sobre el intestino.

Otras substancias — Entre estas se¢ encuentran nucleasas,
proteasas, fosfatasa, lipasa y fosfolipasa. Ciertas cepas también
producen una autolisina.

Datos de Laboratoric y Mecanismos de Defensa:

La mayoria de los autores coinciden en que la resistencia
a la Meticilina es en parte debida a la habilidad de producir
una cantidad excesiva de penicilinasa, (4) causando asi una
inactivacion mayor que lo normal del antbidtico; y, mas
importante atin, a una resistencia “innata” a la Metcilina. Se
ha establecido recientemente que la mayoria de cepas de
estafilococos dorados meticilino-resistentes deben, de hecho,
producir cantidades mayores que lo normal de penicilinasa,
pero también es claro que algunas cepas producen wuna
cantidad promedic de penicilinasa y unas pocas producen
menos cantidad . que” lo ‘normal producida per cepas -de
Staphylococcus aureus sensibles a Meticilina. La asi llamada
resistencia “‘innata” parece residir en lo que se ha dado en
llamar variantes de colonias pequefias (9); éstas son bacterias
que parecen sobrevivir en concentraciones grandes de
Meticilina, pero que crecen muy lentamente volviéndose
colonias ligeramente translicidas sobre el agar que contienc
meticilina a las 48 horas de incubacion. ‘Cuando se incuban
por 24 horas solamente, pueden ser invisibles al ojo humano.
Las variantes de colonias pequefios tienen a las 48 horas, 1/25
del tamafio de la colonia del estafilococo y no poseen el calor
amarillo o blanco caracteristico del mismo. Este puede ser la
razon de que muchas de estas cepas no sean reconocidas en
los test de senmsibilidad estandar de los hospitales que solo
incuban por 24 horas sus especimenes.

Otro aspecto poco frecuente de la resistencia a la

9

Metcilina demostrado por estas cepas ¢s SU naturaleza
heterogénea. No todas las bacterias de un indculo dado son
resistentes y cuando la  concenfracion de meticilina  es
aumentada, hay reduccion en la proporcion de bacterias del
inoculo original capaces de sobrevivir,

Aunque las variantes de colonia pequefia c}e C}'ecimiento
lento pueden ser relativamente virulentas por si mismas, hay
un alto grado de reversion a bacterias capaces de tener un
crecimiento de reproducciéon normal y que aun mantencn su
capacidad de resistencia a la meticilina. E§tudlos como
microscopio electronico han demostrado que cstas bacterias
denen pared celular y ultraestructura normal, pero otras
técnicas de laboratorio demuestran anormalidades a nivel de
dicha pared celular. '

Roger J. Bulger (8) hipotetiza que la resist_epcia innata a
la meticilina se desarrolla a causa de una mutacion que afecta
a la pared celular de la bacteria, lo que puede prevenir la
penetracion del antibidtico al sitio de actividad antibacteriana.

Tinciones de Gram de las cepas resistentes 2 la 1[1_1€t_i£:i1ina,
indican que hay gran irregularidad en la medida y fijacion de
los cocos y la presencia de formas hlnch’adas,a lo que sugiere
que este antibiotico puede inhibir la sintesis de la pared
celular sin prevenir su multiplicacion. Trabajos posteriores
demostraron que con adicion de un exceso de fr-l’ectrolltos
(cloruro de sodio al 5 o/o) 6 con una disminucton en la
concentracion del agar el crecimiento en presencia de
meticilina fue casi igual que el hallado en cajas que no
contenfan tales electrolitos.

La incubacibn inicial bajo condiciones anaerdbicas tarpbién
mejora el crecimiento de estas cepas en presencia de uracilo. A
despecho de su diversidad de origen, todas las cepas participan
de una semejanza peculiar y asi como en el caso del primer
estafilococo aureus aislado de pacientes, todas pertenecen a
unos pocos tipos bacteridfagos estrechamente relacionados.

Se ha observado que existe un crecimiento masivo en el
sitio del indculo més denso, lo que sugiere que en presencia de
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meticilina, estos organismos pueden multiplicarse solamente
cuando estin juntos. ' '

El limites de pH de 6-8 no se notan diferencias
significativas.

Se hacomprobado que el crecimiento del estafilococo dorado en
presencia de Meticilina puede ser aumentado si el organismo se
protege de la. lisis incrementando la concentracion de
electrolitos. Un incremento en la concentracién de CINa no
afecta la sensibilidad a la Meticilina de cepas sensibles a ella.
tinciones de Gram de colonias que crecen en estos medios
muestran que los cocos permanecen anormales. (1)

Ecologia y Epidemiologia — El estafilococo aureus forma
parte de la microbiota del hombre, sin embargo las
enfermedades causadas por él y de caracter grave, son raras. La
colonizacion comienza en la infancia; de la primera semana a
los dicz dias un 90 o/o de recién nacidos son portadores
nasales del microorganismo. El grado de portador es de un 20
o/o durante los dos primeros afios de vida. De los 4 a 6 afios
se aproxima al porcentaje- del adulto que es de un 30 a 50
o/o. El organismo sc encuentra mis comunmente en las
coanas, a veces también "en la fiel: Puede ser cultivade del
aliento de personas sanas y los portadores *intestinales son
calculados en un 20 a ‘30 o/o. ' ‘

Algunas personas son portadores intermitentes.

La adquisicion y la calidad de portador del estafilococo
aureus en adultos es una situacion compleja. Es sabido que
unas personas son siempre portadoras y otras no lo son nunca.
Aproximadamente ¢l 20 a 30 o/o de pacientes hospitalarios se
vuclven portadores de la cepa prevalente en el hospital. La
incidencia de colonizacion aumenta con la estancia hospitalaria.
La adquisicion de tales- cepas aumenta en pacientes tratados
con antibioticos a los cuales el germen es resistente.

Ataques de enfermedades causadas por estafilococo aureus
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ocurren en salas de adultos de medicina y cirugia, as{ como en
salas de recién nacidos. Las personas mds susceptibles son
aquéllas que han sufrido procedimientos de cirugia mayor y las
que tienen afecciones sobreagregadas, incluyendo neoplasias,
diabetes mellitus, agammaglobulinemia, anemia aplistica,
agranulocitosis o influenza, (18)

El hallazgo de personas asintomdticas con cepas
epidémicas  de estafilococo dorado origina el “portador
peligroso™. Sin embargo, la enfermedad no es exclusivamente
causada por estos microorganismos y muchos humanos portan

.cepas epidcmicas sin aparente perjuicio para ellos o sus

allegados. Debemos estar alertas a la existencia de cepas con
“virulencia epidemiolbgica” por la posibilidad de brotes de
enfermedades severas.

En vista del grado extremadamente alto de portadores
humanos es claro que el reservorio principal es el hombre,
pero algunos animales domésticos, incluyendo perros, pueden
ser portadores asintomiticos de «cepas asociadas con
enfermedades humanas. En adicion, las cepas implicadas en
enfermedades de animales, como las que producen la mastitis
bovina, pueden también producir enfermedad en el hombre.

Control — No existe un medio prictico para erradicar el
estafilococo dorado de su amplia y wusualmente benigna
asociacion con el hombre. Los esfuerzos deben ser dirigidos
hacia la prevencién y el control de enfermedades en hospitales
donde los contactos ocurren entre personas susceptibles y
donde se localizan las cepas méas virulentas, Todas las
autoridades hospitalarias creen tener un problema
estafilocéecico  propio y olvidan que la  adquisicion v
diseminacién del estafilococo dorado se previene con la
delineacion de ciertas reglas basicas. Unos principios generales
son de importancia: las personas con lesiones estafilococeicas
diseminan gran nGmero de estos organismos y deben ser
aisladas de adultos susceptibles o recién nacidos; similarmente,
el personal hospitalario con lesiones abiertas debe ser
suspendido de sus actividades en cse centro. Los individuos
altamente susceptibles deben ser protegidos  de otros pacientes
v de los portadores. De especial interés es el hecho de usar
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antibioticos indiscriminadamente, lo cual da lugar a cepas
resistentes y a que prevalezcan tales cepas em una institucion.
Finalmente todo procedimiento quirlirgico debe ser llevado a
cabo con asepsia estricta.

~ La cuestion de los portadores asintomaticos de una cepa
epidemiologica es dificil, pero en situaciones especificas, tales
como una epidemia, deben ser aislados y no permitir su
regreso a las salas hasta que el estado de portador termine o
s¢ modifique. En recién nacidos se ha evitado la contaminacién
lavdndolos  con germicida. También se ha colocado una cepa
penicilino sensitiva en las fosas nasales o en el cordon
umbilical al nacer (cepa 502 A), ya que la colonizacidn con
ella no provoca afeccion y previene la enfermedad.

La intoxicacion alimenticia provocada por el germen
puede prevenirse evitando que personas con lesiones abiertas
participen en la elaboracién de alimentos y conservando en el
refrigerador  principalmente los que tienen leche o sus
derivados.

Inmunidad en el hombre — Muchos individuos normales
poseen anticuerpos a una variedad de componentes y
productos del estafilococo dorado, incluyendo alfa toxina
coagulasa, leucocidina humana, hialuronidasa y estafiloquinasaj
Algunos de estos anticuerpos cruzan la barrera placentaria; los
titulos de éstos, en el infante, declinan durante los primeros
meses de vida y luego aumentan durante los siguientes afios
probablemente por estimulos andgénicos derivados de
portadores de estafilococcus aureus o de lesiones menores. No
se ha descubierto correlacién entre el titulo de un anticuerpo
particular y la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad;
esto explicaria la falla de las vacunas. ’

~Sc sabe que no ocurre un aumento en el titulo de
anticuerpos e€n una persona cronicamente enferma que sea
gtacaga por el germen. (26) A despecho de esto, aun existe
interes en desarrollar una mayor resistéiicia al germexn cori inmuiri-
zaClon activa, particularmente en pacientés con furunculosis recu-
rrente, sin resultados uniformes! - B
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ENFOQUE DEL PROBLEMA ESTAFILOCCICO

El aumento en la resistencia del estafilococo aureus en los
hospitales es bien conocida. Uno de los primeros en llamar la
atenciobn a este problema fue Barber, quien describic un
aumento en la incidencia de esafilococos penicilino resistentes
de 14.1 en 1946 a 38 o/o en 1947 y a 59 o/o en 1948 (1, 2)
En 1955, 5 o/o de estafilococos aureus eran resistentes a la
penicilina, el 3 oo al cloramfenicol, el 30 o/fo a
estreptomicina y el 26 o/o a tetraciclina, drogas que hoy en
dfa mo son primariarmente antiestafilococcicas. (8)

En 1958 por primera vez se presentaron infecciones
causadas por estafilococos, que sblo pudieron ser tratadas con
antibioticos toxicos, como heomicina y vancomicina; ya para
entonces el 62 o/o de ellos eran resistentes a la penicilina, 20
o/o a penicilina, cstreptomicina y tetraciclina y el 18 o/o a
penicilina, estreptomicina y eritromicina; algunas de estas cepas
con resistencia miiltiple también lo eran al cloramfenicol y
noboviocina, (14) Esto llevd a que se cjecutase una
observacion del desarrollo de resistencia de este germen a
diversos antibidticos, incluyendo la Meticilina, en varios paises
europeos, (13) Se demostrd que habia un alza en el
aislamiento de cepas resistentes a la Meticilina.

En 1961, cuando ecste antbidtico y otras penicilinas
resistentes a la penicilinasa fueron usados mis ampliamente, se
notd por vez primera la aparicibn de cepas resistentes. A esto
se agrega el hecho de que muchos reportes de Europa y
esporidicos de EE.UU indicaban un nQmero creciente de
estafilococos que habian desarrollado resistencia a la Merticilina,
lo que se desprende de los siguientes hechos:

En Inglaterra, donde se lleva un control epidemiologico
estricto, se encontrd un aumento en la proporcion de cepas de
estafilococos aureus aisladas de hospitales, que eran resistentes
a la Meticilina.

Borowsky y colaboradores en 1964, reportaron quc mas
del 50 ofo de madres e infantes en un hospital de Polonia
fueron infectados por un estafilococo dorado resistente a la

b
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Metcilina.

En 1966, el 10 o/o de todas las bacteremias en
Dinamarca fueron causadas por cepas de estafilococo
metictlino-resistentes. Chaubert y colaboradores reportaron
fracasos en ¢l tratamiento de 16 de 29 pacientes con

bacteremia producida por estafilococo dorado resistente a la
Meticilina. '

Otros reportes similares han sido publicados en
Escandinavia, Paris y Suiza.

El riesgo terapéutico implicito en estas observaciones se
comprende cuando consideramos que:

1) Los estafilococos resistentes a multiples antibioticos son a
menudo virulentos.

2) La resistencia de los estafilococos a miltiples antibibticos
puede ser transferida por bacteriofagos.

3) Muchos de los pacientes hospitalizados, quienes parecen
ser mas susceptibles de adquirir infecciones con estos
organismos son individuos con defensas comprometidas.

(1

4) El tratamiento de estos estafilococos requiere el uso de
antibioticos como Cefalotina, Lincomicina 0 Vancomicina,
drogas todas de uso antieconomico en nuestro medio o de
diffcil obtencion.

No sabiendo si' en Guatemala existen cepas de este tipo se
efectud la presente investigacion.
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METICILINA

Es una penicilina semisintética que fue descrita prifngro
por Rolinson y asociados (1960). Se prepara a paritr del dcido

6-amino penicilanico y su formula es la siguiente:
OCHs

OCH;

= 4 = r
Es resistente a la penicilinasa y afin induce la produccion
de esta enzima. Su indicacién son mfcccmne:sbc_:ausadas por
cepas de estafilococo aureus productores de penicilinasa.

Se ha demostrado que es bactericida para casi todas las
cepas de estafilococos aurcus 'y las que producen penicilinasa
son de 15 a 80 o/o mis susceptibles a la droga que las que no
la producen. Es inefectiva contra bacterias Gram negativas y
menos efectiva que la penicilina G contra los Gram positivos.
No se administra por via oral debido a su pobre ab’sorg1on en
el intestino y a su rapida de:sr_ruccmn por ¢l jugo gastrico, sin
embargo, cambios en su formula por adicion de radicales
favorecen su absorcion por csta via produciendo niveles

sanguineos adecuados.

Cuando se administra por via intramuscular su mayor
concentraciébn en sangre se alcanza cn 30 minutos a una hora.
En dosis de 1 gm. se observan "niveles sanguincos que exceden
los 10 microgramos por mililitro: a dosis de 2 gramos la
concentracién en sangre es de 20 mlcrogramo’s/rnl y un m\iel
de aproximadamente 8 microgramos/ml esta presente aun

después de 4 horas.

No penetra el espacio subaracnoideo con meninges sanas.

Se exreta por la orina; cerca de dos tercios de una dosis
intramuscular se eliminan por esta ruta en 4 horas. Persiste por
largos periodos y a una concentracion alta en casos de falla
renal; el probemecid eleva y prolonga las concentracioncs de
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Meticilina en el torrente sanguineo.

Debido a su escasa actividad en relacion a su peso y a su
rapida excrecion renal es necesario administrar inyecciones
frecuentes a dosis relativamente elevadas.

Cierta proporcidén de la droga se excreta por la bilis. La
absorcion desde los depositos intramusculares puede ser
irregular en pacientes muy graves, en los que tienen
enfermedades vasculares v los que sufren de diabetes mellitus.
En consecuencia, en muchos casos severos se prefiere la via
intravenosa directa. ‘

Por su extrema inestabilidad en un pH acido se debe
administrar por via parenteral y no debe disolverse hasta
inmediatamente antes del uso.

Para conseguir picos de concentracion sérica que excedan
la sensibilidad in vitro del estafilococo por un factor de 2 a 4
es necesaria la administracion IM. de 1.0 a 1 o/o gms; deben
repetirse  las inyecciones cada 4 horas. La administracion
intravenosa de 1.0 gms. de meticilina produce concentraciones
todavia mas altas, pero éstas se mantienen solo por una hora.
No se produce acumulacion después de ninguna de las dos
formas de administracion, ni tampoco al dar 2 gramos de
meticilina por dosis.

Por ser una penicilina (semisintética) puede causar
fenbmenos de  hipersensibilidad cutinea o visceral; en
tratamientos prolongados puede causar dafio renal que se
sospecha cuando pacientes tratados con esta droga acumulan
productos nitrogenados o presentan leucocituria.

La incidencia de fenomenos adversos, principalmente
reacciones alérgicas es del 3 o/o.
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MATERIAL Y METODOS

El trabajo de investigacion fue llevado a cabo en un
perfodo de seis meses en el laboratorio bacteriologico del
Hospital General “San Juan de Dios”, contando para ello con
Jas facilidades del mismo y los siguientes materiales:

a) Cajas de Petri pldsticas, descartables de 5 x 100 mm.

b) Medio Agar Sangre para ia siembra inicial de los
estafilococos y aislamiento.

¢) Tubos de hemblisis en los que se determind con la
téenica usual de incubacidn a 370C con lecturas a las 3,
5 y 24 horas, su capacidad de producir coagulasa.

d) Discos de 5 microgramos de Metcilina obtenidos
comercialmente (BBL: Baltimore Biological Laboratories).

¢) Medio Tripticusa con Soya, para favorecer cl crecimiento
del estafilococo dorado y obtener una concentracion dada
del mismo en determinadas horas de incubacién a 379C.

fy Medio Agar con Cloruro de Sodio al 5 o/o.

g) Varios: hisopos estériles, asas de pladno, estufa, etc.

Todas las cepas de estafilococo dorado, en cantidad de
228, fueron aisladas en los Hospitales Qeneral “San Juan de
Dios”, Roosevelt y Militar. De cada hospital se obtuvo:

Hospital General: .. ... iennenenns 151 cepas
Hospital Roosevelt: ........... e R . 50 cecpas
Hospital Militar: . ........oovniineeannns 27 cepas

Los estafilococos aislados provenian de infecciones
humanas y localizaciéon diversa, tales como piel, nasofaringe,
torrente sanguineco, abscesos, etc. Para ello se usaron cepas
obtenidas en los laboratorios bacteriologicos de los tres
hospitales mencionados; ademds, se efectuaron culivos de
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garganta y nariz de parte del personal médico, paramédico y
pacientes de diferentes salas del Hospital General, para hacer la
muestra lo mais heterogénea y representativa posible.

Las cepas fueron tomadas de su siembra original y
resembradas en cajas de Petri con agar sangre para confirmar
que eran de estafilococo por sus caracteristicas de crecimiento
y tincibn de Gram; luego de 24 horas de incubacién a 370C
se observo la colonia tipica blanco amarillenta de 1 a 3 mm.
de diametro.

Se tomé una colonia de cada muestra y se determind su
capacidad de producir coagulasa, poniendo 0,5 ml de suero
fisiologico en el que se colocd la colonia y se le afiadié 0,5 ml
de plasma incubando a 370C y haciendo lecturas a las 3, 5y
24 horas. Teniendo la certeza de poseer estafilococos aurcus,
se sembro con asa en tubos de hemblisis que contenia 2 ml de
medio tripticasa Soya y se incubaron a 370C por un periodo
de 5 horas, con lo que se obtuvo unaz concentracidén de 5x10%
bacterias por mililitro. '

Después de ese periodo, con hisopos estériles que se
sumergieron en el medio, se tomod una muestra abundante; ésta
fue extendida en la superficic de las cajas de Petri que
contenfa una cantidad -uniformemente distribuidas de medio
agar- agar-con: cloruro. sodio al 4 o/o (aproximadamente 5
ml. del medio). Con ecllo se favorecia el crecimiento del
estafilococo, pues es sabido que a esta concentracién se impide
la lisis del microorganismo.

Se diseminod el material de manera uniforme sobre la
superficie en todo sentido para que el crecimiento no fuese
mayor en una parte dada del medio, colocando posteriormente
¢l disco de 5 microgramos de Meticilina.

Se consideraria resistentc a todo estafilococo dorado
sembrado con la técnica indicada, cuyo crecimiento ilegase al
borde del disco de Meticilina después de 48 horas de
incubacién a temperatura ambiente; el objeto de incubar por
48 horas fue para dar lugar a que creciesen cepas resistentes,
ya que investigaciones hechas en otros hospitales demostraron
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que éstas podian no aparccer antes de 24 horas o bien, ser
invisibles al ojo humano.

Es de hacer notar que en gran nimero de laboratorios y
en los trabajos de sensibilidad que contienen 10 microgramos
del meticilina, lo cual, en mi opinion, da margen para que
cepas resistentes pasen inadvertidas.

Las zonas de inhibicion alrededor del disco fueron
medidas, tomando para ello el didmetro mayor que pasase por

el centro del disco. Tales zonas fueron medidas dos veces en

dias diferentes.

RESULTADOS

Todas las doscientas veinte y ocho cepas de estafilococos
dorados estudiadas en relacidon a su sensibilidad a la meticilina,
produjeron diversas zonas de inhibicién, las Cuales,. variaron
entre 5y 50 mm. de didmetro.

El porcentaje de cepas con su respectiva zona de
inhibicién se expresan en la grifica adjunta,

Ninghna cepa de estafilococo dorado crecid hasta el borde
del disco de Meticilina, excepto en raros casos en los que
cultivados de nuevo y vistos con tincion de Gram, se encontro
que existian gérmenes contaminantes principalmente  Gram
negativos; estos cultivos fueron descartados “como parte del
trabajo de investigacion.

Dentro de la zona de inhibicion se hallaron en seis
siembras, colonias de tamaflo pequeho blanco amarlllent:{.s, las
cuales fueron resembradas, mostrando al seguir la tecnica
descrita, zonas de inhibicibn que variaron de 45 a _50 mm de
didmetro. Estas colonias volvieron a su forma original al ser
sembradas de nuevo y tuvieron una sensibilidad mayor a la
Meticilina que la cepa original.
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Las formas hinchadas descritas en otros trabajos del
extranjero sobre el mismo tema, no se observaron en la
investgacion que se hizo en Guatemala.

Ninguna cepa, como se deriva de lo antenormente
expuesto, fue resistente a la Meticilina en nuestro medio.

Un eslabon muy importante de este trabajo se considerd
serifa sembrar las cepas resistentes que se encontraran, €n
medio liquido de agar nutritivo conteniendo’12,5 microgramos
de Meticilina, que si mostraban enturbamiento después de 24
horas de incubaciéon a 370C estd considerado como el patrdn
de resistencia del germen,

Zona de Namero de
Inhibicion cepas Porcentaje
5 6 2.6
10 14 6.1
12 10 4.4
13 3 1.0
14 12 5.2
15 4 1.7
16 3 1.0
18 8 3.5
20 17 7.4
21 10 4.4
22 20 8.7
23 i0 4.4
25 19 8.3
26 15 6.5
27 10 4.4
28 17 7.4
29 4 1.4
30 15 6.5
31 5 2.1
35 6 2.6
36 6 2.6
40 7 3.0
45 4 1.4
50 3 1
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DISCUSION

Los resultados de la presente investigacién concuerdan con
el patron de sensibilidad del Estafilococo dorado, que es
sensible a la accidon de la Meticilina casi en un 100 ofo.

Sabido es que la resistencia a esta droga esta
estrechamente relacionada con la virulencia del germen, pues a
mayor resistencia mas virulento es el estafilococo aureus. Sin
embargo a esto hay que afiadir que la aparicion de cepas
resistentes a la Meticilina en Europa y su amplia diseminacion,
plantean un problema que pronto puede ser el nuestro. Esto es
muy hipotético pues trabajos recientes no muestran aln
grandes diferencias en relacion a porcentajes.

Estas cepgs son resistentes a todas las penicilinas y
también a las cefalosporinas; ademas, son capaces de producir
enfermedades mortales, En E.E.U.U. han sido reportadas cepas
del germen resistentes a la Meticilina causantes de
enfermedades graves (19), pero en ese pais no hay trabajos en
los cuales de indique que usen técnicas especiales, excepto
uno, (6) el cual fue adaptado a nuestra investigacion. El valor
de este trabajo estriba en que se investigd la sensibilidad del
estafilococo dorado a la Meticilina en Guatemala y ademas se
usd una técnica especial que permitia determinar con mayor
exactitud tal hecho, por las siguientes razones:

a) El uso de agar que contenia cloruro de sodio permitia
que los microorganismos creciesen en forma florida, pues
a esta concentracion se impide su lisis. (9)

b) El empleo de discos de 5 microgramos de Meticilina
también favorecia el que se descubriesen cepas resistentes,
agregando a esto de que eran discos comerciales y no de
los que se proporcionan en forma grarnita para los
laboratorios, ya que se tiene conocimiento de que casas
productores de medicamentos, las cuales son de dudosa
reputacidn, colocan una mayor concentracion del
producto para asegurar su éxito y poder- introducirlo con
mas facilidad en el comercio.
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Bl uso de un indeulo go.nde también ayudaba a que el
estafilococo se desarrollase mas umpliamente dando lugar
a que la minoria de estafilococos resistentes pudiese
crecer mejor pues se cree, aungue datos completos faltan,
que la aparicion de resistencia en estos gérmenes
probablemente resulta de la seleccion de estafilococos
meticilino-resistentes dentro de una poblacién heterogénea.
Esto es dificil de sostener, pues en lugares donde la
Meticilina no se ha usado, han tenido infecciones causadas
por estos gérmenes.

En el presente estudio 228 cepas fueron investigadas con
esta técnica especial y no hubo una sola que creciera
hasta el borde del disco de Meticilina para determinar su
resistencia a tal antibibtico, de lo cual podemos inferir
que Guatemala es un area libre de estas cepas resistentes,
en la actualidad. ‘

CONCLUSIONES

Fl estafilococo dorado es una bacteria capaz de producir
enfermedades mortales, a pesar de que forma parte de la
microbicta del hombre.

Las cepas hospitalarias de estafilococos dorados son mas
virulentas que las que se aislan fuera de elos.

Todas las cepas investigadas mostraron patrones de
sensibilidad uniforme.

No se encontrd ninguna resistencia a la Meticilina.

Los gérmenes meticilino-resistentes son mas virulentos que
los que no lo son. '

La zona de inhibicibn mas pequefia fue de 5 mm. y la
més grande fue de 50 mm. La zona promedio fue de 23
mm.

A

8)

9)

10)

1)

2)

3)

4)

9)
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Las cepas aisladas provenian de personas sanas y con
enfermedad causada por estafilococo dorado, sin embargo,
ninguna colonia de tales microorganismos fue
meticilino-resistente.

La Meticilina es uno de los antibidticos mas efectivos
actualmente y de mis bajo costo para combatir el
estafilococo dorado.

El mejor método por el momento para detectar resistencia
a la Meticilina por dicho organismo es el uso de agar con
cloruro de sodio al 5 ofo e incubacion por 48 horas a
temperatura ambiente, lo cual es aplicable a nuestros
laboratorios.

Puede decirse que actualmenie no existen estafilococos

aureus resistentes a la Meticilina o que su incidencia en el
Pais es baja.

RECOMENDACIONES

Un estudio continuado de este tipo seria de utilidad en el
futuro para determinar la aparicion de cepas resistentes.

Se deben aumentar las facilidades con que cuenten los

~ laboratorios para efectuar tales estudios.

Debemos ser precavidos en el uso indiscriminado de
antibioticos.

El control epidemioldgico hospitalario, tanto de pacientes
como de personal médico y paramédico es de vital
importancia para prevenir catdstrofes en el futuro, como
el brote de una epidemia.

Se debe llevar un control de calidad de los medicamentos
empleados para combinar las infecciones causadas por el
estafilococo dorado.




6)

7)
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Promover un intercambioc de experiencias a través de
organismos internacionales sobre este tipo de
investigaciones.

Motivar este tipo de estudios en paises en que no se han
efectuado para conocer los alcances reales del problema.
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