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INTRODUCCION

E1 interés enla patogénesis de la enfermedad

a incidencia creciente de enfermedades severas,
rticularmente en medios hospitalarios, en donde muchas
pas son ahora resistentes a los antimicrobianos

Fl diagnbéstico y el tratamiento especifico
. las entidades clinicas producidas por el
aphyloccus - aureus dependen del aislamiento de
te microorganismo por medio de cultivos. Hay mayor
ndice de sospecha especialmente en grupos de personas
| quienes se piensa tienen un aumento de la tasa de
ortador nasofaringeo; personal médico, paramédico
administrativo de un centro hospitalario. (9, 15,

La presente investigacién se realizb en el
laboratorio Multidisciplinario de 1la Facultad de
Ciencias Médicas de la USAC, en estudiantes de la
rrera de Médico y Cirujano de tres diferentes grados
(lero., 3ero. y 6to.).. Se pretende establecer en qué
rado varia, especialmente al pasar por la préactica
pspitalaria, el estado de portador asintomatico de
taphyloccus aureus  productor de Beta-Lactamasa, se
isl6 mediante cultivos de la mucosa nasal en Agar Sal
anitol, realizandose asimismo la prueba de la coagulasa
y de producci6én de Beta-Lactamasa.

El estudio se realizé durante los meses de
ajo y junio del afio en curso, con un total de 300
cultivos entre los tres grupos de estudio.



DEFINICION Y ANALISIS DEL PROBLEMA ‘

Staphylococcus aureus es una de las causas
5s comunes de infecciones nosocomiales, continfia siendo
) patbégeno importante y ha desarrollado nuevas
apacidades de resistencia para cada prueba de control
or las defensas del organismo o para nuevos agentes
\timicrobianos (1, 9, 13, 20).

El microorganismo extrafiamente se adapta a
5 microbiota local y probablemente 1la colonizacion
el crecimiento sean controlados por otros componentes
la microbiota normal (otros estafilococos o
",treptococos) Una vez establecida la microbiota local
1 Staphylococcus aureus puede colonizar rapidamente,
mvadir vy destruir tejidos, especialmente si existe
@ cuerpo extrafio presente, causa enfermedad local
en ocasiones diseminacibén extensa (7, 9, 16).

La mayoria de Staphylococcus aureus eran muy
ensibles a la penicilina G cuando este antibiodtico
omenz6 a usarse en terapéutica, pero en el curso de
os afos se han producido en creciente numero cepas
esistentes al féarmaco, siendo la principal causa de
sta resistencia la produccién de Beta-lactamasa (4,
$8,14,16,19).

El aumento en la resistencia del estafilococo
los hospitales es bien conocida. Los pacientes
ospitalizados, quienes parecen ser mas susceptibles
adquirir infecciones con estos organismos son
dividuos inmuno comprometidos, y éstos se encuentran
contacto con personas portadores asintomaticos de
ste germen potencialmente patbgeno (20, 23).

El presente estudio describe la presencia de
Staphylococcus  aureus productor de Beta-lactamasa
0 sea resistente a ciertos antibibticos -que en su

structura quimica poseen el grupo Beta-lactam-) en
L e R, - | ¥ vy o [y— octitdiantee de medircina.



presentando la variacién que existe en
de primer afio, a medi i i
p 5 edia carrera y al finalizar la misma.

estudiantes

|

JUSTIFICACION

Conscientes de la necesidad que existe en
nuestro medio de un estudio bacteriologico para
determinar en gue proporci6én se encuentra el estado
de portador asintomatico de Staphylococcus aureus
productor de Beta-lactamasa, en 1los estudiantes de
medicina, veo la importancia de este estudio, teniendo
en cuenta que el estudiante estd en contacto directo
con individuos con infecciones estafilocbecicas; asi
como con recién nacidos y pacientes inmuno
comprometidos.

Se pretendid, asimismo demostrar la variacién
que pudiera existir al pasar por la practica
hospitalaria, poT lo que se investigb en tres grupos
de estudiantes a diferente nivel académico y en
diferentes lugares de practica.
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OBJETIVOS

Determinar el estado de portador asintomatico
en mucosa nasal de Staphylococcus  aureus
productor de Beta—lactamasa en estudiantes
de la carrera de Médico y Cirujano de la USAC.

Investigar en qué proporcion varia el estado
de portador asintomdtico de Staphylococcus
aureus productores de Beta-lactamasa en estudian
tes de medicina de lero., 3ro. ¥y f6to. grado.

Determinar si existe un aumento en la frecuencia
de portador asintomatico de Staphylococcus
aureus en los tres grupos de estudiantes de
medicina, a través de su paso por los diferentes
hospitales.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Staphylococcus aureus, Son COCOS grampositivos,
gerobios;, anaerocbios facultativos, inméviles, pueden
observarse solos, en pares, pero mAs cominmente en
racimos. Constituyen  un género de la familia
Micrococcaceae 758,17, “18).

Estos organismos miden de 0.8 a 1 um de tamafio,
son esféricos, pero su superficie de oposicién puede
aparecer algo aplanada, no tienen flagelos ni esporas.
Algunas cepas de Staphylococcus aureus son claramente
encapsulados, pero otros no, y no existe relacidn entre
1a formacién de cépsula y patogenicidad (12).

Con el microscopio electrbdnico se observa que
el fino citoplasma granular estéd rodeado de una delicada
membrana, la cual estd netamente separada de la gruesa
y rigida pared celular (17, 18).

Su pared celular estd compuesta por cadenas
rectas de B (1-4) glucanos unidas entre si, que
contienen 10-12 unidades = alternadas de acido
N-acetilmurdmico y N-acetilglucosamina. Existen cadenas
laterales compuestas por un pentapéptido, que se unen
al grupo lactiléter del éacido murdamico. Estas cadenas
laterales se unen luego por medio de wun puente
intrapéptido, que en el Staphylococcus aureus esta

compuesta por pentaglicina, a la L-lisina por una cadena

de pentapéptido y a la D-alanina por la otra. Esto
produce un gran polimero 1lamado Peptidoglucano que
confiere rigidez celular y que permite al organismo
sobrevivir en medio osméticamente agresivos (7, 8, 9).

En 1959 se descrubrié que los estafilococos,
como todas las demis bacterias grampositivas, producen
?Olimeros complejos que contienen fosfatos 1llamados
dcidos teicoicos, que se localizan tanto en la pared
como en la membrana celular. Los &cidos teicoicos de
la membrana contienen glicerol unido a fosfato. El acido
teicoico de la pared, cuyo tamafio varia entre 10,000 y
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20,000 daltomns, estd unido por un enlace fosfodiesteg
al glucopéptido del &cido muramico, que a su vez forma
parte del complejo peptidoglucano. Este 4acido puede
actuar como una resina de intercambio idnico para ayuday
a mantener altas concentraciones de cationes bivalenteg
en la region de la membrana celular (7484 9),

Los 4cidos teicoicos son poco antigénicos pox
si mismos, pero cuando se unen al peptidoglucang
provocan la formacibén de anticuerpos especificos. Log
anticuerpos antiteicoicos descubiertos por la técnica
difusién en gel pueden asociarse en particular con lag
endocarditis estafilocéccica-activa (7,9).

Otra proteina de 1la pared del estafilococg
es la proteina "A", que tiene un peso molecular de
42,000 daltons y estd presente en la mayoria de las
cepas de Staphylococcus aureus.

Se ha demostrado que se distribuye a nivel
de la capa mas externa de la pared celular adherida
al complejo peptidoglucano (9).Esta proteina superficiai
puede interferir con la fagocitosis y opsonizacion.
Estd intensamente ligada a la porcibén Fc de cualquier
molécula IgG. Esto hace que la porcidén Fab de cualquier
molécula de anticuerpo esté cara afuera, de manera
que sestd libre para combinarse con un antigeno
especifico. Este proceso ha hallado muchas aplicaciones
en inmunologia y tecnologia diagnéstica (por ejemplo:
la proteina estafilocbccica A con un anticuerpo
especifico IgG insertado, dirigida contra la bacteria
X, aglutina a esta uUltima; esto es "coaglutinacion')

(5292,
CLASIFICACION: (17)

Algunas caracteristicas diferenciales de micro-
organismos de la familia Micrococcaceae son los siguientes:
catalasa positivos, fermentan la glucosa, anaerobios
facultativos y ademas:
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_ Manitol fermentado, coagulasa positiva ¥
resistente al calor nucleasas (Staphylococcus

aureus) -

_ Manitol no fermentado, coagulasa negativa,
no resistente al calor nucleasas

(Staphylococcus epidermidis).

— Manitol no fermentado, coagulasa negativa,

novobiocina resistente (Staphylococcus
saprophyticus) .
Fn o leltvgrabajo de laboratorio todos los

estafilococos coagulasa positivos deben llamarse aureus,

oin tener en cuenta hemblisis ni pigmentacion {18),
Ya que aproximadamente el 97% de estafilococos asociados
con procesos patolbgicos en humanos son capaces _de
elaborar esta enzima y POT lo = tanto han sido
clasificados como Staphylococcus aureus (12).

la tipificacidén por bacteriéfagos es la prueba
mis segura y final de identificacion de ?tapbylogocgus
aureus. Sin embargo, no tiene significacion dlaggqstlca
ni terapéutica, pero es esencial en la deteccion de
fuentes de epidemias infantiles en hospitales y otros
brotes y en el control de estos sucesos. Se basa en
la susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la
infeccidn por diversos virus bacterianos (bacteriéfagos)
que son especificos de los estafilococos.

3 r
F1l juego de bacteribfagos basicos en uso (nimero

minimo) wusado para tipificar Staphylococcus aureus

es el siguiente:

Grupo I: 29, 52, 52A, 79, 80

Grupo II: I8 13842 8055555841
Grupo I1II: Gy T4

498+ 47, 65351 Bhapd 73 UL
83 ‘
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Grupo IV: 42D

Varios: 81, 187

B Se ha encontrado prevalencia de
a multiples antibibéticos en cepas
fagos del grupo I y III. (5, 17).

resistencia
tipificadas por

TOXINAS Y ENZIMAS DEL STAPHYLOCOCCUS AUREUS:

Los estafilococo
] s pueden producir enfermedad
tanto por su capacidad de multiplicarse y diseminarse

zzplégmente en los Fejidos, como por la produccidn
- iversas substancias extracelulares. Entre estas
ultimas se encuentran las siguientes:

Exotoxinas es un material filtrable, termolabil, letal

ara 1 i i i

Eecros£§3 snlﬁéles por inoculacibén parenteral, provoca

e i e la piel y contiene diversas hemolisinas
que pueden ser separadas por electroforesis

Alfa isinas 1
- 302§§§1§232§. esE una proteilna de pesc molecular
) ons. Es inestable en estad
' 0 puro no
o iz iﬁi;fﬁ;ra]én‘tOdas las cepas. E1 cédigo geng;ico
emolisina es de localizacid omi
. : cion cromosomica
Ezzgreilsten observaciones de que su produccibn puedé
e u§ar_’tamb1en_ en el plasma. La alfa hemolisina
i ziléﬁ‘ deh la ?embrana de algunas células, en
0s hematies a los que 1i i
g 1e: que lisa tras unirse
= £§; ifcepﬁpr especifico de la pared, Menos del 1%
o demitles huanos son sensibles, mientras que
hemoli;i e Eos hematies de conejo se lisan con la alfa
producirna]_ n modelos animales esta substancia puede
ER Al esiones dermonecréticas. Es una potente
hipoté$;;na gfuyo lugar de accibén puede estar en el
e eQ, unque se producen anticuerpos contra esta
s €stos no parecen ser protectores (5, 7, 9)

B = -

mg;a, hemolisina: proteina termolédbil
: eculgr es de 30,000 daltons. ’
a esfingomielinasa,

cuyo  peso
. Es una potente enzima,
que hidroliza la esfingomielina
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de 1la membrana celular. Los hematies de diferentes
animales tienen distinta sensibilidad a esta enzima
en relacidén con su contenido de esfingomielina. Las
membranas de hematies humanos contienen un 26% de
esfingomielina por peso, pero no toda estd disponible
como substrato para la toxina; por esta razbon las
células humanas son relativamente resistentes a 1la
lisis producida por l1a esfinomielinasa. Sin embargo,
1a beta toxina puede contribuir a la discreta hemdlisis
que acompafia a la infeccibn estafilocbecica (9).

Delta y Gamma hemolisina: estas toxinas fueron
descubiertas porque eran contaminantes frecuentes en
las preparaciones de alfa hemolisina. Ambas substancias
lesionan la membrana celular y  parecen actuar mas
como detergentes que como enzimas.

Leucocidinas: es otro producto estafilocoéccico,
compuesta por una substancia electroforéticamente rapida
(F) de peso molecular de 32,000 daltons y una substancia
lenta (S) con peso molecular de 38,000 daltons. Produce
lisis especifica de las membranas de granulocitos ¥
macrofagos. Se produce una Flteracion ' lde™ Yla
permeabilidad de la membrana para el potasio y una

interacciébn de la toxina con trifosfoinositina. En
modelcs animales también acta como un compuesto
antifagocitico. La toxina es antigénica, pero la
presencia de anticuerpos 0o parece modificar la
enfermedad humana (9).

Coagulasas Es una enzima que define al grupo

Staphylococcus aureus distinguiéndolo del Staphylococcus
epidermidis. La coagulasa que causa la coagulacion
del plasma, puede ser soluble o estar unida a la célula.
Actha sobre una proteina sanguinea 1lamada factor de
liberacién de coagulasa (FLC), la cual tiene propiedades
similares a la trombina y puede ser un derivado de
la protrombina. La activacioén del factor de liberacion
de coagulasa conduce a la formacibébn de una substancia
semejante a la trombina 1lamada trombina coagulasa
(FC) & Bsta TG difiere de 1la trombina clasica en que
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no es inhibida por la hirudina, heparina o antitrombina
IIT. La trombina coagulasa convierte el fibrinégeno
en fibrina, pero al contrario de la trombina, la
fibrina producida finalmente no puede activar el sist
tema fibrionolitico. E1l papel de la coagulasa en la
coagulacibén es incierto; pero en estudios con animales,
cuando se inyectan gérmenes en la cavidad peritoneal,
la coagulasa ligada activa la coagulacion, conduciendo
al agrupamiento de bacterias y facilitando la
fagocitosis (9).

Hialuronidasa: también conocida como factor de difusién
o extensién produce una digestién del acido hialurénico
un mucopdlisacarido acido que se encuentra en la

substancia fundamental del tejido concectivo y por
lo tanto colabora en la difusién de la infeccidon a
través de planos histicos. Tanto las cepas patbgenas
como las que no lo son producen esta enzima. Ademéas,
los anticuerpos antihialuronidasa que se forman durante
la infeccién no parecen prevenir una nueva enfermedad
estafilocéccica.

Penicilinasas (Beta-lactamasas):  se conocen mas de
50 Beta-lactamasas diferentes, la mayor  parte
producidas bajo control de los plasmidios bacterianos.
Los plasmidios se transmiten por transduccién. Las
bacterias son huéspedes de estos pequefios elementos
genéticos extracromosomicos. Los plasmidios no son
esenciales para la célula bajo condiciones ordinarias
de crecimiento. Estos transportan un gen que origina
que la célula bacteriana produzca una penicilinasa
potente, haciéndola resistente a la penicilina (5,
P19 1)

Muchas cepas de Staphylococcus aureus,
particularmente las lisadas por los bacteriofagos
en los grupos I y III, son resistentes a la penicilina.
La resistencia es debida a la dinactivacion de la
penicilina por una enzima, la penicilinasa la cual
abre el anillo B-lactam de la molécula. Su produccidn
puede ser por la exposicion de los organismos a algunas
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penicilinas sintéticas, a despecho del hecho de que
& - .
estos compuestos son solamente minimamente susceptibles

a la enzima.

La formacién de penicilinas ha sido demostrada
en cepas aisladas antes del uso general del antibibtico,
sugiriendo que la prevalencia corriente de cepas
penicilino resistentes es el resultado de un grado de
seleccidn més que de mutacidn reciente (5, , 9, 17).

Fnterotoxina: la mayoria de casos de envenenamiento

alimenticio relacionados con Dbacterias O productos
bacterianos son causados por enterotoxinas
estafilocbccicas. Es producida por unas pocas cepas
de Staphylococcus aureus y estos son generalmente de
tipo fago 6/47 6 42D, [Existen varios  tipos
antigénicamente distintos de enterotoxinas. La A ¥y
la B son las mAs comunes; las enterotoxinas son
bAsicamente proteinas tripsinoresistentes, ricas en
lisina. La B tiene un peso molecular de 24,000 y esta
libre de 1lipidos y carbohidratos. La enterotoxina es
pirbégena y su sitio de accidén no estd bien determinado,
pero todo indica que sus efectos son mediados por

neuronas centrales y/o periféricas mas que de una
accidn directa sobre el intestino (5, 7, 9, 175

Exfoliatina: es una toxina que provoca 1esignes dérmicas,
Fxiste en dos formas: ETA, estable a -30°C y ETB que

es inestable a la misma temperatura. Ambas son
estructuralmente similares y difieren en que el gen
determinante de la ETA est4 contenido en los cromosomas
del estafilococo, mientras que el de la ETB es
extracromosbémico, es decir que ha sido proporcionado
por un fago. FEsto tiene importancia porque entonces
otros tipos de fagos pueden elaborar la toxina. Esta
toxina altera la adhesividad de las células del esFrato
granuloso. No est& claro si lo hace por efecto enzimatico
o por aumento de la acumulacién de ligquido en el espacio
intercelular, lo que da como resultado un despegamiengo
de la piel a nivel del estrato granuloso. Esta separacion
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de la piel provoca la exfoliacién observada

clinicamente la que puede ser localizada o generalizada.

Otras Sustancias: entre estas se encuentran nucleasas,
proteasas, fosfatasas, lipasas y fosfolipasas. Ciertas
cepas también producen una autolisina (5, 7, 9, 170

AISLAMIENTO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS:

Crece fAcilmente en gran variedad de medios
nutrientes. Los requerimientos de aminoacidos varia
de cepa a cepa, pero la cistina, valina, glicina,
prolina, A&cido aspartico y leucina son usualmente
necesarios. La tiamina y el  Acido nicotinico son
esenciales para el crecimiento en medio aerobico,

La temperatura de crecimiento maximo es de
36 a 38°C, perc el microorganismo puede multiplicarse
bien a temperatura de 10 a 45°C. Muchas cepas crecen
sobre un ancho grado de PH, 4.8 a 9.4, pero lo optimo
es un PH neutro (7, 9, 13).

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 produccibn
de pigmento por el Staphylococcus aureus varia de
blanco a amarillo, dependiendo de la cepa y el medio
usado. En cajas con agar sangre aparece fuertemente
rodeado de una zona de hemblisis clara. El pigmento
amarillo oro que sé encuentra mas cominmente es debido
a los carotenoides, delta caroteno y rubixanteno.
El pigmento no estad asociado a la patogenicidad del
mismo.

En un cultivoe dado, las colonias pueden
aparecer con pigmentacibén alterada, con variaciones
cuantitativas y cualitativas en la produccién de

enzimas difusibles y toxinas; también con
susceptibilidad variable a los bacteridfagos y agentes
antimicrobianos.
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Las formas G fueron notadas en medios con
cloruro de 1litio y son también producidas en medio
que contenga antibioticos, especialmente penicilina.
las bacterias resistentes a bacteri6fagos en un cultivo
sensible también pueden formar colonias G; éstas son
aplanadas y sin pigmento, tienen poco o nada de
coagulasa libre y son resistentes a los antibioticos.
la reversibén ocurre después de un periodo variable
de tiempo. Las bacterias parecen ser normales, excepto
por unas formas hinchadas. Han sido aisladas de
pacientes no tratados, asi como de los que recibieron
tratamiento con antibibticos (7, 9, 13, 16, 17, 18).

Las formas L han sido también aisladas de
medics con penicilina, difieren de las G
morfolbgicamente y en su requerimiento de condiciones
hiperténicas para su aislamiento inicial.

El aislamiento de Staphylococcus aureus puede
lograrse facilmente usando procedimientos
bacteriolbgicos cominmente aceptados. Su identificacién
y la valoracion de la virulencia, en cambio sonbastan
te discutibles. Muchos medios y la necesidad de diversas
pruebas de patogenicidad vy fermentacién figuran entre
las recomendaciones propuestas.

Entre los medios de aislamiento e
identificacidn tenemos:

Agar sangre: cualquier buena base de agar sangre (base

de agar sangre, agar infusidén de corazbén, agar soya
triptona, agar Columbia, agar soya tripticasa) de
5-10% de sangre es lo que se recomiendan. La sangre
de oveja de venta comercial se recomienda principalmente
porque las células bovinas son lisadas por alfa-toxina,
considerada: como 1la toxina estafilocéccica mas
importante, en tanto que los globulos ‘rojos humanos
son lisados por delta-lisina (17).

Caldo: infusibn de corazdn, soya triptosa §y soya
tripticasa son caldos que dan medios satisfactorios
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de aislamiento y cultivo de estafilococos.

Agar Sal Manitol: este medio debe usarse ademas de
agar sangre cuando se espera contaminacién de otras
bacterias, por ejemplo en muestras fecales de enteritis
estafilocbccica sospechosa, en muestras de infecciones
de = heridas o cuando se espera aislar sblo
Staphylococcus aureus. Debido al gran contenido de
cloruro de sodio (7.5%) y a la presencia de manitol
y rojo fenol en este medio, Staphylococcus aureus
aparece como una colonia amarilla rodeada de una zona
también amarilla (esto indica que fermenta el manitol),
en cambio otros organismos, incluso gramnegativos,
se inhiben completamente (12, 17).

Otros medios son: Agar glicina telurito, medio
para_gstafilococo No. 110 y Agar Chapman-Stone, Agar
neomicina manitol y Agar fosfato de fenolftaleina
y Agar Alcohol feniletilico.

Para el cultivo primario se siembran las placas
cuidadosamente con trazos cruzados para asegurar
colonias bien aisladas. Se incuban las placas de agar
sangre durante 16-24 horas y las placas de agar sal
manitol durante 24-48 horas.

El examen de los cultivos primarios en la placa
de agar ~sangre demuestra colonias redondas lisas
opacas, humedas, brillantes en cfipula, "con aspecto
de cuadro de 6leo" de 5 a 7.5 Cms. de didmeto crecen
de_18—24 hrs. después de la inoculacibén (17). Puede
existir hem6lisis o pigmentacién, aunque en ausencia
de estas dos caracteristicas no puede descartarse
que sean cepas potencialmente patogenas, por ello
no debe descartarse la placa y debe seguir examinandose.
En la placa de Agar Sal Manitol se seleccionan las
colonias rodeadas de una =zona amarilla que indica
fermentacion del manitol. Si hay poco crecimiento
en la placa original de agar sal manitol volver a
incubar hasta el dia siguiente (12, 17).
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CRITERIOS DE IDENTIFICACION DEL STAPHYLOCOCCUS
AUREUS:

La prueba de coagulasa es la prueba individual
in vitro mAs importante, y la que hoy se considera
mAs significativa en la diferenciaci6én de estafilococos
potencialmente patégenos y no patégenos; como ya se
menciond anteriormente, aproximadamente el 97% de
Staphylococcus aureus son coagulasa positivos, lo que
los clasifica como patbgenos (12).

La fermentacién del manitol, la hemdlisis ¥y
la pigmentacion, criterios antes muy estimados, no
se aceptan actualmente, por s1 solos, como criterios
vAlidos para distinguir Staphylococcus aureus de otros
estafilococos, debe mencionarse siempre las colonias
coagulasa-positivas y coagulasa—negativas que se
encuentran (12).

Entre algunas de las pruebas de coagulasa que
se conocen estan: la prueba del tubo, en la que se
utiliza plasma citratado de conejo 0.5 ml. de no diluido
o diluido 1:4 en solucibén fisiolégica, en una colonia
de cocos grampositivos de 18 a 24 horas de crecimiento
en el agar, utilizando 0.1 ml de caldo del cultivo,
o una colonia sencilla del agar Se incuba en bano
de agua a 37°C, y se examina cada 30 minutos por 4
horas, Si no hay coagulos, al final de este periodo,
se examinan los tubos a las 6 y 24 horas, Un test
coagulasa positivo es representado por cualquier grado
de coagulacién. La mayoria de cepas coagulasa positivas
producen coagulacion en las primeras 4 horas (12).

La prueba en portaobjetos, es una de las formas
mAs rapidas y faciles de hacer la prueba de coagulasa.
Esta prueba detecta coagulasa ligada; se puede llegar
a una correlacién del 99% de este método con el
convencionalde la prueba del tubo.

También se pueden utilizar productos comerciales
liofilizados, que son mis uniformes que el plasma
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-

elegido al azar, este método también da resultados

satisfactorios.
METODOS DE PRUEBA DE BETA-LACTAMASA

la determinacién de produccién de B-lactamasa
se hace raramente, excepto con Hemophylus influenzae,
Neisseria gonorrhoae 7y  Staphylococcus aureus. La
produccién de B-lactamasa puede manifestarse mas
tardiamente con los estafilococos. La prueba debe
incubarse por lo menos una hora. Otra diferencia entre
los estafilococos y los otros dos, en que las
B-lactamasa producidas por estafilococos pueden ser
inducibles, mientras que las B-lactamasa de Hemophylus
influenzae y Neisseria gonorrhoae no lo son.

Se describen a continuacién cuatro pruebas
de produccién de B-lactamasa, cada una tiene sus
ventajas y desventajas y su aplicabilidad varia con
respecto a cada laboratorio y a la disponibilidad
del material de prueba.

1) Prueba Yodométrica rapida:
(a) Ventajas:
- resultados réapidos conocidos el
mismo dia que se dispone del

cultivo puro para probarlo.

- reactivos de
bajo costo.

facil obtencidén y

- facilidad de realizacioén

- la placa
si hay
(las  muy
apropiadas).

original puede usarse
colonias Dbilen aisladas
contaminadas no son

- punto terminal bien

facil de leer.

definido ¥y
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2)

3)

(b) Desveniajas:

- prueba de pasos multiples

- reactivos menos estables que

cefolosporina crombgena.,
Prueba Acidométrica:
(a) Ventajas:

_  resultados rapidos conocidos
mismo dia que se dispone
cultivo para probarlo.

- reactivos de fécil obtencitdn

bajo costo.
-  facilidad de realizacidn.

- prueba de un solo paso

la

el
del

¥y

-  puede usarse de la placa original

de cultivo
aisladas (las placas
contaminadas no son apropiadas)

(b) Desventajas:

si hay colonias bien

muy

de

- requiere ajustes correctos
PH.
- los reactivos son menos estables

que la cefalosporina crombgena.
Prueba de Cefalosporina Cromogena:
(a) Ventajas:

- puede usarse facilmente en
campo; simple y facil de hacer.
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- reactivos estables.

- resultados réapidos el mismo dia
que el cultivo estd listo para

probar,
= vla” placal™ eriginal : de  ccultivg
puede usarse si hay colonias

bien aisladas (las placas muy
contaminadas no son apropiadas).

(b) Desventajas:

~ La cefalosporina cromdgena 1o
siempre es facil de conseguir
y debe obtenerse en una sola
compafiia inglesa.

4) Prueba rapida en  portaobjetos  para
reactivos de penicilinasa (3, 14, 18).

MECANISMOS DE RESISTENCIA:

En 1la era preantibidtica, la bacteriemia
esFafilocéccica era causa del 807 de mortalidad.
Inicialmente el organismo era susceptible a varias
sub§tancias antimicrobianas como sulfonamidas b
penicilina. Asimismo, el uso de los antibidticos se
desarroll6é durante la década de los cincuenta. Durante
1969, las primeras cepas de Staphylococcus aureus
reS}stentes a los antibidticos Beta-lactamasa
resistente fueron reportados en Furopa, y en 1970
en hospitales de los Estados Unidos comenzaron a

?Tgcrggir infecciones con cepas resistentes semejantes
s 5

, El conocimiento de los mecanismos de
reS}stencia del Staphylococcus aureus ante los agentes
acFlVOS sobre la pared bacteriana es esencial para
utilizacion racional de estos antibidticos en pacientes
con infecciones estafilocbccicas.
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lLos tres tipos de resistencia estafilocbeccica conocidos

son produccibdn de penicilinasa, resistencia intrinseca
y tolerancia (9, 16).

La produccién de penicilinasa estd mediada por
un material genético extracromosbmico llamado plésmido.
Fsta enzima es responsable de mas del 85% de las cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a la penicilina

€. (9).

La resistencia intrinseca no esta causada por
inactivacion enzimatica del antibiobtico. Esta
resistencia es de causa cromosbémica y es heterogénea
en el sentido que estd presente en sblo un pequenio
porcentaje de Staphylococcus aureus. El mecanismo de
resistencia mis recientemente descrito es la tolerancia.,
Se trata de un fendémeno comprobado en  vitro
caracterizado por resistencia a la accion letal de
un antibidtico normalmente bactericida ¥ manifestada
por una discrepancia entre la CIM (concentracibn
inhibitoria minima) y CBM (concentracién bactericida
minima) de un agente bactericida para un germen (9,
157

La resistencia a la meticilina es independiente
de la produccion de la Beta-lactamasa. Es probable
que los genes que codifiquen para esta enzima residan
en el cromosoma, en ocasiones se tansmiten por
transduccidén. Afn se desconoce el mecanismo exacto

.« 7
pero es una funcion de la estructura de la pared celular

(135

La tolerancia implica gque los estafilococos
son inhibidos por un medicamento, pero no son destruidos
por éste, es decir, que hay una gran diferencia entre
las dosis minima inhibitoria y la dosis minima mortal.
La tolerancia puede enocasiones atribuirse a la falta
de activacién de las enzimas autoliticas de la pared
celular (7).
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EPIDEMIOLOGIA:

F1 Staphyloccocus aureus forma parte de la
microbiota indigena del hombre, sin embargo las
enfermedades causadas por €l, y de caricter grave,
son raras. La colonizacién comienza en la infancia
de la primera semana a los diez dias un 90% de recién
nacidos son portadores nasales del microorganismo.
El grado de portador nasofaringeo en adultos es de
un 15% de personas no asociadas al hospital (20).
Fl organismo se encuentra mAs cominmente en las coanas,
a veces también en la piel, Puede permanecer viable
por largos periodos de tiempo en el suelo, ropa ¥
en el medio ambiente, El modo de transmisién aérea
permanece incierto, ¥y la forma mas importante es el
contacto directo persona a persona. Mas a menudo en
el medio hospitalario el Staphylococcus aureus se
‘transmite de paciente a paciente o por trabajadores
del hospital con un descuido en el lavado de manos
(20).

Pacientes o empleados del hospital con
infeccién estafilocbéccica activa son probablemente
la fuente mis grave de infecciones cruzadas que el
simple estado de portador. Asimismo, en algunas
circunstancias el portador mnasal asintomatico, ha
sido fuente de infeccién estafilocéccica. (16, 20).

la adquisicién y la calidad de portador de
Staphylococcus aureus en adultos es una situacidn
compleja; es sabido que unas personas son siempre
portadoras, otras no lo son nunca y algunas personas
son portadoras intermitentes. Staphylococcus aureus
coloniza transitoriamente la nasofaringe de 70 a 90%

de los individuos y reside permanentemente en 20%
(20).

Aproximadamente el 20 a 30Z de pacientes
hospitalarios se vuelven portadores de 1la cepa
prevalente en el hospital (20)., La dincidencia de 1la
colonizacién aumenta con la estancia hospitalaria
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ademids en pacientes tratados con antibidticos a los
cuales el germen es resistente.

Ataques de enfermedades causadas por
Staphylococcus aureus ocurren en salas de adultos de
Medicina ¥y Cirugia, asi como en las salas de Recién
Nacidos. Las personas mis susceptibles son aquellas
que han sufrido procedimientos de cirugia mayor y las
que tienen infecciones sobreagregadas, incluyendo
neoplasias, diabetes mellitus, agammaglobulinemias,
anemia apléstica, agranulocitosis o influenza (20).

Fl1 hallazgo de personas asintomaticas con cepas
epidémicas de Staphylococcus aureus origina el "portador
peligroso”. Sin embargo, la enfermedad no  es
exclusivamente causada por estos microorganismos ¥
muchos humanos portan cepas epidémicas sin aparente
dafio para ellos o sus allegados. Debemos estar alertas
a la existencia de cepas con 'virulencia epidemioldgica”
por la posibilidad de brotes de enfermedades severas

(20).

Fn vista del grado extremadamente all tomiude
portadores humanos es claro que el reservorioprincipal
es el Thombre, pero algunos animales domésticos,
incluyendo perros, pueden ser portadoresasintométicos
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 (5;1165+8,240, 15,
by 20, 23).

INMUNIDAD EN EL HOMBRE:

Muchos individuos normales poseen anticuerpos
a2 una variedad de componentes y productos del
Staphylococcus aureus, incluyendo alfa toxina, coagulasa
leucocidina humana, hialuronidasa y estafiloquinasa.
Algunos de estos anticuerpos cruzan la Dbarrera
placentaria; los titulos de éstos, en el infante,
declinan durante los primeros meses de vida, y luego

25




siguientes afos, probablemente
por estimulos antigénicos derivados de portadores
de estafilococos o de lesiones  menores. No
se ha descubierto correlacibén entre el titulo de un
anticuerpo particular y la resistencia 0
susceptibilidad a la enfermedad, esto explicaria la
falta de las vacunas (20).

aumentan durante los

PROFILAXIS:

No existe un medio practico para erradicar
el Staphylococcus aureus de su amplia y usualmente
benigna asociacién con el hombre., Los esfuerzos deben
ser dirigidos hacia la prevencidén y el control de
enfermedades en hospitales donde los contactos ocurren
entre personas susceptibles y donde se localizan las
cepas mds virulentas,

Unos principios generales son de importancia:
las personas con lesiones estafilocbeccicas diseminan
gran nimero de estos organismos y deben ser aisladas
de adultos susceptibles o de recién nacidos;
similarmente el persenal hospitalario con lesiones
abiertas debe ser suspendido. Los individuos altamente
susceptibles deben ser protegidos de otros pacientes
y de los portadores.

De especial interés es el hecho de usar los
antibibticos dindiscriminadamente, lo cual da lugar
a cepas resistentes y a que prevalezcan tales cepas
en una institucibén. Finalmente, todo procedimiento
quiriirgico debe ser llevado con la asepsia estricta.

La determinacidn de los portadores
asintomaticos de una cepa epidemiolbgica 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 se modifique. En recién nacidos se ha evitado la
contaminacién lavadndolos con germicida. También se
ha colocado wuna cepa penicilino sensitiva en las
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fosas nasales o en el cordén umbilical al nacer (cepa
502A), va que la colonizacién con ella no provoca
afeccién y previene la enfermedad, como ejemplo de
la interaccibn bacteriana.

provocada por el

la 1intoxicacidén alimenticia

germen puede prevenirse evitando que personas con
lesiones abiertas participen en la elaboracion de
alimentos 0 conservando en el refrigerador

proncipalmente los que tienen leche o sus derivados

(5, 7y 8, 13;'16, 20},

ENTIDADES CLINICAS:

Fntre las entidades clinicas mas frecuentes
que produce el Staphylococcus aureus estan las
infecciones superficiales: 1la foliculitis que se

manifiesta por un pequefio nbddulo eritematoso que
envuelve el foliculo piloso con una parte de tejido
dérmico afectado. Al hacerse extensivo invadiendo la

glandula sebiacea y tejido subcutdneo se denomina
furunculosis.
Esta es mis comin en cara, cuello, axilas, ante

brazo, glGteo, muslo, tetillas., El acné del adolescente
frecuentemente se complica con furunculosis. Cuando
la infeccidén involucra las glandulas en las axilas
provoca la hidratenitis supurativa. Y en regiones de
tejido duro, fibroso, piel ineslastica en toérax
posterior y cuello dan lugar a la formacién de el
carbunco. Todas estas lesiones pueden producir fiebre,
leucocitosis, dolor extremo y postracion, la bacteriemia
es comiln.

Las lesiones extensas se dan mas frecuentemente
entre diabéticos. (1, 20).

El Staphylococcus aureus frecuentemente coloniza
las lesiones impetiformes, pero mAs en nifos debido
a lesibébn extreptocbecica del grupo A, Una forma de
impétigo caracteristicamente causado por Staphylococcus
aureus es el impétigo buloso. Esta enfermedad representa
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una severa piodermia exfoliativa. Cepas de
Staphylococcus aureus de fagos del grupo II, usualmente
i oTo ) S producen la  exotoxina (exfoliatina)
produciendo separacién de la epidermis de la capa
granulosa. Esta produccién de exotoxina esta mediada
por plasmidios.

Los sindromes pueden ser localizados o
raramente, generalizados como por ejemplo: la
necrbdlisis epidérmica tdxica, el sindrome de Ritter's,
enfermedad de Lyell's, o el sindrome de piel escaldada
(L, 20).

F1 Staphylococcus aureus es el responsable
de la mayoria de casos de osteomilitis aguda. Esta
infeccidén ocurre mas comunmente en nifnos menores de
12 afios de edad, pero los adultos también son
susceptibles a la osteomielitis, especialmente de
la columna vertebral. Aproximadamente el 50% de
pacientes dan historia de un fortnculo o infeccion
superficial precedente a la osteomielitis. EIl hueso
puede comprometer a la diseminacién hematogena de
la bacteria. La localizacién mas frecuente es en la
diafisis de los huesos largos. Muchos pacientes dan
historia de trauma en el area invelucrada.
Recientemente se han reportado casos de osteomielitis
clavicular secundaria o dinfeccidén por colocacidén de
catéteres subclavios. La infeccién puede alcanzar
el subperiostio, levantar el periostio, formar abscesos
y ruptura con infeccién de los tejidos subcutaneos.
Raramente, la capsula articular es penetrada,
produciendo artritis pidgena.

La osteomielitis usualmente comienza
abruptamente con escalofrios, fiebre, nauseas, vomitos
y un dolor progresivo en el sitio donde se desarrolla.
La presencia de leucocitosis es la regla. Cultivos
positivos para estafilococos se encuentran en el 50
a 607 de los casos. El tejido superficial se encuentra

edematoso y caliente, la piel eritematosa y brillante
el 25022 Bk
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A la neumonia estafilocbébcica le corresponde
aproximadamente el 1% de las neumonias bacterianas
adquiridas fuera de hospitales. Esta enfermedad ocurre
esporédicamente, excepto durante epidemias de influenza,
donde 1la neumonia estafilocbccica es mas comun, si
bien no es mas frecuente que la infeccidn neumocbdccica.
La neumonia estafilocbécica primaria en infantes y nifos
os causa de neumotérax y neumatocele. En jovenmes y
adultos, la neumonia estafilocéccica va precedida de
una infeccidén respiratoria tipo influenza. El ataque
es abrupto con escalofrios, alta fiebre, disnea
progresiva, cianosis, tos, dolor pleural y postraciodn.
(@52, 20).

El esputo en las fases tempranas no tiene carac-
teristicas, pero puede ser con sangre o francamente
purulento. La neumonia estafilococcica es una de las
causas en pacientes hospitalizados. Muchos de estos
pacientes que adgquieren esta infeccibén nosocomial tienen
problemas pulmonares crbnicos leucemias, mucovisidosis
u otras enfermedades debilitantes. La bacteriemia no
es comiin en la neumonia primaria estafilocéccica (menos
del 20% de los pacientes).

lLa bacteriemia estafilocbccica puede provenir
de cualquier infeccién local. Infecciones de la piel
(incluyendo infecciones adquiridas por colocacibén de
catéteres venosos), del tracto respiratorio, hueso
o tracto genitourinario. Trauma, lesiones o drenajes
quirGrgicos pueden precipitar la bacteriemia. Raramente,
pacientes con bacteriemia presentan signos y sintomas
las primeras 12 a 24 horas, con alta fiebre, taquicardia
cianosis, sintomas gastrointestinales y colapso vascular
Mis com@inmente la enfermedad progresa mas lentamente,
con poca fiebre y metastasis de abscesos hacia piel,
hueso, rifones, cerebro, pulmén, miocardio, bazo u
otros tejidos. Meningitis es una complicacion ocasional
(e T s

La endocarditis suele complicar a la bacteriemia
por estafilococos de otros sitios. la enfermedad suele
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ser de tipo agudo, maligno o ulceroso. La enfermedad
tiene comienzo agudo con escalofrios, fiebre alta,
anemia raApidamente progresiva, intensa leucocitosis,
soplos cardiacos cambiantes, pustulas y petequias
cutéaneas, hemorragias en virutas de madera, hematuria
y abscesos metastasicos. Se observa trombocitopenia
y coagulacién intravascular diseminada. Las valvulas
cardiacas normales se destruyen en algunos dias. Siendo
la primera en afectarse la valvula abrtica. Con
frecuencia hay abscesos del anillo de la valvula del
miocardio que deben sospecharse cuando se presenta
arritmia grave, Durante el curso de la endocarditis
por estafilococos quizéd se desarrolle glomerulonefritis
proliferativa aguda del tipo de complejo inmune.
Wl 2. 2095

Las enfermedades producidas por estafilococos
a nivel gastrointestinal, son causa importante de
gastroenteritis epidémica aguda o de intoxicacio6n
alimentaria. La toxina se forma antes de ingerir el
alimento  contaminado, generalmente  almacenado o
refrigerado de manera insuficiente. Mucho mas raramente
pueden originar enterocolitis pseudomembranosa aguda
necrosante. Sobre todo después de cirugia abdominal,
choque, terapéutica antimicrobiana o en las leucemias.
Los sintomas dincluyen dolor abdominal, flatulencia,
ileo, fiebre, heces sanguinolentas, diarrea, deplesion
de electrolitos, deshidratacion y choque.

Otras infecciones menos frecuentes son: la
piartrosis (después de cirugia ortopédica o de
osteomielitis), meningitis (suele deberse a traumatismo
penetrantes, cirugia local o endocarditis bacteriana),
el absceso epidural raquideo primario (se observa
en los narcomanos junto con esteomielitis vertebral),
pericarditis (después de la bacteriemia o relacionado
con osteomielitis o endocarditis y formaci6n de
abscesos miocardicos focales y difusién al pericardio),
parotiditis (se obsera en adultos debilitados que
se deshidratan y tienen poca higiene bucal),
piomiositis tropical, conjuntivitis, otitis, sinusitis,
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mastoiditis, celulitis periorbitaria. Ultimamente ha
gido reportado el Sindrome del Shock Téxico, que es
el resultado de la produccién en vivo de la toxina
en el sitio de localizacién (1, 2, 9, 16, 20).

TRATAMIENTO:

Siempre se deben hacer cultivos adecuados ¥y
pruebas de sensibilidad a medicamentos para confirmar
el diagnbéstico de afeccibén por estafilococo y como
guia para el tratamiento. Aunque hoy en dia se dispone
de varios antimicrobianos para tratar estas infecciones,
la susceptibilidad con frecuencia no predecible de
los organismos limita la accioén inicial a sbdlo algunos.
Se prefierenlos bactericidas andlogos de la penicilina
a menos que el .paciente sea alérgico a ellos. Como
la mayor parte de las cepas que causan infecciones
en hospitales y en la comunidad son resistentes a
penicilina G y ampicilina, la eleccidén se limita a
medicamentos que no sean inactivados en forma importante
por la penicilinasa del estafilococo,

Ahora el 60 a 90% de cepas aisladas de pacientes
hospitalizados son resistentes a penicilina G, y 1la
incidencia de infeccidon por cepas productoras de
penicilinasa en individuos no hospitalizados es también
atlibar (., 2, 13;520).

Para infecciones graves se recomiendan 1la

meticilina, oxacilina, nafcilina, cefalotina y
cefazolina. Utilizadas en forma adecuada producen al
parecer resultados terapéuticos igualmente buenos.

Se prefiere 1la penicilina, cuando el organismo es
susceptible a ella, porque suele  ser el medicamento
mas activo, conveniente y menos caro para administrar.
Si el paciente es alérgico a la penicilina, se deben
evitar todas las semisintéticas. La vancomicina,
clindamicina, gentamicina, cefalotina, cefazdlina o
cefalexina, son sustitutivos adecuados (1, 2, 13, 20).

La rifampicina puede ser usada para terminar
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portador nasal de Staphylococcus
aureus. Por ejemplo, se podria tratar de abordar a
pacientes quienes son portadores de Staphylococcus
aureus con recurrencia de brotes de furlnculos. La
resistencia ocurre cuando la droga es usada sola,
por lo tanto, es dimportante que la rifampicina se
use siempre con otra droga antiestafilocéccica (16).

con el estado de

El uso de unguento antibacteriano intranasal
(bacitracina) no tiene generalmente éxito, si se usa
sblo. Se ha demostrado que una cepa de Staphylococcus
aureus aislada a nivel nasal puede ser eliminada con
terapia local y sistémica. (16, 22).

También se recomienda la simple eliminacio6n
del ambiente hospitalario por 3 a 4 semanas; frecuentes
bafios con jabon vermicida y el wuso toépico de
antibibticos de bajo potencial de sensibilidad con
base soluble -agua (bacitracina, neomycina, gentamicina
o una combinacién de estos agentes) 4 6 5 veces diarias
por 2 semanas (20). :

ANTECEDENTES:

En
investigaciones

han sido pocas las
realizadas sobre Staphylococcus
aureus, En 1971, los Doctores Orddéiez y Masselli
presentaron en el Tercer Congreso Centroamericano
y Primero Nacional de Microbiclogia un trabajo sobre
"Portadores de Staphylococcus aureus en una poblacidn
infantil", en donde cultivaron material de orofaringe
de 200 nifios en edades de 0-12 afios, realizando prueba
de susceptibilidad en vitrc de Staphylococcus aureus
aislade. La mayoria de <cepas aisladas fueron
resistentes a la penicilina. Sin embargo, hubo mayor
nimero de cepas resistentes en nifios hospitalizados
que en nifios portadores no hospitalizados.

nuestro medio,

En 1973, el Dr. José Luis Gonzalez presentd
su trabajo de tesis titulado '"Investigacidn de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en
Guatemala", en el cual de las 228 cepas que aisld
no encontrd ninguna resistente a la meticilina.

32

En 1975, otro estudio practicado en el
laboratorio del Hospital Roosevelt por 1los Doctores
Ordbiiez y Ramirez con cepas de Staphylococcus aureus
procedente de secreciones diversas (abscesos, vias
respiratorias, sangre o médula 6sea, conducto auditivo,
cavidad pleural, cavidad articular y otros sitios)
revelaron: que el 127 fue susceptible a la penicilina
G; del 80-83% fueron susceptibles a una penicilina
semisintética penicilinasa resistente; 92% a cefalotina,
90% a eritromicina y 667% a lincomicina.

En 1976, el Lic. Fernando Zelada Moreira presentd
su trabajo de tesis "Fagotipificacién de Staphylococcus
aureus aislados en recién nacidos de dos hospitales
de Guatemala". TFstudié 175 recién nacidos de la
maternidad del Hospital Roosevelt y Obstetricia del
IGSS. Encontrando en el Roosevelt, dentro de las
primeras 36 horas de vida, un promedio de 58,37 de
recién nacidos colonizados a nivel de ingle y cordén
umbilical. Al 7to. dia de vida el aislamiento fue de
54,3% para el Area del ombligo y de 29.1% para la regiodn
inguinal. En el IGSS, fue de 29% para el &rea del
ombligo y de 35.5% para la ingle, a las 36 horas de
vida, Al 7to.. dia, 45,27 en el ombligo y 29% en la ingle.
Los fagotipos de los grupos liticos I y IIT fueron
los mas frecuentemente aislados de las regiones
anatémicas cultivadas.

En 1977, el Dr. Carlos Armando Ortiz presentd su
tesis "Aislamiento de Staphylococcus aureus y bacilos
gramnegativos en personal médico, paramédico,
administrativo y medio ambiente en un hospital

departamental'; el estudio lo realizbé en el Hospital
de Cuilapa, obtuvo 150 muestras de nariz, garganta
y manos., Fueron positivos para Staphylococcus aureus

nariz (8%), garganta (8.6%) y manos (10%). Del medio
ambiente aislado, Gnicamente el 20% fue positivo.

En 1979, el Dr. Oscar Enrique Gonzalez investigd

"Susceptibilidad en vitro de Staphylococcus aureus
aislado en pacientes hospitalizados y no hospitalizados"
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Fncontrando que un 927 de  pacientes hospitalizados
presentaron cepas resistentes a la penicilina y que
en los no hospitalizados hubo sélo un 65%.

En 1980, en el Conreso Anual de la Sociedad
Americana de Microbiologia se realizaron trabajos
acerca de la susceptibilidad del Staphylococcus aureus.
Fn donde se encontrd6 un aumento de las cepas
resistentes a las penicilinas semisintéticas como
la meticilina.
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MATERIAL Y METODOS

METODOLOGIA:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La muestra consistié en 300 estudiantes de
medicina de la USAC, de ambos sexos e inscritos
en el ciclo estudiantil 1985. Se formaron tres
grupos de estudio de 100 integrantes, que se

’

clasificaron segin grado académico asi:

1.2 Grupo A: estudiantes de ler. grado.

1.2 Grupo B: estudiantes de 3er. grado.,

1.3 Grupo C: estudiantes de 6to. grado.

Se solicito 1la colaboracidon de los estudiantes,
previa explicacién de los propbsitos del estudio,
para obtener una muestra de secrecibon de mucosa
nasal mediante hisopo.

Las muestras se sembraron en medio Agar Sal
Manitol para cultivo y aislamiento del
Staphylococcus aureus.

manitol, se
incubaron

fermentaron el
nutritivo y se

Las cepas que
resembraron en agar
por 24 hrs.

Luego, a estos cultivos se les realiz6 la prueba
de coagulasa para poder diferenciarlos como
Staphylococcus aureus, posteriormente, las cepas
que fueron coagulasa positivas se les realizb
la prueba de produccién de Beta-lactamasa,
mediante el método yodométrico.

Finalmente, los resultados se expresaron seglin
porcentaje de estudiantes portadores de
Staphylococcus aureus productor de Beta-lactamasa
por grupo de estudio.
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MATERIALES:

1)

Humano:

_  Secrecién nasal obtenida por hisopo de
300 estudiantes de medicina de lero. 3ero.
y 6to. grado.

2) Fisico:

- Tnstalaciones v equipo del Laboratorio
Multidisciplinario de 1la Fac. de CCMM
de 1la USAC.

-~ 300 hisopos estériles.

- 300 cajas de Petri descartables (5 x 100
mm. )

_ 300 tubos de hembdlisis para prueba de
coagulasa.

_ 1 1libra de medio de cultivo Agar Sal
Manitol.

— 3 Fcos. de penicilina G potasica.

-~ papel y lapiz.

VARIABLES:

1) Portador asintomdtico de Staphylococcus aureus
productor de Beta-lactamasa: aislamiento de
Staphylococcus aureus de mucosa nasal
comprobado por crecimiento en cultivo Agar
Sal Manitol, Respuesta positiva a la prueba
de coagulasa y respuesta positiva a prueba
de produccién de Beta-lactamasa.

2) Ser estudiante de medicina (ler. 3ero. y 6to.

grado): estar inscrito en el ciclo estudiantil
1985 comprobado por tarjeta de asignacibn
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de cursos.

INSTRUMENTOS DE MEDICION DE VARIABLES:

1)

2)

3)

Tar jeta de asignacién de cursos extendida por
la Fac. de CCMM de la USAC.

Cultivo en Agar Sal Manitol y prueba de Coagulésa

Prueba positiva de produccién de Beta-lactamasa,
mediante el método yodométrico.

TECNICA DE AISLAMIENTO DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS:

iy

2)

3)

4)

Se obtiene la muestra de secrecibn de mucosa
nasal mediante aplicacién de hisopo estéril, el
cual se introduce en narina izquierda mas o menos
2 Cm. y se deja por espacio de 1 minuto.

Se procede a sembrar en Agar Sal Manitol cuidado-
samente con trazos cruzados para  asegurar
colonias bien aisladas, se inocula densamente. Se
incuba la placa durante 24 a 48 hrs.

Segn caracteristicas de crecimiento de una colonia
aislada tipo estafilococo rodeada de una zona
amarilla, se procede a resembrar en agar nutritivo
incubado por 24 hrs. y luego se realiza la prueba
de Coagulasa: emulsionar una sola colonia de agar
de 24 hrs. en 1 ml de plasma citratado de conejo
(diluido 1:4 con solucion fisiolégica). Incubar a
37°C en bafio de agua y examinar 1,4, 6y 24 horas
después. Cualquier grado de coagulaciébn se acepta
como actividad de coagulasa.

Luego se procede a realizar la prueba Yodométrica
rapida para produccién de Beta-lactamasa mediante
el procedimiento siguiente: dispensar 0.1 ml de
soluciébn de penicilina en pocillo de placa de
microdilucién o pequefio tubo de ensayo. Remover
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el crecimiento de varias colonias de cultivo
puro de 18 a 24 horas con una asa y hacer
una suspensibén turbia pesada en la solucién
de penicilina del pocillo. Una cantidad
adecuada de inbéculo debe producir una
suspensibén turbia. Revolver 30 segundos y
dejar reposar la mezcla 1 hora a temperatura
ambiente para que la Beta-lactamasa descomponga
la penicilina a A&cido pen1c1101co Agregar
2 gotas de solucién de almidén a la suspensidén
de bacterias y penicilina. Mezclar.

PRESENTACION DE RESULTADOS

CUADRO N2 1

NUMERO DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA CRECIMIENTO

EN CULTIVOS DE SECRECTION NASAL EN ESTUDIANTES DE

MEDICINA DE 1A USAC., SEGUN GRADO  ACADEMICO.
MAYO-JULIO/85

(ambos sexos)

Agregar una gota de reactivo de yodo con pipeta
de Pasteur. La solucibén se hace inmediatamente
azul debido a la reaccidén del yodo y almidon.
Si el yodo se afiade prematuramente lareaccion
enzimdtica puede detenerse dando una prueba
negativa falsa. Revolver la mezcla por 1 minuto
Una decoloracién rapida indica la produccién
de Beta-lactamasa. Si la coloracién sigue
siendo azul mas de 10 minutos es porque el
cultivo no profujo la enzima.

(medio Agar Sal Manitol)

GRADO POSTTIVOS NEGATIVOS TOTAL
PRIMERO 62 38 100
TERCERO 67 33 100

SEXTO 73 27 100
TOTAL 202 98 300

Fuente: datos tabulados
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CUADRO N2, 2

NUMERO DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA PRUEBA
DE COAGULASA SEGUN GRUPO ACADEMICO ESTUIADO.

(Prueba de coagulasa positiva=Staphylococcus aureus)

GRADO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
PRIMERO 28 34 ' 62
TERCERO 33 34 67
SEXTO 58 15 75
TOTAL 119 83 202

Fuente: datos tabulados y Cuadro No. 1.
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CUADRO N°. 3

S a—

NUMERO DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA PRUEBA
DE BETA-LACTAMASA SEGUN GRUPO ACADEMICO ESTUDIADO.

(Casos positivos para Staphylococcus aureus)

. GRADO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
PRIMERO b 24 28

 TERCERO 6 27 33

~ SEXTO 22 36 58

E

B TOTAL 32 87 119

Fuente: Datos tabulados y Cuadro No. 2
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CUADRO N2, 4 CUADRO N2, 5

PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS PARA STAPHYLOCOCCUS
AUREUS PRODUCTOR DE BETA-LACTAMASA CON RESPECTO AL
TOTAL DE CASOS ESTUDIADOS POR GRUPO ACADEMICO.

PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS PARA STAPHYLOCOCCUS
AUREUS CON RESPECTO AL TOTAL DE CASOS ESTUDIADOS POR
GRUPO ACADEMICO.

_. GRADO CASOS CASOS PORCENTAJE GRADO CAS0S CASOS PORCENTAJE
ESTUDIADOS POSTTIVOS ESTUDIADOS POSTTIVOS .

PRIMERO 100 28 28% PRIMERO 100 4 47

~ TERCERO 100 33 33% TERCERO 100 6 6%

SEXTO 100 58 58% SEXTO 100 22 227

TOTAL 300 119 40% TOTAL 300 32 117

Fuente: Cuadro No. 2 Fuente: Cuadro No. 3.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

CUADRO N9, 1

Muestra que de 1los 300 cultivos de mucosa nasal
realizados, 202 presentaron crecimiento positivo para
microorganismos (estafilococos). Correspondiéndole el
menor numero de casos (62) a los estudiantes de primer
afio, siguiendo los de tercer grado (67) y el mayor
nimero de casos positivos (73) al grupo de sexto grado
de la carrera. Esto demuestra que existe una alta
frecuencia en el estado de portador de estafilococos
en general (ya que no se habia realizado atn la
diferenciacién de éstos con la prueba de coagulasa
y el medio agar sal manitol es selectivo para todos
los estafilococos) como parte de su microbiota local
en los estudiantes. No existen estudios anteriores
para poder realizar una comparacibén, pero se esperaba
que hubiera habido mayor frecuencia en el crecimiento
de microorganismos en la mucosa nasal, siendo parte
de su microbiota normal. Muchos cultivos negativos
pudieron deberse a una falla en la toma correcta de
la muestra, pero la mayoria pudo resultar de un flujo
inadecuado de los estafilococos en el interior de la
narina. (23).

CUADRO N&, 2

Muestra que del total de cultivos positivos (202),
los que presentaron positividad a la prueba de coagulasa
fueron 119. Lograndose mediante esta prueba 1la
diferenciacién de Staphylococcus aureus de otros
estafilococos; siendo negativos para la prueba de
| coagulasa 83; considerandose éstos como Staphylococcus
epidermidis por las caracteristicas de crecimiento.

El menor nlmero de casos positivos fue de 28 para los
estudiantes de primer afio, 33 para los de tercer aifo
y de 58 para los del #iltimo afioc de la carrera. En este
cuadro se demuestra que existe una alta frecuencia
en el estado de portador de Staphylococcus aureus en

: 47
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1a mucosa nasal de los estudiantes de medicina (en
los tres grupos de estudio) como parte de su microbiota
local, si se consideran como portadores permanentes,
ya que la literatura mundial reporta que un 15 a 20%
de la poblacién no asociada a un hospital son
portadores permanentes y de un 70 a 90% son portadores
transitorios (20).

No existe mucha diferencia entre los estudiantes de
primero y tercero, probablemente porque éstos no han
iniciado su practica hospitalaria en forma constante,
como los estudiantes del Gltimo grado de la carrera,
en donde se encontrd el mayor nimero de portadores
asintomdticos; sin embargo en el caso de los de primer
aiio pudo haber influido que se tomd muestra a alumnos
de reingreso, que ya tienen varios afios de estar en
la Facultad y han tenido contacto con estudiantes
que ya han asistido a hospitales, ¥ ademas los
catedraticos son Médicos y Cirujanos que también
trabajan en hospitales ¥y podrian ser portadores del
microorganismo. En el caso de los de tercer afo, éstos
ya asisten a las practicas de necropsias en los
departamentos de patologia de los hospitales y ademas
al hospital San Vicente y de Infectologia por lo que
ya tienen un mayor contacto con portadores del
microorganismo.

. CUADRO N¢, 3

Muestra que del total de Staphylococcus aureus (119)
fueron positivos a la prueba de produccion de Beta-
lactamasa tnicamente 32, correspondiéndole por grado
académico 4 para el primer afio; 6 para tercer ano
y el mayor numero al sexto con 22 casos. lsto nos
demuestra que a pesar de ser mayor el ntmerc de casos
en el #ltimo grado de la carrera, no se puede decir
que exista una franca resistencia para los antibioticos
que en su estructura quimica poseen el .anillo Beta-
lactdmico, entre los portadores de este microorganismos;
ya que la literatura reporta que el 60 a 90% de cepas
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aisladas del hospital son resistentes a la penicilina
G (20). Esto podria deberse a que estos estudios han
sido realizados en pacientes hospitalizados con
infecciones por Staphylococcus aureus y no en portadores
asintomaticos ni en estudiantes de medicina,

El uso indiscriminado de los antibibdticos en esos paises
pudo haber influido para obtener estos resultados.

Otro aspecto importante es que existen cepas tipificadas
por fagos del grupo I y III que tienen prevalencia
de resistencia a multiples antibiéticos (5,17),
tipificadas en el extranjero, lo que no se pudo realizar
en esta investigacion, y que las cepas encontradas
no pudieran coincidir con las del grupo I y IIL.

CUADRO N©¢. 4

Muestra el porcentaje de casos positivos  para
Staphylococcus aureus con respecto al total de casos
estudiados seglin grado académico. Correspondiéndole el
287 al primer afio, el 337 al tercer afo, y el 58% al
sexto afio. De el total de casos estudiados (300)
corresponde el 40% de casos positivgs. Lo que demuestra
que es en el filtimo grado de la carrera donde es
significativamente mas alto el estado de portador (casi
el doble que en cada uno de los otros dos grados),
probablemente debido esto al mayor contacto existente
entre el estudiante y los portadores (pacientes) vya
sea asintomAticos o sintomaticos, pues el contacto
es mayor de persona a persona y estd descrito que el
fndice de colonizacién aumenta paulatinamente  en
relacién con el tiempo de exposicidén al contagio del
portador, o en forma indirecta con la contaminacidn
ambiental del medio hospitalario.

CUADRO N2, 5
Muestra el porcentaje de casos de Staphylococcus aureus

productores de Beta—lactamasa, con respecto al total
de casos estudiados y por grado académico. Correspondién
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doles a los estudiantes de primer afio el 4%, para los
de tercer afno el 6% y para el sexto ano el 22Z, y
del total de casos estudiados (300) el 11%. Esto nos
demuestra que es un porcentaje bajo, tomando en cuenta
que fue en el grupo de sexto grado de la carrera donde
se encontré mayor cantidad de estudiantes portadores
de Staphylococcus aureus, demostrando ésto que la
produccion de Beta-lactamasa y por ende la resistencia
a las penicilinas por este mecanismo no es lo
suficientemente significativa en nuestro medio.

Figura No. 1

Nos muesta en forma grafica, que a medida que aumenta
el grado académico en la carrera de medicina, aumenta
el porcentaje de portadores asintomaticos de

Staphylococcus aureus.

Figura No. 2

. Muestra que también existe un aumento en los casos

positivos para Staphylococcus aureus productores de
Beta-lactamasa a medida que aumenta el grado académico.
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CONCLUSIONES

El estado de portador asintomatico de
Staphylococcus aureus, en estudiantes de la
carrera de medicina se encuentran en un
porcentaje mis alto que el de la poblacidn
en general, si se compara con los reportes
de literatura mundial.

Fl estado de portador asintomatico de
Staphylococcus aureus, se encuentra en similares
proporciones entre los estudiantes de primer
y tercer grado, y significativamente més alto
en los estudiantes de sexto grado de la carrera.

La practica hospitalaria en los estudiantes
de medicina de USAC condiciona y aumenta el

estado de portador asintomatico de
Staphylococcus aureus productor de Beta—
lactamasa, a medida que aumenta el grado
académico,

El porcentaje de Staphylococcus aureus con
produccion de Beta-Lactamasa es mis alto en
los estudiantes del Gltimo grado de la carera
de medicina, pero en nuestro medio estd bajo
si se compara con los reportes de literatura
mundial.
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RECOMENDACIONES

Un estudio continuado de este tipo seria de
utilidad para determinar si persiste o aumenta
1a resistencia del Staphylococcus aureus entre
los estudiantes de medicina de la USAC.

Que se realicen  cultivos para  aislar

Staphyloccccus aureus a los estudiantes de

medicina en los hospitales al iniciar su
7 3 - .

practica con el fin de determinar los

portadores permanentes y darles el tratamiento

especifico.

Un control epidemioldgico hospitalario tanto
de pacientes como de personal médico ¥
paramédico es de vital importancia para
prevenir el brote de epidemias.

Se debe ser precavido en el uso indiscriminado
de los antibibticos para prevenir la futura

resistencia de microorganismos.

Se debe aumentar las facilidades en los
laboratorios para efectuar tales estudios.
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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivos
principales determinar el estado de portador
asintomatico en mucosa nasal de Staphylococcus aureus
productor de Beta-Lactamasa en estudiantes de medicina
de la USAC a diferente nivel académico, asi como
determinar si aumenta la frecuencia a través de su
practica hospitalaria.

La muestra consistié en 300 estudiantes de
ambos sexos e inscritos en el ciclo estudiantil 1985,
Se formaron tres grupos de estudio de 100 integrantes
cada grupo, segin grado académico (ler, 3er y 6to.
grados),

Mediante hisopo estéril se tom6 muestra de
secrecidébn de mucosa nasal la que se sembrd en medio
de agar sal manitol para cultivo ¥ aislamiento de
Staphylococcus aureus.

Los cultivos que presentaron crecimiento
positivo se les realizbé la prueba de produccibén de
Beta-Lactamasa mediante la prueba yodimétrica. Con
lo que se obtuvo los siguientes resultados: El estado
de portador asintomatico de Staphylococcus aureus
en los estudiantes de medicina se encuentra en un
40% y el 11% es productor de Beta-Lactamasa;
concluyéndose que: Existe un aumento én la frecuencia
en el estado de portador asintomaAtico de Staphylococcus
aureus en estudiantes de medicina de la USAC a medida
que aumenta el grado académico y la practica
hospitalaria.
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