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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

M.S.ALS. Ministerio de Sanidad y Asisten-
cia Social,

C. Corynebacterium

ml. mililitros

U. Unidades

pgr. &6 meg. microgramos

T.A.T. Tripticasa Agar Telurito.

M.T.M, Medio de Tinsdale Modificado

AS.H, Agar Sangre Humana

h. horas

mm. milimetros

INTRODUCCION

Dentro del cuadro epidemioldgico de la Difteria, es importante estable-
cer tres factores como fuente de infeccidn; casos clinicos, subclinicos y por-
tadores. Los portadores pueden ser divididos en primarios y secundarios.
Los primarios o portadores sanos son aquellos que no han padecido la en-
fermedad, siendo completamente asintomadticos pero alojando el bacilo
en la cavidad nase y orofaringea. Los secundarios vienen a ser los porta-
dores convalecientes, quienes luego de padecer la enfermedad pueden
continuar alojando el baciio en narlz y garganta, por un per{odo variable
de tiempo el cual oscila entre 4 a 10 semanas.

Al jerarquizar las fuentes de contaminacion de acuerdo a su importan-

cia, los enfermos y portadores convalecientss iocupan el primer lugar, el
segundo lugar lo ocupan los portadores sanos.
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El portador sano no es infrecuente, en sitios donde la Difteria es
endémica por lo general oscilan entre 1% al 5% y constituye indu-
dablemente una fuente muy importante de contagio (1-4),

De acuerdo a trabajos realizados por diversos autores {5-10), estas
cifras anteriormente mencionadas acusan variaciones de pals a pals e in-
clusive entre regiones de un mismo pafs.

Paraje et al. en Cordoba, Argentina, estudiando escolares, encontraron
porcentajes de portadores sanos de 0.20% a 0.40 % durante los afios de
1949-1950 (5.

Tranchet realizando investigaciones en escolares de Tucuman, Argenting
reporta 1.07 % de portadores sanos durante los afios 1942-1943, (6).

Durante los afios de 1945 hasta 1948 Manzulle y Hansen en Argenting
reportan 7% y 10% respectivamente. Estudiando el mismo problema en el
periodo de 1950 a 1953 Manzullo realiza un trabajo en nifios provenientes
de clase econdmica alta y baja, reportando porcentsjes de 17.56 %
vy 19.6% (7,8). ’

Burrows {9} cita los trabajos de Doull y Falles, qué reportan en escola-
res de Baltimore porcentajes de 2,32 %y también de Dudley que en escola-
res da porcentajes de portadores sanos del 6.6% .

Halbrohr et al. {10} utilizando la reacciéon de Schick para determinar
la susceptibilidad a la Difteria en la poblacion infantil de Maracaibo, con-
cluyen en base a los resultados obtenidos que existe un nGmero importante
de portadores sanos en nuestra poblacion, desafortunadamente ellos no
fundamentan esta afirmacidn en bases estadisticas.

En el cuadro No. 1, 'segin los datos nbtenidos de los Anuarios de
Epidemiologia 'y Estadistica Vital del Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social, puede verse cual es fa situacidon con respecto a los portadores sanos
en Venezuela en los ltimos 10 aflos {11).

En el cuadro No. 2 se observan, segin la informacidn suministrada por
el Servicio de Epidemiologia y Estadistica Vital de la Unidad Sanitaria de
Maracaibo, las cifras de portadores sanos en la ciudad de Maracaibo duran-
te los Gltimos 10 afios {12).
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CUADRO No. 1
PORTADORES SANOS EN VENEZUELA DURANTE LOS ULTIMOS
10 ANOS
ANO PORTADORES
| 964 4|
1 965 67
1 966 153
1967 104
| 968 lo8
1 969 | 95
1970 428
1971 415
| 972 58 4
1973 29|

Anuario de Epidemiologia v Estadistica Vital del M,S.A.S, afios 1964-1974.

De acuerdo a informacidn obtenida del Servicio de Epidemiologia de
la Unidad Sanitaria de Maracaibo y tomando en consideracion los exuda-
dos nasofaringeos, en el cuadro No. 3 se expresa el nmero vy porcentaje
de portadores sanos detectados en ese servicio en los Gitimos 5 afios.

Los criterios usados pora la identificacion de los portadores sanos y
que permitieron determinar las cifras anteriormente sefialadas, no estan de
acuerdo con los acd utilizados para tal fin. Llama la atencidn gque
desde el inicio del trabajo con el Servicio de Epidemiclogia de la Unidad
Sanitaria de Maracaibo, el descenso en el nimero de portadores sanos es
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CUADRO No. 2
POHTADORES SANOS EN MARACAIBO DURANTE LOS ULTIMOS

10 ANOS
ANO PORTADORES
1964 22
I 965 50
1 966 93
1 967 85
1968 86
969 175
1970 341
1971 397
1972 563
1973 2373

Servicio de Epidemiologfa y Estad(stica Vital.Unidad Sanitaria de Maracaibo.

considerable. En base a lo anteriormente expuesto se concluye que proba-
blemente no todos los portadores sanos reportados en el pasado lo eran
realmente.

Se considera que la determinacion de los porcentajes de portadores
sanos y la eliminacion de tal estado en la poblacion, es de capital importan-
cia para el control epidemiolégico de la Difteria, por ello el especial cuida-
do que debe prestarse a ambos aspectos.

No obstante que Frobisher y Dudley le conceden accidn patogénica e
inmunizante a las cepas no toxigénicas {1}, es generalmente aceptado la
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importancia que reviste la determinacién de la toxigenicidad de las cepas
aisladas, por el significado patogénico y epidemioldgico de las cepas toxigé-
nicas que de las no toxigénicas.

CUADRO No. 3
PORCENTAJES DE PORTADORES SANOS EN MARACAIBO EN
LOS ULTIMOS 5 ANCS,

ANO EXUDADOS PORTADORES %

1969 18.520 175 0,94
1970  27.611 34 1,24
197 | 29.955 397 1,33
1972 32.492 563 1,73
1973 27.82| 233 0.84

Aun cuando la antitoxina diftérica se ha mostrado de gran utilidad por
su accién neutralizante sobre la toxina, ella no logra ejercer accion alguna
para erradicar el bacilo del hudsped, teniéndose que recurrir a la accidon de
los antimicrobianos. La Penicilina ha resultado ser el antimicrobiano mas
comunmente empleado en el tratamiento de la Difteria y se han acumula-
do evidencias que muestran que su uso reduce él perfodo clinico y erradi-
ca el estado de portador {13-15).

La finalidad de este estudio es la de establecer en nuestro medio nor-
mas bacteriolbgicas que permitan detectar con certeza el estado de porta-
dor sano y la determinacion de toxigenicidad en las cepas aisladas. Se
trata ademas de ensayar varios esquemas terapéuticos para evaluar su po-
sible utilidad en la erradicacién del estado de portador sano. En relacion
a éste Gltimo aspecto se ensayan regimenes terapéuticos con Penicilina .
Rifampicina, Lincomicina y Tetraciclina.
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MATERIALES Y METODOS

El material esta representado por 17.000 exudados nasofaringeos prac-
ticados entre los meses de Noviembre y Diciembre de 1973 y de Enero
a Julio de 1974, a una poblacidn de personas que en virtud de su actividad
laboral, acudieron a la Unidad Santiaria de Maracaibo, en solicitud del
certificado de salud.

La poblacidn estudiada esta constituida principalmente por: manipu-
ladores de alimentos, educadores, nifieras, pelugueros y en menor nimero
por Médicos, Odontélogos, Bioanalistas y Enfermeras.

De las muestras estudiadas 115 {0.67 % ) mostraron microscopicamen-
te morfologia compatible con los miembros del grupo Corynebacterium,
y de elios 17 {0.1%) resultaron, al ser cultivados y caracterizados bioqui-
micamente ser C. diphtheriae, ellos constituyen el material definitivo de
estudio utilizado en este trabajo.

La sistematica utilizada para el aislamiento y caracterizacion de estas
cepas de C. diphtheriae es la que se describe.

La muestra tomada por hisopado nasofaringeo, se siembra en el
bisel de un medio de Loeffler incubandose luego a 37° C durante 6a 18
horas. Transcurrido este tiempo se practican extendidos para coloracién de
Gram y granulos metacrométicos (Azul de metileno, Neisser o Ljubinsky).
St en los extendidos se observan bacilos con morfelogia y afinidad tinto-
rial sugestiva de un representante del género Carynebacterium, a partir de!
medio de l.oeffler se realiza una siembra en Tripticasa Agar Telurito en
placa, este (ltimo a concentracion del 0.1%, la cual es incubada
durante 18 a 24 horas a 37°C. A partir de este medio, a colonias con carac-
ter(sticas de un miembro del género Corynebacterium, se les practica colo~
racién de Gram con el fin de corroborar morfologia y afinidad tintorial. Si
las caracteristicas son compatibles con un Corynebacterium, para obtener
un cultivo puro, se realiza un nuevo repique en medio de Loeffler el cual es
incubado a 37° C. durante 6 a 18 horas. La pureza del cultivo es luego
confirmada mediante extendidos coloreados con la técnica de Gram y
grénulos metacromaticos. El cultivo puro es sembrado en catdo libre de
carbohidratos para ser sometido. a estudio bioquimico en medios de
Urea de Christensen, Nitratos, Cistina Tripticasa Agar con Glucosa, Maltosa
y Sacarosa. L.os medios se incuban a 378 C por 24 a 48 horas. Si en ellos
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las reacciones resultan compatibles con ias descritas para C, diphtheriae,
las siguientes caracteristicas son estudiadas: actividad en medio de Cistina
Tripticasa Agar con Almidén, Glucdgeno y Dextrina, morfologia-de las
colonias en medio de Tripticasa Agar Telurito, produccién de halo en el
medio de Tinsdale modificado, formacién de pelicula en caldo, motilidad
produccién de catalasa y de hemblisis en Agar Sangre Humana y Agar
Sangre de Carnero (16-23}.

Se determina también la toxigenicidad de las cepas in vivo e in vitro,
Para detectar la produccién de toxina; in vitro, se sigue el método de in-
munodifusion, originalmente descrito por Eleck (25} con la mofificacién
de Hermann, Moore y Parsons. El medio utilizado es Ki. Virulencia, con el
enriquecimiento KL incorporado. (Difco). Una solucién de 500 U de anti-
texina diftérica {Bering) por ml. es utilizada para impregnar una tira de
papel filtro {(Watman No., 1) estéril de 60 por 15 mm. la cual después de
eliminar el exceso de antitoxina diftérica, se sumerge en el seno del agar en
el momento de su preparacion. La placa después de solidificado el agar,
es secada colocandola-a temperatura de incubadora durante una hora. La
placa puede ser usada despuéds de secada o dentro de cinco dfas si se la
guarda en refrigeracion. Se recomienda usarla el mismo dia de su prepara-
cién. Para la siembra se emplea un cultivo puro de 24 horas en Caldo
Cerebro Corazén. En la prueba debe incluirse un control positivo {cepa
toxigénical y un control negativo {cepa no toxigénica) (16, 17, 24),

Para la prueba in vivo, se utiliza la metodologfa descrita por G. J.
Hermann (23). Se emplean conejos blancos, cuyo dorso es afeitado con
méquina eléctrica y demarcado en cuadrantes. De un cultivo de 24 horas
en Caldo Cerebro Corazén, 0.2 ml. de la cepa-en estudio y de los controles
es inyectado, por via intradérmica, en los cuadrantes antes mencionados.
Para la inyeccidn se utilizan jeringas de 2 ml. graduadas en décimas de ml.
con agujas No. 26, Las jeringas son guardadas inmediatamente bajo refri-
geracidn con el resto del cultivo. Se esperan de cuatro a seis horas para
inyectar 500 U de antitoxina diftérica por via endovenosa {vena marginal
de la oreja} 6 1,000 U, si se emplea la via intraperitoneal o muscular, Si se
utiliza la via endovenosa, inmediatamente o, transcurridos 30 minutos si
se emplean las otras dos vias, se inyectan intradérmicamente 0.2 ml. del
‘cultivo inoculado anteriormente. Ha de tenerse precaucidon en utilizar el
cuadrante opuesto al empleado en la primera inyeccién intradérmica (16,
17). Para establecer criterios de sensibilidad y resistencia, con la finalidad
.de iniciar el tratamiento en base al uso de cualquiera de los agentes anti-
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microbianos antes mencionados, se emplea el método del disco Unico
de alta potencia segin lo determinado por A. W. Bauer (26, 27).
E! medio empleado es Mueller Hinton, el indculo utilizado proviene de un
Caldo Cerebro Corazén, el cual es incubado durante 24 horas y
luego dilufdo en solucién salina fisiologica estéril, hasta alcanzar una
turbidez comparable a la mostrada por un-patrén, preparado por adicion
de 0,5 ml de BaCIQ. 0,048 M (117 gr. de BaClZ. HZO por litro) a
99 mi. de H2804 al 1% v/v {0.36 N). El patrén es preparado mensual-
mente y repartido en tubos idénticos a los empleados para efectusr la
dilucidn. Para Penicilina, Lincomicina y Tetraciclina se siguen los crite-
rios establecidos por el método. Para Rifampicina se siguen los suminis-
trados por los Laboratorios Lepetit, los cuales elaboran el antibiético.

En el cuadro No. 4 puede apreciarse la concentracion de los discos
en U o en meq., v los didmetros de la zona de inhibicién en mm.
para los diferentes agentes utilizados en el estudio. Los resultados
de aita sensibilidad obtenidos por el método del disco Unico de alts
potencia de A. W, Bauer, se corroboran utilizando el método de dilucidn
seriada en tubo para la Penicilina v el de dilucidn seriada en placa para
Rifampicina, Lincomicina y Tetraciclina.

CUADRO No. 4
GUIA PARA INTERPRETAR EL TAMARNO DEL HALO DE INHI-
BICION,
AGENTE ANTI-  POTENCIA DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION
MICROBIANO DEL DISCO EN MILIMETROS.

RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE

PENICILINA G 1ou it 6 menos 12 - 21 22 § mds
RIFAMPICINA 30 ugr 13 6 mos
LINCOMICINA 2 ugr 9 ¢ menos i0-14 15 6 mads

TETRACICLINA 30 ugr 14 ¢ menos 1518 18 ¢ mos
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Los medios utilizados fueron Caldo Cerebro Coraz6n y Mueller Hinton
Agar respectivamente. Bl indculo utilizado es aproximadamente 10% bacte-
rias. LLa concentracion inhibitoria minima (MIC) es interpretada como la
menor concentracion del antibiotico capaz de inhibir el crecimiento de C,
diphtheriae, 1o cual se traduce por ausencia de turbidez o de crecimiento en
los tubos o en las placas rsepectivamente. La misma es expresada en U o
meg./ml. Las concentraciones utilizadas de los antibidticos son de:
25 ug/mi., 12,5 ug/ ml., 6.25 ug/ml., 3,17 ug/ml., 1.56 ug/ml., 0,78 ug/mi.,
0,39 ug/mi., 0,09 ug/mi., 0,045 ug/ml. Un tubo o una placa conteniendo
el caldo o el agar sin antibidtico es utilizade como control (28, 28},

El tratamiento del portador sano se realiza de acuerdo a uno de los
esquemas descritos en el cuadro No, b, La seleccion del esquema de trata-
miento se hace, una vez que el C. diphtheriae resulte ser sensible de
acuerdo a los criterios descritos previamerite,

CUADRO No. 5

ESQUEMA DE TRATAMIENTO

ESQUEMA No. 1: PENICILINA G PROCAINICA;

400,000 Unidades dos veces diarias cada 4 dias
seguidas de 400,000 Unidades diarias por 3 dias,

ESQUEMA No. 2: RIFAMPICINA:

Dosis inicial 2 capsulas de 300 mgr, seguidas de 1
capsula cada doce horas por 4 dias,

ESQUEMA No. 3: LINCOMICINA:

Una cdosula de 500 mgr. cada ocho horas durante
seis dias,

ESQUEMA No. 4: TETRACICLINA:

Una cépsula de 250 mgr. cada seis horas durante una
semana.
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Para evaluar los resultados del esquema terapéutico, utilizado en el
portador sano con el fin de eliminar dicho estado, a cada uno de ellos se le
realizan controles bacterianos al 2o., 30., 4o., dfa y Zo., mes después
de finalizado el tratamiento con el antimicrobiano, el criterio para determi-
nar la eliminacion del estado de portador sano, se basa en la ausencia total
del C. diphtheriae en los cultivos de los exudados nasofarz'ngeos, que se
realizan en los periodos antes mencionados (4, 14).

También se interrogan a los tratados sobre alguna manifestacidn duran-
te la administracién del tratamiento; tales como alergias, diarreas, nau-
seas, vOmitos, mareos, cblicos, epigastralgias.o cualquier otra cosa que
fuese descrita.

RESULTADOS

En el medio de Tripticasa Agar Telurito y utilizando concentraciones
de telurito de 0.1 % , todas las 17 cepas aisladas muestran las caracter(sti-
cas descritas para el tipo mitis de C. diphtheriae.

Las colonias, por o general, después de 18 a 24 horas de incubacidn,
son lisas, grises con centro negro y van ennegreciéndose a medida que
transcurre el tiempo de incubacion,

En el medio de Tinsdale Modificado las cepas producen colonias con-
vexas, grises o negras, rodeadas, en el 100% de ellas de un halo marrdn
intenso, después de 24 a 48 horas de incubacién. La puncién del medio
con el asa, permite detectar prematuramente el oscurecimiento del medio
por el C. diphtheriae, pudiendo ello hacerse evidente entre 12 a 18 horas.

En la fotograffa No. 1 puede apreciarse, en el medio de Tinsdale
Modificado, las colonias de C. diphtheriae, rodeadas de un halo marrdn
intenso.

Microscopicamente la morfologfa corresponde a la propia del género
Corynebacterium, observandose la presencia de los granulos metacromati-
cos y la existencia de un marcado pleomorfismo. Es de hacer notar gue
morfolbgicamente es dificil hacer diferenciacion entre C. diphtheriae v 1os
difteroides, pues la semejanza es muy marcada.
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FOTOGRAFIA No. 1: Puede apreciarse en el medic de Tinsdale Modificado, 1ds
colonias de C. diphtheriae, rodeadas de un halo marrén intenso.

En su comportamiento bioguimico hay un predominio de la variedad
de C. diphtheriae que fermenta la Sacarosa, el 88.2 & pertenecen a esta

variedad.

En los cuadros No. 6 y No. 7, se observan las caracter(sticas presenta-
das por las'cepas aisladas.

CUADRO No. 6

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS CEPAS AISLADAS

No. CEPAS GLUCOSA MALTOSA SACAROSA ALMIDON GLUCOGEND DEXTRINA UREA NITRATOS

P +100 +100 +882 ~ -0 -0 -0 -0 +i00

‘A-toz + + - - - - - +

Los ndmeros expresan porcentsjes de positividad.

s - A-102 Cepa Control. C. diphtheriae obtenida del instituto Pasteur de Parfs.
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CUADRO No. 7
OTRAS CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS AISLADAS

CEPAS MORFOLOGIA HALDO EN  PELICULA HEMOLISIS MOTILIDAD CATALASA
No. P ENTA.T. M. T M. ENCALDO EN A S.H.
24n
' Lisos grises.  Marrdn
Centro negro intenso, -0 +100 -0 +100
+100 +100
24h
A-t02 Lisas grises,  Marrén _ . B .
Centro negro intenso,

Los ndmeros expresan porcentajes de ’positividad.

El cuadro No. 8 muestra las caracter(sticas de las cepas estudiadas que
permiten su clasificacién dentro del tipo mitis.

CUADRO No. 8

CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE 17 CEPAS. CARACTERIZA-
CION DE TiPQ MITIS

Tiro Crons | MomFaLagia | GTLONASER MO EN g s | AL Gie | Do | ureo | win, | PRhan Bamel dug | ons

€. dightarics Baction con Pequeas, Hoig

Mitie s granuins tisos, grises ¢ | murrdn L e B - - + + - +
metnceombtivos | negros

G diphisrige Bociles con Pequefus, Haio

Mitis 2 srdnuine itor, geises o | maredn S R O - - - - + - -
metacramdtices | négros

. diphterice Bacilea con Pageafics, Hate

Mt A-{02 | @druiss lisgs, grises @ | moredn R Sl B I -+ - - - *
mytasrométiens nogras

G = Glucosa Nit. = Nitratos

M« Maltosa Pel.s Petfcula

§ « Sacarosa Hemol. = Hemblisis

Al .« Almidén . Mot.. Motilidad

Glu,»Glucbgeno  Cat. ~Catalasa..
Dex. = Dextrina .
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CUADRO No. 9
PRUEBAS DE TOXIGENICIDAD

No. DE CEPAS IN VITRO IN VIVO

IS + 100 +100

2 -0 -0

A-102 + +

Los niimeros expresan porcentaje de positividad,

Por los métodos in vitro e in vivo es demostrada la toxigenicidad en
16 de las cepas (88.2% ). En dos de las cepas aisladas, los métodos in vivo
e in vitro, fracasaron en detectar la produccidn de toxina, El cuadro No, 9
muestra la existencia de una correlacién del 100% entre ambos métodos.
En el método in vitro cuando cepas toxigénicas estan adyacentes, una
reaccion de identidad entre las bandas de precipitacion producidas por la

reaccién toxina-antifoxina puede hacerse evidente después de
horas. Ello puede evidenciarse en la fotografia No. 2.

FOTOGRAFIA No. 2: PRUEBA DE TOXIGENICIDAD IN VITRO.
Se pueden apreciar las bandas de precipitacion y la reaccidn de identidad que
evidencia la produccidn de toxina, en dos de las cepas estudiadas. La cepa
A-102 {control positivo) es mostrada al tado izquierdo de la foto.



293

FOTOGRAFIA No. 3: PRUEBA DE TOXIGENICIDAD IN VIVO. En el lado
derecho, se observan las lesiones causadas en la piel del conejo por cuatro de las
cepas toxigénicas de C. diphtheriae estudiadas. En el lado izguierdo, no se observan
lesiones de piel, debido a que previamente a la inoculacién de las cepas en estudios se
habfan protegido al animal con antitoxina diftérica. Los cuadrantes de los extremos
corresponden a los controles positivos y negativos.
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En Ia fotografia No. 3 pueden apreciarse en el dorso de un conejo las
lesiones necrGticas ocasionadas por la toxina de las cepas, en la prueba

de toxigenicidad in vivo.

lLa edad de los portadores sanos detectados, oscila entre los 14y 70
afios, 6 de ellos {35.2% ) corresponden a la segunda década de la vida, y 8
{47.5%) aislamientos de C. dipththeriae se producen en individuos entre 30

y 70 afios.

El cuadro No. 10 muestra los detalles sobre las edades de los portado-
res sanos detectados.

CUADRO No. 10

EDAD DE LLOS PORTADORES

EDAD PORTADORES
14 a 20 afios 6(352 %)
20 a 30 afios 30176 )
30 a 70 afios 8{475% )

En relacién al sexo de los portadores sanos, el porcentaje més elevado
corresponde al sexo femenino. En el cuadro No. 11 revela la relacidn entre
el nimero de portadores v el sexo de los mismos, con sus respectivos por-

centajes.
CUADRO No. 11
SEXO DE LOS PORTADORES
SEXO No. PORTADORES 3
MASCULINO 3 17,7
14 82,3

FEMENINO
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E| cuadro No. 12 muestra el nimero y porcentaje de los portadores
sanos, de acuerdo a su actividad laboral.

Predominan los portadores sanos dentro de los manipuladores de ali-
mentos, 8 de los 17 portadores realizan este oficio. 6 laboran como domés-

ticas haciendo notar que en sus lugares de trabajo tienen contacto con ni-
fios y también con alimentos. El resto de los portadores sanos estan repre-

sentados por: una camarera de un hospital, un oficinista y por dltimo un
desempleado.

Se considera de importancia estudiar a todas las personas que mantie-
nen contacto con los portadores sanos, sin embargo no se obtiene el éxito
deseado, pues varios de los contactos no asisten al llamado., No se afsla

ninglin portador sano entre los contactos a quienes se logra realizar exuda-
dos nasofaringeos.

CUADRO No. 12

ACTIVIDAD LABORAL DE  LOS PORTADORES SANOS

Manipuladores de alimentos 8 {47 %)

Domésticas 6 (352 %)
Oficinista 1(58%)
Camarera de hospital 1(58%)
Sin ocupacién 11058%)

En el cuadro No. 13 se expresan los halos de inhibicién de las 17 cepas

aisladas, determinados por los cuatro antimicrobianos, Penicilina, Rifampi-
cina, Lincomicina y Tetraciclina.

La sensibilidad mostrada por las cepas aisladas a los 4 antimicrobianos,
al emplear el método del disco de alta potencia de A. W. Bauer es corro-
borada mediante el método de dilucidn seriada en tubo utilizado para la

Penicilina v la dilucién seriada en placa para Rifampicina, Lincomicina y
Tetraciclina.,
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CUADRO No. 13
HALOS BE INHIBICION

CEPAS PENITILINA RIFAMPICINA LINCOMICINA TETRACICLINA
60 38 53 35 35
$36 38 50 35 37
2321 38 55 40 40
2625 47 60 40 40
177 37 45 30 30
18214 36 55 35 40
321 50 45 30 35
3013 36 50 35 40
7622 36 50 40 35
o1 41 55 35 40
[R:1-2:-1 36 55 40 80
17659 34 53 45 40
7576 3y 59 35 35
6854 37 50 35 a7
6385 49 50 35 37
8744 36 50 35 37
14875 37 50 37 37

Expresados en mm,

CUADRO No. 14

CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE. 17 CASOS 1973-1974 NIVE-
LES EN ugr/ml. v U/ml. DE PENICILINA G. METODO DE DILUCION
SERIADA EN TUBO,

AGENTE ANTIMICROBIANG ugr/mi, U/mi. No. CEPAS
PENICILINA 25 (41.3)
12.5 (20.86)

6.25 (10.3)
3.17 { 5.15)
.56 {2.57M

|

0.78 ( 1.28)

0.39 ( 0.64)

0.19 ( 0.32)

0.09% { 0.18) . 4
0.045 ( 0.08) V7
Control { 0.08) 17
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Los cuadros No. 14 v 15 muestran los resultados obtenidos con el
método de dilucién seriada en tubo v placas respectivamente.

CUADRO Mo. 15

CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE. 17 CASQOS 1973-1974. NIVE-
LES EN ugr/ml. A LOS AGENTES ANTIMICROBIANOS. METODO DE
DILUCION SERJADA EN PLACA,

AGENTE ANTIMICROBIANO ugr/ml. No. DE CEPAS

RIFAMPICINA 2

1z.56
.28
7
.58
.78
.39
. 1g

QOO —W®mMNMm

€.045
Controi

~N~

LINCOMICINA 2
1

0.045 17
Control 17

TETRACICLINA 25
12,

0.045 17
Control 17
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En el cuadro No. 16 se indica el nimero de portadores sanos tratados
con los diferentes esquemas de tratamiento.

CUADRO No. 16

NUMERO DE PACIENTES TRATADOS CON LOS
DIFERENTES ESQUEMAS

m

EUEAN, | ;

ESQUEMANo. 2
ESQUEMA No. 3
ESQUEMA No. 4

*Un fracaso tratado nuevamente con Penicilina G,

,bfj‘l*

Al observar los resultados del tratamiento con los 4 esquemas anterior-
mente mencionados, se aprecia que con excepcidn de [L.ncomicing, los
otros 3 resultan igualmente efectivos, teniendo como criterio de elimina-
cidn del estado de portador sano, la ausencia de C. diphtheriae en los cul-

tivos de control que se realizan al 2, 3,4 dfa v 2 meses después de finaliza-
do el tratamiento.

De los b portadores sanos tratados con ei esquema No, 3 (Lincomicina),
4 respondieron exitosamente al mismo, pero uno de ellos, aun cuando sus
estudios bacterioldgicos de control se muestran negativos duranteel 2, 3y
4 dia después de finalizado el tratamiento, este resultd nuevamente positi-
vo en el estudio bacterioldgico realizado al 2do. mes. Nusvamente es trata-
do con Penicilina y en los controles bacterioldgicos hasta el 2do. mes resul-
tan negativos.

El cuadro No. 17 indica los resultados de los cultivos de control luego
de finalizado el tratamiento, con los 4 esquemas.

CUADRO No. 17
CULTIVO DE CONTROL

2do. din  3er. dfa  4to.dfc  2do. mes

PENICILINA -5 -5 -5 -5
RIFAMPICINA -4 -4 -4 -4
LINCOMICINA -5 -5 -5 -4

+1
TETRACICLINA -4 -4 -4 -4

{—} Indica ausencia de C. diptheriae en los cultivos
{4} Indica crecimiento de C. diptheriae en los cultivos
Los nimeros indican ios portadores sanos tratados.
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DISCUSION

Parece ser una necesidad apremiante que el Laboratorio de Diagnodstico
Microbiolbgico de la Unidad Sanitaria de Maracaibo vy cualquiera otra enti-
dad similar deba disponer de una metodologia adecuada para detectar casos
y portadores sanos de C. diphtheriae, Esta es una falla no solo local, sino
que reviste un caracter nacional. Deben hacerse esfuerzos para que se adop-
ten criterios de diagndsticos bacterioldgicos adecuados, en lo referente
a esta enfermedad ya que ello es fundamental para su control epidemio-
l6gico.

El criterio arriba expresado, es sustentado por los resultados obtenidos
en este estudio. En él se aprecia un considerable descenso en el nimero de
portadores sanos detectados, desde el momento en gue conjuntamente con

el Laboratorio de la Unidad Sanitaria de Maracaibo se comenzd a poner en
practica una metodologfla definida de diagnéstico v el alto nimero de los

mismos cuando no se habfan tomado en cuanta dichas pautas diagndsticas.

Las cifras reportadas con anterioridad a este estudio, son francamente
superiores tanto en volumen total como porcentual vy las personas{ investi-
gadas en el pasadoy durante el estudio comparten las siguientes propieda-
des:

1.- El ndmero de personas estudiadas, se mantiene. en los (ltimos
cinco afios relativamente estable, con respecto a ests investigacion,

2.- Se trabaja con los mismos grupos sociales y laborales.

3.- Tanto anteriormente como ahora, los casos estudiados son adul-
tos y en lo referente al sexo no existen variantes de importancia.

4.- Siempre las personas investigadas lo requer{an para el mismo fin, o
sea, la obtencidn de su certificado de salud para realizar un trabajo.

Aparentemente, la (nica explicacidn para causar el descenso en el ni-
mero de portadores sanos dentro de este estudio, fo constituye el usc de
un diagnédstico bacterioldgico més depurado.

l.uego de las anteriores consideraciones, toman mayor fuerza las con-
clusiones al respecto, de que por no tener una metodologia racional de
diagnéstico se consideraron como portadores sanos de C. diphtheriae a
personas gue realmente no lo eran.
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En relacién a esto deben tomarse en consideracidon los trastornos
que representan para un individuo diagnosticado como portador sano
de C. diphtheriae sin serlo realmente, los cuales incluyen ;problemas de
tipo laboral, familiar y en lo personal el trauma psiquico que representa
el sentirse como foco de infeccidn para otras personas. Ademds el porta-
dor sano es sometido a una terapia innecesaria, la cual conlleva los
riesgos inherentes a la terapia antimicrobiana especisimente en lo refe-
rente al uso de la Penicilina G (el més usado en estos casos) de presentar
trastornos de hipersensibilidad, como por ejemplo los problemas de

anafilaxia que pueden innecesariamente comprometer la vida 3 !quien
-se le administre;

Resulta también de utilidad el establecer estas pautas de diagnéstico
correcto, en lo referente a la fijacion de normas preventivas, como la de-
terminacién de nuevos portadores en los contactos de los yva encontrados y
también en los contactos de los casos denunciados que resulten realmente
afectados por la enfermedad v en el establecimiento de campafias de vacu-
nacién como normas preventivas si las circunstancias asi to exigen,

El 100 % de las cepas pertenecen al tipo mitis, lo cual estd acorde con fos
resultados obtenidos en estudios realizados anteriormente en la regién v
en el pafs {2, 30, 32),

Aunque algunos autores como Moore y Parsons (21}, reportan falsos
positivos y Porten falsos positivos v negativos, en lo referente al halo
marrén intenso formado alrededor de las colonias de C. diphtheride en el
medio de Tinsdale Modificado; sin embargo se logra establecer importante
diferencia entre la positividad de dicha caracteristica en las cepas de C.
dipththeriae y las de otros miembros de ia familia Corynebacterium aislas

dos, se cree por 1o tanto que la utilizacién de dicho medio contindia.siendo
de ayuda diagnstica (30},

La propiedad de reducir los nitratos a nitritos, la presentan todas las
cepas aisladas, inclusive las no toxigénicas y se hace mencibn a esto de la
no toxigenicidad, debido a gue existen reportes de negatividad de dicha
caracteristicas en cepas no toxigénicas {4, 30, 33-36).

En los E.E.UL. y Europa {16} las cepas de C. dipththeriae aisladas
raramentejutilizan la Sacarosa, se tienen reportes del Brasil {37) donde se
considera esta caracteristica como no infrecuente en cepas por ellos aisla-
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das, sin embargo el 88.2 %de las cepas de C. diphtheriae estudiadas presen-
tan dicha propiedad vy esa fue la experiencia en estudios anteriores en el
Estado Zulia (30, 31).

De las 17 cepas aisladas, 15 (88,2% ) demostraron su toxigenicidad
tanto al emplear el método invitrocomoin vivo! y la correlacion entre
ambas pruebas fue del 100% . En base a estos resultados y experiencias
anteriores se recomienda por lo accesible vy la utilidad del método in vitro
que estd al alcance de cualquier laboratoric de Microbiclogfa, implantario
como método para diagnosticar la toxigenicidad y dejar el recurso del
método in vivo para aguellos casos en los cuales no se pueda demostrar
toxigenicidad por el método in vitro (25, 38-40).

Fundamentalmente en esta discusién es obligante hacer algunos comen-
tarios sobre el desarrollo de resistencia a los agentes antimicrobianos y el
use indiscriminado de los mismos. Ello actualmente puede ser bien ilustra-
do por el estado actual de resistencia cromosémica y extracromosomica,
0 ambas, gue ha alcanzado en la actualidad tal magnitud que constituye
un problema en bacterias gramnegativas,, especialmente en miembros de
la familia Enterobacteriaceae y en grampositives como el St. aureus. En
aste sentido es quizds més importante por su relacidn al estado de porta-
dor sano el desarrollo de resistencia cromosomal que ha adquirido el
Meningococo a la Sulfonamida que va alcanza cifras~del 50%, dentro
de esta entidad bacteriana y gue inutiliza el uso de la sulfa para la erradi-
cacién del estado de portador sano, como 1o habfa sido en las Gltimas tres
décadas.

Afortunadamente en las cepas de C. diphtheriae aisladas de los porta-
dores sanos estudiados, no se han operado ninguno de los mecanismos de
resistencia bacteriana y contindan siendo completamente sensibles a los
agentes antimicrobianos empleados en 10s esguemas del tratamiento.
Los niveles de sensibilidad para cualquiera de ellos resultan facilmente
adquiribles a la dosis en que se les utiliza corrientemente, lograndose con
facilidad la erradiGacion del estado de hortador sano (41-43),

Aungue el nimero de portadores investigados y sometidos a los esque-
mas de tratamiento no es lo suficientemente alto para tener valor estad(s-
tico todos ellos son evaluados por su capacidad efectiva para erradicar el
estado de portador, pues con la excepcidn de un caso tratado con Linco-
micina en el cual se obtuvo negativizacion en los controles hasta el cuarto
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dia, con positividad al realizar nuevamente al segundo mes, todos los demas
tratados con los otros tres esquemas fueron completamente negativos, aun
en los controles reatizados dos meses después del tratamiento,

RESUMEN

En el tapso de O meses se realizan 17.000 exudados nasofaringecs a
personas gue solicitan el Certificado de Salud en la Unidad Sanitaria de
Maracaibo, requerido por su actividad laboral; 17 de las personas investiga-
das resultan portadores sangs, lo cual representa el 0,1 %.de la poblacion
estidiada.

Se establece la metodologfa del diagndstico microbioldgico del porta-
dor sano de C. diphtheriae, en base a la identificacion bioguimica y toxigé-
nica de las cepas aisladas. Bl 100% de ellas resultan ser del tipo Mitis.
La mayoria pertenecen a la variedad que fermenta la Sacarosa (88,2% ).
Por fos'métodos in vivo e in vitro se demuestra la toxigenicidad en 15 de las
17 cepas aisladas, esto representa el 8'8,2%- , existiendo una correlacion del
100% entre ambos métodos.

En lo referente a la edad de los portadores sanocs, esta oscila entre los
14 vy 70 afios.

En cuanto al sexo de los investigados que resultaron portadores sa-
nos, el sexo femenino predomina con un porcentaje de 82,3 % sobre el
sexo masculino que representa un 17.7% .

Los porcentajes mas elevados en cuanto a la ocupacion de los portado-
res sanos detectados, lo representan los manipuladores de alimentos con el
47 %, seguidos con un 35,2 % por personas dedicadas a oficios domésticos.

No se observa resistencia in vitro a los agentes antimicrobianos de las
cepas C, diphtheriae aislados de los portadores, Los niveles de sensibilidad
son altamente satisfactorios {0,09 ugr/ml. para la Penicilina y 0,045 ugr/ml.
para Rifampicina, Lincomicing y Tetracictinal.

Se ensayan esquemas de tratamiento para: Penicilina G*, Rifampicina,
Lincomicina y Tetraciclina, con el fin de evaluar su posible utilidad en la

* Penicilina G., 1663 U/mg. obtenido de Eli Lilly and Company,
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erradicacion del estado de portador sano. Aunque el nliimero de portado-
res sanos tratados no es lo suficientementeielevado para crear bases esta-
disticas, se juzga que los antimicrobianos estudiados son de utilidad ya que
logran erradicar el estado de portador sano en el 94 % de los casos cuando
son utilizados con los esquemas terapéuticos sefialados. S6lo un portador
sano tratado con Lincomicina ameritd para lograr su erradicacidn un segun-
do curso terapéutico utilizdndose éxitosamente para‘ello el esquema con
Penicilina G.

RESUMEN ANALITICO

CARDENAS CEDENGQ, Ricardo. ""El estado de portador sano
en Difteria. Estudio bacterioldgico y de susceptibilidad a los
agentes antimicrobianos. Ensayo de esquemas terapduticos’’.
Maracaibo, Universidad del Zulia, Facultad de Medicina. 1974,
p. 40, ilus.

En un lapso de 9 meses se realizan 17.000 exudados nasofaringeos a
personas que solicitan el Certificado de Salud en la Unidad Sanitaria de
Maracaibo, requerido por su actividad laboral, 17 de las personas investiga-
das resultan portadores sanos, 10 cual representa el 0,1% de la poblacidn
estudiada.

Se establece la metodologia del diagnéstico microbioldgico del porta-
dor sano de C. diphtheriae, en base a la identificacion bioquimica y toxigé-
nica de las cepas aisladas. El 1002 debellas resultan ser del tipo Mitis.
L.a mayoria pertenecen a la variedad que fermenta la Sacarosa (88,2 % ).
Por los métodos in vivo e in vitro se demuestra ia toxigenicidad en 15 de las
17 cepas aisladas, esto representa el 88,2% , existiendo una correlacién del
100 % entre ambos métodos.

En lo referente a la edad de los portadores sanogs, esta oscila entre los
14 y 70 afios.

En cuanto al sexo de los investigadores que resultaron portadores sa-
nos, el sexo femenino predomina con un porcentaje de 82,3 %sobre el sexo
masculino que representaun 17,7 % .
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Los porcentajes mas elevados en cuanto a la ocupacion de los portado-
res sanos detectados, lo representan los manipuladores de alimentos con el
47 % , seguidos con un 35,2% por personas dedicadas a oficios domésticos.

No se observa resistencia in vitro a los agentes antimicrobianos de las
cepas C. diphtheriae aisladas de los portadores. Los niveles de sensibilidad
son altamente satisfactorios {0,09 ugr/mi. para la Penicilina G y 0,045})gr/
ml. para Rifampicina, Lincomicina y Tetraciclina).

Se ensayan esquemas de tratamientos para: Penicilina G*, Rifampicina,
Lincomicina y Tetraciclina, con el fin de evaluar su posible utilidad en la
erradicacion del estado de portador sano. Aungue el niimero de portado-
res sanos tratados no es lo suficientemente elevado para crear bases esta-
disticas, se juzga que los antimicrobianos estudiados son de utilidad ya que
logran erradicar el estado de portador sano en el 94% de los casos cuando
son utilizados con los esquemas terapéuticos sefialados. Solo un portador
sano tratado con Lincomicina ameritd para lograr su erradicacién un se-

gundo curso terapéutico utilizandose éxitosamente para ello el esquema
con Penicilina G.
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