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Resistencia in vivo: Numerosos investigadores han
senalado el hecho de que ciertas afecciones pidgenas debi-
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La explicacion del fendmeno que dan los autores, es
gue el germen adquiere esta propiedad, debido a que las do-
sis iniciales fueron insuficientes, motivando en el microbio
una especie de habito, que le permite desafiar cantidades de
penicilina que de otra suerte le habrian resultado fatales.
La prueba experimental la debemos a Schmidt v Sesler,
{1943) los que inoculando a ratones blancos, dosis subcura-
tivas de penicilina, luego de haberlos infectados con neumo-
cocus Iy II, consiguieron que paulatinamente estos gérme-
nes resistieran dosis que en otras circunstancias les ha-
brian sido letales. Esta propiedad, segin los autores de
referencia, se transmitiria en forma hereditaria a las
generaciones posteriores. Rammelkamp v Maxon (1942),
observaron que estafilococos aislados de procesos piégenos
fmr namblo upre@able en su blologla ASA por e1emplo en
un absceso axilar, el gérmen soporté hasta diez y ocho
unidades Oxford, debido a que en el primer momento se uti-
lizaron dosis pequefas. En otro caso, diez y ocho inyeccio-
nes de penicilina en la cavidad de un empiema crénico, du-
rante un periodo de sesenta y dos dias, acrecentaron la
resistencia mas de cien veces.

Como consecuencia del genial descubrimiento de Flem-
ing, que demostré que ciertos productos provenientes del
cultivo del Penicilium notatum, eran capaces de destruir
numerosos gérmenes patégenos con mayor seguridad y
eficacia que cualquiera antiséptico, se abrigé la esperanza
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de que maultiples entidades mérbidas desaparecieron total
o parcialmente del cuadro de las que constituyen un peli-
ero para la salud humana.

Desgraciadamente esta conviceidn estd lejos de haber-
se confirmade en la practica. Bs indudable que hoy la
ciencia cuenta con un arma de extraordinaria eficacia, pero
es no menos cierto, que se han sefialado numerosos fraca-
508,. debido a la resistencia que los gérmenes ofrecen a la
accién medicamentosa.

En lo que especialmente se refiere al etafilococo, esta-
disticas documentadas demuestran que existe un cierto
porcentaje de afecciones pibdgenas, que no responden al
tratamiento penicilinico.

Por el momento no es nuestra intencién ocuparnos de
hechos que estan mas allad de los limites asignados a este
trabajo y solo a titulo ilustrativo, citaremos las estadisticas
que publican Mary Baber y Mary Rozwadwsk Dowzenco
en el ntimero de ‘“The Lancet” correspondiente al 23 de
octubre del afio ppdo. Los autores de referencia con el titulo
“Infeccién causada por el Staphilococcus penicilino-resis-
tente”, dicen: sobre cien casos de infecciones pidgenas
debidas al estafilococo que fueron investigadas en un hos-
pital de Londres, entre abril y junio de 1948, se comprobé
que 58 eran penicilino resistentes, es decir un 58% mien-
tras en el mismo nosocomio durante 1946 se encontré sole
un 14,1% y un 38% en 1947. Estos datos que seguramente
necesitaran nuevas comprobaciones, parecerian demostrar
que con el correr del tiempo, aumenta el nimero de las cepas
ante las que es ineficaz el antibidtico. Refiriéndose al tema
Mary Barber del departamento bacteriolégico del Ham-
mersmith Hospital, en el ndmero correspondiente al sibado
29 de noviembre de 1947 del “British Medical Journal” di-
ce: que el aumento incesante de las cepas resistentes, es algo
que debe llamar la atencién de los estudiosos, por el peli-
gro que representa y la necesidad que impone, de arbitrar
medios para evitar la amenaza que este hecho significa en
el dominio de la patologia humana.

Divide las cepas en dos categorias; las originalmente
resistentes y las que lo son después de la administraciéon de
grandes o pequefias cantidades de antibidético. La mayoria
de las cepas tanto de uno como del otro grupo, demostraron
ser productoras de penicilinasa.

Respecto al origen de las cepas resistentes, las agrupa
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en el siguiente cuadro: Tipo de infeccién en 38 enfermos
de los que se aislaron cepas de Staphylococcus pidgenes
penicilino resistentes.

Septicemia ................ 1 Otitismedia ............... 4
Absceso extradural ........ 1 Heridas operatorias infectad. 3
Osteomielitis .............. 1 Infecciones puerpurales ... 3
Infecc@ones respiratorias ... 8 Lesiones superficiales ..... 5
Infecciones del recién nacido 12 Tuberculosis del seno ..... 1

Eesistencia in vitro. Investigadores de diferentes na-
ciones, han logrado provocar la resistencia de gérmenes
normalmente sensibles a la penicilina, mediante cultivos
en medios a los que se anaden paulatinamente cantidades
crecientes de antibiético. Abrahn y colaboradores (1941)
lograron por este medio en un periodo de nueve semanas,
elevar hasta cien veces la resistencia del estafilococo Me.
Kee y Rake por su parte, consiguieron el mismo resultado
con Staphilococcus aureus, Streptococcus pyogenos y Di-
plococcus pneumoniae I y II en los que mediante pasajes
seriados, de 8 a 70, aument6 el nivel de resistencia de dos
a seis mil veces. Conviene advertir que esta propiedad es
més bien 1abil y tiende a desaparecer en las generaciones
posteriores. Refiriéndose al mismo tema, si bien en esfera
diferente, Weley W. Spink y Viola Ferris (1944-1945), re-
cuerdan que en anteriores estudios seflalaron que cepas
de estafilo coagulasa positivos, ofrecian in vitro sensibili-
dad variable a la accidn de la penicilina v que sometidas
luego a concentraciones crecientes, se consiguié hacerlas
fuertemente resistentes, si bien los cultivos posteriores de-
mostraron que bastaban seis transplantes en agar simple,
para que perdieran la propiedad adquirida; mientras que
dos cepas que se habian demostrado resistentes in vivo,
la mantuvieron indefinidamente. Esta observacién, segu-
ramente fundamental, imponia resolver si la propiedad
adquirida in vitro era idéntica o no a la observada in vitre.
Se puede afirmar que el estudio de este fenémeno ha sido
fértil para la ciencia y ha conducido al descubrimiento de
la penicilinasa, producto de naturaleza posiblemente enzi-
mética v a la que hemos consagrado atencién preferente;
que serd objeto de comunicaciones posteriores.

Respecto a este mismo capitulo creemos que no estara
deméis sefialar la observacion del Dr. A. Voureka del Ins-
tituto Wright Fleming, que en el ‘“Bulletin Of America
Sanitary Bureau” del 5 de mayo del afio en curso dice: que
los microbios que han demostrado resistencia a la penici-
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lina, pueden recobrar en pocos minutos su sensibilidad
primitiva, siempre que se les asociz con otros de distinta
familia ; por ejemplo: estafilococo resistentes se hacen sen-
sibles, si se les afiade Sitreptococcus, Corynebacterium
diphiheriae, Salmonellia thyphy o Diplococcus pneumonioe-

CAS08 CLINICOS. — En el mes de enero de 1945 uno
de nosotros tuvo ocasidn de atender a la sefora E. H. de
K., de 43 afios, sin datosg anannésticos de importancia, la
que en el momento del examen presentaba al nivel de la
regibén axilar izquierda, un forunculo del que fluia abun-
dante pus de color amarillento; la enferma hacia dos afios
que sufria de foriinculos a repeticién, de los que fué aten-
dida por distintos facultativos que la sometieron a una
terapéutica activa, en la que recibié grandes cantidades de
penicilina y sulfanilamidas, sin el menor éxito, hasta que
se vié obligada a viajar al extranjeroc.

Otro caso fué el de S. A., de 24 anos, de nacionalidad
chilena, el que a raiz de una extirpacién de amigdalas, tuve
una intensa forunculosis, de la que no logré mejorar no
obstante las grandes dosis de antibiéticos que por pres-
cripeign facultativa se le inocularon. Este paciente curd
gracias a la autovacuna.

MATERIAL DE EXPERIENCIA. — De ambos easos se aislé
estafilo dorado al estado de pureza. Con el fin de averiguar
si eran in vitro resistente como se habian demostrado en
vivo, se hicieron las experiencias que se detallan mas ade-
lante v como elemento de comparacion, se eligieron las
cepas 2 y 46 de la coleccién, la primera de origen desco-
nocido y la segunda sumamente toxigena y que se utiliza
para preparar el toxoide. Los gérmenes en estudio, se
marcaron con las letras M y CH respectivamente.

SOLUCION DE PENICILINA. — Se tomaron dos miligra-
mos exactamente pesados de la sal sédica cristalizada, di-
sueltos en una cantidad buffer suficiente para que ésta
contenga 32 unidades Oxford por centimetro cibico. La
férmula del solvente es la que sigue: Solucién: I (KH2
P0O4)— Solucién I1 (K2 H PO4) ambas en agua bidesti-
lada y a la concentracion del 1 %. Las soluciones se mez-
clan en una proporcién tal que el PH sea 6,8. Se guarda
el liquido saturandolo con cloroformo y en estas condicio-
nes la actividad no se altera por varias semanas. En el
momento de empleo se toman 0,50 cc. de la solucién stock,
diluyéndola con 7,50 cc. del Buffer. Para facilitar la expe-
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riencia conviene contar con una escala de diluciones gque
contengan cantidades decrecientes de unidades Oxford
para lo que se procede como sigue:

N¢  Solucién gque contiene Concentracién final
2 unidades Oxford Solucion bujffer en unidades Oxford

3

1 2,00 ml G mil. 2,00
2 1,686 0,46, 1,60
3 i,20 ,, 0,80 ,, 1,20
4 0,80 , 1,20 0,80
5 0,50 1,50 0,50
6 0,20 ,, 1,80, 0,20

Estas diluciones deben guardarse en la heladera hasta
pocos miniitos anteg de usarlas.

Tubos con cinco centimetros cibicos de caldo, se siem-
bran con 0,50 cc. de una suspensién del respectivo gérmen,
previamente titulado por opacimetria a dos mil millones
por centimetro cibico y diluido al 1:10, por consiguiente
cada tubo recibe cien millones, Inmediatamente se afiaden
dos unidades de penicilina al primer tubo, o lo que es igusl
un cm?, de la dilusién N9 1; 1,60 al segundo; 1,20-al tercero
v asi sucesivamente hasta el sexto que recibiré 0,20 cc. de la
respectiva dilucién. El séptimo tubo sirve de control. Con
cada una de las cepas en experiencia se procede en igual
forma. La lectura se hace después de veinticuatro horas
de estufa a 37° C. Si no hubiera inhibicién en ninguno
de los tubos, se les repetird usando dosis dobles de penici-
lina, es decir 4 unidades; 3,60; 3,20; 2,80; 2,560; y 2. De
los tubos en los que aparentemente no hay enturbiamiento,
se siembra una ansa en tubos con agar inclinado, con el
fin de estar seguros de que la muerte de log estafilococos
ha sido total.

En la Seccién y con el fin de facilitar los calculos
procedemos como gigue:

I. — Cien mil unidades de la penicilina sédica crista-
lizada, se disuelven en 5 ml. de la solucién buffer, cuya
férmula se ha dado anteriormente, por consiguiente cada
ml. contiene veinte mil U. O.; es la solucién madre.

II. — Se toman tres tubos con 4,5 cc. de la solucién
buffer cada uno, se afiade al primero 0,50 cc. de la solucién
madre de penicilina; se mezcla y transfiere una cantidad
igual al segundo y repitiendo la operacién con el tercero;
la concentracién de este serd de 20 U. O. por cm?.

Primera experiencia. — Siete tubos con cinco cen-
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timetros cubicos de caldo se sembraron con 0,05 cc. de
una suspensién del respectivo estafilo con el titulo de 100
millones por cm?, es decir.que cada tubo recibe 5 millones
de gérmenes, Se afade luego las cantidades de penicilina

. h ] h - 3w =
CONSIgnadtos en e cuadro que sigues

Nigero Contidad que recibe de Concentracion finael de
de tubos Sclucién de peniciling peniciling
(20 U. 0. xco

1 0.20 ml 4 U. O

2 0.16 3,2 »

3 0.12 2,4 s

4 0.08 1.6 s

5 0.04 0,8 v

8 0.02 0,4 -

7 control 0,0 »

Para cada una de las cepas se procede en ia misma
forma y los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Después de 48 horas de incubacién a 37° C., los tubos
en los que a simple vista se observé desarrolle o eran sos-
pechosos, vy el tubo anterior, se siembran en placas a la

clii

dosis de 0,06 ml. de cultivo.

Los tubos sembrados fueron los siguientes:

SERIE I

Staphylococcus aureus NO 2 Tubo N?
5

6

7 control
SERIE IT

Staphylococceus aureus NO 46

1oy Ot

control

SERIE III

Staphylococcus aureus Ch.

control
SERIE IV

Staphylococcus aureus M

S Uk 00 DD

7 control

Nimero de colonias
por placas
0
12
incontables

0
31
incontables

0

41

438
incontables

0
16
74
642
incontables
incontables

La misma experiencia se repitié con dosis menores
de penicilina, llegando a resultados similares.
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Para completar los datos sobre la resistencia ‘*‘in vi-
tro” de las cepas en estudio, se procedié a la determinacién
del halo de inhibicién, de acuerdo a la técnica Oxford para
la valoracién de penicilina y utilizando en cada caso, las
diferentes cepas pen‘cﬂmo T

La técnica utilizada y 1
A

esistentes.

os resultados obtenidos fueron
los que a continuacidén se detallan:

DILUCIONES : A un frasco de 100.000 Unidades Oxford
de penicilina se le afade 5 ml. de solucién buffer de pH.
6,8 (1 ml:20.000U. O.).

Se preparan cuatro tubos a los que se les agrega res-
pectivamente 4,75 ml.; 4,5 ml; 4,5 ml. y 2,5 ml. de solu-
cion buffer. Al primer tubo se le adiciona 0,25 ml. de 1a so-
lucién de penicilina que contiene 20.000 U. O. por ml,
se mezcla y transfiere 0,5 ml. al tubo N9 2; se mezcla ¥
transfiere 0,5 ml &l tuho IN® 3; se mezcla v transfiere 2,5
ml. al tubo N¢ 4, En este tubo la dilucién es de 5 U. O.
de penicilina por ml.

A parte se preparan seis tubos a los que se les incor-

pora

Tubo N9 1 2 3 4 3 5
Soluc. buffer pH 6,8 0,20 | 0,4 0,8 1,2 1,6 1,8

Solue. penieclina
de 5 U. 0. x ml, 2,0 1,6 1,2 0.3 0,4 ),2

Concentracién fina por
rada 0,20 ml. en Unidad
Ixford. 0,1 0,8 0,5 0,4 0,

0

1,0

A cuatro matraces con 100 mil. de agar fundido y en-
friado a 45°¢ se les afiade 0,10 ml. de cultivo en caldo de 24
horas de staphilococcus aureus 2; 46; Ch y M respectiva-
mente. Se agita y de cada uno se extrae 26 ml. de la mezcla
agar-gérmenes, la que se reparte en dos placas de Petri a la
dosis de 13 ml. por placa. Las ocho placas fueron envueltas
en papel de filtro y llevadas a la heladera hasta el dia si-
guiente. Transcurrido este tiempo en cada una de las placas
se colocan los seis aros de vidrio, segun la téenica descripta
para el método Oxford de valoracién de penicilina, y a cada
aro se le adade 0,20 ml. de las diferentes diluciones de
penicilina. (Para poder efectuar bien estas medidas se
utiliz6 goteros que daban por gota 0,05 ml.). Se marca el
aro de dilucién menor y siguiendo con las otras en con-
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centracién creciente y segun el sentido de las agujas del
reloj. Las experiencias se hicieron por duplicade; dos
placas por cada cepa en estudio.

Las ocho placas se mantienen en estufa a 37° C. du-
rante 24 horas, leyéndose luego los resultados.
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a 0,5 1,0 Unmid.Ozf.
— _ Staphilococcus asureus 2
— -~ _ Staphilococeus aureus 48
—.—.—. Staphilococcus aureus Ch
—-— - Stspnilococcus aureus M
HALO DE INHIBICION EN mm.
Con. tra- R R . 5
VONCENA prgnedio | e, Staphvlocos- { Staphylocoe-
cién de peni- Staphylocoe- Staphylococ- cus aureus | cus aureus
¢ilinag en U.|PPPIVIOC0C foys auvens46) o ' o
Oxford cus avureus 2 wi e
0,1 19 18 12 11
0,2 23 22 16 15
0,4 25 2.4 19 18
0,6 27 26 21 290
0,8 29 23 24 22
1.0 3 29 26 24
Promedio X 25 6 245 19.6 18.3
o)

De acuerdo a los valores tabulados en el cuadro que
antecede se establece que la diferencia en mm. de los pro-
medios de los halos de inhibicién correspondientes a las
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cepas penicilinoe resistentes con las cepas 2 y 46 son las

giguientes:
Diferencia en mm. de los halos de
inhibicién de as cepus
Cepa penicilino
pa 1 2 46

resistente

Ch 6,0 4,9
M 7,8 6,2

CONCLUSIONES

1) — Las dos cepas de estafilococo aisladas de casos
gue habian resistido a la aceidn medlcamentnc de la peni-

§&s v

cilina, han demostrado gue ““in vitro” soportan también

cantidades del antibidtico gue son fatales para las cepas
testigo.

2) — Esta propiedad pareceria mantenerse indefini-
damente

3) No existiendo en el pais ningin estudio gobre
el temsa de que 3¢ ocupa el presente trabajo, seria de inte-

1 ae 1
rés cientifico solicitar de los servicios de cirujia, de dos
o mas de nuestros hospitales, remitan a este Instituto el

.material de las infecciones de caracter pidgeno vesistente

¢ 1o a la penicilina y sobre esta base establecer las res-
pectivas estadisticas.



