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CAPITULO 1

INTRODUCCION



1.~ INTRODUCCION.

Staphylococcus aureus es considerado co=
mo uno de los agentes etiol6gicos que mds graves problew=
mas causa en infecciones postoperatorias hospitalarias y_
en nifios de muy corta edad.

Podemos encontrar al Staphylococcus aureus en gran
cantidad y ocasionando diferentes tipes de infeeciones, -
sobre todo en las que se refieren a la plel, nariz, wvfas
respiratorias, etc,

Esta problemdtica asociada a la multiresistencia =
cada vez mayor, hace que el Staphylococcus aureus sea in-

vestigado en forma importante en cuanto a su susceptibi-
lidad a los antimicrobianos, para que en un momentoc dado
se elija el tratamiento adecuado para combatirlo.

En la presente investigacién, se evaluard la sus--
ceptibilidad de Staphylococcus aureus a dos antimicrobia-

nos: Meticilina y Cumermicina, y se har§ una comparacién_
para poder as{ determinar cudl de los dos deberd utilizar
se eficazmente en el tratamiento de este tipo de infeccip
nes.

La té&cnica para hacer la evaluaci6n de dicha sus--
ceptibilidad serq el método de concentracién minima inhi-
bitoria, el cual es considerado como un método pr&ctico y
poco costoso y, que adem§s arroja datos de tipo cuantita-
tivo.

La finalidad de esta investigacién ser& determinar
la concentracifn minima inhibitoria de 100 cepas de Staphy-
lococcus aureus y, en base a los resultados que se obten-
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gan determinar si los antibi6ticos utilizados (Cumermici=-
na y Meticilina), pueden ser inclufdos en el esquema para

el tratamiento de infecciones causadas por Staphylococcus
aureus,



CAPITULO 2,

GENERALIDADES



2.1. TAXONOMIA. (1).

COCOS GRAM POSITIVOS

ANAEROBIOS FACULTATIVOS

FAMILIA I .- MICROCOCCACEAL
GENERO I .- MICROCOCCUS
GENERO II ,=- STAPHYLOCOCCUS

GENERO ITI.= PLANOCOCCUS



2.2. ANTECEDENTES HISTORICOS.

Los cocos gram positivos fug
ron diferenciados por primera vez por Koch'en 1878, descu
briendo asf el Staphylococcus cn pus humana; ademds, reco
nocié que enfermedades diferentes eran provocadas por or-
ganismos con diferentes patrones de crecimiento, ya fue--
ran en pares, cadenas o racimos. DPasteur, en el afio de -
1880 cultivaba este germen en medio lfquido. Al afio si--
guiente Ogston mostrd que era patégeno para el ratén y el
cobayo., Rosenbach (1884), diferencié las especies de es-~
tafilococos en base a la pigmentacidn de sus colonias. La
especie mds pat6gena, Staphylococcus aureus, forma colo~=

nias tipicas con un pigmento amarillec dorado, mientras - -
que colonias de Staphylococcus coagulasa negativos, for--
man unp pigmento blanco. En 1529, Burnett encontr6 una he
molisina t6xica, a la cual denomind alfa-hemolisina (al==
fa-toxina). En 1930, Julianelle introdujo la primera cla
sificacién de los Staphylococcus, basada en la diferencia
de estructuras antigénicas, y en 1942, risk, desarroll$ -
un método de tipificacién por bacteribfagos. (5,6).

2,3. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE STAPHYLOCOCCUS = =~
AUREUS .

2.3.1. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA.

Staphylococcus son

células esféricas cuyo difmetro varfa entre 0.7 y 1.2 mi-
cras. Son inméviles. Al realizar la tincién de Gram pa-
ra observar al microscopio, se observan células agrupadas
en forma de racimos, cuando la colonia que se utilizé pa-
ra hacer el frotis fue cultivada en medio s6lido; esto -~



aparece porgue los estafilococos se dividen en tres pla--
nos sucesivos perpendiculares y las células hijas no se -
separan completamente; la formacibén de agregados irregula
res se debe a los enlaces excéntricos al planc de divi- -
si6n, asf como al movimiento de las c&lulas de la posi- -
cién central. En medios lfquidos, al tomarse una porcidn
y realizar la tincibn de Gram, se pueden observar al mi--
croscopio, cocos en pares, tétradas y formando cadenas; -
esta Gltima forma es diferente a la del género Streptoco-
ccus, ya que Staphylococcus aureus raxamente forma cade--
nas que contienen més de cuatro miembros.

Los estafilococos jévenes son gram positivos; sin
embargo, al envejecer muchas células se vuelven gram nega
tivas. No forma esporas. Bajo influencia de algunos = =
agentes quimicos se lisan o cambian de forma, la cual =~=
siendo una colonia siempre redondeada se vuelve lisa (for
ma L) o rugosa (forma R).

Las formas L tienen una pared deficiente, la cual
puede ser inducida por penicilina y lisostafina y pueden_
ser propagadas por medios hiperosmolares. Otra forma di-
ferente, es la forma G, la cual forma colonias pequeiiitas
que, son seleccionadas cuando el crecimiento de formas nor
males es inhibido por varios agentes como por ejemplo: 1i
tio, sales de bario, violeta de genciana o antimicrobia~-
nos. 'Las formas G, son resistentes a antibifticos y la -
produccién de pigmento, coagulasa o hemolisinas puede es-
tar disminuida o ausente. (2,3,5).

La pared de Staphvlococcus aureus tiene dos compo-

nentes fundamentales: a) Acido teicoico unido a un amiw--
noaz@car, y b) un peptidoglicano compuesto por n-acetil_



glucosamina y N-acetil mur&mico ligado a subunidades pep~-
tfdicas (L-alanina-L-isoglutimico-L~lisina~D~alanina), =~
gue a su vez est§ ligado con un pentapéptido de glicina.-
Este puente va desde la lisina de un péptido a la D-alani
na del otro. (4).

2.3.2. CRECIMIENTO Y METABOLISMO.

El crecimiento de Staphy
lococcus aureus es m3s abundante bajo condiciones de aero
biosis que en anaerobiosis; la multiplicacibn de algunas_
cepas Se ve aumentada por un incremento en la tensién de
Co,. Las colonias que crecen sobre agar nutritivo, se ha
llan muy bien definidas y son redondas, convexas y miden_
de 1-4 mm de difmetro. Su cl&sico pigmento amarillo dora
do es debido a carotencides como: delta carotenc y sarci-
xantina. La produccién de este pigmento resulta 6ptima -
si los microorganismos crecen a 37°C en medios enriqueci=
dos con dcidos grasos (glicerol monofosfato o monoaceta--
to} y havan sido incubados de 24-4% horas.  El pigmento -
no se produce durante anaerchbiosis o cuando se utilizan -
medios de cultivo liquidos.

Cuando Staphvlococcus aureus se cultiva sobre agar

sangre, se observa frecuentemente una clara zona de hemé-
lisis {(beta-~hemdlisis) alrededor de las colonias.  Puede_
producir también, cuatro diferentes hemolisinas con dife-
rentes espectros lfticos. La extensién de la hemBlisis -
depende de la cepa y del tipo de sangre utilizada para --
elaborar el medio de cultivo. La sangre humana no se re-
camienda como utilizable, puesto que puede inhibir el cro
cimiento o alterar la aparici$n de las colonias.



La mayorfa de las cepas de Staphvlococcus aureus =
crecen ripidamente en medios quimicamente definidos, los
cuales para dicho propdsito deben contener: glucosa, Sa=-
les, catorce aminodcidos, tiamina y Scido nicotfnico. En

medios de cultivo con una base de carne digerida v enri--
quecida con sangre o suero, pueden tener un buen creci- -
miento entre amplios limites de pH (4.8-9.4). Bajo condi
ciones de aerobiosis producen catalasa y forman &cido a -
partir de glucosa, manitol, xilosa, lactosa, sacarosa v =
glicerol., Fermentan también el manitol y la glucosa. Al
gunas cepas pueden licuar la gelatina. (4,9).

Staphylococcus aureus es una bacteria muy resisten

te v puede permanecer durante varios meses en la superfi-
cie de las placas de amar incubadas a 4°C y se pueden cul
tivar a partir de muestras de pus despu€s de varias sema-
nas de su obtencibn. Algunas cepas son relativamente re-
sistentes al calor y pueden soportar temperaturas hasta =
de 60°C durante 30 minutos. A pesar de ser muy sensibles
a la accibn bactericida de algunos colorantes bésicos =--
(violeta de genciana), son m&s resistentes que otras bac-
terias a desinfectantes tales como cloruro de mercurio vy
fenol. Staphylococcus aureus tiene también gran toleran-

cia a la sal y en redios gque contienen de 7.5-10 % de clp
ruro de sodio pueden desarrollarse muy bien.

Poseen enzimas gue los hacen resistentes a la ac--
cibn bactericida de la grasa de la piel.

2.3.3. MEDIOS DE CULTIVO.

Staphvlococcus aureus crece bien



en los cultivos ordinarios en condiciones de aerobiosis .
En el medio de agar comn, crece dando colonias grandes,
opacas y cremosas. Se cultiva en medios que contienen --
inhibidores para otras bacterias, tales como cloruro de -
sodio al 7.5 %. Lsta propiedad es utilizada en el medio
de Chapman, al cual se puede ahadir gelatina para poder =~
observar si &sta es licuada o no por esta bacteria. Tam=
bién se le puede afiadir al medio, manitol y un indicador_
rojo de fenol para observar la fermentacisn del manitol .
Otros inhibidores que no le afectan son: el telurito poti
" sico, que es la base para el medio de Baird-Parker, o el
telurito clururo de 1litio (medio de Zeborit).

2,3.4. GENETICA.

En el Staphylococcus aureus, el DNA extra
cromosémico tiene particular importancia en problemas clf
nicos de resistencia a antibiéticos. En 1929, Fleming =
fue el primero en notar la accién bactericida de Penici--
llum notatum sobre las cepas de organismos que eran sensi
bles al antibibtico.

Hoy, aproximadamente de un 60~90% de las cepas son
resistentes a la penicilina. La resistencia es causada -
por la penicilinasa (beta lactamasa), la cual es una enzi
ma de un plismido codificado, el que divide el anillo be-
ta lactfmico del ndcleo de la penicilina. Algunos plésmi
des . de penicilinasa también codifican la resistencia_
a los metales pesados y eritromicina, y otros plésmides =
que contienen a los genes que determinan la resistencia a
cloramfenicol, tetraciclina, neomicina y kanamicina. {5}.

A diferencia de las enterobacterias, Staphylococcus



aureus no puede conjugarse y sus plésmidos son transferi-
dos por transduccién. fTienen como caracterfstica que to-
das las cepas son lisogénicas, y un grupo de fagos es ca-
paz de generalizar la transduccién. La transduccidn de =~
plésmidos de penicilinasa ha sido observada en diferentes
especies de ratones y sobre la piel humana. Existe tam--
bién una evidencia epidemiolégica considerable de la apa-
ricifn natural de la transduccidn de Staphylococcus aureus
en el hombre.

Los genes de pldsmidos son los responsables de la
produccién de una bacteriocina, la cual ha sido denomina-
da estafilococcina; la que es una protefna t&rmicamente_
estable que inhibe el crecimiento de muchos organismos ==~
gram positivos.

Los plédsmidos estdn involucrados también en la pro
duccibn de otros componentes biol&gicamente activos, camo
por ejemplo: exfoliatina y enterotoxina.

El estado lisogénico influye en la susceptibilidad
de la actividad 1lftica de otros bacteridfagos estafiloco-
cales y también en la produccidn de hemolisinas y enzimas
(conversifn lisogénica). En presencia de un ayudador de
-bacteribfagos y de una gran concentracién de iones de cal

cio ( Ca2+ ), un cierto nmero de cepas de Staphylococcus
aureus llegan a convertirse en receptores competentes pa-
ra la transformacién.

VARIACION GENETICA,.

Entre las variaciones genéticas de Sta~
phylococcus aureus, pueden encontrarse frecuentemente - -




10

aquellas que afectan a la formaci6n de pigmento. Staphy-
lococcus aureus puede cesar de formar pigmentos en culti-

vos repetidos en medios artificiales; pero la cepa puede_
mantener su patogenicidad, su capacidad para producir coa
gulasa, formar toxinas, propiedades hemolfticas, sensibi-
lidad a bacteribfagos, resistencia a los medicamentos y -
la morfologfa de las colonias.

2.3.5. CLASIFICACION,

E1l m&étodo que se utiliza rutinaria--
mente para identificar las cepas de Staphylécoccus aureus

es tipificacién por medio de bacteriéfagos. Para este ==
propdésito se ha seleccionado un grupo de bacteriBfagos 1£
ticos y esth dividido en cuatro grupos y uno no clasifica
do. Dentro de cada grupo existen fagos de diferentes ti-
pos serolégicos y morfolbgicos. Los serotipes 1, 2y 3 -
corresponden a los fagotipos I, II y III respectivamente,
En los 3 primeros fagogrupos se encuentran las cepas patd
genas para el hombre; en el grupo II, las cepas extrahos-
pitalarias y productoras de toxina exfoliativa y, en el -
grupo'III, la mayorfa de las cepas multiresistentes a los
antibidticos, productoras de enterotoxina y de origen ani

mal.

El fago receptor contenido en el complejo péptido_
glicano~&cido teicoico, no es especffico para ningdn gru-
po de fagos; las diferencias de susceptibilidad en fagos,
estd relacionada con la inmunidad lisogénica de la cepa -
en prueba. Aproximadamente el 30 % de cepas no son tipi-
ficables con la prueba rutinaria de dilucifn a veces por-
que la superficie de sus componentes enmascara al sitio -
receptor, y en estos casos hay que utilizar suspensiones_
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mis concentradas.

Las cepas de Staphylococcus aurcus de diferentes -

fuentes animales tienen propiedades fisiol6gicas lo cual
es utilizado para aislar cepas provenientes de humanos -
origipnadas en animales, Las cepas humanas pueden ser di-
ferenciadas por reacciones de aglutinacifn-inhibicibn, pe
ro los sistemas utilizados son complejos y ne han sido co
dificados, y tampoco sec dispone de un antisuero especffi-
co para utilizarlo directamente, Los antfgenos involucra
dos no han sido identificados. Como el serotipo y el fa-
gotipo son caracteres genéticos estables, se utilizan con
fines epidemiol6gicos, sobre todo en el medioc hospitala=-
rio, pues la mayorfa de las infecciones y brotes epidémi-
cos son producidos por cepas multiresistentes a los anti-
bibticos pertenecientes a determinados serotipos o fagoti
pos.,

2,3.6. ANTIGENOS CEILULARES.

La estructura antfgena dec Sta-
phylococcus aureus es compleja y mal conocida. En la pa~

red se han demostrado cerca de 30 antfqgenocs y los més im-
portantes song

Cépsula.~ Tan sdlo dos de los diversos antIgenos_
capsulares producidos por cepas mucoides de Staphylococous
aureus  han podido ser caracterizados. Uno de ellos es ~
el de la cepa "enrollada" de Willey, el cual es un poli--
péptido formado por lisina, alanina, &cido glutémico y ~-
glicina en proporcidn 1:2:1:5. El otro antigenc es el de
la cepa difusa de Smith , el cual es un polfmero de &dcido
2-amino=-2-desoxi~D-glucor6nico. Este antfgene posce pro-



piedades antifagocitarias cuando se halla en la superfi--
cie del organismo, mientras que en solucibn, bloquea las
propiedades aglutinantes y opsonizantes de los anticuer--
pos anticapsulares. Se ha encontrade que la cépsula de -
algunas cepas esté formada por péptidogiicanos (lisina, -
&cido glutémico o isoglutamina, glicina, alanina y gluco-
samina). La mayorfa de las cepas que poseen cfpsula, no
pueden ser tipificadas por fagos y carecen de produccién_
de coagulasa {factor de agrupamiento).

Polisacérido A.- Es especffico de especie y estd _
dado por antfgenos de polisac8ridos que contienen f6sfo--
ro. Este polisaclrido fue descubierto por Julianelle en
1935 y ha sido identificado como un &cido teicoico, el --
cual es un ribitol lineal con N-acetilglucosamina y liga-
do en la posicidn del carbono cuatro y D-alanina en apro-
ximadamente 50 % de la posicién del carbono dos del ribi-
tol. ¥l determinante antig€nico es el residuo de glucosa
mina, el cual podrfa ser una cadena alfa o beta glicosfdji

. co; la mayorfa de las cepas tienen &cidos teicoicos con -

ambas cadenas, perc algunos sBlo tienen una. Los comple-
jos de ribitol= &cido teicoico-poliglicerol, se hallan =-
unidos en forma covalente al mucopéptido 4cido murémico -
de la pared celular. Por lo tanto los §cidos teicoicos y
antisueros con ambas especificidades son tequeridos para_
hacer pruebas de identificacifn de especies y para anti--
cuerpos.

Protefna A.- Las cepas de Staphvlococcus aureus -

frecuentemente poseen en su superficie un gomponente cong
cido como protefna A, la cual est8 unida covalentemente -
al peptidoglicano; algunos estdn también liberados extra-
celularmente., Su peso molecular varfa entre 13 000-42 000,
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Puede inducir anticuerpos especf{ficos y reaccionar con =-
la porcidn Fab. Tiene la propiedad de unirse a la extre=-
midad Fc de las IgG especfficas.  La intecraccibn protef-=-
na~-Fc provoca variados efectos kiolégicos: anafilaxis --
local y sistémica en animales, reacciones de Arthus, ac=--
tivacidn del complemento por la via patolégica cldslca
o alterna con generacifn de factores cuimiotdcticos, - =
los cuales contribuyen al caricter piSgero de las lesip
nes estafilocdccicas, inhibicitn de la actividad ops@ni-
ca de anticuerpos porcue compiten con los receptores -
Fc de los fagocitos; induccibn de histamina liberada de
leuccocitos 'y la proliferacién de linfocitos huma=-~
nos tipo B.

Coagulasa Combinada (Clumping Factor).~ Es una ==
. protefna de la pared celular y se cree gque reacciocna <con
las cadenas alfa y beta de fibrinfgeno y proveca cadenas_
cruzadas; también se supone cue este factor es la causa =
de formacibn de una cubierta protectora de fibrina respon
sable de la agrupacién de los estafilococos .y probablemen
te de su accidn inhibidora de la fagocitosis. En la ac=-
tualidad no se considera relacionada con la virulencia.

2.,3.7., ENZIMAS EXTRACELULARES.

Las mds importantes soni

Coagulasa.-  Dentro de las enzimas producidas pox
Staphylococcus aureus en medios artificiales, la que m&s

ha acaparado la atencidn es la coagulasa. Staphylococcws
aureus es la finica bacteria que sintetiza una coagulasa.

La coaqgulasa es una sustancia proté&ica, filtrable y
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termoestable. Libre es una pre-enzima que en presencia -
de protrombina y/o de un cofactor del plasma forma un com
plejo con actividad proteolftica, el cual transforma el -
fibrindgeno en fibrina y produce la coagulacién del plas-
ma sangufnco; a su vez, se liberan fibrinopéptidos que --
presentan una accién sobre la fibra muscular lisa. La --
coagulasa se considera estrechamente relacionada con la -
virulencia, pues la mayorfa de las cepas de Staphylococaus
aureus la producen (48%)., Interviene también en el proce
so inflamatorio y la formacién del codgulo intravenoso.

Fibrinolisina (estafiloquinasa).~ Transforma el -
plasminfgeno en plasmina o fibrinolisina. Contribuye a -
la capacidad de invasién de Staphvlococcus aureus en. los
focos inflamatorios y es responsable de la descomposicidn
del cofgulo de fibrina y de la formacién de microémbolos_
causantes de septicemia. Es elaborada por §taphvlococcus
aureus de origen humano.

Beta~lactamasas.~ Son inducibles, sintetizadas --
por cepas resistentes que inactivan la penicilina por me-
dio de la ruptura del anillo beta-lactimico. Se producen
por un plésmido que se transmite por transduccién.

Hialuronidasa.- {(Factor de difusifn de Duran Rey--
nals).,  Es capaz de hidrolizar el &cido hialurénico por -
despolimerizacién.

Nucleasa.- La nucleasa del Staphyloccccus aureus
es una fosfodestearasa con actividad endo y exo nucleasa_
que se adhiere a DNA y RNA para producir 3-fosfomononu- -
cleotidos. La enzima purificada ha sido motivo de muchos
estudios y se ha encontrado que estd compuesta de una ca-
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dena polipeptidica simple con un peso molecular de 16,800,
Se ha utilizado el ifn calcio (Ca2+) para una mayor acti-
vidad.

Otras enzimas.~ Fosfatasa y lipasa.

2.3.8., TOXINAY.

Cuando el Staphylococcus aureus se desarro
lla en medios artificiales adecuados, puede producir di--

versas toxinas que Se encuentran relacionadas con el esta
do de lisogenia o asociadas a la presencia de pl&smidos.-
Las toxinas de m&s importancia son:

Hemolisinas {exotoxinas),- Hasta la fecha han si-
do reconocidas cuatro hemolisinas de Staphvlococcus aureus
quimica y serol8gicamente diferentes (& ,8,¥,d ); una -
sola cepa que pucde producir mis de una hemolisina, To-~=~
das cstas proteinas termolfbiles producen hemdlisis y una
accifn tbxica sobre otras células {leucocitos, macr6fa- -
gos, fibroblastos). Snn inmunogénicas y los anticuerpos_
neutralizan su actividad,

Alfa Toxina o hemolisina oC .~ Es la principal hemolisi
na de las cepas humanas de Staphvlococcus aureus. Es una
protefna de peso molecular de 30,000, actda sobre los eri
trocitos de conejo, lesiona a las plaquetas y es posible_
que sea idé@ntica a los factores letal y dermonecrStico de
la exotoxina. Tambi&n puede causar la salida de iones de
liposomas artificiales. En experimentos con animales, se
ha visto que causa dermonecrosis despugs de inyeecibn lo=-
cal y es letal cuando es dada sistem&ticamente. 'Su prin-
cipal efecto son las contracciones del mdsculo liso. Su_
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modo y sitio de accién sobre la membrana celular es desco
nocido.

Hemolisina beta.- Es producida cominmente por ce-
pas animales; en cepas aisladas de humanos, solamente se
produce en un 10-20%. Es una esfingomielinasa que provo-
ca la interesante reaccién frio-calor, la cual consiste -
en que los hematfes humanos y de carnero contenidos en --
cultivos en caldo o en agar sangre se lisan después de ha
ber sido incubados a 37°C durante la noche. Su peso mole
cular es de 30,000 aproximadamente; es activdad por iones
magnesio (Mg2+): la reaccidn es:

esfingdmielina -hemolisina N-acilesfingomielina +
_—T———,
Mg i Fosforilcolina.

La hemolisina beta es citotbxica para una cierta -
variedad de cultivos de tejidos celulares.

Hemolisina 4 .- Es una fosfolipasa, con un peso mo
lecular de 5,000. Es producida por cepas de Staphyloco-~
ccus aureus de origen humano. Es tdxica para leucocitos,
cultivos de células de tejidos y protoplastos bacterianos.
La actividad de esta hemolisina puede ser blogueada por -
fosfolipidos cque se encuentran en el sueroc normal. La to
xicidad para animales es relativamente mfnima.

Hemolisina V'.- Posee menor potencia que las de--
m§s hemolisinas. AGn no ha sido bien caracterizada y se
cree que estd formada por dos protefnas bésicas. Los cul
tivos que contienen eritrocitos humanos, de conejo 'y car-
nero son susceptibles a la actividad de esta hemolisina.-
Puede ser inhibida en medios que contengan sulfato, Tam=
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bién es inhibida por el colesterol y muchos otros lipidos.

Leucocidina.~ Descubierta por Panton y Valentine.
Es producida por muchas cepas de Staphvlococcus aureus. =

Estd compuesta por dos protefnas electroforéticamente dis
tintas: F (fast,rdpida) y S (slow, lenta). Los dos compo
nentes son antig€nicos y pueden ser neutralizados por an-
ticuerpos. Actdan en combinacién con iones de Ca2+, lo -
cual provoca la degranulacibn de leucocitos polimorfonu-=
cleares de humanos y conejos.

Exfoliatina (toxina epidermolftica).- Causa una -
gran variedad de lesiones dermatolégicas. Tiene un “peso
molecular de 24,000, y es una protefna termoestable y &dci
doldbil. Es producida por aproximadamente un 5 § de las
cepas de Staphylococcus aureus, principalmente por cepas_
del grupo II. La toxina actda por adhesifdn al estrato --
granuloso de la cpidexrmis, probablemente por desmosomas,=~

los cuales encadenan a las células a este estrato. Provo
ca enrojecimiento de la piel y lesiones bulosas seguidas_
de una exfoliacién mds o menos intensa.

Enterotoxina.- Son exotoxinas protéicas que tie--
nen la propiedad ‘de resistencia térmica y a los fermentos
proteolfticos (jugo digestivo). Tienen un peso molecular
de 35,000. Provoca la mayorfa de las toxoinfecciones ali
mentarias. Se fijan en los receptores nerviosos del tubo
digestivo produciendo néuseas, diarrea y vémitos por ac--
cibn de la toxina en el centro del v&mito.

Son toxinas antigénicas y se transforman en anato-
xinas. Se conocen 6 enterotoxinas (A, B, Cl, € Dy E),
que son identificables por inmunodifusién, La A, By D -
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son las m4s importantes. En su mayorfa son producidas --
por fagos de los grupos III y IV. Las enterotoxinas A vy
D producen la mayorfa de los cuadros de intoxicacibn ali-
mentaria y la B parece estar asociada con cuadros de entg
rocolitis.,

2.4, PATOGENIA.

La piel y narinas de infantes son coloniza
das por $taphylococcus aureus a los pocos dfas de nacidos.
Los organismos son encontrados com@nmente en las narinas_
anteriores, sobre la piel y membranas mucosas; el epite--
lio nasal de los portadores puede tener especial afinidad

para &1.

La supuracibn es la caracterfstica de la enferme--
dad estafilocbecica y la lesién mds frecuente es el absce
so cuténeo o fordnculo, el cual inicia como una infeccidn
de glandulas sebéceas o la infeccidn del poro de un vello.
Al desarrollarse el absceso, se puede observar en su cen-
tro pus, la cual contiene a la bacteria ruerta, fagocitos
y fiufdos, rodeados por una pared de fibrina, cflulas in-
flamatorias y bacterias vivas. A veces, pueden aparecer_
abscesos en serie conectados entre sf. (3)

Los factores predisponentes para adquirir infeccio
nes por Staphvlococcus aureus y aumentar la patogenici- -

dad, son variados y serin descritos m4s adelante.

Mecanismos especiales de patogenicidad operan en -
las enfermedades estafilocbecicas del tracto gastrointes-
tinal. El consumo de alimentos contaminados por Staphylo-
coccus aureus cue ha elaborado la enterotoxina, en espe-=
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cial productos que contienen crema pastelera, pueden pro-
ducir gastroenteritis, la cual se caracteriza por tener =
un corto perfodo de incubacién (1-6 horas), ausencia de -
fiebre y predominioc de vémito y diarrea. (9).

También pueden ocasionar enterocolitis en personas
que han tenido un tratamiento intenso con antibifticos de
amplio espectro (por ejemplo tetraciclina), puesto que es
te tratamiento ocasiona la destruccifn de la flora normal
del tubo digestivo y la proliferaci6n de Staphvlococcus -
aureus.

2.4.1, TIPOS DE INFECCIONES QUE CAUSAN STAPHYLOCOCCUS AU~
REUS.

Se pueden clasificar en tres grandes grupos.

1,- Infeccliones localizadas.
a) Infecciones cutd&neas y subcuténeas.

- Foliculitis de la piel
- Sfndrome de Liell o piel escaldada
- Impétigo

b) Infecciones oft&lmicas.

~Conjuntivitis
- Blefaritis
¢) Infecciones orales y del 4rbol respiratorio

- Rinitis

= Faringitis

- Otitis

- Mastoiditis

- Bronquitis
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d) Infecciones urogenitales

- Abscesos en rifidn, prostatitis
- Flem8&n perinefr{tico, pielonefritis

2.- Infecciones generalizadas.

La septicemia es la principal en este tipo de
infecciones. Es ocasionada por la formacién de un colgu=
lo intravenoso, a partir del cual Staphylococcus aureus =
se multiplica e invade la sangre.

Pueden presentarse formas hiperagudas (tremboflebi
tis) que puede ocasionar la muerte y formas subagudas - =
(septicopiemias), y atin crénicas.

3.~ Infecciones alimentarias.

Se manifiestan por medio de diarrea y vémito ,
después de un corto perfodo de incubaci6n (1-6 horas).

2.4.2, INFECCIONES HOSPITALARIAS.

Se presentan con gran --
frecuencia y es uno de los m&s graves problemas a los cua
les se enfrenta un hospital. Esta gran frecuencia es de-
bida a numercsas fuentes de transmisién (enfermos con le-
siones abiertas y portadores sanos), a la facilidad en la
transmisién (manos, ropa de cama, gotas de flush, etc.),~

.Y a que la poblacidn hospitalaria cos m8s susceptible a ipn
fecciones (enfermedades graves o el tipo de tratamiento =
a que estdn sometidos como por ejemplo: intervenciones -~
quir@rgicas, inyecciones, cat&teres, ete.).
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2.5. ASPECTOS GENERALES SQBRE ANTIBIOTICOS.

Es una de las
principales armas de las cuales se disponen para la lucha
contra los microorganismos patbgenos.

2.5.1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

A fines del siglo pasado,=-
Pasteur y Joubert fueron los primeros en observar el fen
meno de antibiosis. En este sigio, el 6xito obtenido con
el uso de antisépticos hizo que proliferara la investiga-
cifn acerca de sustancias antimicrobianas que no fueran =
tbxicas para el organismo humano. En 1955, Dogmak descu=
bre el Prontosil, al estar estudiando los colorantes, el
cual tiene un ndcleo activo que es p-aminobencenosulfona-
mida, el que al sustituirse con diversos radicales ha da-
do origen a un gran nfimero de compuestos, que hoy se conp
cen camo sulfamidas.

En 1928, Fleming observd la inhibicidn del creci--
miento de un estafilococo patégeno por un hongo (Penici--
llum notatum), Esto dio origen a que un grupo de investi
gadores.aislara el primer antibiStico conocido como la pg
nicilina.

Despu&s de este descubrimiento, se desatd una se--
rie de investigaciones lo cual dio lugar a que en 1939, -
Dubos descubriera la tirotricina; Waksman descubre la es-
treptomicina en 1943 y la terramicina en 1950.

En la actualidad se conocen aproximadamente unos -
cien antibibticos de utilidad clinica. (19)
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2,5.2., DEFINICION DE ANTIBIOTICO.

Anteriormente se utilizé
el término antibiético para definir a las sustancias orgd
nicas producidas por microorganismos que eran capaces de
inhibir o destruir a otros microorganismos.

En 1941, Waksman propone que las sustancias gue se
consideren como antibiéticos deben cumplir las siguientes
condiciones:

1,=- Especificidad,=- El antibiftico debe actuar en
un sitio concreto de la bacteria. En general se le con-
sidera a esta especificidad como el espectro de accién.

2.- Potencia biolégica clevada.- Debe ser activo_
a pequefias concentraciones, lo cual se expresa actualmen=-
te como la concentracisn mfnima inhibitoria, es decir, la
concentracifn mds baja en mcg/ml, que es capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano.

3.~ Toxicidad selectiva.=- Que el antibi6tico des-
truya los microorganismos pat&genos y que a su vez, la to
xicidad para las c€lulas del organismo sea minima.

' 2,5.3. CLASIFICACION.

I.- Por su oriqgen:

a) Bioldgicos.= Producidos por microorganismos.
- Bacterias tfpicas (polimixinas)
- Actinomicetos (cloramfenicol)
- Hongos (penicilina)
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b} .- Sintéticos.- Producidos por sintesis qui-
mica.

c).- Semisintéticos.~ A partir del nficlec bi-
sico del antibi6tico producido por microorganismos, se cn
laza en la posicibn adecuada, radicales obtenides por sin
tesis. Constituyen el grupo mds numeroso e importante.

II.-Por el espectro de accifn:
a) Amplio espectro
b) Espectro intermedio
c) Espectro corto

III.~pPor su forma de actuacidén:
a) Bacteriost&ticos.- Blogquean el desarrollo y

multiplicacién de las bacterias.

b) Bactericidas.- Provocan la muerte de las -
bacterias.

IV.- Por su mecanismo de accifn:

Se define como la forma en que act@an a nivel
molecular en el microorganismo (inhibicién de la forma= -
cibn de pared celular, inhibicifn de sintesis de protef-=-
nas, etc.).

V.- Por su estructura cuimica:

Esta clasificacién origina familias y grupos -
de antibibticos y es la mis utilizada para adecuar parime
tros clfnico-microbioléoicos.

FAMILIAS Y CRUPCS MAS IMPORTANTES.

I.~ Beta lactaminas (penicilinas, cefalosporinas,-




etc.)

II.- Amiciclitoles (espectinomicina, aminoglicsi=-

dos)
I1I.=- Polipeptfdicos
IV.~ Tetraciclinas
V.= Cloramfenicol y derivados
VI.= Macr6lidos
VI1I.- Lincosamidas
VIII.-~ Rifamicinas
IX.- Fosfomicina
X.- Bulfamidas

2.5.4. MECANISMOS DE ACCION.

Para que un-antibi6tico ejer-
za su acci6n, debe cumplir los siguientes requisitos:

1.~ Llegar al foco de infeccién.

. 2.- Penetrar en las bacterias y alcanzar la concen
tracibn necesaria; esta penetracién puede ser por difu- -
sidn o transporte activo.

3.= Debe tener una accién bactericida m&s que bac-
teriostitica.

4.=- Ejercer su actividad en presencia de lfquidos_
del organismo o exudados.

5.~ No perturbar las defensas del organismo ni da-
flar tejidos celulares,

En el aspecto molecular, los antibi6ticos pueden -



ejercer su accién en las siguientes estructuras o funcio-
nes bacterianas:

- Inhibicién de la pared celular,

La pared celular act@a en los microorganismos co
mo un protector anatomofisiolégico. Las bacterias tienen
una gran presifn osmOtica interna, sobre todo las gram po
sitivas (aproximadamente 20 atm8sferas) y, sin la pared -
celular se destruirfan por un estallido en un medio nor--
mal, no hiperosmético. Las penicilinas y cefalosporinas_
inhiben la sfntesis de la pared celular interfiriendo en
la incorporacién de la D-alanil-D-alanina. Son andlogos_
estructuralmente ¥ por ello se unen a las transpeptidasa_
(mucopéptido NaG-NaM-pentapéptido) y las activan irrever-
siblemente.

- Alteraci6n de la membrana celular.

La membrana celular actda como una barrera de ~--
permeabilidad selectiva, controlando asf, la composicidn_
del medio interno celular.

Hay antibi6ticos como las polimixinas y los polie-
nos gue modifican la permeabilidad de la membrana permi--
tiendo la salida de iones potasio y &cidos nucleices, cau
sando un efecto 1ftico.

- Inhibici8n de la sfntesis proteica.

La sinéesis proteica se realiza por la interven-
cibn de los diversos tipos de dcido ribonucleico. = Los ==
aminoglicdsidds inhiben la sfntesis proteica; su forma de
accibn es la siguiente: se unen de forma irreversible con



un receptor proteico de los ribosomas. Esto ocasiona un

blogueo de la actividad normal del complejo de iniciacifn

y distorsiona el codon del lugar A, provocanco la incorpo

racién del ARNt a un aminodcido diferente al cedificado.
- Bloqueo de la sintesis de fcidos nucleicos.

Se basa en la competencia que tienen clertos an-
tibibticos con algunas bases pfiricas y pirimidfnicas, ~ -
puesto que &stos son anflogos estructuralmente.

2.5.5. RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS.

Este es uno de  los
problemas nds graves que pueden presentarse, y los médi--
cos 'y microbiflogos para poder combatir con eflcacia una
patoleogfa de esta naturaleza deben tener en cuenta gque mu
chos microorganismos han desarrollado resistencia atn a -
antibidticos de reciente introduccifn a la terapdutica.

Una cepa bacteriana considerada como resistente a
un antibiftico o a un quimioter8pico, es aquella mue necg
sita para su inhibicibn concentraciones de firmacos supe-~
riores a la concentracién que puede alcanzar en el sitio

de infeccisn.

Existen dos tipos de variacién gen8tica microbia--
na} una de ellas es la variacidn fenotfpica que afecta a
la poblacibn bacteriana, la cual no es hereditaria y es -
inducida por agentes extrinsecos., La resistencla de las
bacterias a los antibifticos no pertenece a este tipe de
variacién. Esta es debida a una modificacifn en la es~ -
tructura genética de las bacterias. En las bacterias, el
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cromosoma puede estar sujeto a una modificacién esponté--
nea, rara y hereditaria en la secuencia de sus bases., =-
Existen también en las bacterias elementos extracromosémi
cos portadores de informacibn (episomas, plé&smidos) los -
cuales pueden ser transferidos de una hacteria a otra. -
Este fen6meno es muy importante puesto que es el més ob--
servado en las cepas aisladas clfnicamente.

Resistencia cromosémica.- Existen poblaciones mi-
crobianas sensibles (106 - 1010) que pueden contener mi--
croorganismos resistentes, pero esta frecuencia es relati
vamente baja. La tasa de mutacién es considerada como la
aparicién de un mutante por bacteria y por ciclo de divi-
sién. Este fenémeno ocurre como cualquier tipo de muta--
cibn, con las caracterf{sticas de transmisidn hereditaria__
y estabilidad, sin excluir la mutacién invertida. Este -
fenémeno es independiente del antibidtico.

La resistencia puede transmitirse de una bacteria_
a otra por cualquiera de los tres tipos de transferencia,
los cuales son: Transformacién por el DNA extrafdo de una
bacteria, transduccién por un bacteriéfago, v conjugacién
por el factor sexual F.

Esta mutacién modifica la concentracién mfnima inhi
bitoria; no todos los mutantes serén capaces de crecer en
cualquier concentracién de antibi6tico. Existe un nivel_
de resistencia que se expresa por la concentracifn mfnima
inhibitoria del mutante resistente y por la relaci6n en--
tre la concentracién minima inhibitoria del mutante vy de
la cepa original. (5).

Resistencia extracromesémica,- En investigaciones



realizadas desde 1960, se ha encontrado que la informa= =
cién necesaria no estd contenida en el cromosoma sino en
elementos extracromosfmicos que también estén constitui-=
dos por DNA, los cuales pueden transmitirse por una bacte
ria resistente a una sensible por diversos mecanismos,

En los estafilococos la produceibn de la enzima ~-
destructora de la penicilina G (penicilinasa) es debida a
elementos extracromosémicos; esta resistencia puede desa-
parccer esponténeamente.

Resistencia de los estafilococos.- Lstos producen_
beta-lactamasas capaces de cortar la unién beta-lactamasa
y de transformar el nGcleo de la penicilina en &cido peni
ciloico; la informacién genética responsable de la produc
cibn de la penicilinasa esté situada en un elemento extra
cromosémico, el cual contiene diversas informaciones. ' La
bencilpenicilina y la ampicilina son f8cilmente destruf--
das por la beta-lactamasa de los estafilococos. La mayo-
rfa de los cstafilococos producen penicilinasa en canti--
dad suficiente como para ser clinicamente resistentes. =
Se ha observado que la concentraci6n mfnima inhibitoria -~
de las bacterias productoras de esta enzima depende del -
tamafio del indculo, ya que in6culos d&biles pueden pare--
cer sensibles, e inBculos fuertes, resistentes.

2.5,6. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITO-
RIA POR LA TECNICA DE DILUCION.
Técnica de dilucibn.

Desde 1944, después de una serie de estudios reali
zados, se sabe que la actividad bioguimica de los antibif



29

ticos es la misma "in vivo" e “in vitro",

Cada antibibtico tiene un objetivo molecular preci
so, es decir, que &ste afecta una reaccibn precisa del me
tabolismo bacteriano, siempre y cuande se encuentre en --
una concentraci6n adecuada. Los efectos bacteriostdticos
permiten definir la cencentracibn suficiente o concentra-
ciftn minima inhibitoria {CMI), La determinacifn e inter-
pretacidn de CMI nos permite conocer la sensibilidad de -
las bacterias aisladas clf{nicamente.

En una serie de tubos con medioc de cultivo sembra-
dos con el mismo nimerc de bacterias y concentraciones di
ferentes de antibidtico, se puede apreciar despu&s de un
cierto tiempo de cultivo, el crecimiento de bacterias en
un cierto ndmero de tubos, los cuales tienen un crecimien
to idéntico al del tubo testigo; en estos tubos la concen
tracifn del antibiStico aparentemente no ha afectado a ==~
las bacterias.

En otros tubos con concentraciones superiores se =
podrén observar disminuciones en el crecimiento. En fun~
cifn del tiempo esta disminucidn afecta principalmente a
la fase de crecimiento exponencial, que es mis lenta a mg
dida que aumenta la concentracién de antibiético.

Por lo tanto, la concentracién mfnima inhibitoria_
serd la m&s baja concentracifn que‘%nhibe el crecimiento_
visible. KEsta concentracién es expresada en meg/ml y va-
r{a segfin el tiempo de ohservacidn, nlmero y estado de --
las bacterias y el método de cultivo. Estas variaciones_
se conccen come modalidades de accidn de antibidg- -
ticos.
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Tiempo de observacibn.~ La concentracién mfnima -
inhibitoria evoluciona sensiblemente durante la fase de =
crecimiento exponencial de las bacterias, al alcanzar la
fase estacionaria, es menor su evolucién. Las condicio--
nes més favorables para esta t8cnica es la de incubar du-
rante la noche { 16-24 horas }.

Bacterias.- La concentracifn mfnima inhibitoria =
varfa segln el nfimero de bacterias sembradas {in6culo}. -
La concentracién mfnima inhibitoria es m&s elevada para =
una poblaci6n de 107 bacterias por mililitro.

£l inéculo utilizado debe provenir de varias colo-
nias; esto reduce la propabilidad de variantes selectivas
derivadas de mutantes ( por ejemply, pérdida de produccidh
de penicilinasa en Staphylococcus) e inérementa la posibi
lidad de incluir organismos mds resistentes que no pueden
distinguirse en las colonias ya que son morfol&gicamente_
parecidas.

El inbculo final incrementa la posibilidad de de--
tectar mutaciones de alta frecuencia para cepag resisten-
tes y heteroresistentes.

2,6, REVISION DE LO5 ANTIBIOTICOS METICILINA ¥ CUMERMICINA.

2.6.1. METICILINA
Caracterfsticas:
Apariencia - Polvo fino
Color = Blanco
Potencia microbiolégica - 670 meg/ml en una -
concentracién de -=-
200 mecg/ml.



31

2,6.2, CUMERMICINA
Cumermicina A {Coumermycin Al)
Es una sal monos&dica. Lote No. BPR+D006014.
Apariencia - Polvo fino
Color = Ligeramente amarilleo
pH de soluci6n al 1% - 6.9
Pureza - 953 meg de Scido libre por mg de ba-
se anhidra
Cumermicina A - 82,5 ¢
Cumermicina B - 0.2 §
Cumermicina ¢ - 2.8 § Actividad microbiol$
Cumermicina D = 9,8 $ gica similar
' 85.3 % base seca

F6rmula molecular (C55H59020N5) - 1110.89
(fcido libre)
Peso molecular de la sal monosédica ~ 934
mcg/ml.
Factor de potencia = 1.07
Solucién de Cumermicina (Ro-5-4645)

Este antibidtico fue obtenido de Laboratorios
Roche y la apariencia del antibidtico es la de un polvo =
~ cristalino de color amarillento.

Los siguientes datos se refieren a la actividad de
" Cumermicina sobre Staphylococcus aureus comparada con = -
otros antibifticos. (17)

STAPHYLOCOCCUS AUREUS METICILINO-SUSCEPTIBLLS.

CMI (mcg/ml}
ANTIBIOTICO RANGO 50% 90%
Cumermicina 0,0031-0.2 0.0031 0.25
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Meticilina -0,8-12.5 3.1 12,5
Nafeilina 0.1-3.1 0.8 1.6
Vancomicina 0.1-6.3 1.6 3.1
Teicomicina 0.1-6.3 1.6 3.1
Eritromicina 0.2~100 1.6 1.6
Rifampicina 0.0031~0.1 0.0031 0.063

STAPHYLOCOCCUS AUREUS METICILINO~RESISTENTES

CMI {(meg/ml)

ANTIBIQTICO RANGO 50% 90%
Cumexmicina 0.0016-0.8 0.0125 0.05
Meticilina 28-100 25 100
Nafcilina 25=-100 50 100
Vancamicina 0.2~6.3 1.6 3.1
Teicomicina 0.2~6.3 0.8 1.6
Rifampicina ' 0.0016~12.5 0.0125 0,05
Gentamicina 0,1-25 3.1 25

2.7. JUSTIFICACION ¥ OBJETIVO DEL TRABAJO.

a} Cumermicina.- En estudios realizados por el Do
partamento de Medicina y Farmacolowofa de la Universidad -
de Columbia en relaci6n con este antibiftico, se ha visto
gue puede inhibir el crecimiento de cepas de Staphyloco--
ceus aureus y Staphylococcus epidermidis, los cuales son
resistentes a otros antibitices.

La cumermicina es una bis~hidroxi-cumarina compueg
ta, la cual tiene una excelente actividad in vitro contra
especies gram positivas. Tiene una DNA girasa inhibidor.
{17y,
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b) Meticilina.~ Fue la primera penicilina semisin
tética y fue introducida al uso clfnico por primera vez -
en Inglaterra en 1959 para combatir infecciones ocasiona-
das por Staphylococcus aureus. Dos afos después, se ob--

serv6 la aparicién de cepas de Staphvlococcus aureus re=--

sistentes al tratamiento con meticilina en varios pafses_
del mundo.

Desde entonces, Staphylococcus aureus ha sido cla-

sificado en meticilino-resistentes y meticilino-sensibles,
de acuerdo al efecto que provoca la meticilina en ellos.

Los Staphylococcus aureus meticilino resistentes -

son los principales agentes causales de infecciones in- =
trahospitalarias. (14)

Por lo anteriormente descrito, es importante reali
zar investigaciones en forma constante para poder detec--
tar dicha resistencia y ademfs, probar nuevos antibidti--
cos para poder establecer un tratamiento adecuade y efi--
caz contra infecciones causadas por Staphylococcus aurcus.




CAPITULO. 3

MATERIAL Y . METODOS
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3.1. OBTENCION DE LAS CEPAS,

Los cepas de Staphylococcus -
aureus con las que se realiz6 el presente estudio, fueron

proporcionadas por la Seccifn de Microbiologfa del Labora
torio de Patologfa Clinica del Hospital Angel Leaifio.

El ntimero de cepas de Staphylococcus aureus utili-
zadas fue de cien. Dichas cepas fueron obtenidas a par--

tir de diferentes muestras biol6gicas y se realizaron las
pruebas correspondientes para la confirmacibn de especie
aureus, mediante el siquiente proceso.

a) Reaislamiento.- Se realizd en medio de agar --
sangre de carncro a 37°C, en atmbsfera de coz, durante 24
horas, después de lo cual se observarcn los caracteres -=
morfolbgicos coloniales.

b) Examen microscépico.- Comprendid la observa- =
cibn de un frotis de la colonia en estudio, a la cual se’
le hizo tincién de Gram.

¢) Pruebas biogufmicas caracterfsticas de especie.

- Produccidn de coagulasa.
- Hidr6lisis del DNA.

3. 2. PREPARACION DE LOS ANTIBIOTICOS.

La preparacibn de -
los antibibticos se llevd a cabo de la siguiente manera :
se disolvieron 0,1049 mgr de Cumermicina en 1 ml. de Dimg
til Sulféxido (DMSO) para solubilizarla; luego es llevada



2 un volumen de agua estéril (100 ml.). Despuds las dilu
ciones seriadas del stock de cumermicina serfan hechas en
caldo de Mileller-Hinton (MBII),

Este antibi6tico en presencia de suero se vuelve =~
alealino, por la actividad biolégica y es més bajo que en
la presencia de suero mantenido a pH 7.2-7.4.

La cunermicina puede ser preparada y almacenada du
rante algdn tiempo, puesto que es estable a un rango de -
-20°C a -8°C, durante unas 4 a € semanas.

Preparacibn de la Meticilina.~ Se pesaron 0.298 -
mg para elaborar una solucifn de 100 ml de antibibtico de
meticilina. Este polvo de antibifético utiliza como sol--
vente y diluyente, agua.

La siguiente férmula es utilizada para determinar_
la cantidad de polvo de antibiftico que debe utilizarse -
para alcanzar la concentracién de antibi6tico requerida:

pPeso(mg) = volumen (ml) X concentracién (mcg/ml)
Potencia(mcg/mi} {13)

Este método se llevé a cabo utilizando la técnica -
"de @ilucibn del antibidtico en medio 1fquido de Meller -

Hinton.

a) Preparacién del medio lfquido.

se realiz6 sigquiendo las instrucciones de la --
etiqueta del medio 1lfquido de Miieller-Hinton (MHB, siglas
en inglés de Miieller-Hinton Broth). Disolver 22 gr. del
medio para preparar 1,000 ml. de cultivo lfauido.
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l.- Se prepar6 medio 1fquidc de MHB a doble concen
tracién (0.044 gr/ml).

2.~ Se prepar6 medio 1fcuido de Miileller-Hinton de
concentracién normal (0.022 gr/ml).

b) Preparacifn del medio lfquido conteniendo anti-
bi6tico,

Desarrollo del sistema para la evaluacién de la --
CMI.

Se prepard una serie de 10 tubos estériles (13X100)
los cuales se numeraron, conteniendo las siguientes canti
dades de MHB; en el tubo ntmero 1 se colocaron 2 ml de --
caldo de Mlleller-Hinton de doble concentracién y los tu--
bos del ndmero dos al ndmero diez contenfan 1 ml. de MHB
de concentracibn normal.

Al tubo No. 1 de doble concentracifn se le afadid
1 ml. de antibiético y se agit6 en el vortex, despuds sec
tomé un ml. del mismo tubo No. 1 (utilizando pipetas de -
1 ml) y se pas6 al tubo No. 2; se agitd en el vortex y -
se pas6 1 ml. al tubo No., 3; esto se realizé sucesivamen-
te hasta terminar con el tubo ndmero 10, donde al final -
se deseché 1 ml.

Este procedimiento se realiz§ en igual forma para_
los dos antibidticos.
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Las concentraciones en cada tubo fueron:

1.~ Para cumermicina

Tubo No.

W o ~da s w -

=]
(=]

2,~ Para meticilina

. Tubo No.

D N . TG SRR S

[
o

Concentracién (mcg/ml)

1

0.5

0.25
0,125
0.0625
0.03125
0.015625
0.0078125
0.0039062
0.0019531

Concentracién (mcg/ml)

100

50

25

12.5
6.25
3.125
1.5625
0.78125
0.39062
0.19531



¢) Preparacién del inSculo.

Se tomaron con el as&a 3 & 4 colonias de un solo
tipo y se colocaron en tubos comteniendo 10 ml. de caldo
de tripticasa-soya. &Se observ® la turbidez y se ajustd -
la densidad Gptica de la suspen:si6n bacteriana a una tur-
tidez equivalente a 0.5 del estifindar de la escala de = -
Mcrarland. Lste tubo contiene ajproximadamente 107 cslu~~
las/ml. {4)

d) Inoculacién de los tubsss cue contienen la dilu-
cién del antibidtico.

2 cada uno de los tubos que contienen antibiéti

co diluido, se le agregaron 0.5 ml del inbeulo y se agita
ron.

e} Incubacién y lectura fimal.

Los tubos inoculados fue.ron incubados a 35°C -
por 24 horas, iniciando su incubac:ibdn por la noche.

La concentracidn mfnima inhilbitoria comprendid a -
la concentracidn m&s baja de antibi.dtico cue inhibid com~
pletamente el crecimiento de Staphylococcus aureus. Esta
concentracibn mfnima inhibitoria se determind visualmen-~
te. (4)
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RESULTADOS .

Los resultados obtenidos después de haber -
utilizado el método de concentracifn mfnima inhibitoria -
(CMI) para probar la susceptibilidad de Staphvlococcus --
aureus a cumermicina y meticilina se muestran en la tabla
No. 1.

TABLA No. 1
CHMI mcqg/ml CMI mcg/ml
Cepa No. Cumermicina Meticilina

1 0.015625 3.125
2 0.0625 6.25

3 0.03125 6.25

4 0.03125 6.25

5 0.015625 3.125
6 0.0625 3.125
7 0.0625 1.5625
8 0.0625 6.25

El 0.0625 3.125
10 0.03125 6.25
11 0.03125 6.25
12 0.015625 3.125
13 0.0625. - 3.125
14 0.015625 3.125
15 0.015625 - 6.25
16 0.03125 3.125
17 0.03125 © 64,25
18 0.03125 6,25
19 0,125 6:25
20 0.015625 ' 6.25
21

0.015625 . 6.25



22
23
24
25
26
27
2
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

0.015625
0.0625
0.03125
0.03125
0.015625
0.03125
0.0625
0.03125
0.03125
0.0625
0.03125
0.0625
0.03125
0.0625
0.0625
0.015625
0.03125
0.03125
0.03125
0.0625
0.03125
0.0625

© 0.03125

0.0625
9,0625
0.03125
0,0625
0.03125
0,0625
0.25
0,125
0.015625
1.0

40

3.125
6.25
3.125
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25.
6.25.
6.25
12.5
6.25
6.25
3.125
6.25
3.125
6.25
3.125
3.125
1.563
3.125
3.125
6.25
3.125
3.125
6.25
3.125
1.5625
1.5625
6,25
6.25
50
6.25



55
56
57
58
59
60
61
61
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

78,

79
80
81
82
83
&4
85
86
87

0.125
0.1225
0.25
0.015625
0.125
0.125

0.015625

0.125
0.0625
1.0
0.25
0.125
1.0
0.125
0.125
0.125
1.0
0.125
0.0625
0.0625
0.125
0.03125
0.125
0.125
0.03125

0.03125

0.03125
1.0
0.125
0.5
0.0625
0.0625
0.0625

3.125
6.25
3.125
6.25
25

25
1.5625
6.25
3.125
6.25
1.5625
6.25
3.125
1.5625
3.125
3.125
6.25
6.25
1.5625
1.5625
1.5625
3.125
0.7815
1.5625
0.7815
6.25
0.7815
3,125
3.125
3.125
6.25
3.125
3.125

41



88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

0.0625
0.03125
0.0625
0.25
0.125
0.125
0.25
0.125
0.25
0.0625
0.0625

0.0625

0.0625

6.25
1.5625
3.125
6.25
3.125
6.25
12.5
3.125
3,125
3,125
1.5625
1.5625
3,125

CMI = Concentracidn minima inhibitoria.



TABLA No. 2

DATOS

CMI {mcq/ml)

ORDENADOS

CMI (mcg/ml)
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Nimero CUMERMICINA METICILINA M
1 0.015625 0.07815 1 77
2 0.015625 0.07815 5 79
3 0.015625 0.07815 12 8
4 0.015625 1.5625 14 7
5 0.015625 1.5625 15 41
6 0.015625 1.5625 0 49
7 0.015625 1.5625 21 50
8 0.015625 1.5625 22 61
9 0.015625 1.5625 26 65

10 0.015625 1.5625 37 68
11 0.015625 1.5625 53 73
12 0.015625 1.5625 58 74
13 0.015625 1.5625 61 75
14 0.03125 1.5625 4 78
15 0.03125 1.5625 10 89
16 0.03125 1.5625 11 98
17 0.03125 1.5625 16 99
18 0.03125 3.125 171

19 0.03125 3.125 18 5

20 0.03125 3.125 24 6

21 0.03125 3.125 359

22 0.03125 3.125 27 12
23 0.03125 3.125 29 13
2 0.03125 3.125 300 14
25 0.03125 3.125 32 16
26 0.03125 3.125 34 22,
27 0.03125 3.125 3 24
28 0.03125 3.125, 8 35



29
30
3
32
33
14
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
6
47
48
£
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

0.03125
0.03125
0,03125
G.03125
0.03125
0.03125
0.03125
0.03125
0,03125
0.03125
0.03125
0.0625
0,0625
0.0625
0,0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0,0625
0.0625
0.0625

0.0625

0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625

3.128
3.125
3,125
3,125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.135
3,125
3.125
3,125
3,125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
3.125
6.25

§.25

6.25

6.25

6.25

6.25

6425

10
11
15

44
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€3
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
g2
83
24
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.0625
0.125
0.125
0,125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.225
0,125
0.125
0,125
0,125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.125
0.25
0.25
0.25 -
0.25
0.25
0.25

6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6,25
6.25
6.25
6,25
6.25
6425
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25

6.25"
6.25

6.25
6.25
6.25
6.25
6.25
6.25

86
87
88
90
97
98
99
100
19
52
55
56
59
60
62
66
68
69
70
72
75
7

78 .

92
93
83
95
51
57

91
94

96

45

17 .

ig
19
20
21
23
25
26
27
28
29
30
31
33
34
36
38
44
47
51
52
54
56
58
62
64
71
66
72
es
85
91
93



95
96
87
98
99
100

M

L I I R S

6.25
12.5
12.5
25.0
25.0
50.0

84
64
67
71
B2
54

Concentracién Minima inhibitoria

Comermicina

Meticilina.

ge
32
94
59
60
53

46
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 50 &
PARA CUMERMICINA.

CMI 50.% = Dato ordenado No., 49 + Dato cvdenado No.50
2

CMI 50 & = 0.0625 + 0,0625 = 0.0625 mcg/ml
2

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 50 %
PARM METICILINA,

CMI 50 ¢ = 3,125 + 3,125 = 3,125 mcg/ml.
2

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 90 %.

Esta es otra determinacidn, para observar la con--
centracién minima inhibitoria que requieren el 90% de las
cepas para ser inhibidas. Este dato se obtiene de la mig
ma forma que la CMI 50 8.

. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 90 % PARA CUMERMICINA.

CMI 90 % = 0,25 + 0,25 = 0.0125 meg/ml
2

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 90 % PARA MEVTICILINA.

CMI 90 % = 6.25 + 6.25 = 6.25 meg/ml
2
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De la tabla No. 2 obtenemos el valor promedio de -

cada una de las concentraciones en cada una de las cepas,

y el valor promedio muestral de esta
como el erxor tfpico asociado a cada

¥, = 0.95
Ry = 0.95
X, = 0.94
%, =0.88
X = 0.69
RG = 0.39
i7 = 0.13
Xg = 0.00
Ry =.0.00
Xy = 0.00
=m ;=0.493
1
¥, = 1.00
. 'y'; = 1,00
?3 = 0.99
Y4 = 0,97
Y. = 0.95

TABLA 2.1

f&(n-l)
G}(n-l)
@3(n-1)
03 (n-1)
9z {n-1)
g (n-1)
q}(n—l)
rpin=1)
7y (n-1}
d’lo(n"l)

1

TABLA 2,2

x 1 (n~1)
o¢ 5 (n-1)
y(n=1)
oggqfn=1)
X5 (n=1)

investiqacibn, asf -

concentracién.

0.2190429
0.2190429
0.2386832
0.3265986
0.4648232
0.4902071
0.33799%6
0.00

0.00

0.00

S,= 0.4317419

0.00

0.00

0.1
0.1714466
0.2190429
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Yo - 054 & gin=1) = 0.5009082
¥y . 0.17 oC4{n-1) = 0.3775251
Y9 - 0.03 Kpln-1) = 0.1714466
¥5 - 0.00 o(g(n-1} = 0.00
¥i0= 0.00 olyoln-1) = 06.00
e &
Y=g ¥m 0.565 §, = 0.4657908
10

Debido a que el tamafic de la muestra es significa-
tivamente grande (n-100) para cada una de las concentra--
clones podemos usar 8,7 8,

Las variaciones muestrales como estimadores inses-
gados de las variaciones poblacionales y asf{ usar el de -

prueba estadf{stica:

* para hacer una prueba de hipbtesis para la diferen
cia de las 2 medias teniende como hip&tesis nula

H =/4ﬁ-/eQ =90 e hip6tesis alternativa
Ha =/'L/l -/7'?_ L0

Con un nivel de significancia & = 0.0005 que pro-
porciona el valor crftico Z = =3.291 por lo que se recha=
zarg Ho si 2 -3,29
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Como 2=_0.493 = 0.565

\/ (0.432)2 + {0.466)°
1000 1000

2= -3,583< -3.291

Por lo cual se rechaza H en favor de H,y de acuer

doaesto M-, Y2<0o 4 /‘/,.-//, -0

Es decir: Podemos estar seguros estadisticamente_
{un 99.:93% de las veces), de que en promedio, la efectivi
dad de .1la meticilina es mejor que la efectividad de la cu
mermicima.

A pesar de esto es mis conveniente considerar el «
hecho d= que las concentraciones mayores de 12.5 mcg/ml ,
no serém nunca utilizadas en el tratamiento de un pacien-
te, puesto que ocasionarfa efectos nocivos en &l.

Uma forma estadfsticamente razonable de considerar
esto, es tener en cuenta que cada una de las cepas inhib_i_
das a las concentraciones que no deben utilizarse tengan_
como reswltado un valor de cero, es decir, el medicamento
nunca sex§ utilizable en esas concentraciones, por lo que
la tabla 2.2 se ver§ modificaca y obtendrfamos los valo--

+ res mostrxados a continuacién.

TABLA 2.3
¥, = 0,00 K, (n=1) = 0.00
¥, = 0,00 «y(n=1) = 0.00
¥, = 0.00 a4(n=1) = 0,00
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9'4 = 0.97 W (n-1) = 0.1714466
?5 = 0.95 Ngln=1) = 0,2190429
?6 = 0,54 Xg(n-1) ‘= 0.5009082
¥, = 0.17 ag(n=1) = 0.3775251
Ye = 0,03 Agin-1) = 0.1714466
¥y = 0.00 o (n=1) = 0.00

¥, q= 0.00 ®oln=1) = 0.00

/0
¥ =% vg= 0.266 §, = 0.4023873

0

Si repetimos la prueba de hip6tesis ahora con: -
Ha 3 //, -/l/2>o , tendrfamos que la hip6tesis nula se re
chaza _sI, 2 3,29, ycomo 2 = 0,493 6 -~ 0.266

\f<o.4317)2 + (0.4024) 2
1\ 1000 1000

%2 =12,1667 > 3.29

y rechazamos Ho para aceptar H, y asf para efectos préc~
ticos la cumermicina es el 99.95 & de las veces més efec-
tiva que la meticilina.
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CONCLUSIONES .
CUMERMICINA.

En base a los datos obtenidos durante esta in
vestigacién se puede observar gue, el rango establecido -
para el antibittico cumermicina (0.00195 = 1 en meg/ml) ,
fue v&lido sdlo para el 96 % de las 100 cepas probadas, =«
ya que el establecido para este antibibtico despuds de la
utilizacién de este método fue de 0.015625 - 1.0. Las -
cepas que necesitaron una concentracién mavor que 1 mcg/ml
fueron: Nfmeros 64, 67, 71 y B82.

METICLINA,

De los datos de la concentracién mfnima inhibi=-
toria obtenidos durante esta investigacién se obsexrvé que
el rango de concentracidn establecide para realizar este
trabajo fue el adecuado para probar dicha concentracifn =
para las 100 cepas utilizadas, puesto que todas tuvieron_
un rango dentro de los dos 1lfmites. La concentracién es-
tablecida para el antibiético meticilina fue de 0,1953 -
100 meqg/ml después de la investigacibn; para las 100 ce--
pas fue de 0.,78125-50.

En investigaciones realizadas anteriormente (14) ,
se considera a una cepa resistente a meticilina, si la -~
concentracién minima inhibitoria para dicha cepa es mavor
a 16 microgramos por mililitro., En el presente trabajo ,
s6lo 3 de las cien cepas utilizadas fueron consideradas -
como meticilino-resistentes, pues su concentracién mfnima
inhibitoria fue mayor de 16 mcg/ml. Dichas cepas fueron:
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Cepa No. CMI (mcg/ml)
53 50
59 25
60 25

Lo anterior indica que el 97 % de las cepas con =
~las que se trabaj6 se clasificaron como meticilino-suscep
tibles, pues su CMI en mcg/ml tuvo un rango de: .7615-12,5,

COMPARACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE CUMERMICINA Y METICI
LINA.

Comparando los datos obtenidos durante la investi=
gaci6n se puede apreciar que existen diferencias en la in
hibici6n del crecimiento de Staphylococcus aureus depen=-

diendo del antibiético utilizado., El rango de concentra-
cién minima inhibitoria que se utilizé para Cumermicina -
no es vélido para un 5 % de las cepas probadas; en cambio
el rango utilizado para Meticilina es v&lido para el 100%
de las cepas probadas. Las concentraciones de Cumermici=-
na que se¢ utilizaron para inhibir el crecimiento de las -
cepas son muy pequefias comparadas con las concentracioncs
de Meticilina gue se necesitan para inhibir el crecimien-
to de las mismas cepas. - Entre mis pequefia sea la concen-
tracifn de antibifitico que se necesita para inhibir el =--
crecimiento bacteriano, menor serf el efecto nocivo que -
puede ocasionar en los diferentes sistemas del organismo.

Podemos concluir que de los dos antibibticos utili
zados en la presente investigacién (Cumermicina vy Metici-
lina), Cumermicina serd el antibibtico de eleccifn para =
tratar las infecciones ocasionadas por Staphylococcus au=
reus, ' ya que aungque en este trabajo el antibidti-
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co haya funcionado con eficiencia en un 95 % de las cepas
probadas, las concentraciones que se requieren pa--
ra inhibir & Staphylococcus aureus son muy pequeias
y esto favorece ampliamente su utilizaci6n.
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