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Introduccion.

Los estafilococos se encuentran entre las bacterias patégenas mas
importantc;s para el humano. En la actualidad se han aceptado ya varias especies
de Staphylococcus como causantes de enfermedades en el humano, aunque son
dc;s las que se consideran las mas frecuentes:; una, S. aureus, que es productora
de coagulasa, tradicionalmente es la especie mas estudiada y de la que se han
descrito diversos factores de virulencia; la otra, S. epidermidis, que no produce
coagulasa y que se consideraba como integrante inocuo de la flora habitual de la

piel y membranas mucosas.

Se pueden encontrar a los estafilococos en otros sitios anatdémicos como
son: orofaringe, tracto gastrointestinal y tracto urogenital. También es comun la
colonizacion de los recién nacidos en el mufién umbilical, superficie cutdnea y el

area perineal {3,4,28,45).

Actualmente se conocen mas de 20 especies que no coagulan el plasma y
que se denominan genéricamente, como Staphylococcus coagulasa negativa
(ECN}; algunas de ellas se pueden encontrar en el humano como parte de su
flora habitual y/o como agentes etiolégicos relacionados con algin proceso
infeccioso, sobre todo en pacientes que cuenten con algunos factores
predisponentes, como la insercién de catéteres y prétesis {por mencionar
algunos), aunque las vias de transmisidn y entrada también influyen en su

patogenicidad.



En el trabajo de laboratorio rutinario, no se le da importancia al aislamiento
de ECN ya que se les considera como contaminantes de las muestras clinicas
como ya se ha mencionado son de flora habitual v pueden ser saprofitos con
“bajo potencial patégeno”; en la actualidad, es ya conveniente cambiar esta
forma de considerarlos pues se ha demostrado que pueden ocasionar algunas
enfermedades como furlinculosis endocarditis, uretritis, conjuntivitis y otitis asi
como infecciones cuténeas y en el sitio de entrada de catéter, de las protesis de
valvula mitral asi como cualquier otro  dispositivo protésico

{2,11,28,31,32,33,48,54,58,61).

Puesto que los estafilococos tienen wuna distribucién ubicua, la
diseminacidn de las bacterias resulta facil, siendo cominmente responsables de
muchas infecciones adquiridas en el hospital que derivan en serias enfermedades
y que son el resultado de la contaminacién de un sitio quirirgico por los
microorganismos provenientes de la piel del mismo paciente, de su nasofaringe o

del persenal del hospital (2,6,26,45,64).

En el presenie trabajc, con obieto de congcer qué especies del génerg
Staphylococcus que no coagulan el plasma se presenta se realizg un estudio en
algunos pacientes de tres instituciones hospitalarias {INER, INNSZ vy el INP}, se
estudiaron 350 cepas de pacientes con procesos infecciosos. La identificacion
se hizo con las pruebas mds representativas del esquema de Kloss y Bannerman
{37); posteriormente, con un antibiograma se confirmd lo sefialade en la
iiteratu.ra, que los estafilococos coagulasa negativa identificados en los
aislamientes asociados a los nosocomios son resistentes a multiples antibidticos,

incluidas ya la meticilina y la vancomicina, lo cual -, no hay duda- constituye un

2




sumamente serio que obligard a la blsqueda de nuevas alternativas para la

antibioticoterapia.
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Objetivos.

Objetivo general.

Determinar qué especies Staphylococcus coagulasa negativa estan

presentes en el &mbito hospitalario.

Objetivos especificos.

Establecer si las cepas de Staphyfococcus coagulasa negativa aisladas de
las muestras clinicas son los posibles agentes etiolégicos o forman parte

de {a flora normal.

Evaluar la sensibilidad a los diferentes antimicrobianos que presentan las
cepas de Staphylococcus coagulasa negativa aisladas de material clinico

procedente de tres instituciones hospitalarias.



Capitulo I. Generalidades.

Taxonomia y Morfologia.

La familia Micrococcaceae consta de cuatro géneros: Planococcus,

Stomatococcus, Micrococcus y Staphylococcus (4,47).

Staphylococcus son cocos Gram positivos. Se trata de células esféricas
con un didmetro de 0.5 a 1.5 um y se agrupan en pares, tetradas e inclusive
cadenas cortas (de tres a cuatro células), la forma mas frecuente de agrupacion
es en acumulos irregulares semejando racimos de uvas aungue también pueden
presentarse cocos aislados. Ademas, no poseen flagelos, ni esporas y sélo

algunas especies pueden ser capsuladas (4).
Composicién quimica y antigénica.
Los diferentes componentes de la pared del género Staphylococcus se

resumen en la figura A.

Figura A
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La membrana citopldsmica es un complejo de proteinas, lipidos y una
pequefia cantidad de carbohidratos, que forman una barrera osmdética para las
células y proporcionan un sitio de anclaje para las enzimas biosintéticas y

respiratorias celulares {47).

La capa de peptidoglicano, compuesto de cadenas de glicano
entrecruzadas con péptidos, es el principal componente estructural de la pared
celular estafilocéccica. Las cadenas de glicano estan constituidas por
aproximadamente 10 a 12 subunidades alternas de acido-N-aceti'muramico
{NacMur) y N-acetilglucosamina (NacGlu). Las cadenas laterales tetrapeptidicas
verticales {L-alanina, D-Glutamina, L-lisina y D-alanina) estan unidas a las
subunidades de A&cido-N-acetilmuramico y las cadenas de glicano estan
entrecruzadas a su vez por puentes intrapeptidicos diagonales, como se muestra
en la figura B. Esta capa puede atraer a los leucocitos polimarfonucleares

{4,44,67,70).
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Fiz B La capm de peptidoghucano.

Los &cidos teicoicos son polisacdridos complejos, que contienen fosfatos
unidos a la capa de peptidoglicano y a la membrana citopldsmica. Los acidos
teicoicos de la pared celular habitualmente contienen ribitol y en ocasiones

glicerol y estdn unidos de forma covalente al peptidoglicano a través de grupos



fosfodiéster sustituido en el C-6 de los residuos de NacMur. Los 4cidos de la
membrana o lipoteicoicos son polimeros de glicerofosfato que terminan en
glucolipido, el cual estd fijado en la membrana citoplasmatica. Los acidos
teicoicos estan modificados de forma especifica por el agregado a las unidades
poliol de D-alanina unidos a galactosa y glucosa mediante enlaces O-glicosidicos.
Los &cido teicoicos sustituidos son importantes como antigenos especificos de
superficie de especies de Staphylococcus. En la mayoria de las cepas de S.
aureus de origen humano los &cidos teicoicos de su pared celular contienen
ribitol unido a galactosamina -o glucosamina- denominado polisacédrido A.
Mientras que en Staphylococcus epidermidis y los otros estafilococos coagulasa
negativa (ENC), es glicerol unido a glucosa y se denomina polisacarido B (70).
Los 4cidos teicoicos regulan la concentracién catiénica en la membrana celular y
en los estafilococos patégenos son receptores para bacteridfagos. La adherencia
de los estafilococos a las superficies mucosas estd mediada también por los

acidos teicoicos en su unién especifica con la fibronectina.

Aunque los &cidos teicoicos son malos inmunégenos, si estimulan una

respuesta de anticuerpos cuando se unen al peptidoglicano {4,37,70).

La superficie de la mayoria de las cepas de S. aureus Ipero no la de los
estafilococos coagulasa negatival estad uniformente rodeada por proteina A. Esta
proteina se encuentra unida de forma covalente a la capa de peptidoglicano y
tiene afinidad peculiar por el receptor Fc de las inmunogtobulinas IgG1, 1gG2 e
igG4 con lo que evade al sistema inmunitario. La proteina extracelular se une
tambicén & las inmunoglobulinas, formando inmunocomplejos con consumo

consiguiente de complemento (4,37,47,62,70).



La proteina A es un antigeno especifico de las cepas de 5. awreus. Un
90% de la proteina se encuentra en la pared celular unida al peptidoglucane por
enlace covalente. Tiene una variedad de efectos bioldégicos por ser gquimiotactica,
anticompiementaria y antifagocitica y genera reacciones de hipersensibilidad y
lesidn a las plaquetas. Es mitogénica y potencia la actividad destructora natural

de los linfocitos T {(47).

La superficie externa de la mayoria de las cepas de S. aureus contiene
factor de aglutinacién, antiguamente llamado coagulasa unida o ligada, esta
proteina se une al fibrinégeno y puede hacer que S. aureus forme grumos o se

agreguen las células entre si {38,47).

En ocasiones, se observa una cépsula de naturaleza polisacdrida en los
estafilococos. Esta protege a las bacterias mediante inhibicién de la quimiotaxis
evitando la fagc;citosis por los leucocitos polimorfonucleares y la proliferacién de
las células mononucleares después de la exposicibn a mitégenos. También
facilita la adherencia de las bacterias a los catéteres y 2 ios dispositivos médicos
que estdn constituidos por materiales sintéticos como silicén, poliuretano,
cloruro de polivinil, etileno vinil, acetato, polietileno, acero inoxidable, titanio y
aleaciones de titanio-aluminio, los mas frecuentes son vélvulas y articulaciones
protésicas y catéteres e injertos asi como cdnulas de Hickman. Esta capacidad
de adherirse tiene importancia para los estafilococos coagulasa negativa pues de
esta manera contaminan los dispositivos y dafian al hospedero

(4,811,15,20,27,30,32,47,53).



Afinidad Tintoreal.

La estructura de la pared celular estafilococcica es la responsable de
retener el complejo cristal vicleta-yodo-ribonucleato de magnesio, como ya se ha
mencionado la pared celular tiene un mayor contenido de peptidoglucano y con
numerosos enlaces transversales entre las cadenas de N-acetib-murdmico y N-
acetil-glucosamina, no pierden dicho complejo al ser tratadas con alcohol-
acetona. Se ha supuesto que la permeabilidad de la pared celular disminuya el
efecto de deshidrataciéon al entrar en contacto con el decolorante por el bajo
contenido de Acidos lipoteicoicos. Esta propiedad tintoreal permite determinar en

el examen microscdpico su morfologia y la Gram positividad {4,47,35,67).

Requerimientos Nutricionales.

Los microorganismos del género Staphylococcus crecen en medios de
cultivo ordinarios, tan sélo requieren en especial de cloruro de sodio {NaCl) al 8%
6 10%, razén por la cual se denominan haléfilos extremos ya que poseen
mecanismos fisiolégicos para tolerar las concentraciones elevadas de sal. Estas
adaptaciones fisioldgicas son muy importantes, por el hecho de que este género
se desarrolla en la piel del humano en donde la concentracién de sal es algo
elevada. También requieren de &cido nicotinico y tiamina, estas vitaminas las

obtienen de los medios de cultivo naturales {4,47,64).




En la mayoria de los laboratorios se utiliza agar sangre como medio para el
aislamiento primario por ser muy enriquecido; ademas, se pueden detectar los
estafilococos hemoliticos al poner de manifiesto las hemolisinas estafilocéccicas
como alfa { o ), beta ( B ), gamma { y } 6 delta { § ). Estas hemolisinas son

sintetizadas basicamente por estafilococos coagulasa positivos {4,33,35,65).

Tomando en cuenta ta capacidad haléfila, existen medios selectivos para
los estafilococos como son: agar para estafitococos No. 110 que es altamente
selectivo debido a que contiene 7.5% de NaC!; agar sal manitol, que ademas de
NaCl tiene adicionado manitol, mismo que algunos estafilococos tiene la
capacidad de fermentar {io cual se puede visualizar por el vire del indicador rojo
de fenol). Existen también e! agar Vogel Johnson y el agar Baird Parker {agar
glicina piruvato telurito yema de huevo), en los que el telurito de potasio
adicionado al 1% actlia como agente inhibidor de la gran mayoria de los
microorganismos, no asi de Staphylococcus que tiene la capacidad de resistir la

actividad reductiva de dicha sal {4,34).

Su desarrollo éptimo es de 30 a 37 °C en condiciones de aerobiosis, sin
embargo estos microorganismos pueden crecer entre 18 y 40 °C. Este género
tiene la capacidad de ser facultativo, con la excepcidn de una especie, S.

saprophyticus, que es anaerabio (4).



Sustancias Producidas.

Toxinas.

S. sureus (el miembro més virulento y mejor conocido del génerol produce
un gran nomero de factores de virulencia que incluyen enzimas y por lo menos
cinco toxinas citoliticas para ias membranas, «, B, 1, 8 y leucocidina, asi comoe la
toxina exfoliatina, toxina | del sindrome de choque téxico y cinco tipos de
enterotoxina {4,31,44, 47).

La o -hemolisina {u-toxina) muestra una amplia gama de actividades
bioldgicas aparte de los efectos hemoliticos, como dafio a los macréfagos v a
las plaquetas, lesidén del sistema circulatorio y del tejido de la corteza renal.
Ninguna otra toxina bacteriana es tan versatil en sus efectos. La toxina se
inserta en regiones hidrofébicas de ia membrana celular con la alteracién
subsiguiente de la integridad de la membrana., Se cree que la a-toxina es un
mediador importante en la lesién tisular después del establecimiento de un foco
de infeccién (11,12,30}. Actda sobre hematies de conejo, carnero y humanos y
es fa principal presente en las cepas que afectan al humano. Ademads, todas las
hemolisinas producen una zona amplia y clara por la destruccidn total de los
eritrocitos {4,33,35,47,65). La a-hemolisina y la feucocidina sintetizadas por
S. aureus se encuentran entre las mejores caracterizadas en sus propiedades

quimicas y bioldgicas.



proteina termoldbil que produce lisis en diversas célutas, incluyendo hematies,
leucocitos, macrofagos y fibroblastos. Cataliza la hidrélisis de los fosfolipidos de
la membrana en las células susceptibl_es. Se cree que la § toxina, junto con la a,
son responsables de la destruccidn ti's'u'ia.r y de la formacién de abscesos,
caracteristicas de las enfermedades estafilococcicas y de la capacidad de
S. aureus para proliferar en presencia de una respuesta inflamatoria vigorosa
{33.64). La B-hemolisina produce una zona angosta de hemdlisis, es rara vez

aislada del humano, basicamente estd presente en cepas de bovinos (33,65).

La &-hemolisina {5-toxinal es una proteina heterogénea y termoestable
cuyas propiedades de detergente son responsables de sus efectos lesivos sobre
la membrana. La &-hemolisina también modifica las funciones de los leucocitos
polimorfonucleares (PFNM} y el metabolismo del factor activador de plaquetas
{FAP). Estos efectos proinflamatorios son el resultado de incrementar: 1} el flujo
de i6n calcio (Ca®*), 2) la generacién de radicales de oxigeno y 3} la activacién
de acetiltransferasa, la que conduce a ia formacién de un potente mediador
lipidico, el factor activador de plaquetas (FAP), {11,12). La §-hemolisina tiene
actividad sobre eritrocitos de muchos mamiferos, también es producida por la
mavyoifa de las cepas que afectan al humano, generalmente las cepas de S.

aureus producen la combinacién de la a y 8 hemolisinas (4,47).

La y-hemolisina {y-toxina) posee una pronunciada actividad hemolitica
aunque se desconoce su mecanismo de accién. Consiste de dos componentes
proteicos que actian de forma sinérgica, los cuales son esenciales para ia

hemolisis y la toxicidad. La y-hemolisina se sabe que actia sobre eritrocitos de




humano, conejo y carnero, asi como sobre las células linfoblasticas humanas,

aunque no hay informacién detallada sobre ella (47).

Leucocidina Ponton-Valentine producida por muchos estafilococos
patégenos, lesiona a los leucocitos polimorfonucteares (PNF) y a los macréfagos
pero no a otros tipos de célutas. Esta toxina tiene un componente proteico F y
otro S que actlan de manera sinérgica para provocar cambios estructurales de la
membrana celular, formacidon de poros y aumento de permeabilidad. Las
bacterias que la producen muestran mayor resistencia a la fagocitosis

{4,30,35,47).

l.a mayoria de las cepas de S. aureus que se asocian con el Sindrome
Estafilocdccico de Piel Escaldada {(SEPE) pertenecen al grupo de fagos Il. Se ha
identificado la toxina exfoliativa (conocida también como exfoliatina o toxina
epidermolitica), que se subdivide en la toxina exfoliativa A (ETA) y toxina
exfoliativa B (ETB), las dos formas con diferencias exclusivamente desde el
punto de vista inmuncldgico v bioquimico El gen para ETA es cromosémico,

mientras gue el gen para ETB reside en una familia de pldsmidos (4,47,33,35).

Los estudios ultraestructurales han demostrado que la exposicién a la
toxina provoca division de los puentes intercelulares en la capa granulosa de la
epidermis externa. Las toxinas no se asocian con citolisis o inflamacién. Tras la
expaosicién a la toxina aparecen anticuerpos para disminuir el proceso téxico. E!
SEPE se observa en nifios pequefios y rara vez afecta a nifios mayores o aduitos,

lo que quizd se debe a la presencia de un alto titulo de anticuerpos



{inmunoglobulinas de clase IgG) o a insensibilidad de la epidermidis adulta frente

a la toxina (47}.

El sindrome de choque téxico, caracterizado por fiebre, hipotensién,
exantema seguido de descamacion y afectacidon de multiples sistemas orgdnicos,
estd mediado por una toxina. A! parecer ests toxina estd asociada a cepas que
contienen fagos del grupo I. La toxina | del sindrome de choque téxico {TISST),
llamada antes exotoxina C pirogénica y enterotoxina £, es una exotoxina
secretada durante el crecimiento de cepas S. aureus, estd comprometida la
toxina en la mayor parte de los casos asociados con el periodo de menstruacién
o dentro de los cuatro dias posteriores a ella; se relaciona con el uso de
tampones superabsorbentes, es una exotoxina de 22 Kda con diversos y
pronunciados efectos inmunoldgicos. Estos incluyen la induccidén de expresidn de
receptores para la interleucina 2 (iL-2}), sintesis de interleucina 1 (IL-1},
proliferacién de células T y la estimulacion de sintesis IL-1 por fos rﬁonocitos del

humano {33,35,47).

Algunas cepas de S. aureus sintetizan sustancias denominadas
estafilococcina y micrococcina las cuales son agentes bacteriostiticos y/o
bactericidas para otras especies del género Staphylococcus u otras bacterias.
Estas cepas transportan determinantes genéticos extracromosdmicos y la
produccién esta limitada a las cepas de fagos del grupo Il de S. aureus y varfa
cuantitativamente con la cepa y condiciones de crecimiento. La estafilococcina

es una proteina termoestable y es fagoespecifica (4,70}.



Enteratoxina.

Se han descrito cinco enterotoxinas estafilocdccicas distintas desde el
punio de vista inmunolégico (A-E). Las enterotoxinas son resistentes a la accién
hidrolitica de las enzimas gastricas y yeyunales y se muestran estables al

calentamiento hasta 100 °C durante 30 minutos (4,44,47}.

Estas enterotoxinas se encuentran en S. aureus y entre 30% a 50 % de
las cepas producen alguna enterotoxina. Estdn asociadas principalmente con
fagos del grupo 1ll. La enterotoxina A es la que se asocia més frecuentemente
con la intoxicacidén alimentaria. Las C y D se encuentran en productos lacteos
contaminados y la B estd relacionada con la enterocolitis pseudomembranosa
estafilocéccica. No se conoce el mecanismo de accién de las enterotoxinas,
puesto que no se dispone de un modelo animal satisfactorio. Las enterotoxinas
estimulan la interlucina II-1, el peristaltismo intestinal y tienen efecto sobre el
sistema nervioso central, que se manifiesta con vémitos intensos asociados a

dafo gastrointestinal {4,33,47,70}.



Enzimas Estafilocdccicas

Coagulasa.

Entre las especies patdgenas al humano que producen la enzima coagulasa
se encuentran S. aureus y S. schieiferi subsp coagulans asi pues, todas las
demds especies del género se conocen habitualmente como estafilococos
coagulasa negativa (ENC}. Tratdndose de la medicina veterinaria, se ha
encontrado que S. intermedius y S. hyicus variable, son también capaces de

sintetizar coagulasa (4,47,33,35)}.

Existe el llamado factor de aglutinacién, que esta unido a la pared celular
estafilocdccica, puede convertir directamente el fibrinégeno en fibrina insoluble y
hacer que Staphylococcus forme trombos {pequefios codgulos), cuando se pone

en contacto con plasma, este factor estd presente en un nimero no grande de

cepas.

En el caso de la coagulasa, ésta se libera al medio donde se encuentra
S. aureus combindndose con un factor plasmatico globuiinico denominado factor
de reaccidn de la coagulasa (FRC}, para formar un compueste similar a la
trombina, 1a estafilotrombina, que cataliza la conversién det fibrinégeno en fibrina
insoluble. La coagulasa se usa como marcador de virulencia para S. aureus,
puesto que la enzima puede provocar ia formacién de una capa de fibrina
alrededor de lesiones {abscesos) estafilocdccicas, localiza la infeccién y protege

a los microorganismos de la fagocitosis y de la destruccién dentro de las células



fagocitarias. A continuacién se presenta el diagrama en el cual se muestra el

mecanismo asociado a la enzima estafilocéccica {(4,47).

TROMBOFPLASTINA

Ca"
PROTROMBINA » TROMBINA
Conversidn
v
FIBRINOGENO——» FIBRINA
Conversion
COAGULASA + FRC » [COAGULASA-FRC]

Catalasa.

Todos los estafilococos tanto patdégenos como no patdégenos producen
catalasa, una enzima protectora que cataliza la destruccién del perdxido de
hidrégeno 16xico que se acumula durante el metabolismo bacteriano y se libera
después de la fagocitosis, para convertirse en agua y oxigenc por la accién de
dicha enzima. La reaccidn es catalizada por la catalasa (4,47,35,63). A

continuacién se muestra dicha reaccién.

Catalasa

2H202 —————» H20 + OzT



Lipasas.

Todas las cepas de S. aureus y mas del 30 % de los estafilococos
coagulasa negativa producen varias enzimas lipidicas hidrolizantes, que de
manera colectiva se denominan lipasas {47). El mecanismo asociado a la enzima

estafilocdecica se muestra en a continuacion.
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Las lipasas contribuyen a la supervivencia y a la intensa colonizacién de
los estafilococos, son activas sobre varios substratos, sobre los que tienen gran
afinidad, entre ellos el plasma y las grasas y aceites que se acumulan en la
superficie del hospedero proveniente de las glandulas sebéceas del cuerpo. La
utilizacién de estos materiales permite que los estafilococos sobrevivan sin
dificultad y explica la intensa invasién de los tejidos cutdneos y subcutdneos y la
formacién de infecciones cutaneas superficiales {(p.ej. furinculos y abscesos)

(44,47).



Hialuronidasa.

Mas del 90% de las cepas de S. aureus producen hialuronidasa. Esta
enzirna hidroliza el acido hialurénico o mucopolisédridos presentes en la matriz
celular del tejido conectivo facilitando asi 1a diseminacién del microorganismo

{35,47,69). A continuacién se muestra la reaccion.

4-- -N-Acetit-D-Glucosamina-{3-f-D-Glucurdnico-N--Acetil-D-Glucosamina}

Hialurionidasa.

3-(&%%.p-D-Glucoronato)-2-acetamido-2desoxi-B-bD-Glucosamina

Fibrinolisina.

Esta enzima, llamada también estafiloquinasa, es producida por los
estafilococos patdgenos. Su actividad fibrinolitica se manifiesta al desintegrarse
los coagulos de fibrina, porque activa el plasminégeno produciendo la plasmina
que es propiamente la responsable de la licuefaccion del codgulo (4,35). En el

siguiente esquema se muestra la secuencia de fibrindlisis.



Plasmindgeno

Proactivador Estafiloquinasa _ Adlivador ,
{plasmindgeno hurrano) (EK-plasmindgeno } J,
Plasmina
Lisis
¥
Trombina » Fibrina

fibrindgeno \ Liberacién
de anficoagulantes
Flblinégeno/

DNAsa.

Esta enzima denominada también nucleasa es una fosfodiesterasa con
propiedades endonucleciiticas y exonucleoliticas que pueden desunir las hebras

de ADN y ARN forméndose el 3 “fosfomononucledtido (4,47).

Algunas especies de Staphylococcus pueden elaborar una nucleasa termo

resistente {termoestable) y/o una nucleasa termolébil {4,69),

La DNAsa termoestable mantiene su actividad bioldgica después de haber
side expuesta a una temperatura de 90 a 100 °C. Es un indicador para la
deteccion de S. aureus tanto en la industria alimentaria y farmacéutica, como en

el laboratorio clinico (4, 16}.

S. aureus no es la Gnica especie de importancia en el humano que sintetiza
ambas nucleasas, sino que también esta la especie S. shleiferi y de interés en

medicina veterinaria tenemos a S. interrnedius vy S. hyicus {4).
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En los estafilococos coagulasa negativa de importancia clinica la nucleasa
es de tipo termoldbil y presenta poca actividad biolégica, como en el caso de
S. epidermidis, S. capitis subsp capitis, S. simulans y en otras especies no tiene
actividad biolégica como son: S. warneri, S. haemolyticus, S. hominis,

S. saprophyticus, S. lugdunensis y S. auricularis (12).

Penicilinasa.

Actualmente, la sintesis de la penicilinasa {P-lactamasa) la realizan una gran
cantidad de cepas de S. asureus vy de los estafilococos coagulasa negativa., Su
accién es hidrolizar el anillo B-lactamico del ndcleo basico del grupo de
antibiéticos que genéricamente conocemos como penicilinas. Al romper este

anillo, el antibiético queda inactivo por completo {1,35,47,69).

R*E‘-m_r—{w FENCLINGA, R_..c_m_o-;.m/s\a:/cHJ

~ » H ] I ™~
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Capitulo Il. Importancia del género Staphylococcus
en salud publica.

Durante la Gltima década se han reconocido a los estafilococos como
patdgenos oportunistas dada su ubicuidad, causando con eflo brotes de
enfermedades intrahospitalarias, mismas que han incrementado a las septicemias
nosocomiales a causa de las infecciones que ocasionan estos microorganismos
(20,28,31,33,42,52,59).

Las especies asociadas mas frecuentemente con infecciones humanas son
5. aureus (el miembro mas virulento y mejor conocido del género},
S. epidermidis, S. haemolyticus, S.lugdunensis,, S. saprophyticus, S. schieifer,
S. warneri, S. hominis, S. auricularis, S .capitis y S. caprae. Las especies menos
frecuentes como foco de infeccidn son S. cohnii, S. xilosus, 8. simulans,
S. capitis subsp capitis y S. cohnii subsp cohnif (3,59).

Los estafilococos coagulasa negativa forman parte de la flora normal de
las membranas mucosas y de la piel. Por ende, estas bac.terias se aislan

frecuentemente en los laboratorios de microbiologia clinica (3,.31,54,57).
Enfermedades Asociadas.
S. epidermidis y los demas estafilococos coagulasa negativa relacionados,

infectan valvulas naturales por inoculacién de micreorganismos en una estructura

danada {p.ej. malformaciones cardiacas, cardiopatia reumaética}. Las endocarditis



que con mayor frecuencia causan los estafilococos es por contaminacidn de
valvulas artificiales. Los microorganismos se introducen en el momento de la
cirugia vy la infeccion se caracteriza por un curso sin dolor, aunque puede afectar
la propia valvula, es mas comun en el lugar donde la vélvula se sutura al tejido
cardiaco. Asi pues, la infeccién con formacion de abscesos puede conducir a la
separacion de la vélvula en la linea de sutura, con insuficiencia cardiaca
mecdnica. La embolia séptica y |a septicemia persistente, son menos comunes
en la endocarditis estafilocéccica de vdlvulas protésicas que en otras formas de
endocarditis, debido a la naturaleza y localizacidn de las infecciones. Esta
enfermedad también es causada por el uso de drogas intravenosas en pacientes
de edad avanzada (2,9,31,34,42,64).

En estos Ultimos cinco anos, el 45% a 65 % de todas las infecciones de
dispositivos protésicos y catéteres han sido causadas por estafilococos
coagulasa negativa. Esta complicacién se ha convertido en un problema
importante por la introduccién de catéteres permanentes para alimentacidn, para
cambio ambulatorio continuo de didlisis (CACD) y para el tratamiento de
pacientes criticos. En general, se observa septicemia persistente, puesto gue los
microorganismos tienen acceso continuo al torrente sanguineo. Los pacientes
con enfermedad de larga evolucién pueden desarroliar glomérulonefritis
(28,30,59).

Las infecciones de las prétesis articulares, en particular la de las caderas,
ocasionan el fracaso mecanico (2).

Las infecciones que se presentan en pacientes (CACD) ocasionan

peritonitis (26,59,60).



Se considera a los estafilococos coagulasa negativa —entre los cocos
Gram positivos— como los segundos micraorganismos en infectar el tracto
urogenital, puesto que Escherichia coli es el primero con un mayor porcentaje
sobre todo en la mujer, debido a los cambios hormonales asi como a las
fluctuaciones del pH vaginal {51,55).

Se sabe de un caso de adenitis cervical causada por S. epidermidis en una

nina inmunocomprometida (CACD) (21).

Factores predisponentes para adquirir enfermedades
por estafilococos coagulasa negativa.
Edad

La defensa optima del hospedero en la superficie mucosa depende de la
respuesta inmunitaria de la mucosa intacta v de las funciones protectoras no
inmunitarias.

La funcién del sistema inmunitario de las mucosas, es evitar la entrada de
microorganismos patdgenos a tréves del sistema de inmunidad mediada por
células (IMC). Aparte de esto, el sistema inmunitario de las mucosas contiene
linfocitos T reguladores que disminuyen la respuesta sistématica hacia los
antigenos que rompen la barrera de las mucosas (63).

La desnutricidn es una causa frecuente de deficiencia inmunitaria, con
efectos en particular, en IMC y sistema de complemento. Una deficiencia
inmunitaria podria volver a la persona inmunocomprometida.

La colonizacién del infante por los estafilococos tiene lugar pocos dias

después de su nacimiento debido a la deficiencia de inmunoglobulinas de la clase
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I1gG, junto con la disminucién del complemento provocan opsonizacion deficiente
en el recién nacido, pero a causa de los anticuerpos recibidos de manera pasiva a
través de la placenta la tasa de colonizacion disminuye durante los dos primeros
anos de vida {(1,2,8).

La infeccién por S. aureus es ta mas comun en los infantes y se presenta
en el muAdn umbilical, en la superficie cutdnea y en el drea perineal, aunque no
quedan exentos de provocarla también los estafilococos coagulasa negativa que
pueden hasta originar septicemias en nifios inmunocomprometidos, sobre todo
en la unidad de terapia intensiva {UTI) por nacimiento prematuro con desnutricién
debido a que en neonatos graves se favorece la colonizacién orofaringea por el
nivel bajo de inmunoglobulinas de tipo 1gG e IgM (4,47,30,62).

En las células fagociticas de los ancianos hay una notable disminucion en
el nimero de leucocitos que predomina en el torrente sanguineo; durante la fase
inicial de la infeccién predominan los neutréfilos, en este tiempo son las células
fagociticas mas activas. Sin embargo, como continda el proceso de infeccidn se
activan los macrdfagos, y éstos fagocitan a las bacterias vivas y muertas
(62,64).

Ademés, se considera que en los ancianos las céiulas T han disminuido la
secrecién de mediadores solubles (citocinas e interferones) gque, en conjunto con
otros mediadores secretados por otras células, modulan la respuesta inmune. La
interlucina iL-10 induce la proliferacién de anticuerpo dependientes de linfocitos
T. La interiucina IL-12 secretada por los linfocitos B, macrofagos y mastocitos,
activa la sintesis de interferén—y el cual tiene multiples efectos, entre ellos la

activacion de macréfagos.



Los ancianos y los pacientes inmunocomprometidos son mas susceptibles
que los jévenes y adultos a desarrollar enfermedades infecciosas de gravedad
creciente y estdn en mas riesgo de desarrollar cédncer y enfermedades
autoinmunitarias. Una de las causas mas comunes de morbilidad y mortalidad en
este nicleo poblacion es la infeccién causada por el género Staphyloccocus

{4,47,31,56,59).

Depdsitos férricos.

La mayoria de los adultos hospitalizados se someten a la extraccién de
sangre con fines diagnésticos. Los pacientes con problemas complejos que
requieren determinaciones frecuentes de los gases sanguineos y hemocultivos
repetidos, experimentan pérdidas hemdticas con la consecuente movilizacién de
dépositos férricos {51). E! fierro es ef constituyente bésico de formas funcionales
como son la hemoglobina, mioglobina, citocromos, transferrina y de formas de
almacenaje (ferritina y hemosiderina}. La deficiencia es mas frecuente, debido a
un aumento en su requerimiento {como en lactantes, nifios, embarazo} o cuando
se presenta una pérdida mayor {menstruacién, lactancia, hemorragias)

En la sangre, el hierro es transportado por una proteina flamada
transferrina, que ingresa en el citoplasma por endocitosis después de interactuar
con un receptor especifico para la transferrina localizado en la membrana
pléasmatica de la célula {cada molécula puede acumular hasta un maximo de unos
4,000 atomos de hierro) {8,14). Ademadas, la ferritina es la principal forma de

hierro que entra en la célula, convirtiéndose en el substrato para la elaboracidn

26



de hemoglobina {14). Cuando aumenta la concentracién de hierro en el citosol, el
nimero de receptores disminuye debido a que el ARNm gue codifica a esos
receptores es degradado por una nucleasa especifica. En este mecanismo
reguiatorio interviene la aconitasa que reconoce una senal ubicada en el extremo
3° del ARNm, cuando la concentracion de hierro es baja, la aconitasa se
combina con la sefal, lo cual desactiva a la nucleasa.{9).

Ambos, S. aureus vy S. epidermidis, reconocen el receptor especifico de la
transferrina, captan asi hierro mediante la via receptor-mediado por un sidéfaro
{45).

El mecanismo bacteriano férrico elabora una molécula denominada
sidéroforo, la cual tiene afinidad por el i6n fierro que se encuentra en las
proteinas ya mencionadas, asi como las enzimas que contienen hierro, como fla

catalasa, peroxidasa, citocromaos y citocromos-peroxidasa (16,45,64).

Sexo.

El género femeninc es el mas susceptible a adquirir infecciones
estafilococcicas que cursan de manera asintomdtica. Algunos factores que
predisponen a la infeccién, principalmente son los métodos empleados para el
control natal, el periodo menstrual y, en general, la gran actividad hormonal
{4,47,55).

Se han asociado estas infecciones con el periodo menstrual de la mujer
sexualmente activa. La especie gque con mayor frecuencia coloniza el tracto

uvrogenital es S. saprophyticus {(42% de casos) que presenta tropismo por el
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epitelio que tapiza este sitio anatémico comprometiendo principaimente el tracto
superior. También S, haemolyticus se ha visto que puede ocasionar infeccién en
el tracto urinario {4,36,55).

Al parecer, si la mujer presenta un cuadro de candidiasis puede causar
alteraciones en el microambiente de la vagina con lo que se incrementa la
posibilidad de que colonice S. saprophyticus (47,55).

Se ha determinado que S. klossi, S. cohnii y 8. xylosus pueden colonizar
igualmente, aunque con poca frecuencia se han aislado en infecciones del tracto
genital.

En la colonizacidon de este sitio anatémico influye el mecanismo bacterianc
del fierro ya mencionado, puesto que le proporciona a la bacteria un nutriente
para su crecimiento y para mantener asi una concentracién baja de dicho ién que
tavorece la produccién de factores de virulencia (sintesis de enzimas y expresion
de sus antigenos}. Una disminucién del hiero sérico se asocia con ios estados
infecciosos e inflamaterios {11,12).

Las infecciones del tracto urinario causadas por estos microorganismos
son menos frecuentes en los varones que en las mujeres. Pueden presentarse a
cualquier edad, pero son mas comunes en pacientes adultos y jovenes.

Las infecciones por S. saprophyticus en el sexo masculino se han
reportado en casos en que este microorganismo es causante de uretritis asociada
con enfermedades de transmision sexual. Los sitios anatémicos que infecta este
microorganismo son recto, uretra y vias urinarias en este orden. La capa limosa

de polisacéridos que inhibe la capacidad de los granulocitos para funcionar
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adecuadamente estd presente en los aislamientos a partir de estos sitios

anatémicos.

Inmunocompromiso.

En un hospedero comprometido su resistencia a la infeccién disminuye
aun mas por enfermedad, terapias o quemaduras. Dos condiciones principales
pueden comprometer al hospedero: 1} piel 0 membranas mucosas lesionadas y
2} un sistema inmune deprimido {63).

Los pacientes con inmunocompromisc se asocian a deficiencias
hematopoyéticas, cuando la médula no produce suficiente cantidad de células ¢
las que se elaboran adolecen de alguna deficiencia en su capacidad fagocitaria, o
bien existen estados de pérdida proteica, en los cuales ésta es superior a la
cantidad que se estd sintetizando. Se presentan también deficiencias de los
factores del complemento C3 y C5, que se han asociado con una menor
resistencia a las infecciones. Igualmente, pacientes con falla renal y diabéticos se
sabe que tienen un aumento de susceptibilidad a las enfermedades infecciosas.
La respuesta inmune natural se reduce intencionalmente antes, durante y
después de la cirugia de transplantes {11,15,47,59,62,64).

Cuando se hace referencia a un paciente hospitalizado se sabe que tiene
una respuesta inmune disminuida dado que su nivel sérico de anticuerpos es bajo
contra los antigenos y toxinas de los estafilococos coagulasa negativa. Las
causas mas comunes de este tipo de respuesta son intervenciones quirurgicas y

tratamientos inmunosupresores {como quimioterapia, radioterapia, uso de
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corticoides y antibidticos} (22.60,64,68). Sin embargo, se sabe también que en
el caso de edad avanzada, se presentan deterioros por enfermedades debilitantes
(hipertension, diabetes, leucemia, colesterolemia y enfermedades inmunesj). El
uso indiscriminado de farmacos, el consumo de alcohol {que inhibe directamente
la protiferaciéon de leucocitos), e! tabaquismo y el uso de drogas intravenosas,
son factores que propician la actividad y funcionamiento inadecuados de los
drganos que llevan a cabo la proliferacién y madurez de las células que participan
en la respuesta inmune. La desnutricibn en  estos  pacientes
inmunocomprometidos causa dificultad en la fagocitosis y limita la depuracion de
las bacterias por los macréfagos, por lo tanto, tiene una incidencia mayor que la

normal a las enfermedades por Staphylococcus. {(51,62,64).

Factores exdgenos.

Entre los factores exdgenos que condicionan el inmunocompromiso del
hospedero se encuentra el empleo de catéteres intravenosos, de protesis de
articulaciones y de vélvulas cardiacas naturales y protésicas que han llegado a
ser una de tas modalidades terapéuticas fundamentales en el &mbito hospitalaric
(12,15,20,27,28,29,31,32,41,48,58,60,65}.

Varias especies de estafilococos coagulasa negativa tienen predileccion
peculiar por los biomateriales que constituyen los cuerpos extrafios que son
susceptibles de ser contaminados durante su implantacién y que puedan generar

septicemias en el postoperatorio {2,29,32,58).



A continuacidn, se mencionaran algunos aspectos que tienen relacion y
participacién entre los factores exdgenos y que se ha encontrado son
importantes por su intervencién en el riesgo inherente de los pacientes

inmunocomprometidos.

A. Receptores proteicos.

Se han identificado varios sitios especificos de unién para proteinas del
humano en la superficie celutar de los estafilococos. Estos receptores proveen al
microorganismo de un mecanismo de adherencia por medio del cual se
establecen los focos de infecciones, Entre las proteinas plasmaticas que se unen
de manera especifica a los estafilococos figuran [a tibronectina, el fibrindgeno, la
inmunoglobulina G y el componente del complemento Clq (47). Los
estafilococos también se unen a componentes de la matriz extracelular {MAC), la
cual esta constituida por una serie de proteinas y proteoglucancs iocalizados por
fuera de la membrana plasmatica y que son producidos y secretados por las
células. Ciertos tejidos como los conectivos vy los de la piel, son especialmente
ricos en MAC (9,14).

Los componentes macromoleculares de las matrices extracelulares son:
1} los proteoglucanos, 2} las proteinas extracelulares (principalmente el
coldgeno), 3} las proteinas de adhesién {(como laminina y fibronectina entre
otras), que interactian con las glucoproteinas transmembranosas conocidas
como moléculas de adhesion celular (CAMs) {14).

Proteoglucanos. Estdn constituidos por varias proteinas asociadas a

diversos glucosaminoglucanos (9). Estos son polisacaridos en tos que existe una



unidad de disacarido repetitiva que contiene un aminoazucar ({sea N-
acetilglucosamina o N-acetilgalactosaminal. A causa de la presencia de grupos
COO vy 504" éstos polisacaridos son moléculas muy &cidas. Los proteoglucanos
son amorfos y se caracterizan por formar geles capaces de retener agua en las
matrices extracelulares.

Proteinas extracelulares. Colageno, representa el grupo de proteinas mas
abundante que se encuentran en el humano. Ademads de formar una capa amorfa
en la lamina basal de ciertos tejidos, mas frecuentemente constituye las fibras
coldgenas vy reticulares que se localizan en los espacios extracelulares. Estas
fibras sirven de sostén mecdnice a los vertebrados.

Las interacciones del coldgeno a nivel supramolecular comienzan en ef
interior de la célula y contindan en el espacio extracelular,

Proteinas de adhesidn., Fibronectinas, comprende una familia de
glucoproteinas diméricas involucradas en las adhesiones célula-matriz y célula-
célula. La fibronectina es una proteina dimérica de 440 kDa en forma de
filamento largo y flexible con multiples isoformas. Posee numerosos sitios de
fijacibn mediante los cuales se une al coldgeno, la heparina y otras
macromoléculas, asi como también a proteinas de la membrana celular de la
familia de las integrinas {9).

La liberacion de fibronectina por la célula contribuye a la formacién de
matrices extracelulares que se encuentran en casi todos los tejidos de las
heridas. Regula la adherencia de células como los fibroplastos, células epiteliales
y monocitos, al sitio lesionado. Al unirse de manera especifica a S. aureus y S.

epidermidis, la fibronectina sirve como un puente entre el microorganismo y el
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tejido de la herida del hospedero (47,64,65). La variedad de proteinas presentes
en el hospedero, capaces de unirse de manera especifica a S. auvreus y S.
epidermidis es una fuerte sugerencia de la existencia de més de un gen de
adherencia para estas cepas (11). 5i los genes de adherencia estan localizados
en plasmidos y pueden movilizarse con facilidad, proveen un mecanismo para la
distribucidn de rasgos de virulencia entre las cepas de estafilococos y una
explicacién para la amplia diversidad del potencial patogénico entre los
aislamientos de las muestras clinicas (15,16,30,36,64).

Los receptores de la fibronectina son regulados durante la inflamacién e
infeccién por una glucoproteina, la tromboplastina, que es un mediador
importante para la adhesién de los estafilococos debido a que activa a Ilas
plaguetas para dar inicio a la formacién del codgulo durante la infeccién de la
matriz extracelular (20,39,53,70}.

La liberacién del factor plaquetario en la lesién vascular es necesaria para
{a formacién de la tromboplastina activada y posteriormente para la formacién de
la fibrina. Esta ultima proteina se encarga de erradicar los antigenos circulantes

(49,64).



B. Proteinas.

Las proteinas tienen una carga primaria en la superficie que estd en
contacto con su medio polar {Hz0) por lo que se explica su origen en la
ionizacion ¢ adsorcién de iones {9,18).

Las proteinas presentan todas las caracteristicas del estado coloidal, aln
cuando su medio de dispersién molecular es el agua.

Entre las propiedades coloidales de las proteinas se puede citar (18).

o Algunas proteinas globulares y algunos compuestos organicos (p ej
polisacéridos) forman coloides lidfilos.

o Las proteinas no atraviesan las membranas naturales.

o Las moléculas de las protelnas son relativamente grandes y forman
una fase distinta del medio acuoso de suspensidn.

o Las interacciones de las fuerzas activas de superficie en las interfases
moleculares de las proteinas se traducen en una elevada viscosidad, que es
caracteristica de los sistemas coloidales lidfilos. La viscosidad es un indice de la
resistencia de la molécula de proteina a desplazarse en relacidn con otras,
cuando se aplica una fuerza a la solucidn en un espacio cerrado. Estas fuerzas
pueden ser efecto de atracciones mutuas de las moléculas, o de asimetrias
estructurales.

o Segun Ja distancia que las separe, las moléculas de proteinas
presentan a la vez atraccién y repulsion reciprocas. La repulsién se debe a que
ambas particulas presentan la misma carga global (positiva o negativa). Pero si

las moléculas se aproximan un espacio suficiente, en el punto de mayor



proximidad empiezan a actuar fuerzas de valencia locales residuales, de suerte
que las dos moléculas pueden atraerse hasta formar un enlace de hidrdgeno
entre cargas o radicales electronegativos. Estos enlaces son dindmicos, se
forman y desaparecen continuamente quedando definidos para los sistemas soles
{también llamados coloides liéfilos). El sol es fluido porque las particulas solas
pueden formar enlaces momentaneos.

Este fendmeno fisicoguimico de superficie, como se ha mencionado,
involucra otros eventos como son una fuerza de atraccidn {fuerza de Van der
Walls}) y una fuerza de repulsién (energfa electrostética). Estos pardmetros se
asocian con la teoria de Derjaguin-Landu-Verwer-Oberbeek (DLVO) la cual
establece que, a menor energia libre no existen cambios espontdneos en et
medio, hay mayor equilibrio y es mas estable el sistema (19,63).

Las proteinas son coloides estables, es decir no requieren agentes
estabilizadores. Esto obedece a dos razones, en primer Jugar, los iones
proteinicos en solucidn se repelen mutuamente. En segundo lugar, cada idn
proteinico atrae y orienta en el espacio a las moléculas de agua que lo rodean.

Cada molécula actia como dipolo, con extremos positivos y negativos {18,62).
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Factores enddgenos
Colonizacion de |a superficie.

El mecanismo de adherencia de los estafilococos coagulasa negativa, por
ser flora habitual en el humano, se realiza en un lapso breve puesto gue son
cortas las distancias de separacién entre la superficie y su rango de fuerzas
iénicas es bajo {18).

Otro factor que contribuye a la adherencia es la produccién de un
exopolisicarido por algunas cepas de Staphylococcus, que pﬁede ser un factor
critico para la colonizacién exitosa de biomateriales como son, valvulas
cardiacas, canulas, catéteres intravenosos asi como las  proétesis
(14,17,20,28,31,45,68,61). En el medio natural competitivo, la pfoduccién de
glicocdlix bacteriano (47,62,63,57,60) interviene en la formacidn de
microcolonias y contribuye a la formacién de biopeliculas. S. epidermidis
contiene el gen que codifica la produccién de una adhesina intercelular del
polisacarido (AIP}, el cual es un operén y estd organizado en el toci ADBC
{adhesion intercelular). Esta AIP es un factor importante en la colonizacidon de
dispositivos médicos {31}.

El polisacédrido estd constituido por proteinas vy lipidos y estos mismos le
proporcionan estabilidad al sol ligfilo (42,52},

La adhesién también estd regulada por los cambios fenotipicos que se

presentan &n la célula bacteriana (19).



La presencia de iones en los liquidos corporales genera la fuerza iénica
difusa que puede atraer a los iones de carga opuesta que presentan la bacteria y
los biomateriales, estos ultimos ubicados en la capa subyacente como por
ejemplo, en infecciones de tejidos pulmonares si el flujo dinamico ocasiona
presién en los iones, los que quedan suspendidos van a fluir a través de estas
capas subyacentes que estan asociadas con dispositivos médicos.

La capacidad de estos microorganismos para formar glicocdlix {imo de
polisacaridos) facilita la colonizacién de las superficies inertes (material de
pldstico y acero inoxidable); tras adherirse a la superficie, los microorganismos
son capaces de erosionarla (31,36,47,54,57,60). La interaccién de la superficie
con el limo de polisdcaridos, wvuelve al microorganismo resistente a los

mecanismos de inmunidad natural y a la actividad antibidtica {25).

Formacién de biopeliculas.

La carga existente en la superficie de las protefnas asi como la de las
bacterias y substratos son la causa de la formacién de la doble capa eléctrica
difusa (62).

La fuerza dindmica de los fluidos se encarga de dispersar a las bacterias
uniformente a lo largo de una fase liquida, ademas, concentra a las bacterias
suspendidas en la proximidad de la superficie a la capa viscosa limite (lesién}.
Los mismos microorganismos generardn sus nichos en una superficie dspera la
cual disminuye la presién de las fuerzas dindmicas y de este modo se inicia la

adhesion a la superficie de la proteina del hospederc (19,28).
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La teoria de DLVO explica las fases iniciales de colonizacién bacteriana en
la superficie de las proteinas del hospedero. La teoria describe los cambios de
energia de Gibbs en funcién de la distancia entre dos objetos, entonces la
interaccion total se deriva de la suma de la fuerza de Van der Waals y las
interacciones electrostaticas (62).

La naturaleza de la superficie de células bacterianas y substratos es
predominantemente negativa {19.32). Las fuerzas de repulsién electrostaticas
son afectadas por la fuerza iénica de los fluidos y operan encima de distancias
méas pequefias, conforme aumenta la fuerza idnica, disminuye la distancia entre
la bacteria y la proteina. Cuando la fuerza idnica aumenta el rango de efectividad
para la energia de repulsion se reduce el gasto energético, por lo tanto, la energia
libre de Gibbs total disminuye y la bacteria se adhiere {minimo secundario) de
manera reversible. Entonces las bacterias comienzan a crecer sobre la proteina vy
los biomateriales {19).

Probablemente se experimenten fuerzas idnicas intermedias en
ecosistemas naturales con lo que las células bacterianas se acercan a la
superficie y con ello se presente la adherencia reversible.

La adhesién de Staphylococcus y el hospedero se lleva a cabo mediante
moléculas presentes en ta superficie del patégeno gque se llaman adhesinas o
ligandos y que se unen especificamente a las proteinas como la fibronectina,
fibrinogeno y colageno, la adhesién es mediada por estas adhesinas que
expresan receptores {14,16,43,63). La unidn de las adhesinas a las proteinas de
la matriz extracelular depende del ién Ca*?. S. epidermidis expresa la proteina Fbe

que es el ligando para la fibronectina y que inicia la formacién de la biopelicula
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*{65). Las adhesinas pueden también localizarse en el glicocdlix de los
estafilococos coagulasa negativa {14,61,63). Este mecanismo que emplea la
bacteria para fijarse a la proteina le permite adherirse irreversiblemente
disminuyendo las fuerzas electrostaticas y el movimiento browniano,
aumentando asi las. fuerzas cie atraccién entre la bacteria y la proteina. Otro
mecanismo es que las bacterias, como células individuales, pueden poseer

energia suficiente para su unién a ta proteina (9).
Estabilidad de la biopelicula.

Las proteinas son macromoléculas (soles lidfilos) que estan rodeadas por
iones que forman un polielectrolite; influyen en la fuerza motriz que actia sobre
la particula coloidal, estos iones permiten que las bacterias puedan aglutinarse y
existen dos razones principales para que esto suceda {61,62).

En primer lugar, las moléculas de alto peso molecular {proteinas} pueden
ser absorbidas en la superficie de particulas, como las bacterias. Las particulas o
células aglutinadas pueden tener superficies separadas a distancias muy cortas y
las pequenas fuerzas f’e repulsion a estas distancias estdn equilibradas por las
fuerzas de adsorcién en cada extremo de la macromelécula que actia de puente,
Las células vivas se aglutinan también por la presencia de varios polisacéridos {p.
ej. la capsula y el glicocélix bacteriano} o de moléculas de proteinas, que al
parecer forman puentes entre ellas.

El segundo mecanismo para aglutinarse estd dado por la formacién de

puentes de iones polivalentes entre grupos con carga en las dos superficies.

39



Consiste en que las bacterias se adhieren fuertemente a grupos anidnicos en la
superficie de la proteina en presencia de indicios de iones metélicos polivalentes,
como Ca 2* y Fe **- Estos iones son adsorbidos especificamente por los grupos
COO'; es digno de mencién el hecho de que el Mg 2+ presenta una adsorcién

2+

especifica mas débil y, por tanto, no tan eficaz como el Ca para enlazar

bacterias a las proteinas.

El Ca?* interviene en la coagulacién sanguinea y como segundo mensajero
en la sefalizacién intercelular {p ej en la activacion de ia trombina mediante las
plaguetas) {51).

Se debe recordar que el potencial de la membrana se controla por
conducciones idnicas y transporte electromagnético de iones e influye de forma
tmportante en el estado contractil. La entrada de calcio a través de sus propios
canales es esencial para la contraccién tanto prolongada como corta. También es
importante la liberacion de Ca’* o la recaptacion del mismo, del reticulo
sarcoplasmatico ({lugar de almacenaje y liberacién principal de calcio} en el centro
y préximo a la superficie celular {14,51).

Estos iones polivalentes no sdélo forman puentes fuertes entre las
superficies anidnicas, sino que también reducen las fuerzas de repulsién que
actuan como barrera de energia para evitar el estrecho acercamiento de
superficies cargadas. Este tipo de puentes se caracteriza por un acercamiento
muy intimo de las superficies y una gran sensibilidad para secuestrar agentes y

formar complejos, o cual haria ineficaces a los iones polivalentes en cuestion

{51).
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Impacto nosocomial.

Las infecciones adquiridas como resultado de la estancia en el hospital se
denominan infecciones nosocomiales. La palabra, nosocomial se deriva de la
palabra griega que designa al hospital; el término también incluye infecciones
adquiridas en cuneros y otros medios de salud refacionados {63).

Las infecciones nosocomiales son el resultado de la interaccién de varios
factores: (1) los microorganismos en el ambiente del hospital, {2) el estado de
compromiso del hospedero {(debilitado), y (3) la cadena de transmisién en el
hospital.

El ambiente del hospital es el mejor reservorio para la variedad de
microorganismos patdgenos, a pesar del esfuerzo que se hace para erradicar el
crecimiento de microorganismos en estos. De hecho, la mayoria de las bacterias
patégenas que causan las infecciones nosocomiales en personas cuyas defensas
han sido debilitadas a través de enfermedades o terapias.

Todos los humanos transportan Staphylococcus como parte de la flora
habitual de la piel, por consiguiente, el hombre sirve como una fuente exégena
de contaminacién para otro y, a ‘la vez, para sil mismo como una fuente
endégena (1,31,56).

El uso de drogas, terapia con radiacidn, terapia con esterocides,
quemaduras, diabetes, leucemia, insuficiencia renal, estrés y desnutricidn, todos
pueden adversamente afectar las acciones de linfocitos T y B y comprometer al

hospedero (4,47,28,54,67,63).
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Una persona con su estado de salud normal tiene sus membranas
superficiales y mucosas intactas, éstas le proporcionan barreras fisicas
formidables contra la rmayoria de los patégenos. Quemaduras, heridas
quirdrgicas, traumas {como heridas accidentales), extraccién sanguinea, terapia
intravenosa y catéteres, pueden todos romper la primera linea de defensa y hacer
a un individuo mas susceptible de enfermar dentro de los hospitales. Los
pacientes con quemaduras son especialmente susceptibles a infecciones
nosocomiales {47,64). Las infecciones quirGrgicas pueden ser causadas por
relativamente pocos microorganismos de los que contaminan el drea quirdrgica,
debido a la presencia de cuerpos extrafios y tejido desvitalizado. Un aspecto
importante para prever que los estafilococos coagulasa negativa puedan, infectar

los tejidos lesionados, son los agentes desinfectantes para limpiar la piel del sitio

involucrado {60).

Los agentes antisépticos deben ser inocuos para el hospedero, entre los
mas empleados estan ia tintura de yodo el 2%, alcohol etilico al 70%, el aicohol
isopropilico al 70% a 90%, la solucién de yodo con polivinilpirrolidona al 2%, la

nitrofurazona al 0.2% vy, por Gltimo, el peréxido de cloro Cl20a2.

Se realizé un ensayo comparativo entre yodo con polivinilpirrolidena al 2%
y el peréxido de cloro Ci20: para cuantificar cuél de los dos disminuye en forma
mas efectiva la contaminacion en las muestras tomadas de piel y de catéteres. El
resultado de este ensayo entre los dos agentes antisépticos en el caso de
asepsia con Clz0:z de 26 muestras de herida se obtuvo 1.3% de placas (de agar
sangre) contaminadas; y en el caso de la asepsia con yodo polivinilpirrolidona, de

26 muestras de herida, fue 2.3% placas contaminadas. En los casos de
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catéteteres solo se reportaron los ensayos con Cl20:. los resultados fueron ios
siguientes, de 46 muestras se obtuvo un 1.7% de placas contaminadas. Los
autores del articulo consideran que el mejor agente antiséptico es Clz0z.

Dada la variedad de patdgenos {y potencialmente patdgenos) en el
hospital y el estado comprometido de! hospedero, las rutas de transmisién de
infecciones nosocomiales son, la transmisidon por contacto directo del personal
del hospital al paciente, la transmisién por contacto indirecto a través de fomites
v el sistema de ventifacién de hospital (64).

Ciertas &areas del hospital son reservadas para el cuidado especializado,
incluyen quemaduras, hemodidlisis, recuperacién, cuidado intensivo, y unidades
de oncologia. Desgraciadamente, en estas unidades también se agrupan a los
pacientes y mantienen ambientes gque permiten propagarse las epidemias de
infecciones nosocomiales de paciente a paciente (64).

Muchos métodos de diagndstico y procedimientos terapéuticos en los
hospitales proporcionan una ruta de transmision de los fomites. Los catéteres
intravenosos, tos que pasan en una vena a través de la piel proporcionan fluidos,
nutrientes y medicamentos, pere también pueden transmitir infecciones
nosocomiales. Los equipos respiradores pueden ayudar a introducir fluidos
contaminados en los pulmones. Las agujas pueden introducir microorganismos de
flora habitual o patégenos en musculo o sangre y pueden infectarse
preparaciones quirtirgicas y promoverse enfermedades.

El estetoscopio es reservorio para los estafilococos coagulasa negativa
gque causan infecciones nosocomiales. Esto se pudo comprobar mediante un

estudio de estos instrumentos médicos se reporté la siguiente relacion, 48
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especies de 22 eran S. aureus y 26 especies de 48 eran S. epidermidis (60). Los
porcentajes de contaminacién que se encontraron en los estestoscopios de los
integrantes del equipo de salud de varios hospitales fueron los siguientes: 90%
médicos, 65% enfermeras, B2% personal de unidad de terapia intensiva, 35%
en estudiantes de medicina y 35% el terapeuta respiratorio.

Los pacientes hospitalizados con lesiones que drenan restos celulares
muertos (pus) al exterior, son sumamente peligrosos a causa de su capacidad de
diseminar el microorganismo entre los pacientes del hospital y de los mismos
familiares. Debido a que las lesiones pueden no desarrollarse hasta después del
alta hospitalaria, los pacientes con heridas postoperatorias infectadas pueden
transmitir las cepas hospitalarias de Staphylococeus a la comunidad (47,64).

Ademas de la amenaza de los microorganismos oportunistas en el
hospital, algunos de ellos presentan resistencia a las drogas antimicrobianas que
normalmente se usan en dichos hospitales. Estas cepas pueden ser flora de
pacientes y del personal del hospital y esto hace que progresivamente sean mas
resistentes a la terapia antimicrobiana.

Entre los antibidticos que se hablan empleado con éxito para el
tratamiento de las estafilococcias estaba ta meticilina, pero actualmente también
suele ser dificil el control de la diseminacién de los microorganismos que son
resistentes a la meticilina, debido a que los portadores nasofaringeos

asintométicos constituyen la fuente mas comudn de los estafilococos (47).



Capitulo lli. Comportamiento frente los antibidticos.

En los afos recientes se han hecho frecuente las infecciones
nosocomiales y la colonizacidn de pacientes y personal del hospital con cepas
resistentes a muitiples antibiéticos y /o con cepas de S. aureus vy S. epidermidis
resistentes a la meticilina {1,12,21, 29,43,56,59).

Por lo general, las enfermedades de que son responsables las infecciones
por los estafilococos coagulasa negativa y que se presentan en pacientes
hospitalizados, han adquirido importancia, particularmente las bacteremias
nosocomiales segun datos reportados por la NNIS y que se han incrementado de
20% a 27% en una década. Ademads, durante este periodo, ha habido también
un incremento en la resistencia de los estafilococos a los antibidticos de 20% a
60% (1). La antibioticoterapia puede suprimir la flora habitual dando como
resultado una infeccién, a pesar de la existencia de un sistema inmunitario
intacto (62,64).

Hay que recordar que una cualidad de los estafilococos coagulasa
negativa es infectar los tejidos lesionados debido a intervenciones quirdrgicas,
inserciéon de catéteres y vélvulas cardiovasculares asl como en quemaduras
graves, ocasionando formacién de abscesos y pus (13,15,31). Todo este tipo de
lesiones puede absorber medicamentos y de esta forma impedir su contacto con

ios microorganismos.
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Cepas meticilina resistentes.

Hoy en dia, son susceptibles a la penicilina menos del 10 % de las cepas.
La resistencia esta mediada por la presencia de la enzima penicilinasa. La
informacién para la produccién de esta enzima estd codificada por plasmidos
transmisibles, lo que facilita su rdpida diseminacién entre los estatfilococos
(1,29,43,59).

La propagacién de |a resistencia a agentes antimicrobianos en las
poblaciones de Staphylococcus puede clasificarse en forma convencional como
cromosémica, o bien por la presencia de fragmentos extracromosdmicos o
plasmidos, con material genético libre en el citoso!l y que es la base de la
transferencia extracromosémica de la resistencia.

Los tipos de penicilinasa producidos por las cepas de S. awreus que
contienen plasmidos, se correlacionan con la tipificacién de la cepa particular
basandose en su sensibilidad a los bacteriéfagos. Las penicilinasas tipo Ay C
son producidas por miembros de los grupos | y il de fagos, las de tipo B son
producidas por miembro del grupo Ii. La f—lactamasa de tipe D es relativamente
rara, es inmunolégicamente diferente de los tipos A, B y C, se produce
constitutivamente y se encuentra en células de S. aureus de los grupos |, Il y Il
{70}

Los plasmidos que codifican la produccion de penicilinasa transportan
determinantes de resistencias a otros antibidticos por ejemplo, la resistencia a la

eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, neomicina y al acido fusidico.
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El problema de los estafilococos resistentes a la penicilina condujo al
desarrollo de penicilinas semisintéticas resistentes a la hidrdlisis por f- lactamasa
por ejemplo meticilina, nafcilina, isoxazolilpenicilinas, cloxacilina, dicloxacili'na ¥
oxacilina. Sin embargo, en la actualidad ya aparecié también resistencia a esos
antibigticos, primero en Japén, luego en Europa y posteriormente en Estados
Unidos (1). Las cepas resistentes se reconocen ahora como S. epidermidis y
S. aureus meticilina resistente MRSE y MRSA, respectivamente. Se ha visto que
los estetoscopios Son reservorio para estas cepas como ya se menciond. En un
estudio de estos instrumentos médicos se reporté la siguiente relacién, 4

especies de 24 eran S. aureus y 13 especies de 48 eran S. epidermidis (60).
Distintos mecanismos de resistencia bacteriana.

No obstante que la utilizacidn de antimicrobianos ejerce una presién
selectiva que estirmula la proliferacion y el desarrollo de cepas resistentes. La
resistencia de las cepas de Staphylococcus a los antibidticos puede ocurrir por
diversos mecanismos. {1,16,70).

a} Los microorganismos pueden sintetizar una enzima que destruya al
principio activo, tal es el caso de la produccion de p-lactamasas
ipenicilinasas/cefalosporinasas).

b} Los microorganismos pueden alterar su permeabilidad a un
medicamento dado, como en la acumulacién de tetraciclina en los estafilococos
susceptibles, que puede ser controlada por el transporte activo a través de la

membrana celular; por lo tanto, esto les confiere resistencia.
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c) La resistencia puede deberse igualmente a la alteracién de una via
metabélica, como es el desarrollo de la capacidad para usar acido félico
preformado y, por tanto, adquirir resistencia a sulfonamidas.

d) Los microorganismos pueden alterar sus receptores del principio activo.
La resistencia a aminoglucésidos ocurre por pérdida de una proteina fijadora en la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano.

e) La alteracién de la enzima blanco, si una enzima normal del
microorganismo es inhibida por un antibiético especifico, es posible que la
enzima adguiera una conformacién diferente la cual le permita a la bacteria
sobrevivir.

La antibioticoterapia que elimina la flora normal puede dar como resultado
una infeccién, a pesar de la existencia de un sistema inmunitario intacto, las
infecciones de las mucosas son frecuentes en estados inmunodeficiencia
congénita o adquirida, inclusive en presencia de factores normales no
inmunitarios (62,64).

Por estudios moleculares basados en el andlisis de su ADN se ha
determinado que el genoma de Staphylococcus diverge en distintas clonas en
cada resiembra, dependiendo de su ubicacién geogréfica y el sitio anatdémico.

S. epidermidis Ileva consigo el plasmido que contiene el gen Mec A que
codifica la proteina de alta afinidad {(PBP2a) para el mecanismo de resistencia (1}.

Los estafilococos coagulasa negativa tienen los genes que codifican para
la misma enzima bifuncional y esta también se encuentra en S. aureus. Los
genes que codifican la enzima, son AAC {6 '} - APH (2"}, que son fundamentales

en la resistencia a gentamicina, se ha encontrado que los dos fragmentos

48



extracromosoémicos pertenecen principalmente a la familia de plasmidos de
conjugacidon. Los estafilococos coagulasa negativa en su genoma tienen el
trasposén Tnd4031 que inactiva a los aminoglucdsidos y se aislé S. epidermidss.
Este trasposén es andlogo a Tnd4001, un elemento comin entre S. aureus
aislados en Australia (1).

La eficacia de los macrélidos, lincosamidas y estreptomicina de tipo B ha
disminuido en los estafilococos coagulasa negativa por dos razones: la primera
es por la presencia de la enzima N® dimetilasa que actia en la subunidad 23S del
RNAr. Esta metilasa es codificada por el gen erm que estdn en pldsmidos (ermC)
o por un trasposén Tn554 (ermA)} o Tn551 (ermB). El gen de la metilasas que se
halla en los estafilocococos coagulasa negativa es ermC, pero también el ermA
es comun en MRSE, el gen ermB no se ha aislado ain en cepas de origen
humano. Entre un 70% a B0% de resistencia a eritomicina se debe a la
induccién del gen erm C y la segunda causa es por resistencia cruzada entre
gstos antimicrobianos.

Mas del 70% de ENC son resistentes a tetraciclina y dicloxacilina, datos
obtenidos en ei Hospital de la Universidad Médica de Virginia en 1993.

Hay dos mecanismos de resistencia a tetraciclina que se hallaron para
ENC. El primerc es por la presencia de una proteina presente en la membrana de
los microorganismos que controia el mecanismo de transporte activo del
antimicrobiano y, el segundo, es por la de una proteina citoplasmatica que
reduce ia sensibilidad del ribosoma al antimicrobiano. El gen que se ha
encontrado principalmente en los estafilococos coagulasa negativa para el

transporte activo es el tet K, que normalmente es codificado por plasmidos para
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dar la resistencia a tetraciclina y dicloxacilina. ElI gen que codifica la proteina de
proteccién del ribosoma es tet M y éste lo llevan en el cromosoma. El gen que
predomina en las muestras clinicas al parecer, es el tet K.

Para el antibiético trimetoprim-sulfametoxazol, las cepas de S. aureus y
5. epidermidis llevan consigo el plasmido que contiene el gen dfrA el cual
codifica la enzima dihidrofolato reductasa {DHRFS1). Este gen tuvo origen en
Austriala vy se ha extendido entre ENC en los Estados Unidos desde la década de
los 80.

Desgraciadamente, se ha presentado la emergencia y diseminacién de
resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol entre ENC presentes en hospitales, por
lo ya que se esta evitando el uso de este antimicrobiano para el tratamiento de

muchas infecciones estafilocéccicas.

Resistencia Intermedia a la Vancomicina.

Las instalaciones de salud que tratan infecciones por MRSA tienen pocas
opciones aparte de la vancomicina. A la vancomicina, la mayoria de los
investigadores se refieren ampliamente como el antibiético de dltima eleccidn,
particularmente contra estas cepas {24).

Sin embargo, se han reportado tres casos de S. aureus con resistencia
intermedia a la vancomicina (VISA) (23). El primero fue un bebé de cuatro meses
de edad en quien se desarrollé un MRSA después de una cirugia de corazén en
un hospital de Tokio en mayo de 1996 (24,25). El paciente fue tratado con

vancomicina por 29 dias sin mostrar curacién. El investigador japonés Keiichi
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Hiramatsu fue quien descubrié esta cepa (VISA), presentando un nivel de
resistencia intermedia con una concentracién inhibitoria (CMI) de ocho. Por
definicién, es necesarioc una CIM de treinta y dos para que un mMicroorganismo se
clasifique como completamente resistente a la vancomicina (24).

Hiramatsu observé el mecanismo de resistencia a este antimicrobiano, el
cual consiste en que la vancomicina acttia al fijarse a la pared celular bacteriana,
e interferir con su sintesis por lo que se tiene que usar una mayor cantidad de
vancomicina para suprimir ef crecimiento de Ja célula (26).

Se ha encontrado una cepa llamada Mu50 en Japén la cual ha
desarroliado una pared celular con el doble de groser que la de S. aureus
descubierta por Hiramatsu, Este investigador no ha encontrado ningin otro
aisiamiento clinico de Mu50 en Japén; sin embargo, ha detectado una clona que
prevalece y que se llamé Mu3, la cual tiene una CIM a la vancomicina entre 2 y
4. Los Centros de Control y Prevencién de Enfermedades establecen que el
aislamiento de S. aureus con una CIM de cuatro o mayor debe considerarse
como una cepa con susceptibilidad reducida (VISA). La Mu3 y Mu50 muestran el
mismo patrén al realizar una electroforesis, lo cual indica una clona de la misma
cepa. Al realizar experimentos con fa cepa Mu3 /n vitro frente a varias
concentraciones de vancomicina, se llega al mismo nivel de resistencia que el
mostrado por la cepa MuS0 in vitro. Por lo tanto, Mu3 es una cepa heterogénea
considerada como precursor de un MRSA resistente a la vancomicina debido a
que muestra la capacidad de desarrollar una CIM de ocho —esencialmente
volviéndose un MuS0— cuando se expone a una gran dosis de vancomicina en

ios experimentos realizados por Hiramatsu (25,26}
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En Japdn se ha encontrado que el 8.8% de los aislamientos de MRSA de
siete hospitales Universitarios fueron cepas Mu3. Este hallazgo reviste mucha
importancia porque en Japdén se ha encontrado que el 8.8% de los aislamientos
de MRSA de siete hospitales Universitarios fueron cepas Mu3. Se sabe que al
menos, diez pacientes japoneses inmunocomprometidos murieron de infecciones
por MRSA del tipo Mu3.

El segundo caso fue el de un paciente con didlisis peritoneal; este tipo de
pacientes son susceptibles de adquirir infecciones por estafilococos y la
vancomicina es uno de los tratamientos tradicionales para los pacientes con falla
renal. Un paciente de Michigan desarrolld infeccién por VISA después de un
tratamiento intermitente y prolongado (entre enero y julio de 19986) con
vancomicina debido a una peritonitis causada por MRSA. Cuando se estudié la
primera cepa norteamericana de VISA, se vid que era resistente también a
rifamicina, clorafenicol, trimetoprim-sulfametoxazol y tetraciclina {26).

Inmediatamente después de la aparicién del primer caso de S. aureus de
susceptibilidad reducida a la vancomicina (VISA)} en Michigan, se detecté un
segundo caso de infeccién en el Centro Médico de Nuestra Sefiora de Lourdes,
en Camden, en un paciente de New Jersey. De acuerdo al reporte del Centro de
Control y Prevencidn de [nfecciones sobre el caso, en agosto de 1997 se
diagnosticé una infeccidn por VISA asociada con el torrente circulatorio de un
paciente, que habfa tenido colonizacién por S. aureus resistente a la meticilina
{MRSA} por un periodo prolongado, y tenia infecciones repetidas por el mismo
MRSA desde febrero. Ademas, desde febrero habia tenido una colonizacién con

Enterococcus resistentes a la vancomicina (VRE), De marzo a agosto de 1997, el
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paciente habia sido tratado con terapias sucesivas de vancomicina para erradicar
la infeccién del torrente circulatorio causada por MRSA. En ambos casos de los
Estados Unidos se reportéd una concentracidon minima inhibitoria de ocho (26}.

Investigadores americanos al tener el conocimiento de los tres
aislamientos de la cepa VISA consideraron que Enterococcus y Staphylococeus
pudieron haber intercambiado genes. Lo anterior o demostraron con
experimentos en el laboratorio viendo que efectivamente, la resistencia a la
vancomicina es transferida genéticamente de Enterococcus faecalis a S. aureus,
se considera que esta transferencia ocurrird inevitablemente entre las dos
especies en la naturaleza, en particular porque ahora hay hospitales con brotes
nosocomiales a niveles endémicos.

La resistencia a la vancomicina en los estafilococos meticilina-resistentes
puede presentar problemas terapéuticos potenciales, por lo que investigadares
del Departamento de Patologia y del Laboratorio de Medicina en el Centro
Médico Albania, en Nueva York USA, han efectuado ensayos para explicar y
entender el impacto de resistencia a Ja vancomicina con niveles bajos de
concentracién; el primer paso fue seleccionar una cepa de estafilococos
coagulasa negativa y sembrarla en medios con diferentes concentraciones
encontrando  Staphylococcus haemolyticus 'y Staphylococcus epidermidis
muestran crecimiento en medios con niveles bajos de concentracién de
vancomicina. Algo similar puede ocurrir con el resto de las cepasECN [10).

Si S. aureus con susceptibilidad reducida a la vancomicina comienza a
circular entre los hospitales y aun dentro de las comunidades que los rodean y si

ademads se establecen, esto seria un problema tanto para pacientes
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hospitalizados como para los que estan inmunocomprometidos aumentando asi el
problema del nosocomio, debido a que se espera que las cepas VISA sigan lineas

epidemiolagicamente similares a las de las cepas MRSA.
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Capitulo. IV Parte Experimental

Material de uso comun en el laboratorio.
Algodon (Zumm)

Asa bacteriol6gica

Cajas de Petri desechables estériles (laboratorios LS y M)
Canastillas metdlicas

Espatulas de acero inoxidable

Filtros Millipore de 0.45 pm

Frascos de boca ancha

Frascos gotero

Gasas

Gradillas metélicas

Hisopos estériles

Jeringas de 20 y 5 mL (Becton Dickinson)
Masking Tape {Tuck)

Matraz Erlenmeyer de 1000 mL (Pyrex}
Mechero

Pinzas de Millipore

Pipetas
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Pipetas Pasteur

Plantilla disefiada para medir los halos de inhibicion
Portaobjetos

Tela de asbesto

Tijeras

Tubos de ensaye 12 x 100 mm (Pyrex}

Tubos de ensaye 13 x 100 mm {Pyrex}

Varilla en forma ovalada

Vasos de precipitado de 100 mL {Pyrex}

Equipos

Autoclave vertical {Aparatos Cientificos}

Balanza analitica {Analytical Plus [OHAUSH

Balanza digital {Portable Advanced [OHALS])

Campana de Flujo Laminar {(VECO)

incubadora a 37°C {RIOSA)

Microscopio Zeiss {Industrias Carl Zeiss S.A. de C.V.)
Parrilla con calor y agitacion {(NUOVA {l)

Potenciémetro digital portatil {Conductronic S.A. Mod 10}

Refrigerador (AMERICAN}
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Materiat Biolagico

Se estudiaron 350 cepas aisladas de material clinico procedente de los

siguientes centros hospitalarios:

PROCEDENCIA TOTAL
INER 60 CEPAS
INNSZ 130 CEPAS
INP 160 CEPAS

Abreviaturas

INER : Instituto Nacional de Enférmedadas Respiratarias.
INNSZ : Instituto Nacional de 12 Nutricion = Satvador Zubirdn
INP @ Instituto Nacional de Pediatsia,

Se utilizaron 2 cepas de referencia proporcionhadas por el Cepario de la

Facultad de Quimica.

CEPAS

S. aureus
ATTC25873

S. epidermidis
ATCC12228

Discos de Novobiocina Bug (Sanofi Diagnostics Pasteur S A}

Multidiscos para Gram positivos (Sanofi Diagnostics Pasteur S.A.)



Medios de Cultivo

Agar para DNAsa {MERCK)

Agar Estafilococo 110 [S-110] (BIOXON)

Agar Infusion Cerebro-Corazén (BIOXON}

Agar Mueller Hinton {BIOXON)

Base para Agar Sangre (BIOXGON}

Caldo Infusién Cerebro-Corazén (BIOXON)
Caldo Soya Tripticasa (BIOXON}

Medio Base para Carbohidratos (BIOXON)
Medio MIO (BIOXON)

Reactivos

Aceite de inmersién {Quimica Industrial Carmo)

Aceite mineral {Quimica Industrial Carmo)

Acetona (MERCK)

Acido acético {J.T: BAKER)

Acido clorhidrico {MERCK)

Acido sulfanilico(J.T. BAKER)
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Acido sulfdrico {J.T. BAKER)

Agua destilada

Alcohol- etilico (MERCK}

a-naftilamina (MERCK)

o-naftol {SIGMA)

L-Arginina (DIFCO)

Azul de Orto-Toluidina (MERCK)

Ctoruro de bario (MERCK)

Cloruro de sodio {J.T.BAKER)

Cristal violeta (MERCK}

Dextrosa anhidra (Quimica industrial Carmo}

Diclorhidrato de tetrametit-p-feniiendiamina (SIGMA}

Extracto de levadura {BIOXON}

Fenol {J.T. BAKER)

Fosfato de potasio monobésico {J.T: BAKER]

Hidréxido de potasio (SIGMA)

Lactosa {SIGMA)

59



Maltosa monchidratada (MERCK)
D-Manosa (SIGMA)

Manitol {DIFCO)

Neopeptona {BIOXON)

Peptona de caseina {BIOXON)
Peréxido de hidrégeno {Laboratorio AZTECA)
Purpura de bromocresol {MERCK)
Sacarosa (J.T. Baker)

Safranina [MERCK)

Trealosa (MERCK)

Urea (MERCK)

Yodo (Quimica Barsa)

Yoduro de potasio (J.T. Baker)
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Metodologia
A. identificacién de especie

Se obtuvieron 350 muestras de Staphylococcus sp. aisladas de material
clinico procedente de los siguientes centros hospitalarios: 60 cepas del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias {INER), 130 cepas del instituto Nacional
de la Nutricién (INN) "Salvador Zubirdn” y 160 cepas del Instituto Nacional de

Pediatria {INF}.

A cada uno de los estafilococos se les realizd un frotis para verificar que
fueran cocos Gram positivos, la prueba de la catalasa para confirmar el género
14,33,34,59,70) y posteriormente se sembraron para tener ios microorganismos
puros en Agar $-110. A partir de los estafilococos puros en este medio
selectivo, se procedid a determinar la especie correspondiente, iniciando con la
prueba de la coagulasa la cual nos permite establecer la diferencia y saber si se
trata de Staphylococcus aureus o de estafilococos coagulasa negativa (SNC}

{4,11,13,38,47,53}. A continuacién se describe en qué consistid dicha prueba:

En condiciones asépticas, con una asa se tomaron de 1 a 2 colonias
aisladas del Agar 5-110 con el mismo tipo morfoidgico vy se inocularon en 2 mbL
de medio caldo soya tripticasa incubandose a 37 °C durante 24 h. En este
cultive liquido y puro de 24 h se adicionaron asépticamente 2 mbL de plasma
humano mediante una jeringa estéril desechable. Se mezcld el contenido rotando

el tubo con suavidad, teniendo la precaucion de no sacudir la mezcla. El tubo se
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colocd en una gradilla para incubarlo a 37°C observandolo cada 30 minutos

durante 4 h {40}.

La identificacidn de las especies que se citan con mas frecuencia en la
literatura como los agentes eticldgicos, se hizo de acuerdo a varias de las
pruebas bioguimicas mas comunes en el laboratorio de Bacteriologia. Tanto las
pruebas como el criterio con que se manejaron los resultados se llevd a cabo
como lo describen Kloss y Bannerman {32,33,37) como se adjunta en la tabla
que contiene las pruebas empleadas, basandose algunas, en las propiedades

fenotipicas moleculares de las especies como son la produccién de las enzimas.

Pruebas bioquimicas.

Tabla A
Especie 5. S. auri | 8. capitis | 5. epider | S. haemo S, hominis | S, lugdu S.sapro S.
aureus | cular's midis tyticus nensis phyticus | warnels

Coagulasa + - = - - - = - -
Termanu + - - - - - - - -
cleasa
Ureasa + - - + - + d +
Reduccidn de + [ d + + d + ~ d
nitratos
Qrnitina - - - {d} - - + - -
descarbo
xitasa
Resistencia a - - - - - - - + -
novobiocina
a-Lactosa + - - d ¢ d + d d
D-Maltosa + i+ - + + + + + i+)
D-Manitol + - + - d - - d d
D-Manesa + - + {+} - - + - -
Sacarasa + d {+3 + + [+} + + +
D-Trealosa + {+} - - + d + + +
Produccidn de + - d + + d + + +
acetoina
Utilizacién de + d d d + d - - d
arginina
Pigmento + - - - d d d d &
Hemdlisis ? + - (d) 4] [+} - (+) - td)

Simbalogia: d. 11 a 89% de cepas dan |a prusba pasitiva.
€1 {) indica una reaccién retardada.
Positiva; méas de 90% de las cepas dan la prueba positiva

g Positiva, con zona amplia de herndlisis entre 24 a 26 h. g [+} resccion retardada con une zona de h
hemdlisiis delimitads entre 48 » 72 h, {d) ds hemolisis delimitada.

k: crecimiento con una zona de inhibicién 2 16 mm con disco de Novobiocina de Sug.



Para comprobar el comportamiento adecuado de las bioguimicas, se
emplearon dos cepas de referencia proporcionadas por el Cepario de la Facuitad
de Quimica, fueron las siguientes: S. epidermidis ATCC 12228 y S. aureus
ATCC 25973. Una vez confirmado el comportamiento y con las cepas de
Staphylococcus puras, se procedid a la identificacién de las especies de los

coagulasa negativa.

Entre las 350 muesiras proporcionadas, diez de ellas dieron positiva la
prueba de la coagulasa, no obstante, se ies realizaron las pruebas bioquimicas
dando todas ellas, como era de esperarse, los resultados que indican la presencia

de S. aureus.

Para realizar las pruebas biogufmicas se requirié transferir en condiciones
asépticas de una a dos colonias aisladas del agar S-110, e inocularlas en 6 mL
de medio de cultivo caldo soya tripticasa e incubarse a 37 °C durante 24 h. Con
este cultivo liquido y axénico, se prepard una suspensién semejante a la que da
el 0.5 de la escala de McFarland. La turbidez se ajusta con solucidn isotdnica
estéril a;l 0.9 % la cual se adiciona a través de una pipeta Pasteur estéril. De esta
suspension, se transfierieran en condiciones asépticas alicuotas de 0.5 mL para
inocular cada uno de los tubos conteniendo 3 ml de cultive para las siguientes

pruebas:

{a) Fuente de Carbono (fermentacidon de lactosa, maltosa. manosa, manitol,

sacarosa y trealosa).
{b) Aminoécido [utilizacién de arginina).

{c} Aminoéacido (ornitina descarboxiiasa).



{d) Voges-Proskauer {produccidn de acetoina [acetil-metil carbinol])
{e) Reduccién de nitratos.
(f) Urea {presencia de la enzima Ureasa)

Al caldo Rojo de Metil/ Voges-Proskauer {RM/VP), para la determinacion
de acetoina al medio de cultivo se sustituyd la sal de fosfato dcido de potasio

{Kz HPQ4) por Cloruro de sodio {(NaCl) manteniéndose la cantidad requerida.

Ya sembrados los tubos de las hioguimicas se incubaron a 37 °C durante

24 h para realizar las lecturas e interpretacion.

Se inoculé de ta manera mencionada por las siguientes razones; la primera
para evitar contaminacién cruzada, la segunda, para prever la exposicién
prolongada de las cepas y con ello evitar la contaminacién en el laboratorio y al
personal que labora en él y, finalmente, por el nimero de cepas que se
manejaron, con la finalidad de obtener los resultados en fas mismas condiciones
de trabajo.

Para !a prueba de la Novobiocina se inoculd en condiciones asépticas una
placa de gelosa sangre utilizando un hisopo estéril, el cual se humedecidé con la
suspensién, se quitd el exceso de caldo presionando y girando el hisopo sobre la
pared interna del tubo, haciendo un estriado cerrado y continuo para tener un
inocule uniforme, una vez seco, se procedié a colocar el disco de Novobiocina de
5ug.

El disco se tomd con pinzas estériles y colocdndose sobre el medio, se

presiona ligeramente para asegurar e! contacto con {a superficie.
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En el caso de la prugba de la desoxirribonucleasa, se esterilizé un asa
recta para tomar el inéculo del agar 5-110, el cual se siembrd por estria recta
descargandolo con suavidad en la superficie del agar DNA, se inviertié la caja vy

se incubd a 37 °C durante 24 h,

Para !levar el indculo de los microorganismos al cultivo semisdlido que
contiene el aminoacido L-ornitina se hizo de la misma manera que la prueba
anterior, con la modalidad de introducir y depositar el inéculo dentro del medio

semisdlido.
B. Prueba de susceptibilidad

Para realizar la prueba de susceptibilidad se requierié de un cultivo en fase
exponencial de crecimiento para tener a las células metabdlicamente activas. Se
emplearon los siguientes antimicrobianos a las concentraciones indicadas:
Ampicilina {10 pgl, Cefalotina (30 ug), Cefotaxima (30 pg ), Ceftazidima (30ug),
Cefuroxima {30 ug), Dicloxacilina (1ug), Eritromicina {15 pg), Gentamicina
{10 pg), Pefloxacina {bpg), Penicilina (10 U}, Tetraciclina (5pg) v Trimetoprim-

sulfametoxazol {25pg}.

En forma previa se resembraron en Agar BHI| por agotamiento, las cepas

en estudio con la finalidad de evitar falsos positivos por envejecimiento del

cultivo.

Se tomaron con una asa de 1 2 2 colonias aisladas, se inocularonen 3 a 4
mL de caldo soya tripticasa, incubdndose a 37 °C hasta que aparecié una

turbidez ligera {aproximadamente en 2h], la turbidez se ajusté con solucién salina
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Un hisopo estéril de algodén se humedecid con la suspensidén antes
mencionada, se quita el exceso de caldo presionando y girando el hisopo sobre la
pared interna del tubo, por arriba del nivel del caldo, se estrié el medio {Agar
Muller-Hinton} en tres direcciones sobre la totalidad de la superficie de agar, para
obtener un indculo masivo uniforme, se efectud un dltimo barrido del hisopo
sobre el reborde de la caja de Petri y el agar. Cuando e! indculo estubo ha seco

{3 a b minutos) se procedid a colocar el disco con los antibidticos.

Los multidiscos se tomanron con pinzas flameadas y se colocoron sobre

del medio.

Después de 15 minutos de haber colocado los discos, invertir la caja de

Petri e incuban a 37 °C, de 16 a 18 horas.

La medicién de los distintos halos de inhibicidn se realizé con una plantilia
disefiada para este propdsito, viendo por el fondo de la caja que se ilumind con
luz reflejada.

Las cepas se clasificaron en Resistentes (R}, Intermedias {l}, o
Susceptibles {5}, dependiendo del didmetro del halo de inhibicién {incluyendo los

6 mm disco), segun el antibidtico de que se tratataba y de acuerdo al inserto de

la casa comercial de los Multidiscos para Gram Positivos empleados.
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Capitulo V. Resultados.

De los 350 aislamientos de estafilococos en los tres diferentes centros
hospitalarios, 10 resultaron ser ECP (S. aureus) al realizarles las pruebas
bioquimicas de identificacién y el resto ECN, los ECP sirvieron, a la vez, como

control.

Como se puede ver en la tabla 1 y el gréfico No. 1, la procedencia de los
aislamientos fue muy variada pero predominan los que proceden de catéteres y
después con una gran diferencia, las procedentes de otros sitios anatomicos.
Igualmente, la procedencia y el nimero de los aisiamientos se observan en la

tabla No. 1 y grafico No. 1.

Tibla No. 1 Procedencia de las cepas de Staphylococcus sp aisladas
de material de los diferentes centros hospitalarios.

Institucién

~Procedencla INER INNSZ INP Total
Catéter 21 50 83 154
Herida 2 32 14 48
Ex. Nasal 13 7 16 36
Tracto respiratorio
inferior 19 4 8 31
[Ex. vaginal 0 3 17 20
Sonda 3 11 1 15
Otras muestras 0 5 8 13
Diversas muestras 2 0 6 8
Qtico 0 2 6 8
Urocultivo 0 8 0 8
[RIfGN i ] 0 6
Tracto genital 0 2 1 3
Total 60 130 160 aso
Abrevialura:
Ex.=Exudado

(Mras muestras : Aspiracién de peritonco, aspiracién percutinea, ectimagangrenosa, fistula gistrica,
gastrolomia, liquido sinovial, liquido de tambor ¥ meningocele.

Diversas muesiras: bucal. conjuntival, cultive faringeo y raqueotomia.

INER: Institute Nacional de Enfermedades Respiratorias.

INSZ: [Institulo Nacional de la Nutricion " Salvador Zubiran. "

INP : Instituto Nacional de Pcdiatria
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oo 1 Procedencia de las 350 cepas de Slaphylocoocus sp aisladas de material clinico de
las diferentes instituciones hospitatarias,
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Las diez muestras de ECP se pudieron identificar como §. aureus y de las
340 cepas de estafilococos coagulasa negativa restantes se identificaron seis
especies diferentes, siendo S. epidermidis la que predomind con un 81.18%.
Tabla No. 2.

Las seis especies de ENC se identificaron conforme a las pruebas
bioguimicas que aparecen en la tabla A y que se disefié tomando como base el

esquema de Kloss y Bannerman; los resultados de dichas pruebas bicquimicas

coincidieron en su totalidad con las sefaladas en el esquema mencionado.
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TalaNe. 2 ESpecies de Staphylococcus sp coagulasa negativa
aisladas en los tres centros hospitalarios.

Especie INER INNZS INP Total

# % # % # % # %
S. auriculuriy 0 0 0 0 5 3.14 5 1.5
S. capitis 0 0 0 0 1 0.63 1 0.30
S. epidermidis 40 80.00 100 76.92 136 85.00 276 B81.18
S. hominis 9 18.00 26 20.00 17 10.62 52 16.00
S lugdunensis 1 2.00 2 1.54 1 0.63 4 1.18
S. saprophyticis 0 0 2 1.54 0 0 2 0.60
Total 50 100 130 100 160 100 340 100

INER: Institwio Nacional de Entormedades Respiratorias
INNSZ. Instinto Nacional de la Nutricidn ~ Saivador Zubiran, *
INFP : Instituto Nacional de Pediatria.

¥ = nimero total de cepas encontradas.

El mayor numero de especies (cinco) se identificé en las muestras
provenientes del Instituto Nacional de Pediatria, aunque es importante sefialar
que fue de este centro hospitalaric de donde se obtuvo el mayor porcentaje de

muestras. Grafico No. 2.

Grafico No. 2
Frecuencia de estafilococos
coagulasa negativa en los
distintos hospitates.

INP
47.10%.
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En la tabla No. 3, se muestra la frecuencia y distribucion de los
estafilococos coagulasa negativa en todos aquellos casos en que se sefiala su
presencia como integrantes de la flora habitual. En la tabla No. 4 se muestran los
casos en que su presencia tiene significado clinico, pues en estos sitios pueden

ser patégenos potenciales.

Tabla No. 3 Frecuencia y distribucién de estafilococos coagulasa negativa.

Muestras donde se pueden considerar parte de la flora habitual.

Divarsas _
Especie Pial muestras | Otico |Exudados X Total
Herida Nasal vaginal

S. auricularis 0 0 0 0 0 0
S. capitis 0 0 0 0 0 0
S. epidermidis 39 6 8 33 17 103
S. hominis 8 0 0 3 3 14
S. lugdunensis 0 0 0 0 0 0
S. saprophylicus o o G 0 0 0
Total 47 6 ] 36 20 117

Diversas muestras: bucal, conjuntival y traqueotomia.
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Tabla No. 4

Muestras donde se podrian considerar patégenos potenciales.

Teacto
flespira- Tracto )
Especie Biomateriales [torio bajo| RiAién |Urocultivoj Genital Otras Tatal
Catétar | Sonda

S. auricularis 4 0 1 0 0 Q 0 5
S. capitis 1 0 0 0 0 0 0 1
S. epidermidis 115 15 21 6 3 0 13 173
S. hominis 33 0 2 0 3 0 0 38
S. lugdunensis 1 0 0 0 0 3 0 4
S. saprophyticus 0 0 0 0 2 0 0 2
Total 154 15 24 6 8 3 13 223

Otras: Aspiracidn de perilonco, aspiracion percutdnea, ectima-gangrenosa, fistula, gastrotomia.

liquido de tambor, liguido sinovial y meningocele,
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En la tabla No. 5 se muestran los resultados de porciento de resistencia

obtenidos en los antibiogramas realizados a las 340 cepas.

TablaMo 5
Pordiento de resistencia de todas |as cepas aisladas frente a kos diferentes antimicrobiancs.
8 spprphvias
S ariqxs =5 [Scptisn=1 S apdamds e 276 |S hominis 52 S hgnenSsred  |re2
ANTECTCO  {#decepas (% )[#decepas (% YRceccpas (%) l#decepas (%) |Sdecepas (% ) |[#decepas (%)
| Ampiatina 5 100 1 100 i 9818 52 100 4 108 Fd 0o
Cetah 1 4] 0 1 7 250 1 1.92 ] 0 ] 0
Cefotzdma 2 40 0 0 43 1775 7 1345 [ 0 [ 0
Cefazidima 5 100 1 W0 w043 44 84 62 k] 75.00 2 100
Cefudma 2 40 ] 0 53 1847 [} 11.54 0 L] 0 Q
Didmading 4 &0 g 0 158 5.5 2 46.15 1 2500 2 100
Eritrorricina 4 1) 1 100 209 7572 rd 71.15 3 7500 2 100
Gentamidna 3 &0 1 0 % N6 16 077 0 0 Q 0
Peflocdn 3 60 1 100 £ nB 1 2115 L o 0 []
Penidtina 5 W 1 100 249 w2 g ¥ 4 100 1 50
Tetracidina 1 1] 1 100 13 4746 X 81.54 3 300 2 100
T .

Suttametoazd 4 a0 1 100 138 50.00 17 6y 0 0 0 0

= nimero total de cepas encontradas a las que se les realizd ol antibiograrma,
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El porcentaje de resistencia a los doce antimicrobianos para cada una de
las cepas encontradas se calcula de la siguiente manera, %Resistencia = # de
cepas dividido entre el total de las cepas de la misma especie, el cociente se
mudtiplica por 100,

Las primeras tablas del No. 6 al No. 13, comprenden los resuitados de
S. epidermidis, siguiendo S. hominis dei No. 14 al No. 18, S. lugdunensis tabla

No. 19, S. saprophyticus No. 20, S. auricufaris No. 21 y por daltimo, S. capitis

No. 22.
Porcentaje de las cepas Staphylococcus epidemridis de acuerdo a su procedencia
Porcentaje de resistencia
TablaNo &
Catéter.
[Antibidticas M | o ] cx | caz [ om | oc | em | e | eer [ PE ] W | S
INER
n=11 700 | 0 ] O ] 6363 | 00 | 6363 | 6363 ] 1616 { 1518 | 8181 | 18.18 | 8363
INNSZ
n =38 0 ] 0 ] O | 100 | 1375 | 57839 | 9474 | 1315 ] 2106 | 210 [ 6/5 ]| U
3
n =66 T00 | 1584 | 4242 | 9648 | 4393 | 78.78 | 7424 | 6970 | 50.10 | 9384 [ 4394 | 8182
TablaNa T
Sonda.
Artibidticos A 1 GF | CIX | CAZ | CXM | DC | ER | GE | PeF | PE | TE ] SXT
INER
n=3 0 [ 0 ] 0 [ B3] 0 | 106 | @ [es6r [ eaer ] 100 ] 0 { 0
TNNSZ
LR W] 0 [ 0 [ 5 | 0 | 0 [ee] & | 0O ]90%][880] 0
NP
n=1 W ] 0 ] © ] wo | ¢ | we ] 0 ] w | 0 ["1W0f 0] o
Tabla No. 8

Tracto regpiratono inferior

Ao | MM | OF [ CIX | GAZ [ COM | DC | ER | Gt | PeF | PE | TE | SXT
:f?z W ] 0 | BB 0®] 0 [P S 0 [ 0 ] 0] 0 |88
“:faz W 0 ] 0 [ W] 0 ] 0 [ W] 0 [ © [ o] 0] 0
:fs A0 ] 0 | 4000 | 100 | 4000 | 8000 | €000 | 2000 | 6000 | 100 | 6000 | 8000




Tahla Mo 9

Herida
TCfM ] 0C | ER | GE | PEF | PE | TE | SXI |

Artivdicos AM | CF | CTX | CaZ
INER
n=i o [ 0 | 0 ] 100 | © [ w0 J 1o | 100 ] 0 [ 10 ] o i 10
INNSZ
n=24 00 [ 6430 [ 0 | 100 | 6470 B | w00 | 0 [4t6 [ aESJes0] ©
INP
=10 00 | 0 | 4000 [ 100 [ 3000 ] 80.00 | 7000 | 40.00 [ 40.00 | %0.00 | 50.00 [ 80.00
Tabls No 10
— Ex, Nasal.
Mb&ioosAM]CF]CTXICAZ[CXM]DC{ER[E]EE]PE]TEJ_SXT
INER
n=13 ¢ | 0 | 5eed | 100 | 6153 [ Bi61 | 5384 | 5384 | 8461 | 100 [0 T 315
INNSZ
n=5b 1m10|525|1w[u[7.7011oo;o|01100[7:5.07]0
INP |
nalf 00 | 0 ] %00 ] 100 [ 1250 75000 | 2500 | 2500 | 9375 [ 100 | 2500 [87.5
Tabila No. 11
Ctico.
MitﬁticnsAM|CF|CTX[CJ\Z}CXM|DC[ERIGE]PEF[PE]TE|SXT
INNSE
=2 5000 ] 0 | 0 ] %00 | 1375 | 9 | s000] O | G | w0 [esms]| 0
INP
n=6 6666 | 0 | w4z | 100 | 4393 ] B3| 3.1 [ 1666 | 16.16 | 0666 | 33.33 [ 50.00
Tabla Mo 12
Rifién
ANDIRICOS AM €F | CIX | CAZ | cXxM | DC [ ER | GE PE TE SXT
INNSZ
=6 W ] 0 ] @ ] 10 1 0 G [ 00 [ 0 | 0 [ 5000] 6666 @
I VO
n=3 100[0[0|100]O_[G|100|0|0|1C0|65.66|0
Tabla No 13
Ex. Vaginal
Artibioticos AM[CFICHICAZ]CXM]DCIER]GE[PEF]PE TE SXT
INP
= 15 100 0 Q 100 3] [1] 100 0 0 50.00 | 66.66 []
INNSZ
n=2 100 [}] 1] 100 0 [1] 100 0 0 100 100 0
Antibidticos
AM Ampicilina ER Eritromicina
CF Ccfalotina GE Gentamicina
CTX Cefotaxima PEF Peftoxacina
CAZ Ceftazidima PE Penicilina
CXM Cefuroxima TE Tetraciclina
DC Dicloxacilina SXT Trimetropim-sul (ametoxazol

n = nimecro total de cepas encontradas de Staphylococens epidermidis.

INER: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
INNSZ: Institrto Nacional de la Nutricién = Salvador Zubirin. "
INP; Instituto Nacional de Pediatria
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Porcentaje de cepas de Staphyfococcus hominis dea_werdoasupmcedencia

Porcentaje de resistencia
Tabta No. 14
Catlter
Antibidticos | AM [C’Tx|CAZlCXM|DCLER[GE PEF | PE | TE | SXT
INER
n=9 100 [ @ [ 101 ] 0 | 4444 | o7 | 5656 | rr78 | W0 | 0O | 556
INNGZ
n=12 100 [ 5 ] 00 [ G |22 |66 | ee] o ] 0 [ o | 9
INP
n=12 100 [ 5000 ] 100 T 4157 | 50.50 [ 5000 | 6666 [ 2500 G167 | 3343 | 5833
Tabla Na 15
Ex_Masal
Artibeticos AM | ]CIX]GAZ|CXM|DC]ER|GE|PEF]PE[TE|SXI'
INNSZ
n=2 100 [u|1on]o|o|1ou|o|u]o]50.00|o
INP
n=1 100 [0 [ o ] o6 | o0 [ ¢ | o | o [ e ] o | 100
TablaNo. 16
Ex. Vaginal
AnbbIGticos AM |CTX[CAZ[CXM]DC|ER|GE|PEF]P‘E[TE|SXI‘
TNNS2
=1 100 [0[100[0]0]100[0]0[1(‘.0[1(1)[0
NP
n=2 100 [ [ 00 ] O ] 00 | 500 ] 100 ]| 5000 [ 00 | 5000 { 100
Tabla No. 17
Urucuttivo
Antibxitices AM [CX J CAZJ Cm | DC [ ER | GE | PEF PE TE SXT
INNSZ
=3 100 [ 6 [ 00 ] 0 | © ] 0] o [ o [333] 100 o
Tabla No. 1%
Herida
ANUDIGoos AM T GiX | CAZ | CXM | DC | ER | GE | PEF | PE | TE | SXT
INNSZ
e 7 100 [ 0 [ w0 J 100 [ 500] 00 | 6 | 0 |500]5006][] 0
Antibiéticos
AM Ampicilina ER Eritromicina
CF Cefalotina GE Gentamigina
CTX Cefotaxima PEF Pefloxacina
CAZ Ceflazidima PE Penicilina
CXM Cefuroxima TE Tetraciclina
DC Dicloxacilina SXT Trimetropim-sulfametoxazol

n = nimero 1otal de cepas cncontradas de Staphylococcts hominis.

INER: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
INNSZ: {nstituto Nacional de Ya Nutricion = Salvador Zubirdn. =

INP: Instituio Nacional de Pediatria
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Porcentaje de las cepas de Staphylococcus ugdunensi's de acuerdo a su procedendia

Porcertaje de resistencia
Talda No. 19
Antibidticos AMICF[CTX|CAZ—[CXM|DC|ER[GE]PEF[PE|TE]SXT
INER
n=1 Catéter
100[0|0|100T0|0|0|0]0]1w[100|0
INNSZ Tracto genila)
n=2 W0 | 0 | 0 [0 o0 Js00] wo ] o | 0 [ 00 | 5080 ©
INP
=T
10010|0]1DD[0|0'[100[0]0]100[100L0

n = nimero total de cepas eacontradas de Staphylococcus higdunensis.

Porcentaje de las cepas de Staphylocoocus saprophyticys de acuerdo a su procedencia
Porcentzje de resistencia

Urucuithed
Foibidioos 1AM JoFJCIX  [CAZ [oXM DG JER  [GE _[PEF _[PE [TE  I5XT

Tabla No. 20

INNSZ

n=2 W 6 [ 6 | W | 0 | 8] i a ] 0 [%0] 0] 0

n = namero tofal de cepas encontradas de Staphylococcis saprohysicus.

Porcentaje de las cepas de Staphylococcus aurictlarns de acuerdo a su procedencia

Porcentaje de resistencia

Tabla Ne 2t
[Aniibidticos AM____[CF [CTX__ [CAZ _Jcxm _ [bC [ER [GE [FEF___[PE [TE [5XT
n=1 100 | 20.00 | 25.00 | 100 | 5000 | 7500 | 7500 | 7500 | 5000 | 100 | 25.00 | 75.00
“INP Caléter
=4 T00 | 0 ] 2500 | 100 | 50.00 | 75.00 | 75.00 | 7500 | 50.00 | 100 | 2500 | 1500
Tracto respirntorio inferos
n=1 700 ] 100 | 100 | 100 } 100 | 106 | 300 | 0 ] 00 | 100 ] 00 ] 160 |

n = nimero total de cepas encontradas de Staphylococcus auricnlaris.
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Porcentaje de las cepas de Staphylococeus capitis de acuerdo a su procedencia

Porcentaje de resistencia
“Tabla No, X3
Catéter
|Miﬁaims' AM____|CF [CTX JCAZ [CXxm [OC [ER JGE  JPEF [PE [TE__ [5XT
INP
[n=1 W0 ] 0 | 0 | 00 ] o ] 00 ] 100 F w0 100 ] w00] 0 ] ©

n = niimero total de cepas encontradas de Stapfiylococcns capitis.

Antibidticos
AM

CF

CcTX

CAZ

XM

e

Ampicilina

Celalotina

Celotaxima

Cehazidima

Celuroxima

Dicloxacilina

ER
GE
PEF
PE
TE
SXT

Eritremicina

Gentamicina

Pefloxacina

Penicilina

Tetraciclina

Trimetoprim-sul ametoxazol

INER: Instituto Nacional de Enfermedodes Respiratorias.
INNSZ: Instituto Macional de la Nutricidén " Salvador Zubiran, ~

TNP: Instituto Nacional de Pediatria

En el tabla No. 23 se muestra la frecuencia de resistencia a los diferentes

antibidticos enumerados de todas las cepas aisladas en cada uno de los centros

hospitalarios.

Numero de cepas de estafilococos coagulasa negativa

Tabla No 23 . N
resistentes de acuerdo al hospital.
Antibidticos
AM cf | cx | caz | exm | DC ER GE | PEF PE TE | s
INER =50 ] 0 g 34 0 kY % 16 1 48 50 )l
INNSZ =130 | 130 ] [ 130 ) 47 ire] 5 0 107 %5 0
N =180 | 157 9 59 159 58 109 % 85 £ 153 68 128

n =cs ¢l nimere total de cepas encontradas
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Capitulo VI. Discusion.

Por los resultados obtenidos se puede ver la participacion de los
estafilocococos coagulasa negativa en las infecciones asociadas con catéteres
venosos se ha incrementado de 20% a 65%, gracias a su capacidad de sintetizar
glicocdlix, que es el mecanismo de patogenicidad que les permite colonizar e
infectar los biomateriales que forman estos cuerpos extraiios (1,4).

Es evidente que las muestras provenientes de catéteres venosos son las
que predominaron con 154 cepas aisladas de este material clinico, la mayoria
provienen del Instituto Nacional de Pediatria con 83 aislamientos. Confrontando
el nimero de cepas aisladas en el ensayo se tiene 44% (154/350); los datos de
la literatura revisada, son similares. Tabla 1 y grafico 1.

Los estafilococos coagulasa negativa son microorganismos que
normalmente se encuentran en piel y membranas mucosas. En muchas ocasiones
no se puede prever la introduccién de estas bacterias a través de fisuras
cutdneas y subcutdneas, la presencia de suciedad, cuerpos extrafios (una astilla
o un punto de sutura) y tejido desvitalizado pueden originar infecciones de las
heridas. Esto puede explicar las 48 muestras clinicas con procedencia de heridas,
en las tres instituciones. Tabla No.1 y grafico No 1.

S. aureus vy S epidermidis son flora habitual del tracto respiratorio superior
por lo que es comun encontrar estas bacterias en el dmbito hospitalario sin
interesar cual sea la espe.cialidad de la institucion. En el presente trabajo, el

Instituto Nacional de Pediatria se tiene aislamientos 16 y en el Instituto Nacional
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de Enfermedades Respiratorias con 13 aislamientos de fas 36 muestras clinicas.
Tabla No. 1.

En condiciones de salud el tracto respiratorio inferior es estéril y su
invasion por estafifococos coagulasa negativa es por infecciones persistentes de
las vias respiratorias, enfermedades pulmonares obstructivas crénicas por
consumo excesivo de tabaco {fumar}, estancia hospitalaria vy por
iNMUNOCOMPromiso.

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias se obtuvieron 19
aislamientos de este sitio anatémico, va que este hospital atiende principalmente
enfermedades del tracto respiratorio inferior y superior. Tabla No. 1 y gréfico
Ne. 1.

Los estafilococos coagulasa negativa son miembros de la flora habitual en
ta vulva, vagina y cérvix, estos microorganismos pueden causar infecciones en la
vagina con facilidad por los cambios hormonales en la mujer, mismos que
dependen de la edad, aunque también influyen el pH y las alteraciones que
produce |a administracién de antibiéticos. La institucién con mas aislamientos es
el Instituto Nacional de Pediatria con 17.Tabla No.1 y Gréafico Neo. 1.

En el rubro de "Otras muestras” quedan incluidos sitios anatdmicos
estériles en condiciones de salud, sin embargo los estafilococos coagulasa
negativa pueden extenderse a otros drganos como el tracto digestivo inferior a
partir de infecciones recurrentes en nasofaringe y en las amigdalas. La presencia
de ECN en liguido sinovial proviene posiblemente de los puntos de sutura, que

facilitan la adherencia y la colonizacién por dichos estafilococos.

BIA T8 W DESE
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Los aislamientos que se designaron “Diversas muestras” y “6tico” (Tabla
No. 1}, provienen de sitios en donde los estafilococos coagulasa negativa
constituyen la flora habitual. Sin embargo, nariz y garganta en ocasiones pueden
presentar lesiones que ayudan a difundir 1a infeccién desde una regién a otra y
esto sucede porque los 6Grganos del sistema respiratoric bajo -antes
mencionados- se unen con senos, tubo auditivo, oido medio y ducto
nasolagrimal.

En un individuo sano la orina dentro de la vejiga es estéril, pero como ésta
pasa a través de la uretra, la cual tiene flora residente, hace que la orina se

contamine con un ndmero pequefio de microorganismos (< 10 S CFU/mL). Sila

infeccidn es persistente, la propia flora habituai del paciente puede diseminarse y
colonizar la regién periuretral antes de ascender de la uretra hacia la vejiga via
los ductos de ureteros que transportan la orina —al ser la orina un buen medio de
cultivo- desde los riflones hasta la vejiga urinaria. En las mujeres jévenes vy
adultas sexualmente activas, os estafilococos coaguiasa negativa presentan un
marcado tropismo por el epitelio que este el cual tapiza el tracto urogenital,
siendo S. saprophyticus el segundo uropatégenc responsable de infecciones
agudas de tracto urogenital. En el instituto Nacional de la Nutricién se aislaron
dos cepas S. saprophyticus de las 8 muestras clinicas. Tabla No. 1 vy
grafico No. 1.

Las infecciones de tracto genital se ocasionan por dos razones. Primero, €l
numero elevado de microorganismos de flora habitual provenientes de tracto
gastrointestinal los cuales pueden colonicar la regién periuretral. Segundo, las
infecciones de tracto urinario y enfermedades sexuales transmitidas, estas dos
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son las mas comunes en jévenes y adultos, principalmente mujeres. La incidencia
de infecciones en el tracto urogenital en los nosocomiales, es la misma tanto las
mujeres como para hombres. En estas infecciones, se caracterizan por un factor
predisponente. En INNER y INP en las dos instituciones se obtuvieron muestras
de tracto genital, siendo el Instituto Nacional de la Nutriciéon en donde se
encontraran 2 cepas.Tabla No. 1.

Del total de 340 aisiamientos obtenidos en los tres hospitales —después
de quitar los diez que se reconocieron con todas las pruebas conducentes como
S. aureus, — se identificaron seis especies de estafilococos coagulasa negativa
que fueron las siguientes S. auricularis, S. capitis, S. epidermidis, S. hominis,
S. lugdunensis y S. saprophyticus, observandose también que el microorganismo
mas frecuentemente aislado fue S. epidermidis (Tabla No. 2}, que corresponde al
81.18% del total de las cepas aisladas. Las demdas especies mostraron
frecuencias diferentes dependiendo del centro hospitalario.

En ef Instituto Nacional de Pediatria se encontré el 47.10% de
microorganismos aislados {Gréafico No. 2), pero hay que tomar en cuenta que la
mayoria de muestras se obtuvieron de esta institucién.

En la piel y las membranas mucosas se hospeda siempre una gran
variedad de microorganismos, entre ellos los estafilococos coagulasa negativa
que son los mas comunes y pueden representar un 90% de la flora habitual y/o
transitoria, actualmente son vya responsables de ocasionar numerosas
enfermedades y con frecuencia se ha visto que pueden contaminar muestras

clinicas obtenidas de diversas 4reas del cuerpo humano. Tabla No. 3.
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Existen diversas muestras clinicas en donde los estafilococos coagulasa
negativa se pueden consideran como los probables agentes infecciosos debido a
que provienen de sitios normalmente desprovistos de microorganismos {area
normalmente estéril}, su presencia puede deberse a la autoinoculacién en el
momento de la insercién de biomateriales, fisuras subcuténeas o cutaneas, mala
asepsia de la piel, por administracion de agentes terapéuticos,
inmunocompromiso y hospitalizacién por periodos largos. Tabla No. 4.

Los estafilococos coagulasa negativa se han vuelto los microarganismos
patégenos aislados mas frecuentemente a partir de catéteres intravenosos.
S. epidermidis es responsable de un indice alto de infecciones relacionadas con
dichos catéteres intravasculares.

En el presente trabajo se identficaron dos cepas de S. lugdunensis
aisladas del tracto genital (préstata y vagina). Se han reportado en la literatura
algunos casos de infecciones en glandula de Bartholin o glandula vulvovaginal,
situada en las partes laterales y profunda de la vulva y por Gltimo, un caso de
perineocele (hernia entre el recto y la prostata o entre el recto y la vagina}, en
ambos casos se presentd inmunaocompromise previo. Estas infecciones no son
muy comunes, es mds frecuente que S. lugdunensis sea el causante de
endocarditis destructiva, inclusive con tasas de mortalidad considerables ya que
puede ocasionar infeccién tanto a vélvulas naturales como artificiales.

Respecto a su comportamiento frente a los antimicrobianos, de las seis
especies de ECN aisladas, fue S. epidermidis la que presentd la mayor resistencia
a los doce antimicrobianos lprobados {Tabla No.5}, le siguen S. hominis,

S. auricularis, S. capitis, 8. saprophyticus y, por Oltimo, S. lugdunensis.



En el caso de las cefalosportinas, la ceftazidima ya no es util para prevenir
el desarralio de infecciones estafilocéccicas, debido a su intensa promocidn y
utilizacién desde 1986 en los nosocomios; al igual que las penicilinas,
pertenecen a los antimicrobianos B-lactamicos por lo tanto, es muy posible que
se pueda dar resistencia cruzada por la presencia de isoenzimas que hidrolizan el
anillo B-lactdmico.

Es importante sefialar que cefalotina, cefotaxima y cefuroxima son los
antimicrobianos ideales contra pacientes portadores de cepas MRSA y MRSE.
Estas cepas resistentes a B-lactdmicos tienen en su genoma plasmidos gue
codifican diferentes genes de resistencia para diversos antimicrobianos. Los
resultados obtenidos en este trabajo son los siguientes: S. auricularis presentd
20% (1/5) de resistencia a cefalotina, 40% (2/5} de resistencia a cefotaxima y
40% (2/5) de resistencia a cefuroxima. $§ epidermidis mostré 2.50% (7/276) de
resistencia a cefalotina, 17.75% {49/276) de resistencia a cefotaxima y 18.47%
{51/276) de resistencia a cefuroxima. 5. hominis 1.92% (1/52} de resistencia a
cefalotina, 13.46% {7/52) de resistencia a cefotaxima y 11.54% (6/52) de
resistencia a cefuroxima, se puede observar que estas cefalosporinas ain pueden
prever infecciones estafilocéccicas.

Respecto a tetraciclina y dicloxacilina, al parecer, ya no pueden evitar el
desarrolio de ios ECN. En estos Gltimos 6 afos se ha incrementado en 85% la
resistencia a tetraciclina y en 55% a dicloxacilina, segun datos revisados en la
literatura (1). Este comportamiento es similar al de las cepas aisladas en el
presente trabajo, en el casc S. auricularis se presenta 80.00% de resistencia a

dicloxacilina {4/5} vs 20.00% de resistencia a tetraciclina {1/5); S. capitis 0% de
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resistencia a dicloxacilina vs 100% de resistencia a tetraciclina (1/1); S.
epidermidis 57.25% de resistencia a dicloxacilina {158/276) vs 47.46% frente a
tetraciclina (131/276); S. hominis 46.15% de resistencia a dicloxacilina (24/52)
vs 61.54% frente a tetraciclina (32/52); S. fugdunensis 25.00% de resistencia a
dicloxacilina (1/4) vs 75.00% de resistencia a tetraciclina {3/4) y para S.
saprophyticus se encontré resistencia total a ambos antimicrobianos.

El porcentaje de resistencia a eritromicina es definitivamente muy elevado,
posiblemente pueda estar determinado por la presencia de cepas de ECN que
tienen en su genoma plasmidos los cuales pueden sintetizar metilasa para
inactivar al antibiético. Esto se puede reflejar en los datos obtenidos en cada una
de las especies aisladas, para S. awuricufaris 80.00% (4/5) de resistencia,
S. capitis 100% (1/1), S. epidermidis 75.72 % (209/276) S. hominis 71.15%
{37/52), S. lugdunensis 75.00% (3/4) y para S. saprophyticus 100% (2/2).

Los estafilococos coagulasa negativa incrementaron en un 70.00% su
resistencia a gentamicina entre 1987 y 1981 {1}. Los resultados obtenidos en
este trabajo ya muestran un comportamiento con tendencia a aumentar su
resistencia como es el caso de S. auricularis con 60.00% {3/5) de resistencia,
S. capitis 100% ({1/1) de resistencia; en los casos de S. epidermidis y
S hominis, 31.16% (86/276) y 30.77% (16/52), respectivamente de
resistencia. Tanto 8. flugdunensis como S. saprophyticus aun siguen siendo
susceptibles.

Al igual que la gentamicina, la pefloxacilina comparte el mismo mecanismo
de resistencia que inactiv? al farmaco y es transmitido por plasmidos, esto puede

ser la razdn del comportamiento muy semejante entre gentamicina y
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pefloxacilina, inclusive frente a las mismas especies, S. auricularis con 60.00%
(3/5), S. capitis con 100% (1/1), S epidermidis con 33.33% (92/276} y
S. hominis con 21.55% {11/52) de resistencia.

La combinacién de trimetoprim-sulfametoxazol, ya no es eficaz para
prevenir las infecciones estafilococeicas, algunos autores consideran que este
comportamiento se debe a uso excesivo {1}. Los resultados encontrados en el
presente trabajo indican su uso indiscriminade asi, se tienen los siguientes
porcentajes de resistencia, S. auricufaris con 80.00% (4/5), S. capitis con 100%
(1/1), S epidermidis con 50.00% (138/276) y S. hominis con 32.69% (17/52).

De S. capitis s6lo se aisi6 una cepa y, como ya se ha mencionado,
dnicamente es susceptible a las cefalosporinas (cefalotina, cefotaximga Y
cefuroxima), esto sucede también para S. lugdunensis y S. saprophyticus. Estos
dos dltimos microorganismos adn  siguen  siendo susceptibles a los
antimicrobianos de la familia de los macrélidos como la eritromicina y de los
aminoglucésidos (gentamicina vy pefloxacilina) y asi como a trimetoprim-
sulfametoxazol, tal vez esto se deba a la procedencia de la muestra y a la
institucién hospitalaria de donde provengan las muestras.

Existen diferentes factores que pueden contribuir a que las cepas sean
mas resistentes, como son: edad, inmunocompromiso, sitio andtomico, patrones
de prescripcién de antibidticos, presencia de cepas portadoras de plasmidos y el
ambiente hospitatario.

Las cepas de estafilococos coagulasa negativa que son resistentes a los
antibiéticos son particularmente comunes entre la flora habitual de las personas

que laboran en los hospitales, donde los antibidticos estédn en uso constante.
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Todos los dias, en los hospitales se distribuyen volimenes sorprendentemente
grandes de antibidticos en forma de aerosoles por la practica universal del
aclaramiento de aire en las jeringas, antes de una inyeccién. Cuando estos
aerosoles se inhalan, generalmente en cantidades pequefias, los estafilococos
que residen en la nariz de las enfermeras, médicos, pacientes y de los mismos
tamiliares, pueden desarroliar resistencia. Si estos microorganismos resistentes
se transfieren a las heridas quirdrgicas y otros sitios expuestos, pueden ser los
responsables de los problemas nosocomiales.

En ef Instituto Nacional de Pediatria la edad de la poblacién va desde
recién nacido hasta 12 afos. La piel de los bebés recién nacidos adquiere a los
ECN como flora habitual rapidamente durante los primeros dias después del
nacimiento. De igual forma, después del nacimiento, la colonizacién bacteriana
de ta garganta ocurre de tal manera gue se propician invasiones subsecuentes.
Los recién nacidos, sobre todo los nifios de bajo peso al nacer, son mas
susceptibles para adquirir infecciones estafilocéccicas, pues no han alcanzado.la
madurez inmunolégica. Las enfermedades que se presentan como consecuencia
de esto, han incrementado el indice de morbilidad y directamente se asocian a
una mortalidad del 14% (62,65). Un tactor predisponente mas, es la
hospitalizacion por perfodos largos, durante la cual es frecuente la insercién de
catéteres intravasculares y el uso indiscriminado de antibisticos (1,12,29).

Los problemas postoperatorios que se presentan con mayor frecuencia
provienen de la insercién de cuerpos extrafos, en conjunto con la presencia de

un sistema inmunccomprometido y de un tiempo prolongado de hospitalizacién,
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esto ultimo tiene gran impacto porque favorece el que las cepas adquieran
resistencia a los antibidticos.

La interaccién con la supetficie [del catéter y/o sondal y la produccion de
la capa limosa, puede convertir a los estafilococos coagulasa negativa en
resistentes a la actividad antibitica. Esta puede ser la explicacion de la
resistencia a los antimicrobianos de las cepas aisladas de ECN en las tres
instituciones {Tabla No. 6 y No. 14, No. 21y No. 22).

Las enfermedades por ECN en vias respiratorias son frecuentes en nifios,
por lo que reciben constantemente tratamiento con antimicrobianos. Esto ha
provocado que- se extiendan cepas MRSA y MRSE al ser los infantes portadores
de las mismas en su nasofaringe y trdquea.

En el Instituto Nacional de Pediatria, cepas aisladas de tracto respiratorio
inferior y exudado nasal fueron resistentes a la mayoria de ios antibiéticos y tan
solo sus_ceptibies a cefalotina. Es importante mencionar que la edad vy
enfermedades de larga duracién son factores de riesgo para originar
enf_ermedades nosocomiales. Tabla No. 8, No. 12 y No. 21.

Las cepas de S. epidermidis aisladas de exudado nasal provenientes del
institute Nacional de Enfermedades Respiratorias son resistentes posiblemente
por ser cepas MRSE y estas son predominantes patégenos nosocomiales, sin
embargo, actualmente hay muchos casos de infecciones por MRSE en la
comunidad, al igual que en los nosocomios. Esto sugiere que estos
microorganismos se han diseminado entre la poblacién humana. En el Instituto

Naciona!l de la Nutricidn las cepas aisladas de este sitio andtomico presentan mas
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susceptibilidad, por ende, se trata de pacientes en quienes su flora habitual sigue
siendo S. epidermidis.

Las cepas S. homis aisladas de exudado nasal en el INNSZ y en el INP, en
ambas instituciones son susceptibles vy esto se pudiera deber a dos razones.
Primero, los pacientes no son portadores de cepas MRSA y MRSE. Segundo, no
hay administracién excesiva de antimicrobianos. Al parecer en el Instituto
Nacional de Pediattia el desacierto en la prescripcion ha permitide la
supervivencia de las cepas MRSE que ademas tienen genes de resistencia,
inclusive al trimetoprim-sulfametoxazol un antimicrobiano que se consideraba de
emergencia para prever la probabilidad de desencadenar resistencia.

Los resultados de susceptibifidad indican que las cepas de S. epidermidis
de!l Instituto Nacional de Pediatria procedentes de heridas estan siendo ya
resistentes a wvarios agentes antimicrobianos incluyendo trimetoprim-
sulfametoxazol. Este comportamiento sugiere que las cepas MRSA vy MRSE
pudieran haber estado presentes, porque estos microorganismos son también
resistentes a todas las penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas vy
aminoglucésidos y también pudiera indicar que los pacientes han adquirido las
infecciones estafilocéccicas en la comunidad.

Las cepas de S. hominis aisladas del Instituto Nacional de la Nutricién
procedentes de heridas, son susceptibles porque se trata de cepas que lo rmas
probable es que no han adguirido el plasmido que codifica el gen Mec A.

La mayoria de aislamientos de cepas de S. epidermidis a partir de
m.uestras clinicas que provienen del oido procedente del Instituto Nacional de

Pediatria son resistentes (Tabla No. 11}. La resistencia pudiera deberse a dos
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Las cepas de S. saprophyticus provenientes de urogenital del INN son
susceptibles, sin embargo, es muy probable que estas cepas gue se aislan
frecuentermente en tracto urinario puedan ser resistentes en el ambito
hospitalario ya que las infecciones de dicho tracto son muy comunes en
pacientes con algun factor predisponente en los nosocomios.

En el caso de S. epidermidis aislados de rifién, también son susceptibles,
esto indica que los pacientes no presentan infecciones recurrentes asociadas con
hemodislisis o didlisis, por lo tanto, no transportan cepas de ECN resistentes a
los diferentes antimicrobianos. {Tabla No. 12).

En e caso de ta mayoria de las cepas de S. Jugdunensis aisladas del tracto
genital procedentes del Instituto Nacional de la Nutricidn y en el Instituto
Nacional de Pediatria (Tabfa No.19 v No. 20} presentan susceptibilidad. A través
de un estudic de produccién de penicilinasa y susceptibilidad in vitro de
S. Jugdunensis se encontré que en 58 aislamientos clinicos, el 76.% fueron B-
lactamicos negativos y el 24% B-lactdmicos positivos y todas las cepas fueron
susceptibles a cefalotina, gentamicina, eritromicina y vancomicina (13).

En la tabla No. 23 se puede ver que en el Instituto Nacional de Pediatria
es donde se presenta mayor resistencia a los antimicrobiancs. También se
observa que frente a penicilina y ampicilina fas cepas tienen un comportamiento
de resistencia similar en las tres instituciones. Con respecto a la ceftazidima en
el Instituo Naciona! de Enfermedades Respiratorias se encontrd una resistencia
de 68.00% {34/50), en comparacién con e! Instituto Nacional de fa Nutricién con
100% y con Instituto Nacional de Pediatria de un 98.38%. No obstante gue

cefalotina, cefotaxima y cefuroxima son de uso relativamente reciente, las cepas
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aisladas en el Instituto Nacional de Pediatria ya estan presentando resistencia
5.62% (9/160), 36.87% (59/160} y 36.85% (58/160), respectivamente.

La resistencia cruzada disminuye la eficacia de los antimicrobianos para el
tratamiento de las enfermedades estafilocéccicas. Esta puede ser la razén de la
resistencia a dicloxacilina y tetraciclina.

Son pocas las cepas gue muestran resistencia a eritromicina en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias con respecto al Instituto Nacional de la
Mutricién v al Instituto Nacional de Pediatria -52.00%- dato muy semetante a lo
mencionado en la literatura {53.00%}, la cual también reporta que un 37.00% de
S. epidermidis tiene en su material genético el gen msr A gue codifica la proteina
que inactiva a este antimicrobiano.

Para prevenir que las cepas MRSE y MRSA se puedan disemninar de
paciente a paciente, lo méas importante es el manejo adecuado de pacientes
portadores de dichas cepas por enfermeras y médicos quienes deberian usar

guantes y cubre bocas.

91



Conclusiones

1. Las pruebas empleadas en el esquema de identificacion utilizado,
permitieron caracterizar el 100 % de las cepas, por lo que el método
demostré ser adecuado para identificar Staphylococcus aislados de
muestras clinicas.

2. En México se descomoce qué especies de estafilococos coagulasa
negativa se encuentran en personas aparentemente sanas y cudles son
las aisladas del material clinico de pacientes con problemas
infecciosos, este trabajo permitié conocer las que estan presentes en
un cierto nucleo de la poblacién.

3. En el presente trabajo se encontraron seis especies diferentes de
Staphylococcus coagulasa negativa, por lo que es conveniente eliminar
la creencia subjetiva de que S. epidermidis es el Unico que puede ser el
agente etioldgico en procesos infecciosos.

4. AGn cuando se aislaron pocas cepas de S. auricularis, S.capitis,
S. saprophyticus y S. lugdunensis, se puede ver que ya estan
presentes en los nosocomios.

5. Es necesario llevar a cabo estudios en los que se correlacionen |a
especie aislada, su fuente de aislamiento y su posible participacién
como agente etiolégico en infecciones nosocomiales.

6. En la actualidad, los estafilococos coagulasa negativa se consideran

agentes etiolégicos oportunistas y ubicuotas, con capacidad para
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elaborar una biopelicula adherente, de naturaleza polisacérida, gque
contribuye a su patogenicidad.

7. Es imperativo realizar una prueba de sensibilidad del microorganismo
patdgeno para seleccionar el medicamento apropiado.

8. No deben usarse antimicrobianos indiscriminadamente  y las
concentraciones empleadas siempre deberan ser las dosis éptimas para
que se minimicen las oportunidades de supervivencia de mutantes
resistentes.

9. El administrar un antibiético puede deprimir tanto la reaccidn
inflamatoria como la respuesta inmunitaria vy, consecuentemente
conducir a una susceptibilidad aumentada a la infeccién y una
respuesta disminuida a los antimicrobianos.

10. Los antimicrobianos no solo afectan a los rnicroorganismos
patégenos sino también a los de la flora habitual provocando un
desequilibrio microbiano lo cual conduce a la infeccién, Esta situacion
primordialmente sucede con pacientes hospitalizados, en quienes los
estafilococos coagulasa negativa pueden ocasionar graves infecciones
mostrando ademds, resistencia a un espectro amplio de antibiéticos v
con ella apareciendo los brotes nosocomiales.

11. El exceso de duracién de la estancia hospitalaria puede ser
responsable de un mayor numero de enfermedades estafilococcicas,
siendo asi una causa importante de morbilidad.

12.  La dificultad para controlar las infecciones intrahospitalarias, se

debe a la resistencia a varios agenies antimicrobianos.



13. Una implicacion clinica de los plasmidos es que, en las cepas de
estafilococos coagulasa negativa, ocasionan que el tratamiento con un
solo antibiético no sea eficaz.

14. Una forma alternativa para reducir el hecho de que las cepas
desarrollen resistencia a un antibidtico es administrar simultdneamente
dos antimicrobianos.

15. La presencia de cepas MRSA y MRSE sugiere transmisién cruzada
tanto en pacientes externos como internos. Los principales sitios de
infeccién incluyen biomateriales {catéteres, sondas, cdnulas, prétesis y
valvulas mitrales), heridas y el tracto respiratorio bajo y alto.

186, Las cepas MRSA y MRSE hoy en dia son persistentes y se han
hecho endémicas en los centros de salud, los resultados hacen suponer
que en un future nc lejano puedan mecionarse cepas meticilina

resistente entre ios otros estafilococos coagulasa negativa.

94



Anexo 1

Pruebas bioguimicas

Prueba de la Catalasa.

El peréxido de hidrégeno {H202) es uno de los productos oxidativos finales
en el metabolismo aerobio de los carbohidratos. Si se acumula, es letal para las
células bacterianas. La catalasa actia como se muestra en la siguiente reaccién
quimica:

H:0: ————— H20 + 0z {burbujas de gas)

Catalasa
Procedimiento

Prueba en portaobjetos

De manera aséptica transferir células desde el centro de una
colonia bien aislada a la superficie de un Portaobjetos de
vidrio con una asa de inoculaciéon. De manera paralela, tener
como control positivo una cepa de S.aureus ATCC 25973.
Agregar una o dos gotas de H20: al 3% vy observar el

desprendimiento de burbujas para una prueba positiva.
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Prueba de la Coagulasa.

Cuando una suspensién de bacterias productoras de coagulasa se mezcla
con igual cantidad de plasma en un tubo de ensayo, se forma un coaguio visible
como resultado de la utilizacién de los factores plasmaéticos de coagulacién.

Pracedimiento

En forma aséptica, se colocan 0.5 mL de plasma humano en
el fondo de un tubo de ensayo estéril. Se agregan 0.5 mL de
cultivo puro de 24 horas del microorganismo. De manera
similar, se debe disponer de un tubo control negativo al cual
no se adiciona plasma. y un tubo control pesitive en las
mismas condiciones que Ja muestra de estudio, pero
inoculado con la cepa de S. aureus ATTC 25973,

Se mezcla con suavidad rotando el tubo, teniendo precaucién
de no sacudir la mezcla.

Se coloca el tubo en una gradila y se incuba a 37 °C
observandolo cada 30 minutos durante 4 horas. Las cepas
coagulasa positiva por lo general producen un coégulo visible
entre una o cuatro horas. Si el tubo de ensayo continda
siendo negativo después de este tiempo se deja a hasta 24

horas.
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Debido a que la bacteria puede producir enzimas fibrinoliticas,
los coagulos formados después de 4 horas pueden disolverse
si la incubacién es prolongada. La incubacidn de los tubos
coagulasa negativa durante la noche, permite la deteccién de

cepas de produccién lenta de coagulasa.

, Prueba de las Descarboxilasas.

Las descarboxilasas son un grupo de enzimas sustrato-especificas capaces
de reaccionar con la porcién carboxilo (COOH) de los aminoacidos formando
aminas de reaccién alcalina. Esta reaccién, conocida como descarboxilacién,
forma didxido de carbono {COz} como producto secundario. Cada descarboxilasa

es especifica para un aminoacido y sus respectivos productos de descomposicién

son los siguientes:

lisina — cadaverina
ornitina— putrescina

arginina— citrulina

Descarboxilasas de L-ornitina
El medic MIO contiene L-ornitina para determinar la capacidad de
descarboxilacion de los estafilococos. De manera paralela, se debe disponer de
un tubo control negativo que consiste sélo en la base (elaborado por

componentes) sin el aminoacido ¥ un control positivo que consiste en una cepa
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con la capacidad enzimética. Ambos tubos, asi como el problema, se incuban de
forma anaerobia cubriéndolos con aceite mineral. Durante los estadios iniciales
de incubacion, los dos tubos se vuelven amarillos debido a la fermentacién de la
pequeia cantidad de glucosa en el medio. Si el aminoacido es descarboxilado, se

forman aminas alcalinas v el medio revierte a un color purpura obscuro.

Procedimiento
A partir de una colonia aislada del microorganismo en estudio,
sa inocuta un tubo con medio MIO. De manera paralela, se
debe tener tubo de control negativo al cual no se adiciona L-
ornitina y en el tubo control positive que se inocula con cepa
de Enterobacter cloacae ATTC 29971,
Se cubren los tubos con aceite mineral estéril hasta 1 ¢m por
encima de la superficie y se incuban a 35°C durante 18 a 24
horas.
Prueba de la Utilizacién de [a Arginina.
La conversién de arginina en citrulina es una reaccién de dihidrolasa mas
que de decarboxilasa, en la cual se elimina un grupo NH:z es removido de la
arginina.

El procedimiento es el mismo que el del amino&cido L-ornitina.
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Prugba de ia Desoxirribonucleasa.
La presencia de acido desoxirribonucleico se detecta en agar para DNAsa
con 0.001 % de azu! de O-toluidina. A medida que el microorganismo crece y
produce DNAsa, el agar que rodea las colonias de las bacterias cambia de color
azul a rosa, 1o que indica la hidrélis del ADN.
Procedimiento
En forma aséptica, se siembra en estria recta una seccién de
la placa del agar DNAsa y se incuba a 37 °C durante 24
horas. De manera semejante se tiene una placa control
negativo de (S. epidermidis ATCC 12228) y un control

positivo {S. aureus ATTC 25973}

Prueba de la Fermentacion de los Hidratos de Carbono.

El término fermentacién se usa para referirse a la utilizacién de hidratos de
carbono por parte de las bacterias. Por definicion, la fermentacidén es un proceso
metabélico de oxidorreduccion que ocurre en medio ambiente anaergbio vy, en
lugar de Oz un substrato orgdnico sirve como el aceptor final de hidrégeno
{electrones}. En los sistemas de prueba bacteriolégicos este proceso se detecta
observando cambio de color con el indicador rojo de fenol, que cambia a color

amarillo para la disminucién de pH a medida que se forman productos dcidos.
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Procedimiento

En forma aséptica, se depositan 3.0 mL de caldo béasico rojo
de fenol adicionado en forma individual cada uno de los
carbohidratos en un tubo de ensayo.

Se agregan 0.5 mL de cultivo puro de 24 horas del
microorganismo en solucion isoténica. De manera semejante,
se tiene un tubo control negative al cual no se adiciona
carbohidrato y un tubo control positivo con cada uno de los
carbohidratos que estd en las mismas condiciones que la
muestra de estudio, pero inocutado con una cepa de S
aureus ATTC 25798,

Se incuba a 37 °C durante 24 horas.

Los distintos carbohidra

tos que se adicionan son

los siguientes.
Lactosa
Maltosa
Manito!
Manosa
Sacarosa
Trealosa

Prueba de la Produccién de Acetoina
El 4cido pirtivico, un compuesto fundamental formado en la degradacién
fermentativa de la glucosa, se metaboliza a través de cierto numero de vias

metabélicas, segln los sistemas enziméaticos de las diferentes bacterias. Una de
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estas vias da como resultado |a produccion de acetoina (acetil-metil carbinol}, un
producto final de reaccién neutra. En presencia de oxigeno {02) atmosférico e
hidroxido de potasio (KOH) la acetoina se convierte en diacetilo y él w-naftol
sirve como catalizador para producir un complejo de color rojo.
Procedimiento
En forma aséptica, se depositan 3.0 mL de caldo MR/VP en
un tubo de prueba estéril.
Se agregan 0.5 ml de cultivo puro de 24 horas del
microorganismo en solucién isoténica. De manera paralela, se
debe disponer un tubo control negativo al cual no se adiciona
glucosa y un tubo control positivo que esta en las mismas
condiciones que la muestra de estudio, pero inoculado con la
cepa de S. epidermidis ATTC 12228.
Se incuba a 37 °C durante 24 horas. Luego de este lapso, se
pasa una alicucta del caldo a un tubo de ensayo estéril asi
mismo como a los tubos controles. Se agrega una gota de a-
naftol al 5%, seguida por una gota de KOH al 40%. El tubo
se agita suavemente para exponer el medio al oxigeno (02}
atmosférico; luego se dejen reposo durante 15 minutos. La

aparicion de color rojo.
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Prueba de la Reduccién de Nitratos.
Los microorganismos que reducen nitratos tienen la capacidad de extraer
O: de los nitratos para formar nitritos y otros productos de reduccién. La
ecuacién guimica es
NO» + 2" 2H ———— NOz + H0
Nitrato Nitrito
La presencia de nitritos se detecta mediante el agregade de a— naftilamina
y acido sulfanilico, que produce la formacién de un colorante de diazonio rojo, el
p-sulfobenceno-azo-a—naftilamina.
Procedimiento
En forma aséptica, se depositan 3.0 mL de medio de nitrato
en un tubo de ensayo estéril.
Se agregan 0.5 mL de cultivo puro de 24 horas del
microorganismo en solucién isoténica. De manera similar, se
debe tener tubo control positivo que estd en las mismas
condiciones que la muestra de estudio, pero inoculado con
cepa de S. aureus ATTC 25973,
Se incuba a 37 °C durante 24 horas. Al terminar la
incubacién, se agregan 0.5mL cada uno de los reactivos, a-
naftilamina y &cido sulfanilico en ese orden al medio de

prueba y a los controles,
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Prueba de la Ureasa {Caido de Chritsensen).
La urea es una diamina de acido carbénico con la formuta

NH2-C-NH:
i
(o]

La ureasa es una enzima que posee muchas especies de microorganismos

que tienen la capacidad de hidrolizar la urea siguiendo la reaccién quimica:

NH2-C-NHz + H20 — €Oz + H20 + 2NH; © {NH4)2COq
il
0

Todas las amidas se hidrolizan facilmente con la liberacién de amoniaco el
cual reacciona en solucién para formar carbonato de amonio, lo que como
resultado que el medio sea alcalino y este incremento de pH en el medio se
observa por el cambio de color amarillo originalmente a un medio de color rosa.

Procedimiento

En forma aséptica, se depositan 3.0 mL de caldo urea en un
tubo de ensayo estéril.

Se agregan 0.5mL de cultivo puro de 24 horas, del
microorganismo en solucién isoténica. Se incuba a 37 °C
durante 24 horas. De manera similar, se debe dispone de un
tubo como control negativo al cual no se le adiciona urea y un
tubo control positivo que estad en las mismas condiciones que
ia muestra en estudic, pero inoculado con la cepa de

S. aureus ATTC 25973.



Hemdlisis.
Cuando crecen los estafilococos en agar sangre desfibrinada (agar de
tripticasa soya con 5% eritrocitos de carnero} s¢ puede poner de manifiesto las
cepas productoras de hemolisinas; las cuales forman alrededor de las colonias

una zona traslicida lo que indica lisis celular.

Prueba de susceptibilidad a la Novobiocina.

La prucba se realiza para mostrar la susceptibilidad de un microorganismo
a la novobiocina. Dicho antibidtico pone a prueba la fragilidad de la membrana
celular bacteriana. La mavyor parte de las cepas de Staphylococcus saprophyticus
son resistentes a la novobiocina; caracteristica que se ha utilizado para
diferenciarlo de S. epidermidis y otros estafilococos coagulasa negativos que son
sensibles.

La prueba de susceptibilidad a la novobiocina es un método confiable para
la identificacién presuntiva de 5. saprophyticus. Aunque existen dos especies
estafilocéccica coagulasa negativas (S. cohnii y S. xylosus) que también son
resistentes a la novobiocina, pero que no se encuentran con frecuencia en
muestras clinicas.

Procedimiento

Para realizar la prueba se prepara una suspension similar a la
que da el esténdar 0.5 de la escala de McFarland, se sumerge
un hisopo estéril que se humedece con dicha suspensién, se

quita el exceso del caldo presionando y girando el hisopo
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sobre |a pared interna del tubo, enseguida en la superficie de
la caja con medio, se hace un estriado continuo para tener un
indculo uniforme. Entonces se coloca un disco con 5 ug de
novobiocina sobre el indculo, se invierte la caja Petri y se
incuba a 35 °C durante 24 horas. De manera similar se corre
el control negativo que es una cepa de S. epidermidis ATCC
12228 y/o § aureus ATCC 25973. Las cepas resistentes,
como S. saprophyticus, mostraran una zona de inhibicién 16
mm. Mientras que los estafilococos susceptibles presentaran

zonas de 17 a 27 mm,
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Anexo 2

Reactivos.

1) Prueba de la catalasa
Peréxido de hidrégene 30 mL
Agua destilada 1000 mL
Se mide la cantidad indicada de perdéxido de hidrégeno

y se mezcla perfectamente con el agua destilada.

2) Produccién de acetoina.

a-naftol 5,09
Etanol 100.0 g
Agua destitada 100.0g

Hidréxido de potasio 40.0g

Agua destilada 100.0 g

Se prepara una solucién etandlica al 5% de a-naftol
{no usar después de 48 horas) y una solucién al 40%

de hidréxido de potasio.
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3) Reducci6n de nitratos.
Reactivo A:
Acido sulfanilico 80¢g
Ac. acético BN, 30 % 2,000 mL
Se disuelven 8 g de 4cido sulfanilico en 1000 mL de

acido acético 5N.

Reactivo B:
a—naftilamina 509
Ac. acético 5N, 30 % 2,000 mL
Se disuelven 5 g de a-naftilamina en 1,000 mL de

acido acético 5N,

4) Reactivo para la densidad 0.5 de la escala de McFarland.
El estandar se prepara mezclando 0.5 mlL de BaCl:
0.048M (1.175% peso /volumen de BaCl:#2H:0) con
99.5 mL de H2804 al 1 % v/v (0.36N), que es la mitad
de la densidad de la escala 1 de MacFarland, {se
denomina frecuentemente escala 0.5 de MacFarland),
esta solucién corresponde aproximadamente 10°

microorganismos por mL.
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