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1.- INTRODUCCION
l1.1.- INFECCIONES HOSPITALARIAS

Las infecciones hospitalarias o nosocomiales son aquéllas gque
se desarrollan en pacientes hospitalizados gque no las padecian ni
presumiblemente las estaban incubando en el momento de admisién.
Determinar si una infeccién es intrahospitalaria o adquirida en la
comunidad es mds dificil en la préctica que en la teoria, debido a
los distintos periodos de incubacién de las diferente$
infecciones.

Los problemas originados por las infecciones nosocomiales
repercuten, como es légico, directamente en los pacientes, pero
también en la comunidad y en el Estado. La situacién actual de la
morbilidad y de la mortalidad por infecciones hospitalarias estéi
generando grandes costes en cuidados hospitalarios y provoca la
aparicién de nuevos riesgos para la salud piblica. Por otro lado,
el uso de antimicrobianos de reciente introduccién y los avances
tecnolégicos en los campos biomédico y quirdrgico hacen que el
nimerc de pacientes susceptibles de infeccién sea mayor. Ademis,
los microorganismos adquieren nuevas resistencias a los
antibiéticos e incluso son capaces de transferirlas de un
organismo a otro (Parker, 1978).

El programa de infecciones hospitalarias de "Centers for
Disease Control” (CDC) (Garner y cols., 1988) establecié varios
criterios para determinar cudndo una infeccién puede considerarse
nosocomial:

- No debe haber evidencia de que la infeccién estaba presente
o incub&ndose en el momento de admisién en el hospital.

- Cuando la infeccién es adquirida en el hespital y llega a
ser evidente con posterioridad al alta. .

- Cuando la infeccidén es adquirida por un recién nacido (se
excluyen las que han sido adquiridas transplacentariamente: herpes
simplex, toxoplasmosis, rubeola, citomegalovirus v sifilis).
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- Cuando aparece un nuevo microorganismo en el lugar previo a
la infecci6n.

1.1.1.- BISTORIA

La historia de 1las infecciones nosocomiales esté
estrechamente vinculada a la historia misma de las instituciones
hospitalarias. De hecho, los hospitales favorecieron, en sus
comienzos, la propagacién de epidemias como la viruela, la peste y
las fiebres tifoideas.

Antes de la teoria del germen, la putrefaccién y las
enfermedades contagiosas eran generalmente aceptadas como
inevitables dentro de los hospitales. Los mecanismos vy
epidemiologia eran desconocidos. Aparte del aislamiento de los
pacientes, ningdin medio de ruptura de la cadena de contagio fue
establecido antes de la mitad del siglo XIX, cuando 1los
conocimientos acerca de las causas y posibles métodos de control
sufrieron un gran avance. Asi, Holmes, en su histérico trabajo
publicado en 1843, advirtié que los propios médicos podian tener
un protagonismo en la aparicién y expansién de fiebre puerperal,
una de las infecciones mids frecuentes por aquella época.

Cinco anos mis tarde, un médico hingaro, Semmelweis, publicé
el primer trabajo experimental sobre las causas de la fiebre
puerperal, demostrando una reduccién en la’mortalidad al
introducir soluciones de cloruro cdlcico para el lavado de las
manos. Desgraciadamente este hallazgo no fue utilizado por los
médicos de la época.

varias décadas después, Louis Pasteur sentd las bases de la
Bacteriologia, al demostrar la clara asociacién de 1los
microorganismos con las enfermedades infecciosas, y Lister en
1867, basd&ndose en los trabajos de Pasteur, demostré la eficacia
de la utilizacién del &cido carbélico (fenol) como antiséptico
para la prevencién de 1las infecciones en las préacticas
guirdrgicas.



Actualmente el lavado de manos y 1la aplicacién de
antisépticos en cirugia son ampliamente utilizados para controlar
la transmisién de las enfermedades infecciosas. En un principio,
esto supuso un enorme descenso en el nimero de infecciones que se
contraian en los hospitales. Asi se redujeron drédsticamente
enfermedades de importancia histérica, como la sepsis puerperal
debida a Streptococcus pyogenes y las infecciones quirdrgicas
producidas por Staphylococcus aureus (Young y Musher, 1978).

Sin embargo, ei_control de las infecciones nosocomiales no ha
sido tan efectivo como se esperaba al aplicar métodos antisépticoa
y agentes antimicrobianos. Nuevos factores han ayudado al
mantenimiento de dichas infecciones. En primer lugar, la aparicién
de nuevas resistencias a los antibi6ticos en las bacterias y la
capacidad de transmitirlas a otros microorganismos, ya sean de la
misma o de otra éspecie (Noble, 1983). En segqgundo lugar, la
utilizacién de inmunosupresores y esteroides, Qque provocan la
aparicién de enfermos muy susceptibles a cualquier microorganismo,
incluso a los de su propia flera microbiana (Fuchs, 1979).
Finalmente, la ruptura de las barreras naturales del ser humano
debido a las nuevas técnicas quirdrgicas (implahtacion de vilvulas
cardiacas, cateterizacién intravascular...), gque eleva la
proporcién de infecciones nosocomiales al aumentar el nimero de
localizaciones con riesgo de infeccién (Young y Musher, 1978 ;
Wenzel, y cols., 1981).

1.1.2.- EPIDEMIOLOGE

La epidemiologia es el estudio dindmico de los determinantes,
incidencia y distribucién de la salud y las enfermedades en una
poblacién, gque -para infecciones nosocomiales- es la poblacién

[y

hospitalaria (Brachman, 1979).
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a) Distribuci ]

Son pocos los estudios que se han hecho acerca de 1la
frecuencia de aparicién de las infecciones nosocomiales. En
Estados Unidos (Horan y cols., 1986), en un estudio recogido por
el "National Nosocomial Infections Study" (NNIS), se ha observado
una tasa de infeccién nosocomial de 33.5 por cada 1.000 pacientes
dados de alta.En el Reino Unido se realizé un estudio durante
1979-1980 con datos de 18.186 pacientes repartidos en 43
hospitales de Inglaterra y Gales (Meers y cols.,198l1) . Se
encontrdé un indice de prevalencia del 9.2%. En Dinamarca (Jepsen y
Mortensen, 1980), la prevalencia de infeccién nosocomial se sitda
en un 10.4% y en Italia (Moro y cols., 1986), en un 6.8%.En
Bélgica (W.E.R., 1985), en una muestra de 8.723 pacientes
repartidos en 106 hospitales, se encontré que un 10.3% de los
enfermos habian desarrollado una o mas infecciones hospitalarias,
siendo el indice de prevalencia de dichas infecciones de 11.2 por
cada 100 ingresos, debido a que algunos enfermos desarrollaban mds
de una infeccién. En este mismo estudio se describe un aumento de
las tasas de infeccién al aumentar el tamafio del hospital. Por
dltimo, la Organizacién Mundial de la Salud ha llevado a cabo un
estudio internacional entre 1983 y 1985 en el que participaban 47
hospitales de 14 paises (entre ellos Espafia) repartidos en cuatro
continentes. Sobre un total de 28.861 pacientes, 2.502 padecieron
una infeccién hospitalaria, lo que suponia una tasa de prevalencia
del 8.7% (Mayon-White y cols., 1988).

En Espafa se ha realizado una encuesta epidemiolégica de
prevalencia en un punto de la infeccién hospitalaria en todas las
Comunidades Auténomas, excepto Andalucia y Catalufia, durante enero
de 1986. En dicho estudio se observa un indice de prevalencia de
infeccién nosocomial del 11.2% sobre 10.582 casos estudiados
(datos inéditos).

El nivel de riesgo de adquisicién de una infeccién esté
determinado por varics factores:
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- Tamafio del hospital: hay un aumento de los indices de
infeccidén al aumentar el tamafio del hospital (Hughes y cols.,1983)

- Gravedad de la enfermedad base del paciente

- Frecuencia de utilizacién de métodos terapéuticos agresivos
en el hospital (Hughes y cols., 1983)

- Otros factores, como la edad, sexo, tratamiento con
inmunosupresores, etc.. (Haley y cols., 1981; Centers for Disease

. Control, 1977).

Los tipos mds frecuentes de infeccién nosocomial son, por
orden de importancia, infecciones urinarias (38.5%), quirdrgicas
(16.1%), del tracto respiratorio (17.8%), bacteremias (7.5%)y
cutdneas (5.8%) (otrasl3.8%). Estas infecciones hospitalarias,
debido a los factores que las determinan, tienen una frecuencia de
aparicién diferente a agquéllas gque son adquiridas en la comunidad
(Horan y cols., 1986).

En Espafia se ha realizado un estudio sobre la incidencia de
la infeccién nosocomial en el hospital Clinico y Provincial de
Barcelona (Prat y cols., 1988) Las proporciones correspondientes a
los distintos tipos de infeccién nosocomial son las siguientes:
38.81% de infecciones urinarias, 23.97% de respiratorias, 15.29%
quirdrgicas, 12.32% vasculares, 3.19% de bacteremias y 6.39% de
otras infecciones (Figura 1).



Figurs 1.- Frecuencia de infecciones.
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En un estudio del CDC realizado en 1986 sobre la prevalencia
de las infecciones nosocomiales en tres tipos de hospitales
(hospital no universitario y universitario pequefio y grande), se
ha demostrado la existencia de una relacién entre los tipos de
infeccién y su localizacién por servicios. Asi, las infecciones
del tfactc urinario aparecen pricipalmente en servicios de
cirugia, medicina interna y ginecologia, mientras gue son menos
frecuentes en servicios de neonatologia y' pediatrfa. Las
infecciones quirdrgicas tienen un alto porcentaje de aparicién en
sevicios gquirdrgicos, de ginecologia y obstétricos. Las
infecciones del tracto respiratorio aparecen predominantemente en
servicios de medicina interna y cirugia, pero son poco frecuentes
en los servicios de obstetricia y neonatos. La bacteremia primaria
se encuentra en mayor proporcién en servicios de medicina interna
y cirugifa, y es relativamente infrecuente en los servicios
obstétricos. Las infecciones cutdneas son comunes en los servicias
de neonatos (Haley, 1986; BHoran y cols., 1986). Ver tabla 1.



TABLA 1.- Proporcién de infecciones por servicios (casos/1.000
altas) ( Horan y cols., 1986).

INFECCIONES

SERVICIO T.U. ©O. R, BAC, CUT, Otras ___ TODAS

Hospitales no universitarios

Cirugsia 12.1 8.5 5.4 1.3 1.4 2.0 30.8
Medicina int. 12.6 0.4 5.2 1.9 0.8 2.3 23.3
Ginecologia 5.8 1.6 0.1 0.1 0.1 0.8 8.6
Obstetricia 1.1 2.4 0.1 0.1 0.5 1.4 5.6
Pediatria 0.0 0.1 0.1 0.0 0.1 0.9 1.2
Neonatologia 0.5 0.2 1.8 0.6 2.6 2.9 8.6
TOTAL 9.9 3.6 4.2 1.3 1.1 2.0 22.2
Pequefios hospitales universitarios (500 camas o mencs)
Cirugia 17.7 13.6 7.8 1.8 1.6 4.7 47.3
Medicina int. 20.1 0.6 7.5 2.8 1.7 15.3 38.1
Ginecologia 19.9 1.1 1.3 0.4 0.2 2.2 35.2
Obstetricia 3.8 5.8 0.3 0.2 0.5 3.4 14.9
Pediatria 2.0 0.6 2.0 2.4 2.3 5.2 14.6
Neonatologia 0.6 0.2 1.4 2.0 4.8 5.6 4.7
TOTAL 13.9 6.0 6.4 1.9 1.8 4.7 33.8
Grandes hospitales universitarios (més de 500 camas) '
Cirugia 1.5 15.0 11.2 4.2 3.3 5.1 59.3
Medicina int. 18.5 .2 10.2 5.7 3.0 7.3 46.9
Ginecologia 14.4 10.2 2.6 c.9 0.6 3.1 31.7
Obstetricia 4.2 6.6 0.5 0.s 0.5 7.5 20.3
Pediatria 2.8 L.6 .9 2.1 1.2 4.9 16.6
Neonatologia i.C 20.3 2.9 3.6 3.7 5.6 17.4
TOTAL 14.2 6.6 7.7 3.9 2.6 6.4 414.
Abreviaturas de infecciones:

T.U.: Tracto urinario. Q.: Quirdrgicas. R.: Respiratorias.

BACT.: Bacteremia. CUT.: Cutdneas.
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En Espafa, seqgin el estudio realizado por Prat y sus
colaboradores (1988) en un hospital universitario dotado de 986
camas, se han observado diferentes tasas de infeccién nosocomial
para cada servicio, aunque no se especifica el tipo de infeccién.
Asi, vemos que cuidados intensivos es el servicio con mayor tasa
de infeccién nosocomial (25.6%) seguido de cirugia (18.25%),
obstetricia y ginecologia (12.06%), medicina interna (11.81%),
pediatria (9.64%) y otras especialidades (8.97%). .

En general, los microorganismos que producen un mayor nﬁmero‘
de infecciones nosocomiales son Escherichia coli (17.8%),
Pseudomonas aeruginosa (11.4%), Enterococos (10.4%) vy
Staphylococcus aureus (10.3%), seguidos de Klebsiella (7.4%) y de
los estafilococos coagulasa negativos (6.3%)(Horan y cols., 1986).

En el caso de infecciones urinarias, segin datos del NNIS
sobre 39.802 aislados (enero 1985 - agosto 1988), E. coli ocupa el
primer lugar (26.7%), sequido de Enterococos (15.7%), P.
aeruginosa (12.2%) y Candida albicans (6.3%)(Horan y cols., 1988).‘

En las infecciones quirdrgicas, los estafilococos, tanto S.
aureus como los estafilococos coagulasa negativos, tienen una
notable incidencia. S. aureus destaca sobre los demds (17.3%),
seguido de Enterococos (13.3%); a continuacién encontramos los
estafilococos coagulasa negativos (11.6%) (Horan y cols., 1988).

En el tracto respiratorio, 1los microorganismos més
frecuentemente aislados son Pseudomonas aeruginosa (17.2%), S.
aureus (14.2%), Enterobacter (10.4%) y Klebsiella pneumoniae
(7.4%) (Horan y cols., 1986). .

En el caso de las bacteremias, son 1los estafilococos
coagulasa negativos los mds importantes (25.5%), sequidos de S.
aureus (15.0%), de tal forma que el conjunto de los estafilococos
son los responsables del 40% de este tipo de infecciones Y Horan y
col.,1988). Tabla 2.



TABLA 2.- Patdgenos mas frecuentemente aislados y su distribucién por
infecciones (Horan y cols., 1988).

Tracto urinario Quirdrgices Respiratoriss Bacteremias

Patégeno 0 10 20 30 0 10 20 30 O 10 20 30 O 10 20 30

& colr
Enteracoccr

R seruginose

. 8lbicans

& Frevmonise
£ miradilrs

Enterotscter sp,

Stap. Casy. - neyg.
S. surevs

(Ulllieliiliiilid

"} ]

0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 36 0 10 20 30

Por otra parte, se ha encontrado una relacién entre la
frecuencia de aparicién de los distintos microorganismos y su
localizacién por servicios (Horan y cols., 19.86).‘ E. coli es el
patégeno mé&s frecuente en todos los servicios, excepto en
pediatria y neonatos, en los que S. aureus es el mds comin.
Pseudomonas aeruginosa se identificé como el sequndo patégeno més
frecuente en los servicios de medicina interna y cirugia, mientras
gque Enterococo aparecié el segundo en ginecologia y obstetricia.
Los estafilococos coagulasa negativos fueron los segqundos en
servicios de recién nacidos y pediatria. Tabla 3.
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TABLA 3.- Patégenos mds frecuentes y su distribucién por servicios
(Horan y cols., 1986).

_SERVICIO
Total

Patégeno MED. CIR. OBS. . . a
E. coli 19.6 16.2 21.2 29.8 11.4 9.3 5.266 17.8 .,
P. aeruginosa 1.4 13.0 1.3 4.3 9.7 6.7 3.3668 11.4
Enterococci 9.6 10.5 16.6 18.1 5.3 5.7 3.063 10.4
S. aureus 9.2 10.4 8.0 5.8 16.6 24.8 3.089 10.3
Klebsiella spp. 9.0 6.9 2.1 4.8 6.6 6.7 2.193 7.4
Staphyl. coag. neg. 5.6 6.1 5.7 5.2 13.2 18.3 1.868 6.3
Entervbacter spp. 4.7 7.5 2.1 3.7 4.2 3.7 1.748 5.9
Candida spp. 7.0 4.9 1.1 2.2 7.6 3.8 1.620 5.5
Proteus spp. S.6 5.4 3.4 5.3 0.3 1.0 1.522 $.1
Serratia spp. 2.1 2.9 0.2 0.3 1.4 1.3 691 2.3
Bongos 2.3 1.5 0.1 0.1 1.2 1.0 496 1.7
Citrobacter spp. 1.5 1.5 1. 0.8 1.0 0.8 414 1.4
Bactercides spp. 0.6 1.4 4.6 2.8 0.3 0.2 355 1.2
Grupo B
Streptococcus spp. 0.8 0.5 7.9 3.8 1.2 6.2 348 1.2
Otros anaercbics 0.9 0.9 4.8 2.0 0.3 0.2 300 1.0
Resto* 0.1 10.4 9.8 11.0 19.7 13.3 3.2%3 1.
Nimero
de aislados 12.304 14.596 1.024¢ 1.016 £90 1.032 29.562 100.0

* No se incluye ningin patégeno que supere el 3% de los aislados.
Abreviaturas de servicios:
MED.: Medicina interna. CIR.: Cirugia. OBS.: Obstetricia.
GiN.: Ginecologia. PED.: Pediatria. NEO.: Neonatologia.



b) Costes

Las infecciones nosocomiales deben ser prevenidas y
controladas no sélo por los perjuicios que ocasionan al paciente,
sino también por los costes adicionales que suponen para el
Estado. Estos pueden ser de dos tipos: directos e indirectos. Los
primeros son los costes especificos que se ocasionan en el
tratamiento de una enfermedad (medicinas y otros tratamientos,
honorarios de los médicos y personal). Los gastos indirectos
incluyen los descensos de productividad, el tiempo perdido por
absentismo laboral, etc. (Dixon, 1987).

En algunos paises se han hecho estudios aproximativos de los
costes adicionales gque suponen las infecciones nosocomiales. En
Estados Unidos se calcularon en casi cuatro billones de délares
para 1985 (Haley y cols., 1985a) y en el Reino Unido (Editorial,
1981), en 30 millones de libras para el afio 1980.

c) Fuentes de infeccidn v reservorios

La fuente de infeccién es el lugar desde donde el agente
infeccioso pasa directa o indirectamente al huésped. Tales fuentes
pueden ser enddgenas (autoinfeccién) y exégenas. En el primer
caso, la flora del propio paciente produce la infeccién; en el
segundo, son factores externos los gque la ocasionan (otros
pacientes, visitas, médicos, empleados del hospital y objetos
inanimados, como soluciones intravenosas, comida, nebulizadores).

El reservorio es el lugar donde los gérmenes realizan sus
funciones metab6licas. El reservorio de las bacterias Gram
positivas suele ser humano, mientras que en las Gram negativas el
reservorio puede ser humano, animal o inanimado. Puede ocurrir que
el reservorio y la fuente de infeccién coincidan, si bien también
es posible que el primero contamine a la segunda.



d) Transmisjon

La transmisién del agente infeccioso desde la fuente o foco
de infeccién hasta el huésped puede ocurrir por cuatro vias
diferentes: por contacto (directo o indirecto), a través del aire,
por un vehiculo comin a miltiples casos de infeccién (comida,
agua) y por medio de vectores. Esta dltima via es mucho mds
siénificativa en zonas tropicales (malaria, fiebre amarilla...)
(Favero, 1978).

e) Prevencién vy control

Las medidas para la prevencién y control de las infecciones
nosocomiales deben ser eficaces y para ello, antes de ser puestas
en préctica en los hospitales, deben ser evaluadas. La mayoria de
estas medidas estdn basadas en la utilizacién de antisépticos y de
instrumentos debidamente esterilizados; se encuentran ampliamente
descritas en el conjunto de guias para la “"prevencién y el controi
de las infecciones nosocomiales“ del CDC (Williams, 1983; Garner y
Favero, 1986). En estas guias se resalta la importancia del lavado
de manos después de haber entrado en contacto con un paciente y
del aislamiento de dichos pacientes para romper asi la cadena de
contagio.

Actualmente en alqunos hospitales se practican medidas cuya
ineficacia ha guedado demostrada como la instalacién de filtros en
los respiraderos y nebulizadores (Eickoff, 1981) y el control del
ambiente por muestreo microbiolégico (Mc Gowan, 1981). Tales
medidas deben ser abandonadas y sustituidas por aguellas cuya
eficacia ha sido comprobada.

£) vigilancia
La vigilancia, cuando se aplica a enfermedades, puede ser

cdefinida como la cobservacion sistematica, activa y continua de la

frecuencia y distr:itucién ce las enfermedades cdentro de una
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poblacién, y de los sucesos o condiciones gue hacen aumentar o
disminuir el riesgo de contraer tales infecciones (Haley y cols.,
1986).

El objetivo de dicha vigilancia es reducir el riesgo de
adquisicién de las infecciones nosocomiales entre los pacientes
hospitalizados. La vigilancia puede proporcionarnos datos
epidemiolégicamente interesantes, como la identificacién de
epidemias, actividades prioritarias para el control de dichas
infecciones, elucidacién de tendencias (en los patégenos
microbianos, proporcién de infeccién) y, por Gltimo, nos permite
obtener grandes beneficios en el control de 1la infeccién
(Thompson, 1987).

La vigilancia de las infecciones adquiridas en los hospitales
deberia ser un proceso continuo gque comprendiera los siguientes
elementos:

- Definicién de categorias de infeccién.

- Recogida sistemdtica de los datos.

- Tabulacién de los datos.

- Andlisis e interpretacién de los datos.

- Informe de los datos mds relevantes de la vigilancia de la
infeccién, tanto en individuos como en grupos (Thompson, 1987).

Los recientes andlisis sobre la efectividad de la vigilancia
en los hospitales elaborados por el proyecto SENIC (Study on the
Efficacy of Nosocomial Infection Control) indican que los
programas son efectivos cuando hay una persona encargada de la
vigilancia, cuando se emplean técnicas epidemiolégicas para
analizar la proporcién de infeccién y se usan periédicamente los
datos para tomar decisiones (Haley y cols., 1985b).

La vigilancia puede efectuarse en todo el hospital - con lo
que se detectarian todas las infecciones, pero a un ceoste muy
elevado - o bien observando las zonas de alto riesgo. Esto dltimo
puede aportar datos interesantes y es econémicamente mds rentable.
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1.1.3.- MICROBIOLOGIA DE LAS INFECCIONES HOSPITALARIAS

Para diagnosticar que una infeccién ha sido adquirida en el
hospital, son necesarios los datos microbioldgicos que aporta el
laboratorio de cada centro hospitalario. En los hospitales activos
con programas de vigilancia y control de 1las infecciones
nosocomiales se ha llegado a encontrar mds de un 80% de dichas
infecciones. Sin embargo, en los hospitales que carecen de dichos
programas de vigilancia, el laboratorio de microbiologia cumple
una funcién muy importante en el estudio de las tendencias ¥
evolucién de las infecciones hospitalarias. Los registros del
laboratorio pueden proporcionar datos de alerta acerca de la
emergencia de patégenos muy infecciosos y resistentes a miltiples
antibiéticos, asi como de aparicién de infecciones poco usuales
(McGowan y cols., 1986).

El estudio microbiolégico de las infecciones nosocomiales se
hace en:

- el laboratorio del hospital, en donde se aisla e identifica
el agente causal de 1la infeccién; también se realizan
antibiogramas necesarios para un tratamiento correcto (Weinstein y
Mallison, 1978). ‘

- el laboratorio de referencia, en donde, una vez comprobada
la identificacién de 1los aislados, se hace un estudio
epidemiolégico mediante la aplicacién de marcadores o sistemas de
tipificacién (Meitert y Meitert, 1978; Ayliffe, 1978).

a) Aislamiento e identificacién

El laboratorio del hospital debe tratar de conseguir una
identificacién correcta de los aislados en el tiempo mas corto que
le sea posible para asequrar el apropiado tratamiento del paciente
y la aplicacién de las adecuadas medidas de control. '

Actualmente se han desarrollado unas técnicas de diagnéstico
rdpido (ELISA, electroforesis, inmunofluorescencia, ...) Qque
permiten la Identificacién del agente causal en un corto periodo
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de tiempo. No por ello los métodos tradicionales de aislamiento e
identificaci6én deben abandonarse, puesto que a veces son
necesarios para estudios epidemiolégicos posteriores (Bartlett y
cols., 1979).

b) t tipific
idemiol6g;

Actualmente los epidemiélogos estdn utilizando unas técnicas
en el laboratorio que permiten establecer relaciones biolégicas y
genéticas entre organismos cercanos, normalmente de una misma
especie. Estas técnicas estdn basadas en caracteres sencillos del
microorganismo al gue denominamos "marcador”. Realmente, estos
métodos nos discriminan la "no relacién" epidemiolégica entre las
cepas, mis que su "relacién”, ya que ninguno, por si solo, tiene
una fiabilidad del cien por cien.

Un buen método de tipificacién deberd cumplir tres
propiedades béasicas:

l.- Tipabjlidad: que sea capaz de reconocer la mayoria de los
aislados; si reconoce o tipifica pocos aislados, puede decirse que
el método no es Gtil.

2.- Discrimipacidén: que un alto porcentaje de 1los
microorganismos sean clasificados en distintos tipos o patrones.
El método carece de utilidad, cuando, aun reconocifendo casi todos
los microorganismos, todos pertenecen al mismo tipo o patroén.

3.- Reproductibjljdad: los resultados obtenidos en distintos
momentos Yy lugares deben ser similares o presentar pocas
variaciones; es decir, el método tiene que ser estable a lo largo
del tiempo.

Otras caracteristicas que deberian tenerse en cuenta para un
buen método de tipificacién son que esté estandarizado y que sea
sensible para distinguir la mayoria de los microorganismos
biolégica y genéticamente similares, pero no idénticos (Aber vy
Mackel, 1981).
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Los métodos de tipificacién deben ser aplicados en los
estudios de brotes infecciosos para determinar la fuente de
infeccién, reservorios y su amplitud, asi como en los programas de
vigilancia en zonas concretas para controlar la aparicién de
brotes infecciosos.

En el laboratorio de microbiologia del hospital se puede
iniciar un somero estudio epidemiolégico utilizando métodos de
tipificacién sencillos, como pruebas bioquimicas de identificacién
(biotipia), de sensibilidad a antimicrobianos (antibiotipia) e
incluso serolégicas (serotipia). Cuando aparecen aislados
epidemiolégicamente importantes, se reguiere una tipificacién
especial y por ello es necesario enviarlos a los laboratorios de
microbiclogia de referencia , en donde se ponen en prédctica
métodos mis precisos, tales como sensibilidad a fagos (fagotipia),
produccién de bacteriocinas (bacteriocinotipia), resistencia a
productos quimicos (resistotipia), andlisis del DNA plasmidico
(plasmidotipia), andlisis del DNA plasmidico o cromosémico
utilizando endonucleasas de restriccién, electroforesis de
proteinas y de isoenzimas, pruebas de hibridacién de acidoé
nucleicos homélogos, etc. ’

A continuacién describimos brevemente los principales métodos
de tipificacién .

- Biotipia: diferenciacién de los aislados a nivel de
especie utilizando pruebas bioquimicas. Se aplica a gran cantidad
de bacterias como Serratia marcescens (Pitt, 1982), Staphylococcus
aureus (Goldmann, 1980) y estafilococos coagulasa negativos
(Christensen y cols., 1983).

- Fagotipia: la susceptibilidad a la infeccién por los
bacteriéfagos es una caracteristica muy usada para tipificar un
gran nimero de microorganismos tanto Gram positivos -S. aureus
(Smith, 1972) y estafilococcs coagulasa negativos (Heczko y cols.,
1977) -, como Gram negativcs - Pseudomonas aeruginosa (Lindberg y
Latta, 1974), Serratia marcescens (Fitt, 1982), Eschericchia coli



(Marsik y Parisi, 1971), Salmonella (Gershman, 1977; Katsatiya y
cols., 1978), Klebsiella (Rennie y cols., 1978), Proteus (Hickman
y Farmer, 1976), y Shigella (Kallings y cols., 1968).

La fagotipia inversa es una modalidad de la fagotipia directa
y consiste en la induccién de 1los fagos a partir del
microorganismo aislado y en el estudio de los patrones de lisis al
aplicar dichos fagos inducidos sobre una serie de cepas conocidas
(Meitert y Meitert, 1978).

- Serotipia: se trata de la caracterizacién de los aislados
mediante antisueros especificos que reaccionan con antigenos del
microorganismo también especificos. Estos pueden ser somadticos
(0), flagelares (H), capsulares (K) y de pared o membrana externa.
Para alqunas especies microbianas, como Salmonella o Shigella, la
serotipia representa una importante herramienta para su
identificacién (Edwards y Ewing, 1972). Para otras especies
microbianas, la serotipia se ha convertido en un método de
tipificacién epidemiolégico usado para diferenciar cepas obtenidas
en importantes situaciones epidemiolégicas. Se emplea tanto en
bacterias Gram positivas - S. aureus y estafilococos coagulasa
negativos (Cohen, 1972), Streptococcus (Hahn y Nyberg, 1976) -,
como en Gram negativas - E. coli (Crichton y Hold, 1980),
Klebsiella (Rennie y cols., 1978; Onokodi y Wauters, 1981),
Proteus (Anderson y Engley, 1978; Penner y Hennessy, 1979), P.
aeruginosa ( Farmer y cols., 1982; Conroy y cols., 1983), Serratia
(Pitt, 1982).

En organismos como Streptococcus pneumoniae (Lund y
Henriksen, 1978) y Klebsiella (Casewell, 1972), se realiza una
variante de la serotipia denominada "quellung" o hinchazén de la
cidpsula cuya presencia es muy significativa.

- Bacteriocinotipia: la produccién de algunas sustancias
(bacteriocinas) por algunas bacterias capaces de inhibir el
crecimiento de otras bacterias o la susceptibilidad del organismo
en cuestién a las bacteriocinas producidas por otro microorganismo
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puede ser usada como un método de tipificacién. La
bacteriocinotipia se puede realizar:

- directamente: observando el efecto de las bacteriocinas
producidas por unas cepas-patrén sobre los aislados que queremos
estudiar;

- indirectamente: induciendo bacteriocinas en las cepas-
problema y aplicdndolas sobre unas cepas conocidas, para asi
conseguir patrones de inhibicién.

Se trata de un método usado en E. coli (Hettiaratchy y cols.,
1973), Rlebsiella (Bauernfeind y cols., 1981), Proteus (Senior,
1977; Anderson y cols.,1978), P. aeruginosa (Conroy y cols.,
1983), Serratia (Pitt, 1982) y Shigella sonnei (Morris y Wells,
1974).

~ Antibiotipia: la determinacién de 1los patrones de
sensibilidad de los aislados a los agentes antimicrobianos se
practica de forma rutinaria en los laboratorios clinicos y se
aplica de forma sistemdtica a todos los microorganismos. Raramente
se incluyen nuevos antibiéticos para poder diferenciar cepas de
importancia epidemiolégica, ya que no‘sé dispone normalmente de
pruebas adicionales para poder examinar otras caracteristicas
(marcadores) del organismo (Aber y cols., 1981; Goldmann y cols.,
1980).

- Resistotipia: se trata de diferenciar los aislados
implicados en infecciones nosocomiales por su susceptibilidad
hacia ciertos compuestos quimicos, comeo los metales pesados (Elek
y Higney, 1970). Este .método se .emplea para estudiar
microorcanismos Gram positivos, como S. aureus (Elek y Maryson,
1974), y Gram negativos, como E. coli (Crichton y 0ld, 1974; Elek
y Higney, 1970), Salmonella (McHugh y cols., 1975; Somerville y
cols., .983) y Shigella sonnei (Elek y cols., 1973). *

- Plasmidotipia: es una técnica gue nos permite la
deteccidn, aislamiento y caracterizacién molecular del DNA



plasmidico de los aislados. La electroforesis en geles de agarosa
de este DNA nos proporciona una serie de patrones idtiles para
diferenciar unos microorganismos de otros. El DNA extracromosémico
a menudo puede llevar la informacién necesaria para:

* Codificar la resistencia a un determinado antibiético.

* pProducir una capacidad metabdlica inusual.

* Sobrevivir en condiciones adversas.

Esto ha sido estudiado con el fin de correlacionar dichas
propiedades particulares de interés con la presencia de un
plésmido determinado en la bacteria (Grinsted y Bennett, 1988).
Por otra parte, la plasmidotipia ofrece la posibilidad de
establecer relaciones epidemiolégicas entre microorganismos
cercanos o poco relacionados, ya que los pldsmidos pueden ser
transferidos entre microorganismos de distinta especie e incluso
de distinto género (Datta y cols., 1979).

Este método es utilizado tanto en bacterias Gram negativas
como en Gram positivas: Pseudomonas (Jacoby, 1986; Plesiat y
cols., 1988), Escherichia, Shigella, Serratia, Proteus (Bukhari y
cols., 1977), Staphylococcus (Lyon y Skurray, 1987), Streptococcus
(Colmar y Horaud, 1987)....

Las desventajas de este método son la poca resolucién entre
pldsmidos de tamafio similar y las diferencias en la movilidad de
plasmidos abiertos o cerrados (Tenover, 1985). Estos problemas se
solucionan con la técnica siguiente. !

-Andlisis del DNA plasmidico con endonucleasas de
restriccién. Las endonucleasas de restricciém son enzimas gque
reconocen secuencias especificas del DNA (normalmente 4, 5 6 6
pares de bases) y cortan el enlace fosfodiéster de la molécula. La
determinacién, en geles de agarosa, de los patrones de fragmentos
generados por las endonucleasas de restriccién sobre el DNA
celular se ha aplicado, como método de tipificacién en
epidemiologia hospitalaria, para investigar brotes de infeccién
nosocomial y para ayudar a un efectivo control de la infeccién. En
S. aureus (Pfaller y Hollis, 1989) y estafilococos coagulasa



negativos (Pfaller y Herwaldt, 1988) es donde m&s se ha aplicado
ésta técnica.

- Electroforesis de proteinas. Caracterizacién de los
aislados mediante patrones electroforéticos de las proteinas
bacterianas separadas por su peso molecular. Hay varias
modalidades de electroforesis, segqgin de qué proteinas se trate:
electroforesis de proteinas totales, de proteinas periplasmicas y
de proteinas de membrana externa. Se ha realizado en S. aureus
(Cohen y cols., 1983), estafilococos coagulasa negativos (Maggs 'y
Pennington, 1989), Serratia marcescens (Rousseaux y cols., 1990) y
Neisseria meningitidis ( Frasch y cols., 1985).

Para el estudio de las bacterias Gram negativas som muy
itiles las proteinas de membrana fijadoras de penicilina
denominadas PBPs, cuyos patrones electroforéticos sirven para
establecer relaciones epidemiolégicas entre los diferentes
aislados (Jabes y cols., 1989). En S. aureus también se ha llevado
a cabo el estudio de las PBPs en cepas resistentes a meticilima
para su caracterizacién mediante los patrones electroforéticos
obtenidos (Murakami y cols., 1987)

- Electroforesis de isoenzimas. Este método, que ha sido
muy usado en eucariontes (Ayala, 1976; Levontin, 1974; Kimura,
1983), se ha venido aplicando recientemente a gran nimero de
estudios para valcrar la diversidad y estructura genética de
poblaciones naturales bacterianas. Se trata de caracterizar los
aislados mediante el estudio de la movilidad electroforética de
las enzimas <celulares, solubles en agua, en un gel de
poliacrilamida. Teniendo en cuenta gque la movilidad
electroforética de las enzimas viene determinada por su carga
electrostdtica y, consecuentemente, DpOr su secuencia de
aminodcidos, las isocenzimas (diferentes formas de una misma enzima
caracterizadas por una diferencia de carga eléctrica, pero que
comparten una misma actividad biol6gica) pueden ser directamente
comparadas con lcs alelos del gen estructural correspondiente. La



electroforesis de isoenzimas mide la diversidad alélica de genes
estructurales (Selander y cols., 1986). Se han practicado pruebas
iscenzimi&ticas en E. coli y Shigella (Ochman y cols., 1983), P.
aeruginosa (Levin y cols., 1984), Serratia ( Gargallo -Viola,
1987, 1989), en S. hyicus (Takauchi y cols., 1987) y otros muchos
microorganismos.

-Immunoblotting. Pricticamente todos los microorganismos
son potencialmente tipificados usando esta técnica. Consiste en la
obtencién de extractos antigénicos de los aislados, electroforesis
en gel de poliacrilamida y reaccién con un antisuero adecuado. La
variedad antigénica entre los diferentes aislados nos permite
establecer patrones de bandas antigénicas con pesos moleculares
que varian desde 27 a 250 KD, y determinar el grado de similaridad
entre ellos. El1 immunoblotting se ha estudiado en S. aureus
(Krikler y cols., 1986; Burnie y cols., 1987), S. epidermidis
(Matthews y cols., 1987; Burnnie y cols., 1988) y estafilococos
coagulasa negativos en general (Thomson-Carter y Pennington,
1989).

- Andlisis de DNA. En la dltima década los avances en el
campo de la biologia molecular e inmunologia han permitido 1la
creacién de unas nuevas técnicas que nos facilitan el diagnéstico
rdpido de las infecciones nosocomiales. !

Las pruebas de DNA aplicadas a la identificacién de
microorganismos tienen las ventajas de que:

- no se necesita cultivar "in vitro" los microorganismos; de
hecho se pueden incluso detectar microorganismos muertos.

- se pueden realizar identificaciones mucho mds precisas y

- el diagnéstico, en muchos casos, es mds rdpido y sensible,
puesto que se basa en el contenido del &cido nucleico (Baguero y
Martinez, 1989). No obstante, tienen el inconveniente de no contar
con el microorganismo aislado, lo que impide la realizacién de la
vigilancia epidemiolégica a lo largo del tiempo, el andlisis de
petlaciones bacterianas mediante marcadores epidemioclégicos, asi
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como la imposibilidad de realizar estudios de sensibilidad a
antimicrobianos, por lo que estas pruebas, aunque muy dtiles para
el diagnéstico rdpido, no deben sustituir de forma radical el
aislamiento de las cepas productoras de infeccién.

Dentro de las pruebas del DNA podemos destacar:

1.- Eipgerprinting del DNA cromosémico medjante endonucleasas
de restrijccion y electroforesis en geles de agargsa. Los criterios

para la seleccién de las enzimas de restriccién son el contenido
en bases pirimidinicas: guanina y citosina, grado de metilacién y
los codones mas comunes del DNA bacteriano (Grothues y cols.,
1990). E1 resultado es la obtencién de unos patrones
electroforéticos cuya utilidad como marcador es limitada, debido a
la gran cantidad de bandas de diferentes tamafios gque se obtienen,
aunque también se han desarrollado métodos computadorizados para
hacer mids objetivas las comparaciones entre los aislados (Ades y
cols., 1988). Renaud y colaboradores (1988) lo aplicaron a los
estafilococos coagulasa negativos.

2.- Hibrjdacién de DNA. Con esta técnica se pueden reconocer
fragmentos especificos de DNA y, por lo tanto, detectar
microorganismos portadores de esos fragmentos. Se trata de un
ensayo muy sensible y de gran especificidad. La elaboracién de
sondas de DNA (fragmento de DNA clonados o bien oligonucleétidos
sintéticos) ha permitido la deteccién de genes especificos, como
son:

- factores de virulencia: enterotoxinas de E. coli (Hill y
cols., 1986) y el antigeno de virulencia (Vi) de Salmonella typhi
(Boileau y cols., 1984)

- genes de resistencia a antibidticos (Cooksey y Mayer, 1987)

- genes que codifican para el RNA ribosfémico (16 y 23S).

Este dltimo método, que se ha denominado ribotipia, ha sido
utilizado para distinguir entre especies relacionadas o entre
cepas dentro de una misma especie. Se ha usado con' algunos
microorganismos de importancia en las infecciones nosocomiales;
por ejemplo, con Salmonellas, Serratia, Pseudomonas (Grimont y
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Grimont, 1986) y estafilococos (Buyser y cols., 1989; Thomson-
Carter y cols., 1989; Bialkowska-Hobrzanska y cols., 1990a).

1.2.- EL GENERO STAPHYLOCOCCUS
1.2.1.- TAXONOMIA

Ban transcurrido mds de cien afios desde la primera vez que
los cocos fueron observados en heridas y en pus procedente de
abscesos humanos. Estos organismos, gque fueron llamados
"micrococci® por Von Recklinghausen (1871), Microsporon septicum
por Klebs (1872) y "mé6nadas" por Hueter (1872), fueron
clasificados por Billroth (1874) en "monococos", "diplococos",
"streptococos” y "gliacocos” de acuerdo con su disposicién.

En 1880, Ogston demostré gue unos cocos dispuestos en grupos
eran la causa de ciertos abscesos en el hombre y los denominé
"staphylococcus”. Al mismo tiempo, Louis Pasteur llegé a similares
conclusiones.

Rosenbach, en 1884, fue el primero que aisl6é e hizo crecer
estafilococos en un cultivo puro en el laboratorio y asi estudié
sus caracteristicas. Observé que los aislados formaban dos tipos
de colonias, UGnicamente distinguibles por el color: naranjas y
blancas. Propuso el nombre de Staphylococcus pyogenes aureus para
la primera y Staphylococcus pyogenes albus para la ’‘segunda.

A finales del siglo XIX, todos los cocos se incluian dentro
de la familia Coccaceae. Fliigge en 1890 situé los Staphylococcus
en esta familia, que mas tarde fue dividida por Winslow y Rogers
(1906) en dos subfamilias: Metacoccaceae y Paracoccaceae. Winslow
y Winslow (1908) clasificaron los estafilococos cuyas colonias
eran naranjas dentro del género Aureococcus y los de colonias
blancas dentro del género Albococcus; y ambos géneros, junto a los
estreptococos, dentro de la familia Paracoccaceae. Los micrococos,
junto con Sarcina y Rhodococcus fueron situados dentro de las
familia Metacoccaceae.



En 1911, Buchanam cambié los nombres familiares de
Metacoccaceae y Paracoccaceae por Micrococceae Trevisan y
Streptococceae Trevisan respectivamente.

Mas tarde, cuando Winslow y sus colaboradores (1920)
volvieron a estudiar los géneros Aureococcus y Albococcus,
concluyeron que no eran distintos y que los albococci eran cepas
de Staphylococcus aureus que habian perdido alguna caracteristica
al crecer en condiciones desfavorables fuera del cuerpo humano.

En una serie de articulos, publicados entre 1924 y 1928,
Hucker concluyé que los micrococos y los estafilococos no eran la.
suficientemente diferentes para justificar la separacién de ambos
géneros. Rahn en 1929 llegé a la misma conclusién. Asi pues, el
Manual de Bergey, habiendo reconocido al género Staphylococcus en
todas sus ediciones, desde la primera hasta la gquinta (1939),
relegé los estafilococos al género Micrococcus cuando Hucker
revisé el Manual en su sexta edicién (1948). En este mismo afio,
Abd-El-Malek y Gibson 1llamaron al grupo de estafilococos y
micrococos "complejo Staphylococcus-Micrococcus", considerando a
los estafilococos como patégenos y a los micrococos, inactivos o
saprofitos.

No obstante, Evans, Bradford y Niven en 1955, no satisfechos
con esta clasificacién, propusieron separar estos organismos
basdndose en la necesidad de oxigeno para su crecimiento. Situaron
especies gque eran aerobias facultativas en el género
Staphylococcus y las que eran aerobias estrictas en el género
Micrococcus. Estos encuentros fueron aceptados por Breed al
revisar 1la clasificacién de 1los miembros de 1la familia
Micrococcaceae en la séptima edicién del Manual de Bergey (1957) y
fueron confirmados por Baird-Parker (1963, 1965).

En la séptima edicién del Manual de Bergey (1957) se
reconocian dos especies de estafilococos: Staphylococcus aureus
(coagulasa positiva y con capacidad de fermentar el manitol) y
Staphylococcus epidermidis (negativa en ambos tests). El uso de
la taxonomia numérica en 1959 indic6é que 1los estafilococos
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coagulasa positivos eran un grupo homogéneo, mientras que los
estafilococos coagulasa negativos no lo eran (Hill, 1959).

El primero en reconocer tipos especificos dentro del grupo
heterogéneo de los estafilococos coagulasa negativos fue Baird-
Parker (1963). El1 dividié los estafilococos en seis subgrupos,
bas&ndose en pruebas fisiolégicas y bioquimicas que incluian la
reaccién de la coagulasa, la actividad fosfatasa, la produccién de
dcido aer6bica y aner6bicamente del manitol, la produccién de
dcido anaer6bicamente de la lactosa y de la maltosa, la produccién
de acetoina y el crecimiento a 109C. El subgrupo I contenia la
especie de S. aureus : coagulasa y fosfatasa positivas que
generalmente producian &cido a partir de manitol aerébica y
anerébicamente; los subgrupos II hasta el VI contenian s6lo S.
epidermidis, que se diferenciaba en la produccién de fosfatasa y
acetoina y en la capacidad de formar &cido aerébicamente a partir
de la lactosa, maltosa y manitol. En 1965, Baird-Parker definié
los subgrupos II hasta el VI como biotipos desde el 1 al S e
indicé que la mayoria de los biotipos merecian tener rango de
especies.

En 1965, por lo tanto, la capacidad de crecimiento anaerébico
y la fermentacién de la glucosa en un medio peptonado con extracto
de levadura que contiene un indicador de pH, eran los medios para
distinguir los miembros del género Staphylococcus de los del
género Micrococcus. Estos criterios fueron ampliamente criticados
por algunos autores como Klesius y Schuhardt (1968), Auletta y
Kennedy (1966), Mortensen y Kocur (1967) y Gibson (1967), quienes
apuntaban que muchos cocos Gram positivos y catalasa positivos
eran capaces de tener un débil crecimiento anaerobio y fermentar
lentamente la glucosa. Klesius y Schuhardt apoyan la separacién de
ambos géneros en la susceptibilidad de los estafilococos a la
lisostafina, mientras que los micrococos no son susceptibles a
ella. Auletta y Mortensen mostraron que el contenido de guanina y
citosina del DNA de los estafilococos es de un 30-39%, mientras
que en los micrococos es de un 63-73%, dato de interés para la
separacién de ambos géneros.
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Los microorganismos capaces de crecer anaerébicamente y de
fermentar débilmente la glucosa fueron identificados como
Micrococcus saprophyticus. Estas cepas tienen la misma proporcién
de guanina y citosina en el DNA, la misma sensibilidad a la lisis
por la lisostafina e idéntica composicién y estructura de su
peptidoglicano que los estafilococos. No obstante, difieren de
otros estafilococos en su gran resistencia a la novobiocina
(Mitchell y Baird-Parker, 1967; Jeffries, 1969), en la presencia
de diferentes menaquinonas en sus membranas celulares (Jeffries y
cols., 1968) y, a menudo, en sus requerimientos nutricionales para
el crecimiento (Baird-Parker, 1963).

A pesar de todas las limitaciones, la fermentacién de 1la
glucosa, propuesta en 1965 por el subcomité de taxonomia de
Staphylococci y Micrococci del ICSB (Comité Internacional de
Bacteriologia Sistemitica), para identificar las especies de
Staphylococcus, en un medio que contenia azul de bromocresol
pirpura como indicador de pH, es el procedimiento mis fiable y
practico. No obstante, en el medio de tioglicolato semisélidq,
propuesto por Evans y Kloos (1972), el crecimiento y fermentacién
de la glucosa por parte de Micrococcus saprophyticus era también
algo diferente.

La comisién editora de la octava edicién del Manual de Bergey
(1974) acepté los géneros Staphylococcus, Micrococcus y
Planococcus dentro de la familia Micrococcaceae. El1 género
Aureococcus, gue era reconocido por el subcomité de taxonomfa de
Staphylococci y Micrococci del ICSB como un miembro de las
Micrococcaceae, es reconocido en el dltimo Manual de Bergey (1974)
dentro de la familia Streptococcaceae. En esta misma edicién, se
reconocen tres especies de Staphylococcus: S. aureus, S.
epidermidis, biotipos 1-4 y S. saprophyticus, biotipos 1-4
(basdndose en la produccién de acetoina, actividad fosfatasa y
produccién de &cido a partir de la lactosa, maltosa y manitol
aer6bicamente). Esto se debié a que Micrococcus saprophyticus fue
transferido al género Staphylococcus como S. saprophyticus por su
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composicioén de pared celular y contenido en bases de DNA similares
a los estafilococos.

Una vez separados ambos géneros (por su contenido en guanina
y citosina en el DNA, la composicién de la pared celular,
susceptibilidad a la lisostafina, crecimiento en un medio de
tioglicolato semisélido y la produccién aerébica de dcido a partir
de glicerol), los taxénomos empezaron a disefiar esquemas gque
permitian dividir cada género. Asi, Schleifer y Kloos (1975a) y
Kloos y Schleifer (1975a) publicaron varios estudios taxonémicos
de las cepas de estafilococos aisladas de piel humana. Bas&ndose
en sus caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y biogquimicas y
en la composicién del peptidoglicano de la pared celular y de los
dcidos teicoicos, describieron siete nuevas especies de
estafilococos coagulasa negativos: S. cohnii, S. haemolyticus, S.
xylosus, §. warneri, S. capitis, S. hominis y S. simulans.

Simultdneamente a la descripcién de estas nuevas especies,
Kloos y Schleifer (1975b) propusieron un esquema simplificado para
la identificacién rutinaria de los estafilococos aislados del
hombre, basado en una seleccién de diversos caracteres
bioquimicos.

Kloos y sus colaboradores (1976b) describieron una especie
nueva de estafilococos, S. sciuri , que contiene dos subespecies,
sciuri y lentus.

Micrococcus hyicus fue aislado por Sompoljinsky (1953) de
exudados de piel en cerdos y fue transferido al género
Staphylococcus (S. epidermidis, subgrupo II) por Baird-Parker en
1963. Devriese y sus colaboradores (1978) hicieron un estudio
taxonémico de las cepas de S. hyicus aisladas de piel de cerdos,
vacas y aves y subdividieron esa especie en dos subespecies:
hyicus y chromogenes, aunque ésta dltima fue considerada, algo mas
tarde, como una nueva especie (Hdjek y cols., 1986).

Una nueva especie, S. intermedius, Qque comprende cepas
coagulasa positivas aisladas de nariz de palomas, visones,
caballos y focas, fue descubierta por Hajek (1976).
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Skerman y sus colaboradores (1980) determinaron la existencia
de trece especies‘dentro del género Staphylococcus.

El sistema de clasificaci6n propuesto por Kloos y Schleifer
(1975b) est& basado principalmente en estafilococos de origen
humano, pero més tarde se extendié al estudio y clasificacién de
aislados de origen animal. Asi, se han llegado a identificar las
siguientes especies: S. gallinarumy S. caprae (Devriese y cols.,
1983), S. lentus (Schleifer y cols., 1983), S. arlettae, S.
equorum y S. Kloosii (Schleifer y cols., 1984), S. carnosus
(Schleifer y Fischer, 1982), S. caseolyticus (Schleifer y cols..,
1982).

Una nueva especie, S. auricularis, ha sido aislada del hombre
(Kloos y Schleifer, 1983) y el organismo anaer6bico Peptococcus
saccharolyticus ha sido transferido al género Staphylococcus
(Kilpper-Bidlz y Schleifer, 1981).

Ultimamente se han descrito nuevas especies y subespecies de
estafilococos. En 1985, De la Fuente y sus colaboradores
descubrieron la subespecie S. aureus subsp. anaerobius . S.
delphini (Varaldo y cols.,1988) es un estafilococo coagulasa
positivo aislado de delfines. S. lugdunensis y S. schleiferi
(Freney y cols., 1988) son coagulasa negativos de origen humano.
De ésta lGltima especie se ha descrito la subespecie coagulans
(Igimi y cols., 1990) aislada de perros con capacidad de coagular
el plasma. S. felis es otra especie de estafilococos coagulasa
negativos aislado de gatos (Igimi y cols.,1989). S. capitis subsp.
ureolyticus, aislada de piel humana ha sido descrita en 1991 por
Bannerman y Kloos.

En la actualidad, el género Staphylococcus comprende
veintiocho especies diferentes, la mayoria de las cuales son
coagulasa negativas, mientras que S. aureus, S. intermedius, S.
delphini y algunas cepas de S. hyicus son coagulasa positivas.

En la tabla 4 se recoge la evolucién de las espeéies desde
1974 hasta la actualidad.
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TABLA 4.- Divisién actual del género Staphylococcus.

1974+ 1980+ 1986+ 1991 ++
S. aureus S. aureus §. aureus S. arlettae
S. epidarmidis S. capitis S. auricularis S§. aureus
S. sapropbyticus S. cobnij 8. capitis 8. suricularis
S§. epidarmidis S. caprae S. capitis
S. basmolyticus S. carnoeus §. caprae
S. haminis §. caseclyticus §. carnosus
S. byicus S. cohnid §. caseclyticus
S. intermediue S. epidermidis §. chramogenes
S. saprophyticus S. gallinarum S. cohnid
S. sciuri S. baemolyticus S. delphini
S. simalans §. bominis S. epidemmidis
S. warneri S. byicus S. equarmm
S. xylosus S. intermedius 5. felis

S. saccharolyticus S. gallinanmm
S. saprophbyticus S. bhaemolyticus

S. simulans S. byicus
S. warperi S. intermedius
S. xylosus S. kloosi
S. lentus
! S. lugdunensis
S. saccharclyticus
S. saprophyticus
S. schleiferi
S. sciurdi
S. simulans
S. warperi
S. xylosus
* "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology", 82 ediciénm,
1974. ** Skerman y cols., 1980.
+ "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology", 12 edicién, 1986.
++ Citas en el texto.
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1.2.2.- CARACTERISTICAS
a) Morfoldgicas v estructurales

Son células esféricas de 0.5 a 1.5 um de didmetro. Aparecen
solas o en parejas y caracteristicamente se dividen en mfs de un
plano, formando agrupaciones regulares o irregulares. Son Gram
positivas e inméviles y no forman estados de resistencia o esporas
cuando las condiciones son adversas. La pared celular de los
estafilococos contiene dos componentes mayoritarios unidog
covalentemente: el peptidoglicano y el &cido teicoico. El
diaminodcido presente en el peptidoglicano es L-lisina. La
membarana citopldsmica contiene acidos lipoteicoicos.

b) De cultivo

Son aerobios o anaerobios facultativos. Crecen facilmente en
medios ordinarios (utilizan hidratos de carbono y/o aminoécidog
como fuente de energia) y bajo condiciones aerébicas (excepto S.
saccharolyticus que es anaerobio). lLa mayoria de las especies
necesita una fuente orgdnica de nitrégenc (por ejemplo, ciertos
aminodcidos) y vitaminas del grupo B (vitamina Bl y "acido
nicotinico). La temperatura y pH 6ptimos de crecimiento son de
37¢C y 7.5 respectivamente.

Se ha descrito un cultivo selectivo para los estafilococos
que lleva 7.5% de ClNa (medio Chapman), pues toleran altas
concentraciones de cloruro sédico, aungue también se utiliza como
medio selectivo el de Baird-Parker.

c) Metabdljcas

Poseen un metabolismo respiratorio y fermentativo. Usualmente
son catalasa positivos. Pueden producir unos pigmentos de
naturaleza carotenoide en presencia de oxigeno, diéxido de carbono
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y de calcio a una temperatura ligeramente inferior a la 6ptima de
crecimiento. Su papel fisiolégico se desconoce actualmente.

Caracteristicamente no producen coagulasa, enzima
extracelular que activa la protrombina o alguna sustancia similar
que induce la conversién del fibrinégeno a fibrina.

Una gran variedad de carbohidratos puede ser utilizada
aerébicamente con la produccién de &cido. Para la mayor parte de
las especies, el principal producto de fermentacién de la glucosa
es el 4cido lactico; en presencia de oxigeno, los principales
productos son el &cido acético y el diéxido de carbono. La mayoria
de las especies poseen fructosa 1,6-difosfatasa y aldolasa de la
clase I. Son susceptibles de ser lisadas por la lisostafina y
resistentes a la lisis por lisozima. Las especies o cepas que
tienen grandes cantidades de L-alanina o L-serina, en vez de
glicina en el peptidoglicano de la pared celular, son generalmente
menos susceptibles a la lisostafina que aquellas con un puente
interpeptidico compuesto tnicamente por residuos de glicina.

Algunas especies son resistentes a la novobiocina; mientras
que otras son tipicamente susceptibles. Generalmente son también
sensibles a antibacterianos, como el fenol y sus derivados y a los
halégenos. El contenido en guanina y citosina en el DNA varia de
30-39%.

d) Habitat ,

Las poblaciones naturales se encuentran principalmente
asociadas con la piel, glandulas subcutdneas, membranas mucosas y
animales de sangre caliente. En varios estudios (Kloos y cols.,
1976a; Kloos, 1980), se ha encontrado que S. aureus predomina en
fosas nasales, mientras que S. epidermidis y S. hominis persisten
en la piel de ingles, axilas, cabeza, piernas y brazos. S. capitis
se aisla frecuentemente de cabeza, cara, oido y piernas. S.
auricularis se aisla de oido externo. S. xylosus, S. simulans, S.
cohnii, S. saprophyticus y S. warneri se aislan sé6lo
ocasionalmente de la piel. El resto de los estafilococos coagulasa
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negativos se aislan predominantemente o exclusivamente de animales
o productos animales (carne, leche, queso) o bien de su entorno
(suelo, agqua..).

1.2.3.- ESTAFILOCOCOS COAGULASA NEGATIVOS
a cided ¥ virulenc

Los estafilococos coagulasa negativos pueden ser considerados
como tipicos oportunistas, presentes normalmente en la piel y la
mucosa deil hombre. Las funciones fisiolégicas de los estafilococos
coagulasa negativos en estos nichos no se conoce y no se sabe por
qué los estafilococos coagulasa negativos llegan a ser virulentos
en ciertas circunstancias.

Existe actualmente un acuerdo general sobre la importancia
clinica de los estafilococos coagulasa negativos como agentes
etiolégicos de importantes infecciones en el hombre (endocarditis,
infecciones del tracto urinario, bacteremias...). .

Indudablemente, la reaccién de la coagulasa tiene un valor
taxonémico grande, pero esta reaccién no estd correlacionada con
la patogenicidad y virulencia de los estafilococos. En particular,
la capacidad de agunos aislados clinicos de producir varias
exotoxinas y enzimas - parecidas a aquéllas que elabora S. aureus
(Dornbusch y cols., 1976; Gemmel y Roberts, 1973) - ha sido tenida
en cuenta como un factor de virulencia. Tales factores pueden ser
los siguientes:

- Toxinas y enzimas.

l.-Hemolisinas. En algunos estudios se ha comprobado la
capacidad de los estafilococos coagulasa negativos para la
produccién de X y d-hemolisinas (Gemmel y Roberts, 1973) y se ha
tratado de relacionar con un posible papel patogénico. Asi, Kleck
y Donahue (1968) encontraron que las hemolisinas eran producidas
por la mayoria de los estafilococos coagulasa negativos aislados
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de nariz de portadores (100%) o de sangre de pacientes con
endocarditis (83%). En otro estudio publicado por Brum y sus
colaboradores en 1971, en el que examinaron 354 aislados clinicos
de estafilococos coagulasa negativos, se observé que un 69% de
estas cepas no eran d-hemoliticas. No obstante, entre aquéllas que
mostraban actividad d-hemolitica, un 20.3% eran activas contra los
eritrocitos humanos.

2.- DNAsa. La estrecha relacién entre la capacidad de las
cepas de S. aureus de producir coagulasa y deoxirribonucleasa y su
patogenicidad para el hombre y otros animales, indujo a muchos
investigadores a buscar la posibilidad de que los estafilococos
coagulasa negativos pudieran también producir la enzima DNAsa. La
incidencia relativa de la enzima entre los estafilococos coagulasa
negativos ha sido estudiada en un gran ntmero de ocasiones y varia
entre el 8% y el 60% de las cepas examinadas, puesto que depende
de la fuente de aislamiento de las cepas, asi como de la relativa
sensibilidad del método usado para detectar la DNAsa (Dornbusch y
cols., 1976; Hecko y cols., 1974). En la mayoria de los casos
estudiados, la actividad hidrolitica de la enzima era estable
frente al calor (Gemmell y Schumacher-Perdreau, 1986).

3.-Proteinasas. La mayor parte de las cepas de S. aureus son
activamente proteoliticas. Esta propiedad se demuestra utilizando
como sustrato gelatina o caseina. Hay tres tipos de proteasas,
designadas I (serin-proteinasa), II (Thiol-proteinasa) y III
(metalo-proteinasa) (Arvidson, 1984).

Un estudio hecho sobre 100 cepas de estafilococos coagulasa
negativos revel6 que producen principalmente proteinasas de los
tipos II y III (Schumacher-Perdreau y cols., 1983).

4.- Fibrinolisina (Estafiloquinasa). Esta enzima realiza la
conversién del plasminégeno a pldsmido y es responsable
indirectamente de la actividad fibrinolitica de S. aureus. La
estafiloquinasa es producida por un 90% de las cepas de S. aureus,
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pero s6lo por un 10-25/% de estafilococos coagulasa negativos
(Gemmell y Roberts, 1973; Heczko y cols., 1974; Jeljaszewicz,
1960). La baja incidencia de esta enzima entre los estafilococos
coagulasa negativos asociados con infecciones clinicas hace que su
contribucién a 1la patogenicidad de estos aislados sea
insignificante (Gemmell y Schumacher-Perdreau, 1986).

5.- Lipasa y esterasa. La capacidad de los estafilococos
coagulasa negativos de hidrolizar 1lipidos y ésteres ha sido
frecuentemente encontrada entre los aislados de sangre, abscesos y
lesiones de piel, aunque menos en los de orina (Gemmell y Roberts,
1973). Se han encontrado dos enzimas diferentes entre los
estafilococos coagulasa negativos de diferente punto isoeléctrico
(6.2 y 5.1). Ninguna cepa posee ambas enzimas a la vez y la enzima
cuyo pl es de 6.2 es similar a la producida por §. aureus (Brunner
y cols., 1981).

- Pactores de virulencia de la superficie celular

1.- C&psula. En alqunos estafilococos coagulasa negativos se
puede localizar, por encima de la pared celular, una estructura
polisacaridica gue constituye la cdpsula. Se han descrito pocas
cepas que produzcan cipsulas clésicas "in vitro" (Anderson y
Craven, 1984; Hogt y cols., 1983; Wilkinson, 1983). Baddour y sus
colaboradores (1984) sugieren que la produccién de la cédpsula
puede determinar la capacidad para colonizar paredes vasculares
traumatizadas, asi como el endocardioc.

En cualquier caso, muchas de las propiedades de ciertas
especies de estafilococos coagulasa negativos proporcionan una
evidencia indirecta de la capacidad de estos microorganismos para
producir sustancias capsulares, como la capacidad de colonizar
superficies artificiales (catéteres, injertos etc.), la pérdida de
susceptibilidad a los fagos, la resistencia a la fagocitosis en un



37

suero no inmune (por lo tanto, a la muerte fagocitica) y su
car&cter extremadamente hidrofilico cuando se hace el test de
agregacion en sal. Todas estas propiedades de los estafilococos
coagulasa negativos sugieren que poseen capacidad de produccién de
cépsula.

2.- Slime. Numerosos estudios al microscopio electrénico, de
transmisién y de barrido, han revelado la existencia de una
sustancia amorfa alrededor de los estafilococos coagulasa
negativos que est&n adheridos a catéteres intravasculares y a otro
tipo de instrumentos de plistico de pacientes. A esta sustancia
(glucoconjugado) se la ha denominado exopolisacdrido, slime o
glicocalix (Ludwicka y cols., 1984b; Marrie y Costerton, 1984;
Peters y cols., 1982). La produccién de slime por 1los
estafilococos coagulasa negativos parece tener un importante papel
en la colonizacién de tejidos injertados, catéteres y otros
biomateriales (Bogt y cols., 1983).

3.- Proteinas. Las proteinas presentes en la superficie
celular pueden representar una ventaja para el microorganismo
patégeno. Cuando éste se introduce en el huésped, sus antigenos de
superficie pueden ser enmascarados por componentes del huésped,
como fibronectina, fibrinégeno y coldgeno, al unirse éstos a unas
protefnas superficiales y especificas del microorganismo (Kuusela,
1978; Speziale y cols., 1985;Switalski y cols., 1983'; Wadstrém y
cols., 1976; Wilkinson, 1983).

En S. haemolyticus y en otros coagulasa negativos aislados de
infecciones, se ha demostrado la unién de fibronectina marcada con
iodo 125 (Switalski y cols., 1983), mientras que cepas de S.
xylosus, S. capitis y otros estafilococos coagulasa negativos
aislados de muestras clinicas raramente se unen. Ademds, ninguno
de los estafilococos coagulasa negativos une fibrinégeno ni tiene
la proteina A. Esta proteina, presente en S. aureus, une la regién
Fc de la mayoria de las inmunoglobulinas G (excepto la IgG3) pero
no las IgA ni las IgM. También se ha demostrado que S.haemolyticus
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y cols., 1985).

Es evidente que tanto la produccién de enzimas y toxinas
extracelulares como los factores de virulencia de la superficie
celular de los estafilococos coagulasa negativos tendrdn que ser
mds estudiados para poder involucrar definitivamente estos
estafilococos en la patogénesis de las infecciones nosocomiales.
Lo que si parece claro es que tales caracteristicas pueden
facilitar la colonizacién sobre cuerpos extrafios del organismo
(vdlvulas, catéteres...).

b) licacis las infecci | italaci

Los datos elaborados por el CDC en 1986 (Horan y cols., 1986)
indican que los estafilococos coagulasa negativos persisten como
importantes patégenos nosocomiales. Asi, el 6.3% de las
infecciones en los hospitales estdn producidas por estas
bacterias. Constituyen el sexto microorganismo causante de
infeccién hospitalaria, después de E. coli, P. aeruginosa,
Enterococcus sp, S. aureus y Klebsiella sp.

Actualmente, los estafilococos coagulasa negativos son la
causa m&s importante de las bacteremias, seguidos por S. aureus ,
de tal forma que el conjunto de los estafilococos son responsables
del 40% de este tipo de infeccién nosocomial (Horan y cols.,
1988).

La mayoria de los aislados con significacién clinica
pertenecen a S. epidermidis. Esto puede ser debido a 1la
preponderancia de 1la especie en la piel y a que estos
estafilococos coagulasa negativos poseen ciertos factores de
virulencia ausentes en otros estafilococos. S. epidermidis aparece
principalmente en bacteremias, aunque también en infecciones
quirdrgicas y del tracto respiratorio. S. saprophyticus'suele ser
la causa de infecciones del tracto urinario en mujeres jévenes y
rara vez estd implicado en otro tipo de infeccién, debido a 1la
marcada afinidad de este microorganismo para adherirse a la
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células urogenitales humanas (Collen y cols., 1979; Hovelius y
cols., 1979).

S. hominis, S. haemolyticus y S. simulans han sido aislados
de un 5~20% del total de las infecciones humanas atribuidas a
estos microorganismos. E1l resto han sido raramente implicados en
casos de infeccién.

Hay factores del huésped que favorecen las infecciones por
los estafilococos coagulasa negativos, como son las roturas de
barreras naturales, la exposicién previa a antibiéticos y los
inmunosupresores. Aunque los fallos en la defensa del huédsped son
un factor importante, quiz& la causa real del incremento de las
infecciones debidas a los estafilococos coagulasa negativos sea el
mayor uso de vdlvulas protéticas y de catéteres.

1.3.- IDENTIFICACION Y TIPIFICACIOR DE LOS ESTAFILICOCOS
COAGULASA NEGATIVOS.

1.3.1.- ESQUEMAS BASICOS Y AUTOMATIZADOS

En un pasado no muy distante, el dnico patégeno reconocido
del género Staphylococcus era S. aureus, mientras gque los
estafilococos coagulasa negativos eran apreciados como simples
contaminantes. Una vez que empezaron a ser considerados como
patégenos, muchos laboratorios no los llegaron a identificar.

Es necesario identificar los estafilococos coagulasa
negativos por varias razones:

- para proporcionar un valor predictivo sobre si el germen
aislado tiene significacién clinica o si se trata de un
contaminante.

- para aumentar el conocimiento de la patogénesis de las
especies de los estafilococos coagulasa negativos.

- para poseer informacién Gtil en estudios epidemiolégicos
(Koontz y Pfaller, 1989).
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Desde que se han descrito los estafilococos coagulasa
negativos como patégenos importantes, produciendo en pacientes
normales e inmunodeprimidos endocarditis y septicemia (Kirchhoff y
Sheagren, 1985), infecciones quirdrgicas (Blouse y cols., 1978),
infecciones de material protético y catéteres (Fluornoy y Price,
1982) e infecciones del tracto urinario (John y cols., 1978), se
han puesto en préctica varios métodos y técnicas para su
identificacién.

Kloos y Schleifer (1975b) fueron 1los primeros que
describieron un esquema simplificado para la identificacién de los
estafilococos coagulasa negativos. Ellos seleccionaron caracteres
claves de los estafilococos y llegaron a identificar mds de un 80%
de las cepas. Estos autores se basaron en los siquientes datos:

- Crecimento anaerébico en un medio de tioglicolato.
Susceptibilidad a la lisostafina (50ug/ml).

- Prueba de la coagulasa y factor de agregacién (cumpling factor).
- Actividad hemolitica.

- Reduccién de nitratos. N
Actividad fosfatasa.

- Produccién de &cido a partir de carbohidratos bajo condiciones
aerébicas. Los carbohidratos probados fueron: fructosa, galactosa,
manosa, xilosa y/o arabinosa, ribosa, maltosa, lactosa, sacarosa,
trealosa, turanosa, meleiztosa, manitol y xilitol.

- Susceptibilidad a la novobiocina (1.6ug/ml)

Debido a que este método requiere unos largos periodos de
incubacién y es impracticable en el laboratorio clinico, se han
desarrollado sistemas comerciales r&pidos y algunos automatizados
para la identificacién de los estafilococos coagulasa negativos. A
continuacién hacemos una breve descripcién de estos métodos:

* Staph Jdent System (Analytab Products, Plainview, N.Y.). No
requiere instrumentacién, sin embargo es necesario hacer pruebas

adicionales, como la actividad fosfatasa para identificar s.
epidermidis y la susceptibilidad a la novobiocina para aislados de
orina de S. saprophyticus (Aldridge y cols., 1983).
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Kloos y Wolfshohl (1982) encontraron que las identificaciones
consequidas con este répido sistema coincidian en un 90% con las
identificaciones por métodos convencionales. )

* Staph-Tract Svstem (Analytab Products, Plainview, N.Y.).
Las ventajas que tiene son su f&cil inoculacién e interpretacién.
Adem&s no requiere instrumentacién. Sin embargo, se han observado
fallos en la identificacién de S. warneri, S. capitisy S.
haemolyticus (Giger y cols., 1984).

*_Minitek (BBL Microbiology System, Cockeysville, MD). Tiene
la ventaja de ser un sistema flexible, puesto que se puede elegir
el disco de trabajo segdn la situacién. Por ejemplo: un disco de
novobiocina de Suyg puede usarse para modificar la prueba de
susceptibilidad a la novobiocina. Tampoco es automatizado, con lo
gue su coste es menor, pero tiene la desventaja de que no
identifica todas las cepas de S. hominis y S. warneri (Watts y
cols., 1986).

* Microscan Pos GCombo (American Microscan, Mahwah, N.J.).
Después de la inoculacién e incubacién, los paneles pueden ser
leidos manualmente o bien mediante un instrumento (auto-SCAN-4).
Bussain y sus colaboradores (1986) encontraron una coincidencia
del 79% al 95% en la identificacién de los estafilococos coagulasa
negativos al comparar este sistema con métodos convencionales. Las
desventajas del Microscan es que no identifica todas las cepas de
S. warneri y S. hominis y que el 66% de las'identificaciones
requieren 48 horas de incubacién. Las ventajas son la lectura
automatizada del biotipo y del antibiograma (Bussain y cols.,
1986).

* Sceptor Gram positive MIC/ID (Johnston Labs, Towson, MD).
Se trata de un panel que tiene las mismas ventajas que el anterior
sistema de identificacién. El1 91% de las identificaciones
coinciden con las realizadas por el método de Kloos y Schleifer
(1975b), seguin Skulnick y sus colaboradores (1987).

. . bi ; itiv ) i£i . card
(Vitek systems, Inc., Hazel Wood, Mo.). Es un método de
identificacién totalmente automatizado, de corto tiempo de
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incubacién y pequefio inéculo. S6lo llega a identificar seis cepas
- S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S.
hominis y S. simulans (Almeida y cols., 1983) -, aunque su base de
datos ha sido ampliada dltimamente para llegar a identificar doce
especies.

En la tabla 5 podemos observar’algunas de las caracteristicas
de cada uno de estos sistemas de identificacioén répida:

TABLA 5.- Sistemas comerciales de identificacién ré&pida
(Koontz y Pfaller,1989)

Tiempo Ne especies Borcentaije correcto
i I id ificad i ” o
Staph Ident 5 12 65-90 74 97
Staph Tract 24 14 87-90 96 -
Minitek 18-24 12 86-92 96 100 .
Microscan 18-48 11 79-95 97 97
Sceptor 18-24 10 91 - -
Automicrobic 4-12 5 67-83 88-95 87-100

(vitek)

* S. epidermidis
+ S. saprophyticus

Estos métodos de identificacién para los estafilococos
coagulasa negativos se aplican principalmente en el laboratorio
clinico. En el laboratorio de referencia se prepara el esquema de
identificacién propuesto por Kloos y Schleifer (1975b), que,
aungue no ha encontrado plena aceptacifén, es el mds utilizado,
pues los autores han confirmado su esquema usando métodos
taxonémicos modernos sobre la composicién de la pared celular,
hibridacién del DNA, electroforesis de enzimas isofuncionales y
relaciones inmunolégicas de proteinas (Schleifer y cols., 1979).
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Hay otras caracteristicas de los estafilococos coagulasa
negativos que ayudan a diferenciar unas especies de otras, como
sons

- La hem6lisis con sinergismo: evalda la produccién de a-
toxinas (Hébert y Hancock, 1985).

~ La hidré6lisis del PYR (piroglutamil - B- naphtinamida)
usando una prueba comercial (Carr-Scarborough, Stone Mountain,
Ca.).

- Los estudios de susceptibilidad a la novobiocina (5ug),
polimixina B (300 U), bacitracina (10 U), furazolidona (100ug) y
taxo A (bacitracina 0.04 U).

Hasta que los factores responsables de las enfermedades
producidas por estos microorganismos puedan ser manipulados
genéticamente, el interés para distinguir entre microorganismos
patégenos y no patégenos, que comenzé hace mds de cien aiflos,
continda hoy.

Hasta hace poco, se pensaba que los estafilococos coagulasa
positivos que se aislaban tenfan casi siempre significado
patolégico, mientras que las cepas de estafilococos coagulasa
negativos no lo tenian, ya que podian ser ficilmente contaminantes
al tener un habitat tan ubicuo.

La tipificacién de los microorganismos para determinar sus
relaciones biolégicas y genéticas ha sido muy utilizada en
estudios epidemiolégicos de infecciones por S. epidermidis. Los
métodos de tipificacién mds comunes son:

- Patrones de susceptibilidad a agentes antimicrobianos
(antibiotipia).

- Caracterizacién bioquimica (biotipia).

- Patrones de susceptibilidad a fagos (fagotipia).

- Serotipia.

- Andlisis molecular de plismidos (plasmidotipia).

- Digestién de DNA con endonucleasas de restriccién.

- Hibridacién de DNA.

- Produccién de slime.
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La mayoria de estos métodos no tipifican gran cantidad de
microorganismos. Por eso ha sido m&s utilizada una combinacién de
diferentes sistemas con el fin de conocer el origen, reservorios y
modos de transmisién de estos importantes patégenos nosocomiales.
Por otra parte, sobre un paciente al que se le hayan aislado dos o
m&s cepas de estafilococos coagulasa negativos en m&s de una
ocasién, es necesario conocer si estos miltiples aislados tienen
las mismas caracteristicas fenotipicas e incluso genotipicas para
indicar bacteremia persistente o contaminacién. Para decidir si
estos miltiples aislados son iguales o diferentes, se han
desarrollado varios sistemas de tipificacién que normalmente se
utilizan en combinacién.

1.3.2.- METODOS DE TIPIFICACION

Los métodos de tipificacién mids importantes usados para los
estafilococos coagulasa negativos son los siquientes:

- Antibiotipi

Se han puesto en préictica en el laboratorio clinico mediante
procedimientos estandarizados. Se obtienen f&cilmente patrones,
por lo que los médicos loS utilizan rutinariamente para
identificar cepas de S. epidermidis. Dado que los patrones de
antibiogramas est&n influidos por el uso de los antibiéticos en un
hospital, este método debe ser usado dentro de un entorno
localizado(Parisi y Hecht, 1980).

La antibiotipia es un marcador epidémiolégico aceptable. Asi
se comprob6é en un estudio publicado por Christensen y sus
colaboradores en 1983 y en otros publicados por Ludlam y sus
colaboradores (1989a,b) guienes encontraron que los antibiogramas
tenian un 98% de reproductibilidad y un alto poder discriminatorio
en un estudio de peritonitis causadas por estafilococos coagulasa
negativos en pacientes que recibian diariamente didlisis
peritoneal. Sin embargo, es importante considerar la estabilidad
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genética de los aislados. Bxiste evidencia de la pérdida de
plésmidos de resistencia por S. epidermidis en pacientes que estin
mucho tiempo hospitalizados.

Aunque la resistencia a la meticilina ha sido usada como
marcador para el estudio de la frecuencia de aislados resistentes
de S. epidermidis en pacientes operados del corazén (Bentley y
cols., 1970), la aparicién de muchas cepas de S. epidermidis
resistentes a meticilina (Archer y Tenebaum, 1980) hace que el uso
de este marcador de resistencia sea inadecuado en estudios
epidemiolégicos. Ya desde 1981, S. epidermidis ha sido visto como
un coco Gram positivo cuya resistencia a casi todos los agentes
antimicrobianos iba aumentando (Atkinson y Lorian, 1984). A pesar
de este hecho, los antibiogramas siguen practicé&ndose por su fécil
y rdpida realizacién, aunque en la mayoria de los casos ha sido
usado en conjuncién con la biotipia.

- Biotipi

Muchos y diferentes sistemas de biotipificacién de 1los
estafilococos coagulasa negativos han sido desarrollados basandose
en numerosas pruebas bioquimicas y fisiolégicas. Baird-Parker
(1963,1965,1974) clasificé por primera vez los estafilococos
coagulasa negativos de origen no clinico (comida, suelo, agua,
aire y animales domésticos) en biotipos. ‘Su esquema de
clasificacién no tenfa validez epidemiolégica, debido al limitado
nimero de fenotipos reconocidos, la predominancia del biotipo 1 en
la piel y la extendida distribucién del biotipo 1 en los
hospitales.

Bentley y sus colaboradores (1968) desarrollaron un esquema
especifico para los aislados clinicos de los estafilococos
coagulasa negativos. Utilizaron seis pruebas (oxidacién de maltosa
y manitol y produccién de lipasa, fosfatasa, glucuronidasa y
gelatinosa) para estudiar la frecuencia de los diferentes
biotipos. No obstante, no tuvo un uso muy extendido a causa del
pequefio nimero de biotipos gue reconocia.
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Otro esquema gue utilizaba la produccién de &cido a partir de
la galactosa, fructosa y manosa y la produccién de gelatinosa y
ureasa, fue desarrollado por Holt (1969) para estudiar los
estafilococos coagulasa negativos aislados de sondas y sangre de
nifios con sondas en el fluido cerebroespinal.

También se han desarrollado otros esquemas de
biotipificacién, pero nunca se han usado de forma generalizada.
Algunos de estos esquemas utilizaban pocas pruebas (Akatov y
Rhatenever, 1976; Heczko y cols., 1974; Pelzer y cols., 1973);
otros usaban demasiadas o contenian excesivos pasos para que
resultaran practicas (Mortensen, 1973).

El reconocimiento de las nuevas especies por Kloos y
Schleifer (1975a) y Schleifer y Kloos (1975a) y su esquema de
identificacié6n (Kloos y Schleifer, 1975) han sido de gran
utilidad.

Posteriormente empezaron a usarse las técnicas de
identificacién rédpida que mis arriba hemos descrito (Staph Ident,
Staph Trac, Minitek, Microscan, Sceptor y Automicrobic).

-E s

El éxito de la fagotipia en S. aureus indujo a la utilizacién
del mismo juego internacional de fagos para S. epidermidis. Los
resultados fueron desalentadores, pues los estafilococos coagulasa
negativos raramente eran lisados por fagos aislados de S. aureus
(Pereira, 1962; Pulverer y Pillich, 1971). De ahi se dedujo la
necesidad de desarrollar un sistema de fagotipia para los
estafilococos coagulasa negativos. ’

El primer juego de fagos fue desarrollado en 1970 por
Verhoef, van Boven y Winkler (van Boven y cols.,1969; van Boven,
1976; Verhoef y cols., 1972) en Holanda; Pulverer, Pillich y
Krivankova, en Alemania occidental y Checoslovaquia (ﬁulverer Yy
Pillich, 1971; Pulverer y cols., 1973); y Dean, Williams, Hall y
Corse en Inglaterra (Dean y cols., 1973). Los fagos se obtenian
mediante induccién con mitomicina C o irradiacién ultravioleta
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sobre las cepas. Los resultados no tuvieron mucho éxito. El
porcentaje m&s alto de tipabilidad fue del 75.5% (Verhoef y cols.,
1971), los patrones liticos fueron bastante largos (Dean y cols.,
1973) y las cepas resultaban diferenciadas en demasiados fagotipos
(Pulverer y cols., 1973).

En los Estados Unidos, Parisi y sus colaboradores (Skahan y
Parisi, 1977; Talbot y Parisi, 1976), al obtener resultados
insatisfactorios con los fagos de Verhoef y sus colaboradores
sobre sus aislados de S. epidermidis, consiguieron su propio set
de fagos. Indicaron que parecia existir una variacién geogr&fica
en la sensibilidad de los fagos: los fagos eran mis activos sobre
las cepas aisladas en el mismo sitio en que los fagos fueron
obtenidos. También encontraron que sus fagos eran més eficaces
sobre las cepas de S. epidermidis que sobre las descritas por
Kloos y Schleifer (Jefferson y Parisi, 1979).

-5 s

La serotipia, como técnica para estudios epidemiolégicos, no
ha sido tan desarrollada como la fagotipia. Esto es debido a las
dificultades para preparar antisueros especificos y a la
estandarizacién del método. Las reacciones de aglutinacién
cruzadas entre S. epidermidis y S. aureus fueron descubiertas hace
tiempo (Morse, 1962; Pillet y Orta, 1954). No obstante, algqunas
pruebas de absorcién cruzada indicaron que S. epidermidis tenia su
propio juego de aglutindgenos (Aasen y Oeding, 1971). Mientras que
el ribitol-acido teicoico con residuos de N-acetil glucosamina es
caracteristico de las paredes celulares de S. aureus, el glicerol-
dcido teicoico con residuos glucosilo est& presente en la pared
celular de S. epidermidis (Davison y Baddlley, 1963; Morse, 1963;
Losnegard y Oeding, 1963).

Ultimamente se ha desarrollado un sistema de tipificacién
serolégica basado en anticuerpos monoclonales (Gabelish y cols.,
1990).
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- Plasmidotipi

Parisi y Hecht (1980) fueron los primeros que utilizaron los
perfiles plasmidicos para distinguir diferentes cepas de S.
epidermidis. A partir de aislados de neonatos enfermos demostraron
que las cepas que tenian el mismo fagotipo, biotipo y antibiograma
podian distinguirse claramente por el perfil plasmidico. Otros han
combinado esta técnica con la fagotipia y antibiogramas para
establecer la relacién epidemiolégica entre aislados de pacientes
con endocarditis (Archer y cols., 1982). También ha sido utilizada
para diferenciar los contaminantes de la piel de lcs cultivoe
responsables de endocarditis, infecciones del fluido
cerebroespinal, infecciones del tracto urinario, osteomielitis
(Archer y cols., 1984) y bacteremia por catéteres intravenosos
(Struelens y cols., 1990).

La técnica para el aislamiento de pldsmidos de S. epidermidis
es sencilla y ya se practica en los laboratorios clinicos. §
epidermidis es ideal para este tipo de andlisis por el gran nimero
de pldsmidos que alberga, muchos de los cuales son cripticos. Un
factor que reduce la sensibilidad de este método es la tendencia
de las cepas a perder plasmidos, resultando que cepas idénticas
producen diferentes perfiles plasmidicos (Parisi y Hetch, 1980).

-Anslisi lecular de plasmid

El rapido desarrollo de las técnicas para estudiar los
pldsmidos bacterianos ha permitido a la epidemiologia usar nuevos
métodos con los que estudiar las infecciones nosocomiales. El uso
por parte de Myers y sus colaboradores (1976) de la electroforesis
en geles de agarosa para detectar plasmidos y estimar su peso
molecular ha permitido que esta técnica sea aplicada en muchos
laboratorios clinicos. Cuando combinamos lo anteridor con la
digestién de los pldsmidos mediante endonucleasas de restriccién
(que catalizan la rotura de la doble hebra de DNA en sitios de
reconocimiento especificos), obtenemos unos fragmentos de DNA de
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diferentes tamafios dependiendo de dénde estuvieran los sitios
especificos que reconocen las endonucleasas. Estos fragmentos son
separados por electroforesis y se obtienen unos patrones gque
pueden ser comparados para determinar su grado de afinidad. No
obstante, esta técnica nos proporciona una informacién preliminar
sobre las homologias de los pl&smidos, ya que tamafios similares no
tienen por qué poseer necesariamente idénticas secuencias de sus
bases. Para obtener evidencia de lo anterior se necesita una
prueba de hibridacién DNA-DNA. En estafilococos coagulasa
negativos ha sido estudiada por Pfaller y Herwaldt (1988). Las
endonucleasas de restriccién también han sido usadas sobre el DNA
total bacteriano en los estafilococos coagulasa negativos (Renaud
y cols., 1988).

- Broduccidn de "slime"

Bayston y Penny observaron en 1972 la capacidad de los
estafilococos coagulasa negativos para producir una sustancia
mucoide que les permita adherirse a superficies lisas o colonizar
sondas. Recientemente se ha encontrado que la produccién de slime
es una propiedad estable y discriminatoria entre cepas de S.
epidermidis. E1 test para su produccién se realiza facilmente y
puede ser cuantificado. Finalmente, esta propiedad estd asociada
con la adherencia bacteriana a catéteres intravasculares (Peters y
cols., 1982). Cuando se usa junto a los antibiogramas y el API
Staph Ident, la produccién de slime tiene un alto poder
discriminatorio (Christensen y cols., 1983). Ademds de una ayuda
en la identificacién de 1las cepas, esta propiedad puede
proporcionarnos el discernimiento de las capacidad de S.
epidermidis para producir infecciones en pacientes con cuerpos
extrafios al propio organismo. Hay evidencias de que el atague de
S. epidermidis a polimeros sintéticos de biomateriales no depende
s6lo de la produccién de slime, sino de muchos otros factores,
como la tensién superficial, carga y energia libre de superficie e
hidrofobicidad (Ludwicka y cols., 1984a).
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La elaectroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
(Clink y Pennington, 1987; Maggs y Pennington, 1989), el
immunoblotting (Thomson-Carter y Pennington, 1989), el anA&lisis
del DNA plasmidico y cromosémico con endonucleasas de restriccién
(Bialkowska-Hobrzanska y cols., 1990b) y la ribotipia (Bialkowska-
Hobrzanska y cols., 1990a) también han sido usados para la
identificacién de los estafilococos coagulasa negativos, aunque en
menor proporcién.

Podemos concluir diciendo que algunos de estos métodos
proporcionan mas datos epidemiolégicos que otros y que el uso de
una combinacién de ellos seria la solucién idénea.
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2.- OBJETIVOS

La variedad de especies bacterianas capaces de producir
infeccién hospitalaria es enorme. Los estafilococos coagulasa
negativos han adquirido una gran relevancia en los Gltimos afios
como agentes etiolégicos de importantes infecciones nosocomiales
en el hombre. Se trata del sexto microorganismo causante de dichas
infecciones, después de E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus sp.,
S. aureus y Klebsiella sp. .

Ante la ausencia de métodos de tipificacién admitidos de
forma general que nos permitan caracterizar a los estafilococos
coagulasa negativos, nos hemos planteado, como principal objetivo,
desarrollar varios sistemas de tipificacién con el fin des:

- obtener un conocimiento mi&s preciso de la patogenicidad de
las especies de estafilococos coagulasa negativos frecuentes en
los hospitales;

- mejorar el valor predictivo de un aislado clinicamente
significativo;

- proporcionar una informacién epidemiolégicamente dtil en el
andlisis de brotes.

- estudiar la transmisién de cepas en ausencia de infeccién.

Los objetivos de este trabajo se puede resumir en 1los
siguientes puntos:

1) Obtencién de un juego de fagos autdctono que nos permita
caracterizar el mayor nimero de cepas- posible de estafilococos
coagulasa negativos mediante la fagotipia. Para ello, a partir de
una muestra de estafilococos coagulasa negativos amplia y
representativa de toda el 4rea geogrdfica de Espafia del afio 1986
(estudio multicéntrico), se indujeron los profagds o fagos
lisogénicos de todas las cepas de S. epidermidis previamente
identificadas mediante pruebas fenotipicas, de acuerdo con el
esquema propuesto por Kloos y Schleifer (1975b).
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2) Obtencién del juego de fagos de “Dean and Williams™ . Se
trata de fagos que se estdn utilizando en diversos paises.

3) Fagotipia convencional al 100 RTD, 1000 RTD y fagotipia
tras el tratamiento con calor, con los juegos de fagos sefialados,
sobre las cepas de S. epidermidis, para realizar un estudio
comparativo de la eficacia de los dos juegos de fagos y de las
técnicas empleadas en la fagotipia.

4) Identificacién y fagotipia de cepas de estafilococos
coagulasa negativos procedentes de un estudio multicéntrico
realizado en Espaifia durante el afio 1990.

5) A partir de un grupo de cepas de estafilococos coaqulasa
negativos relacionadas epidemiolégicamente (dos o mis aislados
proceden de un mismo paciente) se llevé a cabo el estudio de los
siguientes marcadores epidemiolégicos:

A.-Bjotjipja: identificacién de las especies siguiendo el
esquema propuesto por Kloos y Schleifer.

B.- Fagotjipja: aplicacién de los dos juegos de fagos a una
concentracién 1000 veces superior a la diluciéd de rutina (RTD)
tras un tratamiento térmico (48°C).

ia inversa como método alternativo de tipificacién.

D.-Plasmjdotipia. Con el andlisis plasmidico se pretende el
aislamiento y caracterizacién de los plé&smidos contenidos en los
aislados. Esto es necesario para obtener una informacién
complementaria en los casos en que las cepas de un mismo paciente
presenten el mismo patrén fdgico o no puedan ser tipificadas por
ninguno de los dos métodos anteriormente citados.



E.-Antibiotipia. Se estudia la sensibilidad a los principales
antimicrobianos utilizados en el control de la infeccién
hospitalaria.

F.-Estudio del factor de virylencia "slime". Se sabe que la
produccién de polisacdridos extracelulares favorece la adherencia
de las cepas a biomateriales utilizados en sondas, catéteres y
vdlvulas, por lo gque se puede establecer una relacién entre las
cepas productoras de "slime" y su implicacién en patologia.

G.-Estudio comparativo de los diferentes marcadores
utilizados para determinar cudl de ellos proporciona los datos méds
convincentes en la caracterizacién de las cepas de estafilococos
coagulasa negativos.
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3.- MATERIAL Y METODOS
3.1.- AISLADOS

3.1.1.- PROCEDENCIA DE LAS CEPAS

Se han estudiado tres grupos de cepas:

a) 268 aislados de estafilococos coagulasa negativos
procedentes de un estudio multicéntrico, realizado en 1986, en el
que han participado 74 hospitales de toda Espafia. E1l nGmero de
aislados resulté menor al descontar aquellos que no fueron viablés
(por ausencia de crecimiento o por contaminacién masiva), los que
no se pudieron clasificar y los identificados como S. aureus y no
estafilococos. Por otra parte, de las 247 cepas de estafilococos
coagulasa negativos, 168 pertenecian a S. epidermidis. Todas estas
cepas eran de origen hospitalario.

bh) 188 cepas de estafilococos coagulasa negativos procedentes
de los laboratorios de microbiologia de distintos hospitales del
pais, como consecuencia de un estudio multicéntico realizado en ‘el
afio 1990.

c) El tercer grupo comprende 202 cepas de estafilococos
coagulasa negativos epidemiolégicamente relacionadas, es decir,
pertenecientes a distintos pacientes a los cuales se les aislaron
m4s de un estafilococo coagulasa negativo. Se recibieron en
nuestro laboratorio entre los afnos 1988-1989 procedentes de dos
hospitales ("Gregorio Marafién" de Madrid y "Vall d'Hebrén" de
Barcelona) gque envian muestras periédicamente con el fin de
vigilar zonas de alto riesgo o la posible aparicién de brotes
infecciosos. '

3.1.2.- CRECIMIENTO Y CONSERVACION

N

La descripcién de los medios de cultivo y reactivos
utilizados en este trabajo se pueden ver en el epigrafe 3.9.

Para la multiplicacién de las cepas recibidas en el
laboratorio, se utilizaron placas de agar sangre. Se realizé una



siembra en aislamiento y se incub6é 18 horas a 37¢C en presencia de
oxigeno.

Aquellas cepas que llegaban contaminadas eran reaisladas en
placas de agar manitol salado a 379C durante 18 a 24 horas.

A partir de un cultivo puro, se conservé el germen en leche
descremada distribuida a 0.5 ml en pequefios viales (liofilizado o
guardado en congelador a -709C).

Para su conservacién durante cortos periodos de tiempo, se
empleé un medio de triptosa con extracto de levadura (TSA)
inclinado, repartido en 2-3 ml y guardados a 49C.

3.2.- IDENTIFICACION (biotipia)

Cada cepa, tras ser aislada en el momento de su recepcién,
fue sembrada en un tubo de TSA inclinado. Este cultivo fue el
utilizado para realizar la identificacién mediante las siguientes
pruebas:

a) ACTIVIDAD COAGULASA

Se realizé siguiendo la técnica de Barry y sus colaboradores
(1973) en tubos con plasma de conejo diluido 1/4 en solucién
salina. Para ello se sangré un conejo del animalario y se recogié
la sangre con citrato trisédico al 1%. Se sepafé el plasma por
centrifugacién a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos. El sobrenadante
se distribuyé a 0.5 ml en pequeiios viales, a los gue se afladieron
dos gotas de un cultivo de estafilococo crecido en BHI (infusién
de cerebro corazén) durante toda la noche a 379C. A continuacién,
se incubaron los tubos en un bafio a 379C durante 4 horas. Se
observé la presencia o ausencia de codgulo. Cualquier grado de
coagulacién era considerado como positivo.

Se incluyeron dos cepas como control: la cepa Oxford, como
control positivo, y la cepa de nuestra coleccién 8887, como
control negativo.



b) NUCLEASA TERMOESTABLE

Esta prueba fue realizada siguiendo la técnica de Barry y sus
colaboradores (1973). El mismo cultivo liquido de BHI, utilizado
para hacer la prueba de la coagulasa, se calentdé a 1009C durante
15 minutos y fue distribuido mediante una pipeta Pasteur en
pocillos de aproximadamente 3 mm de diimetro, cortados en una
placa de agar que contenia DNA y azul de toluidina.

Tras la incubacién a 379C durante 4 horas, los estafilococos
productores de nucleasa termoestable lisaban el DNA contenido‘:en
el agar produciendo un halo rosado alrededor del pocillo que
contenia el extracto de estafilococo correspondiente. Aungue el
método no es cuantitativo, el logaritmo de la concentracién de
DNAsa/ml estd relacionado linealmente con el didmetro de la
reaccién. En esta técnica se incluyeron los mismos controles gque
para la prueba de la coagulasa.

c) ESTUDIO MORFOLOGICO Y PRODUCCION DE PIGMENTO .

En el estudio morfolégico de las colonias se consider6 la
forma, el tamaifio, el perfil, el borde, la transmisién de la luz y
la pigmentacién de las mismas. La determinacién de estos
caracteres se hizo en agar-P después de incubar las diferentes
cepas durante 4-5 dias a 379C.

d) ACTIVIDAD EEMOLETICA

Las diferencias en la actividad hemolitica de las especies
fueron puestas de manifiesto sembrando los aislados en placas de
agar sangre preparadas con agar Mueller-Hinton y 5% de hematies de
carnero. Las placas se incubaron a 379C y se realizé ;a lectura a
las 48 horas de incubacién. Los resultados fueron interpretados de
acuerdo con el siguiente esquema:

(+): fuerte hemSlisis ( 21.5 mm de halo)

(t): hemo6lisis débil o moderada (<1.5 mm de halo)
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(-): hemSlisis no detectable.
e) PRODUCCION DE ACETILMETILCARBINOL (acetoina)

A partir de un in6culo poco denso, los aislados fueron
sembrados en el medio de Clark y Lubs (caldo RM/VP), que contiene
peptona y glucosa, y se incubaron a 35¢C durante cinco dias. Bn
presencia de oxigeno atmosférico, los productos finales (acetoina
y 2,3-butanediol) son oxidados a diacetilo. Al cabo de este
tiempo, a una alicuota de 2.5 ml de cultivo se le agregaron los
reactivos VP de Barritt (1936) directamente y en el siguiente
orden:

- 0.6 ml de una solucién X-naftol al 5%. Se trata de una
solucién alcoh6lica que act@a como intensificador del color.

- 0.2 ml1 de una solucién de hidréxido potdsico (KOH) al 40%
que contribuye a la absorcién del CO2.

Se agit6é el tubo suavemente para exponer el medio al oxigeno
atmosférico con el fin de oxidar la acetoina en diacetilo, que es
el reactante para el color producido en la reaccién de Voges-
Proskauer. Se dejé descansar el tubo por lo menos 10 6 15 minutos
antes de intentar la interpretacién de los resultados.

La reaccién es positiva cuando aparece un color rojo rosado
en la superficie del medio (presencia de acetoina) y es negativa
cuando aparece un color amarillo.

£) REDUCCION DE NITRATOS

Las cepas se sembraron en un tubo que contenia 5 ml de caldo
nitratado (medio de nitrato de potasio). Este medio favorece el
crecimiento y ofrece las condiciones anaerébicas necesarias para
que sea activada la enzima nitratasa sensible al oxigeno. Se
incubaron a 379C durante 5 dias,junto a un tubo sin inocular que
hacia de testigo, al cabo de los cuales se afiadieron los
reactivos: .

- 1 ml de reactivo A (dimetil-X-naftilamida al 0.6%)
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- 1 ml de reactivo B (4cido sulfanilico al 0.8%).

La reduccién del nitrato (NO3) en nitrito (NO2) est& indicada
por la aparicién de color cuando el nitrito reacciona con los dos
reactivos y se forma un compuesto diazoico (p-sulfobenceno-azo-X-
naftilamida). El enlace del grupo azo (-N=N-) da como resultado un
compuesto de color rosado a rojo intenso. Cuando no se desarrolla
color, se interpretan los resultados como negativos. Se atribuye
un ¢ a las cepas que reducen débilmente los nitratos cuando
adquieren un color rosado. El tubo testigo debe presentar muy poca
o ninguna coloracién. .

Algunos organismos son capaces de reducir el nitrato en
nitrito, aunque destruyen el nitrito con la misma rapidez con que
se formé dando un resultado falsamente negativo. Por ello, se
realizé la prueba de la reducci6én del zinc con el objeto de
confirmar los resultados. Consistié en agregar una pequeifia
cantidad de polvos de zinc sobre los tubos que no desarrollaron
color. Una prueba positiva de esta reduccién (ausencia de color)
indica que el nitrato es reducido en nitrito y vuelto a reducir.
Una prueba negativa (color rosado a rojo intenso) quiere decir que
el nitrato estd presente en el medio y no ha sido reducido por el
microorganismo.

9) ACTIVIDAD FOSFATASA

Las cepas fueron sembradas en un tubo que contenia agar
nutritivo inclinado, al que se le afadié la sal s6dica difosfato
de fenolftaleina (PDP al 1.5%), y se incubaron a 379C durante
cinco dias.

Se utilizé 0.5 ml de hidréxido sédico (Na OH) 10N como
reactivo para revelar la actividad fosfatasa.

Se consider6 una prueba positiva cuando las colonias se
volvian de color rojo-rosado brillante, mientras qﬁe, si las
colonias se mantenian claras o blancas, se consider6 la prueba
negativa.
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h) EERMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO

La capacidad de un organismo de fermentar los hidratos de
cabonono incorporados a un medio b&sico bajo condiciones aerébicas
fue detectada usando el método de agar en placa. Cada carbohidrato
filtrado fue afiadido a un medio 1llamado pirpura agar-base
previamente esterilizado en autoclave, que tiene como indicador de
pH pdrpura de bromocresol. La concentracién final del carbohidrato
en agar fue del 1%.

A partir de un cultivo fresco en BHI, las cepas fueron
inoculadas en las placas mediante un multiinoculador. Se incubaron
a 309C durante 5 dias, al cabo de los cuales se realizé su
lectura.

Las reacciones fueron interpretadas de la siguiente manera:

(+): produccién de &cido. Aparece un color amarillo en el
medio alrededor del inéculo.

(%): débil produccién de &cido. Color amarillo p&lido en el
lugar en donde estd el indculo.

(-): no hay produccién de &cido y no existe viraje de color.

Los azicares probados fueron los siguientes: xilosa, glucosa,
galactosa, manosa,sacarosa, maltosa, lactosa, trealosa, xilitol y
manitol.

i) 8 B LA NOVI 4

La susceptibilidad de los estafilococos coagulasa negativos a
la novobiocina se comprob6 inoculando las cepas crecidas en BHI
mediante un multiinoculador en una placa que contiene medio A y
novobiocina a una concentracién de l.6ug/ml.

Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 379C y se
procedi6é a su lectura. Si habia crecimiento en el sitio del
in6culo la cepa era resistente. Era sensible cuando no se
observaba ninguna colonia.
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Esta prueba estd basada en la propiedad que tienen los
estafilococos (pero no los micrococos) de crecer y producir &cido
a partir del glicerol en presencia de 0.4ug/ml de eritromicina.
Para su ejecucién se siguié la técnica propuesta por Schleifer y
Kloos (1975b).

Como medio basal utilizamos el agar pdrpura de bromocresol al
que se le aifiadié un 1% de glicerol y la eritromicina. <

Cada placa se sembré mediante el multiinoculador y la lectura
se realizé tras 24, 48 y 72 horas de incubacién a 37¢C,
considerando positivas las cepas que crecian y evidenciaban un
cambio en la coloracién del medio por viraje del indicador pdrpura
original a amarillo alrededor del inéculo.

3.3.- INDUCCION DE FAGOS LISOGENICOS O FAGOTIPIA INVERSA
(juego autéctono)

La técnica fue realizada segin el método de Saxe y Notley
(1978) por induccién de los profagos o fagos lisogénicos de los
estafilococos con mitomicina C.

Cada cepa-problema se hacia crecer en caldo comin durante 18-
24 horas. Este cultivo era diluido 1/3 con caldo comin e incubado
en bafio a 379C durante 30 minutos. Transcurrido dicho tiempo, se
afiadié mitomicina C (Sigma) para obtener una concentracién final
de 0.5ug/ml. Tras incubar nuevamente en’ bafio a 379C durante media
hora se centrifugé a 5000 r.p.m. durante 15 minutos y se descarté
el sobrenadante. Se resuspendié el sedimento en 2ml de caldo comin
y se incub6é 90 minutos en bafio a 379C. Para permitir la liberacién
de los fagos de los restos bacterianos, se centrifugé nuevamente a
5000 r.p.m. 15 minutos y se recogié el sobrenadante, en donde se
supone gue se encontraban los fagos inducidos.



63

Todos los fagos obtenidos fueron aplicados sobre todas las
cepas a partir de las cuales se habian inducido los fagos (ver
técnica de la fagotipia).

3.4.- PAGOTIPIA

3.4.1.- PROPAGACION DEL JUEGO DE BACTERIOFAGOS

Los fagos utilizados en este estudio fueron doce,
seleccionados a partir de su induccién en cepas-problema. Cada
fago tiene su cepa propagadora en la cual se multiplica. Tanto el
fago como la cepa se gquardan en viales a -709C. Para su uso, las
cepas se siembran en tubos de TSA con el agar inclinado.

a) Purificacion del £

La purificacién del fago es necesaria para que pueda ser
propagado. Con este fin se realizan como minimo tres pases
sucesivos en placas de agar comin 1.1 (Talbot y Parisi, 1976):

- Primer pase: se inunda una placa de agar comin 1.1 con un
cultivo de caldo comGn de la cepa propagadora crecida a 37¢C
durante 4 horas en agitacién. Se retira es exceso de liquido con
una pipeta Pasteur. Una vez seca la placa, se colocan sobre la
superficie gotas de diluciones crecientes del fago desde 10-1
hasta 10-7. Tras incubar durante 18 horas a 30°C se observa la
presencia de placas de lisis. Se toca un placa de lisis con la
punta de una pipeta Pasteur cerrada y se diluye en 0.5 mililitros
de caldo comin. Esta cantidad se considera como "fago puro”.

- Segundo pase: la técnica es la misma que en el pase
anterior. Se hacen diluciones desde la 10-! hasta 10-7 del fago
del primer pase considerado puro y se colocan sobre la superficie
de la placa de agar ya inoculada y seca. Tras incubar 18 horas a
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309C se observa la presencia de placas de lisis y se vuelve a
tocar una de ellas con una pipeta Pasteur cerrada, diluyéndola en
0.5 mililitros de caldo comin. Este fago es el que ahora
consideramos puro.

- Tercer pase: se realiza igual que los anteriores, pero
partiendo del fago purificado en el segundo pase. Se vuelve a
tocar una placa de lisis y se diluye en 0.5 mililitros de caldo
comin. Este es el fago purificado que vamos a utilizar para su
propagacién.

b) Determipacidn del RID

Antes de realizar la propagacién de un fago, hay que
determinar su RTD (routine test dilution) tituldndolo sobre su
cepa propagadora. Para ello, se inunda una placa de agar comén 1.1
con un cultivo en caldo de la cepa propagadora, retirando el
exceso de liquido con una pipeta Pasteur. A continuacién se
colocan sobre la superficie de la placa de agar, ya inoculada y
seca, gotas de diluciones crecientes del fago Qque gqueremos
titular, desde 10-1 hasta 10-7. Tras incubar durante 18 horas a
309C se observa la presencia de placas de lisis considerandc como
RTD la mdxima dilucién que da lisis confluente.

c) Propagacién en medjo sélido

Se realiz6é por el método de agar semisé6lido descrit> por
Swanstrom y Adams (1951). Se calenté el tubo de agar semis6lido
distribuido en 6 ml para fundirlo, dejdndolo enfriar a 45¢. Se
afladié entonces:

- 0.6 ml de un cultivo en caldo comin de la cepa propagadora
crecido a 379C durante 4 horas en agitacién.
- 0.6 ml de fago diluido a su RTD
- 0.25 ml de cloruro cdlcico al 1%.

v
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Sobre una placa de agar comfn 1.1 de 15 cm de di&metro se
afiadi6é el agar semis6lido que contenia la mezcla del fago y de la
cepa propagadora en proporciones equilibradas, para que se
produjera una lisis semiconfluente. Se incub6é durante 18 horas a
30eC y se recogié el fago contenido en la sobrecapa afladiendo 15
ml de caldo comGn a la placa. La sobrecapa se desprendi6é y se
resuspendié en el caldo por medio de una pipeta Pasteur doblada en
&ngulo recto. Esta suspensién se centrifugé a 5000 r.p.m. una hora
Yy el sobrenadante fue recogido y filtrado mediante unas membranas
millipore de 0.22ym de diametro.

Por tltimo, se realizé una nueva titulacién sobre la cepa
propagadora y se desecharon aquellos fagos cuyo titulo no era
elevado. Se conservaron a 49C hasta su uso. Tambiém fueron
guardados a -709C y liofilizados.

d) Espectro litico

Cada fago propagado fue enfrentado a 20 cepas patrén para
comprobar su espectro litico. Asi se consigue detectar cualquier
mutacién o modificacién que haya podido tener lugar durante la
propagacién.

E1l espectro litico de los fagos se determiné segin la
descripcién de Blair y Williams (1961). Cada fago se titul6 sobre
las siguientes cepas: 15, 27, 28, 28a, 37, 48, 71, 82, 155, 157a,
165, 275, 275A, 456, 459, 471A, A6C, A9C, Bly RG y se compararon
los titulos obtenidos sobre ellas con el obtenido sobre la cepa
propagadora. Se evaluaron estos titulos en una escala de 1 a 5 en
la que el nimero 5 se adjudicaba a aquellas cepas en las que el
titulo obtenido era igual al de la cepa propagadora, el 4 a las
cepas que presentaban un titulo 10-16 10-2 menor, el 3 a titulos
1036 10-4 veces menor y asi sucesivamente.

Los valores del espectro litico de cada fago fueron
comparados con los ya conocidos (elaborados previamente por
nosotros) y se desecharon aguellos cuyo espectro no coincidia.
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TABLA 6.- Espectro litico de los doce fagos autéSctonos.

FAGOS*

CEPAS*

15
27

28

28A
37

48
71
82

155

1574 0
165
278

275A 2
456
459

0

471 0
A6C
ASC

Bl

RG

* A: 89904; B: 89954; C: 90319; D: 90338; E: 90340; F: 90341; G: 90352;

: 43763; K: 43764; L: 4376S.

I: 90509;

90502;

+ Cepas propagadoras del juego de fagos de "Dean and Williams”

NGmeros: grados de lisis. Ninquna=0 hasta confluente=S.
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Los fagos se conservaron a 49C. A partir de ellos se
prepararon las diluciones del RTD, 100 RTD y 1000 RTD para hacer
la fagotipia y se repusieron periédicamente cada 15 dias en
prevision de una posible pérdida de titulo.

3.4.2.- TECNICA DE LA FAGOTIPIA
a) Realizacién

Cada aislado se inocul6 en un tubo de caldo comin a partir de
un cultivo puro y se incubé a 379C durante 4 horas en agitacién.
Una vez crecidos los cultivos 1liquidos, se sembraron por
inundacién en placas de agar comin 1.1 secadas previamente a 37¢c
durante al menos 2 horas. Se retiré el exceso de ligquido con una
pipeta Pasteur y se dejaron secar las placas, destapadas y boca
arriba, entre 15 y 20 minutos a temperatura ambiente.

A continuacién se aplicaron los fagos, mediante un aparato
dispensador de fagos disefiado por Lidwell (1959) que deposita
simultdneamente todas las gotas de los fagos (0.02 ml) cargadas en
asas metilicas espirales. Cada asa se cargé con el fago contenido
en los pocillos de un blogue de metacrilato estéril en el que
previamente se habian colocado las suspensiones de los fagos.

Cuando las gotas estuvieron secas, se taparon las placas, se
incubaron a 379C durante 18 horas y se procedié a su lectura,
observando las placas con lupa sobre fondo oscuro.

b) Le de resultados

Debido a la diferente sensibilidad de las cepas para ser
lisadas por los fagos, la lectura se realizé de acuerdo con el
siquiente criterio;

Cl: lisis confluente

++: mids de 50 placas de lisis

+: entre 20 y 50 placas de lisis
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¢: menos de 20 placas.

Los resultados de la fagotipia en una cepa se conseguia
enumerando los fagos en los que producia reaccién separados entre
si por una barra. El resultado o patrén asi expuesto es el
fagotipo de la cepa en cuestién.

c) Interpretacién de los resultados

Como describieron Williams y Rippon (1952), se pueden
encontrar pequefias diferencias en el fagotipo de cultivqs
individuales derivados de la misma cepa original. Estos autores
sugirieron la aplicacién de la "norma de las dos diferencias",
segin la cual, cuando dos cultivos presentan dos o mis diferencias
significativas, la posibilidad de gue tengan un origen comdn es
menor del 5%. Asi pues, la fagotipia, igual que otros métodos de
tipificacién, reconocerd aislados diferentes, pero, en el caso de
ofrecer patrones iguales, indicard una probable (aunque no segura)
identidad. .

d) Controles

Para garantizar la reproductibilidad de la técnica de
fagotipia, es necesario realizar controles de forma continuada.
Asi, en la rutina de fagotipia, se incluian siempre tres cepas
polivalentes (90343, 90434 y 5713) cuyo fagotipo era conocido
(Tabla 7), corrigiendo aguellas diluciones cuyo efecto no era el
esperado.
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TABLA 7.- Fagotipo de las cepas control (juego autéctono).

Cepas contxol

Fago 90343 90434 5713

89904 - . + cl E ++
89954 * + + ++ t +

90319 cl cl ++ cl ++ cl
90338 - cl ++ cl +~+ ¢l
90340 + ++ ++ ++ + cl
90341 + cl ++ cl ++ cl
90352 cl cl cl cl cl ¢l
90502 + ++ cl cl ++ cl
90509 cl cl cl cl cl cl
43763 + ++ cl cl +~+ ¢l
43764 o o +H+  ++ + +

43785 ++ cl cl cl + ++

Fagotipia convencional (1000 RTD) y fagotipia del calor.

Estas tres cepas se incluian siempre, tanto en la técnica
habitual al 1000 RTD como en la técnica alternativa, tras el
tratamiento con calor.

’
e) Fagotjpia tras el tratamiento con calor

Las cepas se hicieron crecer en caldo comin durante 4 horas
en bafio a 489C, en vez de hacerlas crecer a 379C y en agitacién
(Dowset y cols., 1984). Posteriormente, se inundaron las placas de
agar comin 1.1, procediéndose de la nisma forma que en 1la
fagotipia ordinaria, al aplicar el juego de fagos a una
concentracién del 1000 RTD.



70

3.5.- OBTENCION DEL JUEGO DE FAGOS DE "DEAN & WILLIAMS™.

Este juego de fagos, asi como sus cepas propagadoras, fue
enviado a nuestro laboratorio por la Dra. Rosdahl del "Statens
Seruminstitut de Copenhague". Dicho juego estid formado por los
siguientes fagos:

-Diez fagos (15, 27,RG, 28, 37, 155, 165, 28A, A6C, A9C)
aislados por Dean y sus colaboradores (1973).

- Nueve (71, 275, 48, 82, 456, 157A, 471A, 459, 275A)
caracterizados por Verhoef y sus colaboradores (1971).

- Uno (Bl) aislado por De Saxe y Notley (1978).

A partir de fagos y cepas liofilizadas, se realizé una
propagacién, conservando a -709C una parte tanto de los fagos como
de las cepas propagadoras, designadas con el mismo nimero que los
fagos.

Con estos fagos se siguid el mismo protocolo que con el juego
de fagos autéctono:

-~ Determinacién del RTD

~ Propagacién en medio sélido

- Espectro litico

- Fagotipia al 1000 RTD y fagotipia tras el tratamiento
térmico. Se incluyeron las cepas 90343, 90434 y 5713 como
controles para la fagotipia (Tabla 8)
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TABLA 8.- Fagotipo de las cepas control (juego de "Dean &
Williams*")

Cepas control
Fagos 90343 90434 5713
15 b ++ o o o o
27 cl cl cl cl cl cl
28 £ + o o o z
28A 2 + £ ++ ) ES
37 o + o ) o z
48 + ++ t + t +
71 o o + ++ o [
82 o 3 t + 3 +
155 + cl : + t +
157A ¢ ++ + + - +
165 o + b + o )
275 ¢ ++ t + o o
275A * + + ++ + ++
456 + + cl cl cl cl
459 + cl cl cl cl cl
471A ++ cl cl cl cl cl
A6C cl cl cl cl cl cl
AsSC o o o o + ++
Bl cl cl + cl el cl
RG ++ cl o o o o

Fagotipia convencional (1000 RTD) y fagotipia del calor.
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3.6.~ PLASMIDOTIPIA
a) PREPARACION DE LOS LISADOS

La preparacién de lisados para la electroforesis en geles de
agarosa se hizo mediante el protocolo de Birnboim y Doly (1979),
con algunas modificaciones:

- Las cepas se hicieron crecer en placas de agar sangre
durante 18 horas a 379C.

- Un asa bien cargada se resuspendié en 100yl de solucién de
lisis (con lisostafina a un2 concentracién final de 250 ug/ml),
contenida en tubos eppendorf de polipropileno, para romper la
pared celular.

- Se incubaron en bafio con agitacién a 379C media hora.

-Se afladieron 200ul de la solucién alcalina (NaOH y SDS)
agitando suavemente el tubo. La suspensién se hizo viscosa debido
a la lisis celular alcalina.

- E1 tubo se mantuvo durante 5 minutos en un bafioc de hielo y
entonces se afiadieron 150 yl de una solucién salina alta (acetato
potdsico), que neutralizé el DNA y lo agregé constituyendo una red
insoluble.

- Se mantuvo el tubo a 0°C durante 60 minutos, para permitir
que la alta concentacién de acetato potdsico precipitara la mayor
parte del complejo proteinas-SDS, el RNA de alto peso molecular y
el DNA cromosémico.

- Estas tres macromoléculas contaminantes fueron separadas
por centrifugacién a 12000 r.p.m. durante 5 minutos. Se retiraron
400ul de sobrenadante mediante una micropipeta y se transfirieron
a otro tubo eppendorf.

- Un volumen de una solucién fenol-cloroformo fue afiadido al
sobrenadante, para eliminar las proteinas residuales antes de
precipitar el DNA plasmidico con etanol. t

- Se centrifugé 5 minutos a 12000 r.p.m. y se recogieron 300
11 de sobrenadante, transfiriéndolo a otro eppendorf.
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- Se afladieron dos volémenes (600ul) de etanol frio y 18 ul
de cloruro s6dico 5M y se centrifugaron 5 minutos a 12000 r.p.m.
El sobrenadante se guitdé con una micropipeta.

- El1 sedimento se resuspendi6 en 25ul de una solucién TE con
RNAsa a una concentracién final de 25ug/ml.

- Se incubé en estufa a 379C durante 15 minutos para que
actuara la enzima RNAsa.

b) ELECTROFORESIS

En los pocillos de los geles de agarosa al 0.8% fueron
colocados 10 ul de muestra junto con 2ul del colorante (azul de
bromofenol y xilencianol). Los pldsmidos fueron separados en
razén de su peso molecular mediante una electroforesis horizontal
a 60 voltios con tampén de electroforesis 1lX. Tras ser tefiidos con
bromuro de etidio durante media hora, los pl&smidos fueron
visualizados con un transiluminador de luz ultravioleta de 250nm y
fotografiados con una cdmara instantdnea “Polaroid".

c) CONTROLES
En un pocillo de los extremos se colocé, como control de peso

molecular, el ladder (sigma), que contenia 11 plasmidos cuyos
tamafios variaban desde 2.1 a 16.2 kb. '

3.7.- ESTUDIO DEL PACTOR DE VIRULENCIA "SLIME"

3.7.1.- METODOS

La deteccién del “"slime" como posible factor de virulencia se
ha realizado utilizando dos métodos:



a) Método de Christensen y sus colaboradores (1982) de
adherencia a las paredes de tubos de poliestireno o de cristal.
Para ello se hizo crecer la cepa en un tubo de cristal gque
contenia 10ml de TSB y, tras su incubacién a 37eC durante 18
horas, se vaci6é su contenido y se tifi6é con safranina. Los
resultados fueron considerados positivos cuando se formé una capa
tefiida de safranina por las paredes del tubo. La formacién de un
halo en la interfase liquido-aire no es indicativa de 1la
produccién de "slime". Se puede hacer una clasificacién
semicuantitativa con los siguientes grados de produccién:

(3+): Fuerte

(2+): Moderada

(1+): Débil

(0): Ausente.

b) Aglutinacién en porta con concavalina A. La concavalina A,
lectina que reacciona especificamente con residuos de manosa, fue
utilizada para determinar 1la presencia de "slime®, segtn
describieron Ludwicka y sus colaboradores (1984b). La prueba
consistié en hacer crecer la cepa en 10 ml de TSB (caldo con soja
triptica) a 379C durante 18 horas. Después de centrifugar a 5000
r.p.m. durante 20 minutos, se retiré el sobrenadante y el
sedimento fue lavado con 5 ml de PBS. Tras una posterior
centrifugacién, se resuspendié el sedimento en 100yl de PBS (una
concentracién de 5x10° ufc/ml). 25ul de esta suspensién bacteriana
se enfrentaron a:

- 25 pl ce concavalina A al 1% en PBS.

- 25 pl de concavalina A pura.

La reaccién se leyé al cabo de un minuto a 209C y fue
interpretada como sigue:

(3+): células completamente cchesionadas

(2+): agregacién marcada .

(1+): suspensién lechosa con algunos agregados

(-): ninguna agregacién.
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3.7.2.- CONTROLES

Paralelamente a la prueba, se enfrentaron 25 ul de la misma
suspensién bacteriana con 25 ul de PBS, para comprobar si las
cepas eran autoaglutinables.

3.8.- PRUEBA DE SENSIBILIDAD A LOS ANTINICROBIANOS
a) ULILIZACION DE UN PANEL COMERCIAL

Las pruebas de sensibilidad a 1los antimicrobianos se
realizaron con los paneles de Microscan Pos MIC tipo 3 (Baxter).
Estas pruebas son miniaturizaciones del test de susceptibilidad a
los antibi6ticos mediante diluciones en caldo (Jones y cols.,
1985).

A partir de un cultivo crecido en placa de agar sangre a 379C
durante 18-24 horas, se sembraron una o dos colonias
morfolégicamente idénticas en un tubo gue contenia agua con
“pluronic® (antiespumante). Se agité suavemente para evitar la
formacién de burbujas y se inoculé en el panel pos MIC tipo 3 que
contenia los diferentes antibiéticos. Dichos paneles fueron
incubados a 379C durante 18 horas y la lectura de las CMI se
realizé con ayuda de un programa informitico suministrado por la
propia casa comercial.

b) ANTIBIOTICOS PROBADOS

Los antibiéticos que se encuentran en el panel y su
concentracién en microgramos por mililitro se pueden observar en
la tabla 9.
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TABLA 9.- Antibi6ticos y rango de concentraciones (ug/ml)

Amoxicilina/ K clavuldnico (Aug) eeeescecse 2/1-4/2
Ampicilinad (AM)eecececceccacaacasssasscannne 0.12-8
Cefamandol (CEfM).cceseeecscsassasssscsanonae 2-16
Cefazolind (CfZ)e.ceeeecceesccancaccccancan 2-16
Cefotaxima (CfE)eececscececceocscssoccccnnas 4-32
Ceftriaxona (€axX))eecvececrcccsccsccscccnes 4-32
Cefuroximad (CIM)eccceececccccccscsccancnons 2-16
Cloranfenicol (Clecevecceeressecsscescencas 2-16
Clindamicina (Cd)eeeeveeeocecssncnnsaccanss G.25-4
Eritromicinad (E)escsceccccsssosvcancasosnces 0.25-4
Gentamicina (GM)eeeecccsscocsssssencessncns 1-4,6,8
Imipenem (IMP)ecceccesccccrccsccscsccccncans 1-8
Nitrofurantoinad (Fd)..ceceeeeervnnecncennas 64
Norfloxacina (NXN)....ceceeeeescccccsccccnes 16
0XACilinNa (OX)eeeeeeeeeencocncacsonssasneas 0.25-8
Penicilind (P)ececeecceccceccsccesccsacnans 0.03-8
Rifampicina (Rif).icccecereccecocecocancanes 2-4
SUlfametoxazol (SX)eeeececccccscccsccacanes 256
Tetraciclinad (Te)ececceeceascescnscsonssocas 0.5-8,128
Trimetoprim (T)eceeeveeecsoccsccoscsncnonns 8
Trimetoprim/Sulfametoxazol(T/S)ccceccccccas 2/38-8/152
Vancomicina (Va).eeeceeeeceaceacecnoancenae 2-16

c) CONTROL DE LOS ANTIMICROBIANOS
Los paneles comerciales se controlaron con una periodicidad

mensual mediante una cepa-control denominada S. aureus ATCC 29213
suministrada por la propia casa comercial .



d) INTERPRETACION DE 1OS RESULTADOS

La interpretacién de los valores proporcionados por el
programa informitico se realizé con la ayuda de la tabla est&ndar
de interpretacién del NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 1990). Ver tabla 10.

TABLA 10.- Tabla estindar de CMI (ug/ml) (NCCLS)

Resistepte Intermedio Sensible

Amoxicilina/K clavuldnico. 2 8/4 - s 4/2
Ampicilina.....cce00000e0.. 2 0.5 - s 0.25
Cefamandol..ccecceeoeeesess 2 32 16 s 8
Cefazolina.....cceeeeceees 2 32 16 <8
Cefotaxima.....ceveveeene. = 64 16-32 < 8
Ceftriaxona.......eeeceve.. 2 64 16-32 s 8
CefuroXima..cceeseccccceess = 32 16 s 8
Cloranfenicol....ceceeeeea 2 32 16 =8
Clindamicina..c.seceeeeeces 2 4 1-2 = 0.5
Eritromicina.....ccececeeee 2 - s 0.5
Gentamicina....cceec0eeeee 216 s 4
ImipeneMececcsesccecsccssss = 16 8 < 4
Nitrofurantoina........... > 128 64’ = 32
Norfloxacina.....eeeeeeees = 16 s 4
0xacilin@.eeeeceseccaccess 24 - s
Penicilina.....cce0eeeee.. = 0.25 - < 0.12
Rifampicina.....eveeeeeeee 2 4 2 <
Sulfametoxazol....sesesess = 512 - < 256
Tetraciclina..............’ 2 16 8 < 4
TrimetopriMececcececsscses 2 16 - <8
Trimetoprim/Sulfametoxazol. = 4/76 - < 2/38
VanComiCiN@.eeeesseecassaee 2 32 8-16 < 4



3.9.- MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
AGAR SANGRE

- Bacto Mueller Hinton medium (ingredientes por litro):
Infusién de carn@....c.ceeceecaccecaesas.. 300 g.
Acidos de casamino........sceececsaceacss 17.5 q.
AlmidON...ceecenscececencacssacascecnaeans 17 gu
BaCtO aQACeccccccccccacnscoccsacsacessacee 17 Go
pH final 7.3

- Sangre de CArNerO.c.ccccevecscccaccccccssves OF

Preparacién: resuspender 38 gramos de polvos Mueller Hinton
en un litro de agua destilada y hervir hasta disolver el medio por
completo. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Enfriar a 45-509C y afiadir 50 ml de sangre para obtener una
concentracién del 5%.

AGAR MANITOL SALADO

Ingredientes (por litro):

Peptona proteas@........cceveeeceecccronscnnns rereeena. 10 q.
Extracto de carne.........oeeeeeeececans fecteterecnoaas 1gq.
D-manitol......ccviveninniinnnn B I - 8
Cloruro S6diCoO. ... uiieiiiiiiieiiiniineeneanennenennns 75 gq.
BACLO AQATL...euceareeunnsanacansonosanasnaasonassosnannns 15 q.
1T T T =3 ¢ 1< 3 0.025 g.

pH final 7.4

Preparacién: resuspender 111 gramos en un litro de agua
destilada y calentar hasta 1la ebullicién para disolver
completamente. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121¢C y
enfriar hasta 45-509C. Dispensar en placas Petri estériles.
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LECHE DESNATADA

Es un producto estandarizado recomendado para medios de
cultivo. Cuando se prepara en una solucién al 10% equivale a leche
desnatada fresca.

Preparacién: disolver 100 gramos en un litro de agua
destilada. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121eC.

TSA (Agar triptosa cop extracto de levadura)

Ingredientes (por litro):
TriptONA.eccecsccascseaess 15 g.
SOitONA:csceeeassoccconns 5 g.
Cloruro 86diCO....ccceacse 5 g.
Bacto aga@lc.ccccecccccees 15 Q.
pH final 7.3

Preparacién: resuspender 40 gramos en un litro de agua
destilada y calentar hasta ebullicién para que se disuelva por
completo. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C. Enfriar
hasta 45-50eC.

EBS (Tampdn fosfato) /

Ingredientes (por litro):
Fosfato disédicO...sceeveeeeee 1.09 g.
Fosfato s6dico....ccceneevee.. 0.31 g.
Cloruro s6dico.....c.vcvvves.. 8.5 g.
pB final 7
Preparacién: disolver las cantidades indicadas en un litro de
agua destilada. Esterilizar en autoclave a 1212C durante 15
minutos.



BHI (Infusicn de cerebro v corazén)

Ingredientes (por litro):

Infusién de cerebro de ternera..... 200 g.
Infusién de corazén de vacuno...... 250 g.
Peptona proteosa....ccececceeacecesses 10 g.
Dextrogsa (glucCoSa)..cccecescccccess 2 G.
Cloruro S6diCO...cveesecesesscescee 5 ge
Fosfato dis6dicO.....cccvveeceessss 2.5 Q.
pH final 7.4

Preparacién: disolver 37 gramos en un litro de agua
destilada. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave
durantel5 minutos a 121¢C

AGAR NUCLEASA TERMOESTABLE

Ingredientes (por litro):
Tris (hidroximetil) aminometano.... 6.1 g.
DNA..cvvsocsssoessscsascacassansess 0.3 G,
Cloruro 86diCO.cccveceecsesccasasas 10 g.
BaACtO AQATecceccsanvsnccnsenanseaas 10 g.
Cloruro cdlcico anhidro............ 1.1 g.
Azul de toluidina.......ccc0c00...00 0.083 g.

Preparacién: pesar 6.1 gramos de tris y afiadir un litro de
agua destilada. Ajustar el pH a 9.0. Anadir el DNA, cloruro
s6édico, agar y cloruro cdlcico anhidro y disolver hasta la
ebullicién. Enfriar a 45-509C y afadir 0.083 gramos de azul de
toluidina. Mezclar bien y repartir en placas. No es necesaria la
esterilizacién.
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MEDIO P

Ingredientes (por litro):
PEOptONAccecccccsescesnssaes 10 g.
Extracto de levadura...... 5 g.
Cloruro 86diCOccccsecccececs 5 g.
GlUCOSA.eeeaesacscsccsanes 1 Qo
Bacto agar...cccececcaces. 15 g.
pE final 7.2

Preparacién: disolver en un litro de agua destilada y ajustar
el pH a 7.2. Calentar para que se disuelva. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 1219C y repartir en placas.

“ALDO RM/ mecion d .

Ingredientes (por litro):
Peptona tamponada........... 7 g.
Fosfato dipotdsico.......... 5 g.
Dextrosa (glucosSa).....s.ee. 5 g.
pH final 6.9

Preparacién: disolver en un litro de agua destilada y
calentar suavemente para su disolucién. Distribuir en tubos
aproximadamente 5 ml/tubo. Esterilizar en autoclave a 121¢°C
durante 15 minutos.

s R/ juccion d .

A) X-naftol al 5%:
X-naftoleceereeceneneencases 5 g.
Alcohol etilico (absoluto).. 100 ml.

B) Hidréxido de potasio al 40%:

Hidré6xido de potasio........... 40 g.
Agua destilada......ccc0eeuee.. 100 ml.



CALDO NITRATADO

Ingredientes (por litro):
Extracto de carn€............ 3 g.
Peptona...cceeecevesrccaaccss 5 Q.
Nitrato potdsico........c.e.. 1 g.
pH final 7

Preparacién: se disuelven los componentes en un litro de agua
destilada, se distribuyen en tubos y se esterilizan en autoclave
15 minutos a 121eC.

VOS UCCION DE NITRATOS

A) Dimetil-X-naftilamida al 0.6%:
Dimetil-X-naftilamida........ 6 g.
Acido acético 5N (30%)........ 1 1.

Preparacién: disolver el dimetil-X-naftilamida en el 4&cido
acético mediante un suave calentamiento. Filtrar y guardar en
frasco topacio.

B) Acido sulfanilico al 0.8%:
Acido sulfanflicO............. 8 g.
Acido acético 5N (30%)........ 1 1.
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AGAR NUTRITIVO DIFOSFATO DE FENOLFTALEINA (Actividad
fosfatasa)

Ingredientes (por litro):
- Agar:
Extracto de carn@......ce..... 3 g.
PeptONa..c..cccscecaserccccccees 5 Go
Cloruro s6diCO..cceersccesssas 8 g.
Bacto aQAr...cesceseccscsessas 15 g.
pB final 7.3
- Sustrato:
Sal s6dica difosfato de fenolftaleina (5%).... 2 ml.
Agar nutritivo fundido (459C)...ccccecvcceesss 98 ml.

Preparacion: fundir la cantidad exacta de agar en un litro de
agua destilada. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 1159C y
enfriar hasta 45-502C. Agregar el sustrato previamente filtrado
mediante una membrana de 0.22pm de di&metro y volcar asépticamente
en placas Petri.

REACTIVOS PARA LA PRUERBA DE LA FOSFATASA
Hidréxido sédico 10N (40%):
Hidréxido s6dicO..c.eceeseas. 40 g.
Aqua destilada.....cceccee.. 100 ml.

Ingredientes (por litro):
- Agar:
PepPtONa...ccseeeccavacasass 10 g.
Extracto de carne......... 1 g.
Cloruro sé6dico....cveee.e. 5 g.
Bacto agar...cceeveeceses. 15 g.
Pirpura de bromocresol.... 0.02 gq.
pH final 6.8
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- Sustrato:
AztGcares al 10% en agua destilada.. 200 ml.

Preparacién: disolver la cantidad apropiada de agar para un
litro de agua destilada calentando hasta la ebullicién.
Esterilizar en autoclave a 1219C durante 15 minutos. Enfriar hasta
45-509C y afladir 200 mililitros del carbohidrato que gqueremos

preparar previamente esterilizado por filtracién para obtener una
concentracién final del 1%.

NOVOBIOCINA

Ingredientes:
Medio P.vevecevecneneeeese 180 ml,
Novobiocina [16 pg/ml).... 20 ml.

Preparacién: pesar las cantidades necesarias para preparar
180 ml de medio P. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121 °C y
dejar enfriar a 45-50 9C. Afiladir entonces 20 ml de novobiocina
para obtener una concentracién final de 1.6 pg/ml.

OMIC [of

Ingredientes:
Pirpura agar base........... 1 1.
Glicerol....ccceevvececcases 10 ml.
Eritromicina [40 upg/ml}..... 1 ml.

Preparacién: afiadir al pirpura agar base 10 mililitros (1%)
de glicerol. Esterilizar en autoclave a 1169C durante 20 minutos y
enfriar en bafio hasta 502C. La soluci6n de eritromicina (sigma) se
prepara disolviendo 40 mg en 5 ml de etanol al 95% y afadiendo
agua hasta 100 ml. Se esteriliza por filtracién y se afiade 1 ml a
un litro del medio base con glicerol estéril y enfriado a 509C. Se
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mezcla perfectamente por agitacién y se reparte en placas Petri.

Obtenemos una concentracién final de eritromicina de 0.4 ug/ml.
CALDO COMUN (Nutrient broth)

Ingredientes (por litro):
Extracto de carn€......... 3 g.
PeptoNacccccccscecccscesee 3 Go
pH final 6.8

Preparacién: disolver 8 gramos en un litro de agua destilada.
Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave 15 minutos a l121eC.

AGAR COMUN 1.1

Ingredientes (por litro):
Agar nutritivo........... 17 g.
TSBeceoeoesscccnsossennss 1.8 Q.

Preparacién: pesar las cantidades necesarias para un litro.
Esterilizar en autoclave 15 minutos a 1219C y verter en placas

Petri.
AGAR SEMISOLIDO
’

Ingredientes:
Caldo comine..ceceeevvecoeaese 1.2 g.
BactoO agar..ccecvcsceccceess 0.75 g.
Agua destilada.............. 150 ml.

Preparacién: disolver las cantidades indicadas en bafio
ebullicién y, cuando el agar esté disuelto, repartir a 6ml
tubos . Esterilizar en autoclave a 1219C durante 15 minutos.

de
en
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CLORURO CALCICO

Ingredientes:
Cloruro c81CiCOeccecccecacases 1 gu
Agua destilada.....cccceeenee . 100 ml.

Preparacién: disolver un gramo de cloruro cdlcico en 100 ml
de agua destilada y esterilizar en autoclave 15 minutos a 1219C.

SOLUCION DE LISIS

Ingredientes;
Tris ClHl M pH 8........... ee 2.5 ml.
EDTA 0.5 M PE 8.c.vcevenveees 2 ml.
Glucosa 500 mM...cccene. eesss 10 ml.

Agua destilada.....cccc00uees 85.5 ml.

Preparacién: medir todos los componentes y filtrar mediante
una membrana de 0.22um de didmetro. Guardar a 49C. '

Al utilizarla hay que afiadir 25 ul de lisostafina (preparada
con Tris clorhidrico 1M a una concentracién de 10000 ug/ml para
conseguir la concentracién final de 250 pg/ml) a 1 ml de solucién
de lisis.

SOLUCION ALCALINA

Ingredientes:
Ridréxido sé6dico 0.2 M
SDS 1%

Preparacién:
- E1 NaOH se prepara 0.4 M (1.6 g en 100 ml de agua destilada
estéril)
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~ E1 SDS se prepara al 2% (2 g en 100 ml de agua destilada
estéril)

En el momento de usarse se coge un volumen de NaOH 0.4 M y un
volumen de SDS al 2%. As{ se obtienen las concentraciones
necesarias.

SOLUCION SALINA ALTA

Ingredientes:
Acetato potdsico 5 M....cccevveeeee 60 ml.
Acido acético glacial......eceeee.. 11.5 ml.
Agua destilada.....cceccesescccceas 28.5 ml.

Preparacién: el acetato potdsico 5 M se prepara pesando
4590.75 gramos y disolviéndolo en un litro de agua destilada
estéril.

SOLUCION FENOL-CLOROFORMO

Ingredientes:
Fenol.....ceeceeeecesceeres 500 ml.
Cloroformo. cceesescscessess 500 ml.
Alcohol isocamilicO...e¢.e... 10 ml.
Hidroxiquinoleina.......... 1 g.
Agua destilada estéril..... 100 ml.
TNE 1Xeieeoeeeosseasocsasess 100 ml.

Preparacién: mezclar todos los ingredientes y dejarlos
reposar durantel8 horas en un recipiente bien tapado. Aspirar
toda la fase acuosa, tirarla y afadir 100 ml de TNE 1X ( 10 ml
Tris 1 M, 2 ml EDTA 0.5 M, 20 ml ClNa 5 M y agua hasta un litro).
Mezclar bien y dejar reposar. otras 18 horas. Aspirar de nuevo toda
la fase acuosa, desecharla y afadirle otros 100 ml de TNE 1X.
Mezclar y dejar reposar. Guardar a 4eC.
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CLORURO SODICO & M

Ingredientes:
Cl Naeeeoo iiivivancneeeas 292.2 9.
Agua destilada............ enrasar hastd un litro

Preparacién: dimolver el cloruro sédico ew un litro de agua
en bafio a 509C mediante agitacién.

SQLUCION TE

Ingredientes:
Tris 1 Moo ... ..cieeee... 10 ml.
EDTA 0.5 M. .. ....cc0veeee.. 2 ml.
Agua destilada.......s0.... ©Nrasai
pH final @

sasta un litro

Preparacién: meuir las cantidades indicadar Y filtrar con una

membrana de 0.22um de dismetro.

TAMPON DE ELECTROFORESIS (TAE 1X)

Ingredientes paia el TAE 50X:
TLiSeeeer st ivinnnnnsesanss 82 3.
Acido acetioo glacial..... 37
EDTA 0.5 M. .. ..cceeaeeess ov 7.

Agua destitada........... oemrasar © =i litro

Preparacién: Jdisolver todos log Sompe~sites a temperatura

ambiente y en aqgitav.osn.
Para prepatat . TAE 1X se cogen i< ™
con agua destilada "s2eta 2 litros.

< .AE 50X y se enrasa
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COLORANTE PARA ELECTROFORESIS

Ingredientes:
Glicerol en agua ...cccsecsccees 30 %
Azul de bromofenol......c...c... 0.25%
Xilencianol.ceceeececcceccceess 0.25%

EROMURO DE ETIDIO

Ingredientes para una solucién stock {10upg/ml]:
Bromuro de etidio.......c.... 250 mg.
Agua destilada......cceeee... 25 ml.

Preparacién: solubilizar el bromuro de etidio mediante
agitacioén.

Para la solucién de uso se afiaden a un litro de agua
destilada S00 pl de la solucién stock de bromuro de etidio. La
concentracién final que se obtiene es de 5ug/ml.

cald s0d (oti

Ingredientes (por litro):
Triptona..ceccececcesesesss 17 g.
SOitONA..cccececccsacceceess 3 Q. )
Dextrosa (glucosa)......... 2.5 g.
Cloruro s6diCO...ccceveeee.. 5 q.
Fosfato dipot&sico......... 2.5 g.
pH final 7.3

Preparacién: disolver 1la cantidad apropiada de medio
deshidratado en un litro de aqua destilada. Distribuir en tubos y
esterilizar en autoclave 15 minutos a 121¢9C.



S0

RESULTADOS
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4.- RESULTADOS
4.1.- ESTUDIOS NULTICENTRICOS
4.1.1.- ARO 1986;

a) Procedencia e identificacién de los ajslados.

El estudio multicéntrico pretendia obtener un mayor
conocimiento de la prevalencia de los aislados de estafilococos en
Espafia y de su sensibilidad a los antibi6ticos. Para ello se hizo
un estudio de corte transversal con los aislados obtenidos en un
solo dia en 74 hospitales de la red piblica espafiola. Se
obtuvieron 470 microorganismos, de los cuales 195 fueron S. aureus
Y 275 fueron identificados como estafilococos coagulasa negativos
siguiendo el esquema propuesto por Kloos y Schleifer (1975b). En
nuestro laboratorio se identificaron 247 cepas de estafilococos
coagulasa negativos que procedfan de 63 hospitales (Tabla 11).



TABLA 11.- Procedencia de los aislados (estudio multicéntrico
de 1986).

s.

s. h

L ] a

P [ ]

i m S.

d o s CR s. s. s.

e 1 i h w x c s.

r y m o a y a ¢

m t u m r 1 P ]

i i 1 i n ° i h

d c a n e F ] t n

i u n i r u i i b
Hospitales (N®) ] ] 2 s i R | i TOTAL
Andalucia (9) 18 0 0 2 0 2 b 0 23
Aragén (3) 12 1 0 0 1 0 1 1 16
Asturias (2) 4 1 1 2 (] 0 0 [} 8
Baleares (1) 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Cantabria (2) 5 1 2 0 0 0 0 [} 8
C. - la Mancha (1) 4 0 0 0 1 0 0 0 1)
C. - Le6n (8) 12 [ 2 4 1 0 ] ] 25
Catalufia (6) 15 3 0 0 0 2 0 0 20
C. Valenciana (5) 15 H 1 3 1 ] 0 0 25
Extremadura (2) H 1 0 0 0 0 0 0 6
Galicia (3) 5 1 1 0 0 0 0 0 7
Madrid (10) 48 5 6 4 1 0 1 0 65
Murcia (4) H 0 ] 0 1 1 0 0 7
Navarra (3) 5 3 1 2 1 1 0 0 13
Pais Vasco (3) 11 0 2 ] 0 0 0 0 13
Rioja (1) 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Desconocido 3 0 1 0 0 0 0 0 4
Total 168 27 18 17 7 [ 3 1 247



En la tabla 12 podemos observar el ntmero de aislados
recibidos en nuestro laboratorio del estudio multicéntrico. Se
recibieron 268 cepas de las cuales ochc no resultaron viables por
ausencia de crecimiento o contaminacién masiva, cinco no pudieron
clasificarse, seis fueron identificadas como S. aureus y dos no
eran estafilococos. Asi pues, fueron 247 cepas de estafilococos
coagulasa negativos las que se identificaron a nivel de especie,
la mayoria pertenecientes a Staphylococcus epidermidis (68%).

TABLA 12.- Nimero de especies de estafilococos coagulasa
negativos identificadas (estudio multicéntrico de 1986).

Nimero de especies (%)

S. epidermidiS....eceeceveeeeceesss 168 (68 %)
S. haemolyticUS...ceceeecececcnesss 27 (10.9%)
S. SIMUIANS.eeeeeeecasscnsaasseness 18 (7.3%)
S. HOMINiS..eceenceeoececacnansaess 17 (6.9%)
S. WAINeLi.u.veeeeescoscansscsanass 1 (2.8%)
Se XYlOSUS.eeeveroeeaessansnenssess 6 (2.4%)
S CAPItIS.cceveccscnccasocsavesces 3 (1.2%)
S. CONNIiceereeeenesasncscncosesaes 1 (0.4%)
TOt@l...ceeeeeecanccconsonncons 247,

b) Vv aci e la muest stud

b.1.- Origen de los ajslados

En la figura 2 se ha representado la distribucién de los
estafilococos coagulasa negativos segun su origen. Los aislados de
sangre son los mds numerosos (27.9%) sequido del grupo que incluye
muestras de pus, abscesos y exudados (15.8%). En tercer término se



encuentran los aislados de orina (10.9%). El resto de las muestras
ofrecen valores mis pequefios.

Figura 2.- Distribucién de los aislados de estafilococos
coagulasa negativos segtn el tipo de muestra (estudio
multicéntrico de 1986).

B Sangre Heridas T Ex. umbitical
£ 304 Eotros exudsdos [ Ex. nesal OJEsputes
Borins LCR. Elotros
257 BiCatéteres, sondss MIEx. ético Clambiental
201 W Ex. ocular B Liquidos* [JDesconocido

* Liquidos: pieural, peritoneal y ascitico.

En la tabla 13 podemos observar el origen de cada una de las
especies de estafilococos coagulasa negativos. De las 247 cepas
recibidas, el 68% se identificaron como S. epidermidis y en su
mayor parte los aislados procedian de hemocultivos, de exudados y
catéteres. S. haemolyticus es el sequndo microorganismo aislado
con mayor frecuencia (10.9%) sequido de S. simulans (7.3%), el
primero aislado mayoritariamente de sangre y el segundo, de orina.
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TABLA 13.- Origen de las especies de estafilococos coagulasa
negativos (estudio multicéntrico de 1986).

Qrigen

Sangre
L.C.R.
Ex. herida
Ex. ocular
Ex. 6tico
Pus
Catéteres
Abscesos
Esputo
Orina
Ex. nasal
Otros exudados
Liquidos*
Otros
Total

(%)

* Liquidos: pleural, peritoneal y ascitico.

S.
s. h
e a
P [
i m S.
d o s s. S. s. S.
e 1 i h 14 x e S.
r y m o a y a c
m t u m r 1 P °
i i 1 i n ] i h
d c a n e s t n
i u n i r u i i
F] s F] s i -] s 1 TOTAL
49 6 4 7 2 0 1 0 69
4 [+] 0 1 0 0 0 (4] H
10 4 1 0 1 0 1 0 17
20 2 (] 0 1 0 0 0 23
4 0 1 0 0 0 0 0 5
7 1 0 2 0 0 0 0 10
18 2 1 2 0 0 0 0 23
4 0 0 2 [+] ] 0 0 6
2 0 0 Q [4 2 o [+] 4
13 3 6 1 1 3 0 0 27
11 2 0 0 2] 0 0 0 13
17 4 3 2 0 1 10 (] 27
3 0 1 0 1 0 0 ] S
6 3 1 0 1 0 1 1 13
168 27 18 117 7 6 3 1 247
(6B) (10.9)(7.2) (6.8) (2.8) (2.4) (1.2) (0.4)
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b.2.- Distribucié ] yisti vici el
hospital.

El mayor nimero de aislados provenian de enfermos de
medicina interna (14.6%) sequido de U.C.I. (9.3%) y cirugia
(9.3%). Un 4% de los aislados tenian origen probablemente externo
y en un 3.2% no consta el origen. (Figura 3).

Figura 3.- Distribucién de los aislados de estafilococos
coagulasa negativos por servicios médicos (estudio multicéntrico
de 1986).

% st
10t
5 = 1 -

Medicina interns Obstetricia y Ginecologia
m uc. 3 Nefrologia

B Cirugis Cardiologia

B Traumatclogis @ Hematologis

B Pedistris 0O ORL.

Urologia B Externos

B 0ftalmologia No consta

Neonatologia
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¢) Induccidén de fagos lisogénicos o fagotipia
ioversa. (Juego de fagos autéctono).

De las 247 cepas de estafilococos coagulasa negativos del
estudio multicéntrico, 168 fueron identificadas como S.
epidermidis. Se hizo la induccién de fagos com mitomicina C a
todas estas cepas y cada uno de los 168 supuestos fagos inducidos
fue aplicado sobre las 168 cepas de S. epidermidis. Después de
probarlos todos, se seleccionaron 12 fagos dado que eran los que
tenian un mayor efecto litico sobre las cepas probadas y gue la
proporcién conseguida en la tipificacién era mayor.

4) Propagacijén de los fagos.

Cada fago seleccionado fue propagado, tras sucesivas
titulaciones realizadas en las cepas en las que daba un mayor
efecto litico, sobre aquella cepa en la que el titulo era mi4s
elevado.

En la siguiente tabla (tabla 14) podemos observar las doce
cepas lisogénicas a partir de las cuales se indujeron los fagos,
as{ como las cepas propagadoras de los mismos.
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TABLA 14.- Cepas bacterianas lisogénicas, cepas propagadoras
y fagos de S. epidermidis.

Cepa lisogénica Cepa propagadora

{origen) (origen) Fagos
89904 (exudado conjuntival) 89925 (sangre) 89904
89954 (exudado conjuntival) 90418 (exudado nasal) 89954
90319 (sangre) 90343 (sangre) 90319
90338 (sangrae) 69943 (exudado conjuntival) 90338
90340 (exudado herida) 89939 (exudado vaginal) 90340
90341 (sangre) 90510 (exudado herida) 90341
90352 (piel) 89939 (exudado vaginal) 90352
90502 (sangre) 89940 (sangre) 90502
90509 (exudado herida) 90374 (recto) 90509
43763 (orina) 89939 (exudado vaginal) 43763
43764 (sangre) 89939 (exudado vaginal) 43764 .
43785 (sangre) 90319 (sangre) 43785

e o a "De

W il

Los veinte fagos del juego fueron propagados en medio sé6lido
sobre sus cepas propagadoras y titulados para determinar el R.T.D.
y posteriormente hacer la fagotipia.

£ 8 ro litico de ambos juegos de fagos.

El espectro litico de los doce fagos (juego autdctono) y del
juego de "Dean and Williams" se describe en las tablas 15 y 16, en
donde el grado de lisis va desde 0 (ninguna lisis) hasta 5 (lisis
confluente).
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TABLA 15.- Espectro litico del juego de fagos autéctono.

FAGOS*

CEPAS+

A B (o D E F G H I J K L
15 0 5 4 5 3 3 0 5 0 4 3 0
27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28A O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
71 3 3 5 5 5 5 3 5 5 5 5 5
82 0 0 1 3 0 0 3 3 0 0 0 0
155 5 5 4 S 5 4 3 5 5 5 5 5
157a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
165 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
275 3 3 3 4 3 4 3 5 5 5 4 3
275 2 1 2 3 2 3 3 4 4 5 4 3
456 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
459 5 4 4 2 4 5 4 5 5 5 4 4
471a 0 0 0 5 2 0 5 3 5 2 0 3
A6C 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bl 0 0 0 2 0 0 5 2 1 0 0 0
RG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* A: B9904; B: 89954; C: 90319; D: 90338; E: 90340;'r= 90341; G: 90352;
B: 90502; I: 90509; J: 43763; K: 43764; L: 43785.
+ Cepas propagadoras del juego de fagos de "Dean and Williams”

Nimeros: grados de lisis. Ninguna=0 Confluente=S.
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TABLA 16.- Espectro litico del juego de fagos de "Dean and

willi

FAGOS*

CEPAS

M X O P QR

L

27

28

28A

7

48

n

155

L]

157A

165

275

275

456

459

471A

Bl

J:157a;

I:15S:
T:A9C.

H:82;

E:37; F:48; G:71;

D:28A;

C:28;

’

27
M:27SA; N:456

B

* A:lS;

; S:Bl;

R6C; R:RG

Q
guna=0 Confluente=$5.

P:471A;

:459;

o]

H

H

275
Numeros: ¢radcs de lisis. Nin

L

K:168;
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9) rageotipia.
lec B jon de tipabilidad

La reproductibilidad de los resultados de fagotipia se
establecié realizando la fagotipia sobre diez cepas de S.
epidermidis elegidas al azar, tres veces en tres dias
consecutivos.

La fagotipia sobre las 168 cepas de S. epidermidids se llevé
a cabo con tres juegos de fagos:

1) Juego de fagos autéctono

2) Juego de fagos de "Dean and Williams"

3) Juego combinado compuesto de los doce fagos obtenidos en
nuestro laboratorio junto a otros trece fagos seleccionados del
set de "Dean and Williams" atendiendo a su amplio rango de
actividad. Algunos fagos producian el mismo efecto sobre las
mismas cepas, actuando como un bloque de fagos. De éstos s6lo se
eligi6é uno de cada grupo o bloque de fagos.

Los métodos empleados para la fagotipia fueron 1los
siquientes:

- fagotipia al 100 RTD (los fagos se aplican a una
concentracién cien veces mayor que la dilucién de rutina)

-~ fagotipia al 1000 RTD 4

- fagotipia tras el tratamiento con calor en la que los fagos
se aplican a una concentracion mil veces mayor que el RTD.

La figura 4 muestra la proporcién de tipabilidad que se
obtiene con los tres juegos de fagos mediante los tres métodos de
fagotipia.
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Figura 4.- Proporcién de tipabilidad con los tres juegos de
fagos.

100 RTD

-~
o
N

B 1000 RTD

B2 1000 RTD (482C)

¥ CEPAS
TIPIFICADAS

"DEAN & WILLIAMS"

La proporcién de cepas tipificadas cuando aplicamos el juego
de fagos autéctonos al 100 RTD es de 23.5% y de 24.4% al aplicarlo
al 1000 RTD. Dado que las diferencias porcentuales entre el 100 y
el 1000 RTD no eran significativamente diferentes, decidimos
suprimir el primer método de fagotipia, con lo cual los siguientes
juegos de fagos fueron aplicados al 1000 RTD, realizando 1la
fagotipia habitual y la fagotipia tras el tratamiento con calor.
Con esta Gltima se conseguia tipificar un mayor némero de cepas
(62.5%).

Con el juego de fagos de "Dean and Williams", la proporcién
de cepas tipificadas al 1000 RTD fue de 19.6%. El nimero de cepas
caracterizadas cuando aplicamos la fagotipia tras el tratamiento
con calor aumenté considerablemente, consiguiendo que Gnicamente
un 37.5% quedaran sin tipificar.
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Cuando se aplic6é el juego cambinado se consiguié una mayor
reduccién del nimero de cepas no tipificables. El nimero de cepas
tipificadas aument6 desde un 30% con la fagotipia convencional al
1000 RTD, hasta un 70.2% después del tratamiento con calor.

g-2.- Patrones de fagotipia.

Los patrones de fagotipia con los tres juegos de fagos pueden
observarse en la tabla 17 (A,B y C).

TABLA 17.- Frecuencias de patrones fdgicos entre las 168
cepas de S. epidermidis (estudio multicéntrico de 1986).

Patrén de fagotipia Be cepas
(A) Con el juego autéctono

Todos 108 fag0S...cccecccrcccnnscnnanas PR § |
43785 ceecccccnercccsscsnsscssorocsercassscasans 5
43763, 43785 cccverccccccstcscasossascnsscsscanss D
90509, 43763, 43785..cctcecccccrcscsscssceanssacss 5
Todos, excepto: 89954, 90341, 43764, 43785........ 3

3

89854...... cesescesssesesasscsseessasccsasnnrnnne

Todos excepto: 89904, 89954......ccvccceveeen ceveae 2
90319, 90338, 90340...ccecuerrvcecerocnvcoancnaans 2
90352, . c0cecccccccscesescscssancnne esecsessensaes 2
OtIOS PAtIONeS.ccecvccccsssasccccns . |

No tipificables.....cccecevenneccneccacnen ceeesass 107
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(B) Con el juego de "Dean and Williams"

K
P - M PP £
8 ¢
15, 37, 48cciicceeccictcnccccanasnccccarsosseacesas 10
456, 459.cciiiiicciccnccccrsectcrcostcsnncrscanes
27,28,28A,82,155,157A,275R,456,459,471A,A6C,B1...
27, 456, 459, 471A, A6C, Bl.c.e.eieeccaoonconananse

72 N P

6
4
3
48, 456, .. ccicecrecicccccnccccctccscnsstncncansnce 2
2
2

15,27,28,37,48,82,155,157A,275,456,459,471A,A6C. .
OtroS PALYONE@S.ccceseccccacecascsacssasssncsccansses 28
No tipificableS....ceeevececcnoessscccnascssssasas 63

(€C) Juego combinado

> §
P - D B §
15, 37, 48.ccccccccnccecacasecascennnsocasannnnns

-

9
6
Fagos autéctonos 27,28,28A,155,157A,275,456,471A,B1 4
27, 456, 47T1A, Bl.occeveeeoceccacocconncncannncas 4
Q3785 . ccccccccoscccescscccaccsosacssocncsosassens 2
Todos, excepto: 28BA, 165...ccccicccaccccccccncans 2
50319,90338,90340,90341,50352,90502,90509,43763,43764,43785.2
OtrOS PAtIONEeS...cececcscrsectvavscnassenaseneanneae 57
No tipificableS.....ccevveeeeecccncnccnaroncanass 50
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Con el juego de fagos autéctono, el patrén largo, formado por
la reacci6n de los doce fagos, fue el m&s numeroso (11 cepas). Sin
embargo, con el juego de fagos de "Dean and Williams"™ y con el
combinado, el patrén corto del fago 37 fue el mis frecuente,:
halléndose en 23 y en 21 cepas en el primer y segundo juego
respectivamente.

En la figura 5, se observan los patrones fdgicos de una cepa
de S.epidermidis con el juego de fagos autéctono y con el de "Dean
& Williams".



Figura 5.- Placas de fagotipia.

Juego autdctono
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g.3.- Erecuencias de patrones de fagotipia.

Los patrones encontrados entre las cepas tipificables se
dividieron en tres categorfas: patrén largo (seis o més
reacciones), intermedio (de tres a cinco reacciones) y corto (una
o dos reacciones). En la tabla 18 se recogen los porcentajes
obtenidos de dichos patrones con los tres juegos de fagos. En
general, los patrones cortos fueron los mis abundantes. Con el
juego de fagos autéctono se consiguié un 14.3% de patrones cortos,
con el juego de "Dean and Williams" un 37.5% y con el combinado un
31.5%.

TABLA 18.-~ Frecuencias de patrones de fagotipia con los tres
juegos de fagos (estudio multicéntrico de 1986).

Reacciones de las cepas tipificables
Cepas Cepas ’ ~ \
no tipificables tipificables 6* 5+ 4+ 3+ 2t 1 Total

Autéctono 107 61 23 2 1 11 10 14 168
(63.7%) (13.7%) (8.3%) (14.3%)

"Dean & 63 105 22 1 6 13 24 39 168

Williams" (37.s%) (13.1%) (11.9%) (37.5%)

Combinado 50 118 31 6 14 14 18 35 168
(29.8%) (18.4%) (20.2¢%) (31.5%)

* Reacciones de patrén largo
Reacciones de patrén intermedio
Reacciones de patrén corto

"o+
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g-4.- Erecuencias de reaccidn de Jos diferentes fagos.

El fago que tiene una mayor frecuencia de reaccién es el 37
del juego de "Dean and Williams" con un 30.9%, seguido del 456
(28%) también del mismo juego y de los fagos autéctonos 43785
(26.2%) y 43763 (22%) como se puede comprobar en la figura 6.
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Figura 6.- Frecuencias de reaccién de los diferentes fagos

(estudio multicéntrico de 1986).
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4.1.2.- ANO 1990
a) Procedepcia e identificaciép de Jlos ajslados

Este segundo estudio multicéntrico, como el anterior,
pretendia llegar a un conocimiento mids amplio de la prevalenciade
los estafilococos en Espafia. De la misma forma, se hizo un estudio
de corte transversal con los aislados obtenidos en un solo dia en
63 hospitales espafioles. En nuestro laboratorio se identificaron
188 estafilococos coagulasa negativos procedentes de 56
hospitales. Para ello seguimos el esquema propuesto por Kloos y.
Schleifer (1975b) (tabla 19).



TABLA 19.- Procedencia de los aislados (estudio multicéntrico
de 1990).

s.
S. f ]
S. h a
e a P
P e r
i S. m o
d S. s o s. S. S. p
e b i 1 x c w h
r ° m y y a a b4
m m u t 1 P r t
i i 1 i ° i a i
d n a c a t e c
i i n u u i r u
Hospitales (Ne) 2 3 ] F] I i 2 IQTAL
Andalucia (5) 121 0 2 2 0 0 0 17
Aragén (2) 4 0 0 0 1 0 0 0 5
Asturias (1) 2 0 0 1 0 0 0 0
Baleares (1) 0 0 0 2 0 0 0 0
Canarias (4) 12 3 0 1 1 0 0 [} 17
Cantabria (1) 2 1 0 1 0 0 0 0 4
C. -~ La Mancha (1) 2 1 0 0 0 0 0 0 3
C. -~ Leén(8) 9 0 3 1 2 1 1 0 17
Catalufia (5) 21 2 2 0 0 1 1 0 27
C. Valenciana (4) 7 1 2 2 0 0 0 ] 12
Extremadura (2) 5 2 0 0 0 0 0 0 7
]
Galicia (2) 1 0 0 0 0 1 0 0 2
Madrid (10) 20 5 6 3 2 1 2 1 40
Murcia (3) 3 0 2 0 2 0 0 0 7
Navarra (2) 4 1 0 0 0 1 0 0 6
Pais vasco (3) 6 0 0 1 0 0 0 0 7
Rioja (1) 6 1 0. 0 0 0 0 0 7
Desconocido 5 0 0 0 0 0 0 0 5
Total 121 18 1S5 14 10 5 4 1 188
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De los 211 aislados, enviados a nuestro laboratorio para su
identificacién, 188 fueron estafilococos coagulasa negativos y, en
su mayor parte,pertenecian a S. epidermidis (64.4%). El resto de
las especies ofrecian valores menores del 10% (tabla 20).

TABLA 20.- Especies de estafilococos coagulasa negativos
identificadas (estudio multicéntrico de 1990).

N2 de egpecies (%)

S. epidermidiS.ceecceacccaccnas 121 (54.4%;
S. hOMINIS.esveenorensecasannns 18 (9.5%)

S. SIMUlaNS..cccvececanaccncnsa 15 (7.9%)

S. haemolytiCUS..eceeeecnnnocenas 14 (7.4%)

S. XYlOSUS..cieerennnennanasans 10 (5.3%)

S. CAPItiSeecencerssccsnonccnans S (2.6%)

Se WAINELi.ieeeevoeeeassosonannsa 4 (2.1%)

S. SaprophyticCuS...cceeecececss 1 (0.5%)
Total......oeeveceencecccann 188

b) Va i d a u
b.1.-~ Orjgen de Jos aislados

En la figura 7 se ha representado la distribucién de 1los
estafilococos coagulasa negativos segin su origen. Como se puede
observar, los aislados de sangre constituyen el grupo mis numeroso
(34%) seguido de los aislados de catéteres (19.7%) y orina
(12.3%). El1 resto de las muestras ofrece valores poco
significativos e inferiores al 10%.
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Figura 7.- Distribucién de los aislados de estafilococos
coagulasa negativos seqgdn el tipo de muestra (estudio
multicéntrico de 1990).

354 W Sengre B Heridss i Ex. umbilical

30 Edotros exudedos 3 Ex. nasel DO Esputos
Olorine LCR. Botros

257 HiCatéteres, sondss MEx. otico (3 Desconocido

i Ex. oculer B Liquidos*

+ Liquidos: pleursl, peritonesi y sscitico.

En cuanto al origen de las especies de estafilococos
coagulasa negativos hay que destacar que la mayoria de las cepas
de s. epidermidis aisladas (64.4%) procedian de hemocultivos,
catéteres y orina. S. hominis era el segundo microorganismo
aislado con mayor frecuencia (9.5%); la mayoria de los aislados
también procedian de hemocultivos y catéteres (tabla 21).
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TABLA 21.- Origen de las especies de estafilococos coagulasa
negativos (estudio multicéntrico de 1990).

s.
s. s
s. A s
e a P
P e r
i S. m o
d s. s -] S. S. S. P
e h i 1 x c w h
r ] m y y a a y
m m u t 1 P r t
i i 1 i o i n i
d n a c s t e c
i i n u u i r u
origen s ___ 3 s s ) Fl i s TOTAL
sangre 44 7 2 H] 1 4 1 0 64
Catéteres 28 3 2 2 1 0 1 0 37
Orina 10 1 4 2 5 ] 0 1 23
Otros exudados 9 2 1 3 ] 0 [} 0 15
Ex. heridas 9 0 1 0 0 0 1 0 11
Ex. 6tico 5 0 1 2 0 0 1 0 9
Ex.ocular 5 1 0 0 0 0 0 0 6
L.C.R. 1 1 1 0 0 0 0 0 3
Liquidos* 1 0 2 0 0 0 0 0 3
Ex. nasal 2 0 ] 0 0 0 0 0 2
Abscesos b 0 0 0 o 1 o 0 2
Esputo ] 1 0 0 0 0 ] 0 1
Otros 3 1 0 0 1 0 0 0 5
Desconocido 3 1 1 0 2 0 0 0 7
Total 121 18 15 14 10 S 4 1 188
(%) (64.4)(9.5)(7.9) (7.4) (5.2) (2.6) (2.1)(0.%)



115

b.2.- Distribucion en log distintos servicios del hospital

La mayoria de los estafilococos coagulasa negativos aislados
procedian de la unidad de cuidados intensivos (12.8%), del
servicio de neonatologia (10.1%) y de medicina interna (9.6%). Un
7.4% de los aislados tenian origen extrahospitalario y, por
Gltimo, en el 8.5% de los aislados no consta el origen (figura 8).

Figura 8.- Distribucién de los aislados de estatilococos

coagulasa negativos por servicios médicos (estudio multicéntrico
de 1990).

AN

Medicina interns B3 obstetricie y Ginecologia
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c) ja a [/] t e t
c.l.- Proporcidn de tipabilidad

La fagotipia se llevé a cabo, sobre los 188 aislados de
estafilococos coagulasa negativos, con los dos juegos de fagos
concentrados mil veces su dilucién de rutina (1000 RTD) después de
haber sido incubadas las cepas a 489C durante 4 horas.

La proporcién de cepas tipificadas con ambos juegos de fagos,
fue de 25.1% (53 cepas). En la tabla 22 se puede cbservar el
nimero de cepas tipificadas por especies, siendo S. epidermidis
la especie con una mayor frecuencia de tipabilidad (34.7%) seguida
de S. hominis (22.2%) y de S. xylosus (20%).

TABLA 22.- Proporcién de cepas tipificadas por especies
(estudio multicéntrico de 1990).

NR cepas ////

Especie tipificadas Total (%)
S. epidermidis 42/121 (34.7)
S. hominis 4/18 (22.2)
S. simulans 2/15 (13.3)
S. haemolyticus 1/14 (7.1)
S. xylosus 2/10 : (20)
S. capitis 1/5 (20)
S. warneri 0/4 (0)

S. saprophyticus 1/1 (100)



c.2.- patropes de fagotipia.

Una caracteristica de los patrones f&gicos que hemos
encontrado es la gran variedad existente, habiendo pocas cepas que
compartan el mismo patrén de fagotipia (tabla 23).

TABLA 23.- Patrones de fagotipia (estudio multicéntrico de
1990).

Ratrén de fagotipia Ne_cepas
2T e ettt e et et aaeee s e aee e e eeenaes e e antee e reeaeas 3
I 3 2T OO U O EOPSUPPPU PO 3

3

27, 90509.... .3
56, AT VA ittt et ehe e e ettt e e e s et st eaes 3
BT e e e e et e e e 3
0500 e e e e e e e 3
2

.2

82. 275, 456. 459. 471A, A6C, B1, 90319, 90338, 90509.............oo z
7. 48, 456, €71A, ABC. 90509........... o T 2
15, B0509. ... e e . 2
1€, 456, 459. 471A, 90509....... ' 2
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c.3.- Frecuencias de patropes de fagotipia

Los patrones de fagotipia fueron divididos en las tres
categorias anteriormente mencionadas. las frecuencias de estos
patrones pueden observarse en la tabla 24, donde se aprecia una
mayor proporcién de patrones cortos (12.8%), la misma que se
obtenia con los tres juegos de fagos en el primer estudio
multicéntrico.

TABLA 24.- Frecuencias de patrones de fagotipia (estudio
multicéntrico de 1990).

Reacciones de las cepas tipificables
Cepas Cepas ’ -~ -—
no tipificables tipificables 6* S5+ 4+ 3+ 2 13 Total
Ambos )
juegos 135 53 17 2 6 4 8 16 188
(71.8%) (9%) (6.4%) (12.8%)

»

Reacciones de patrén largo
Reacciones de patrén intermedio
Reacciones de patrén corto

“ o+

c.4.- Erecuencias de reaccién de los diferentes fagos

£l fago autéctono 90509 es el gue tiene una mayor frecuencia
de reaccién sobre las cepas (12.3%) seguido por el 471A del juego
de fagos de "Dean and Williams" con un 10.4% de actividad. El
resto de los fagos muestra unas frecuencias de reaccién cuyos
valores estdn por debajo del 10% (figura 9).
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Figura 9.- Frecuencias de reaccién de los diferentes fagos
(estudio multicéntrico de 1990).
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4.1.3.- COMPARACION DE AMBOS ESTUDIOS MULTICENTRICOS

Los resultados obtenidos en los dos estudios multicéntricos
quedan expuestos en la siguiente tabla (tabla 25).

TABLA 25.-~ Resultados de ambos estudios multicéntricos.

ANQ 1986 ao 1990
- N2 cepas estudiadas 247 188.
- Hospitales 63 56
- Especies mayoritarias S. epidermidis (68%) S.epidermidis (64.4%)
S. haemolyticus (10.9%) S. hominis (9.5%)
- Origen predominante sangre (27.9%) sangre (34%)
Pus, abscesos y exudados catéteres (19.7%)
(15.8%)
-Servicios mds frecuentes M. I. (14.6%) U.C.I. (12.8%)
U.C.I. (9.3%) Neonatolgia (10.1\)'
Cirugia (9.3%) M.I. (9.6%)
- Patrones de fagotipia
mayoritarios Cortos Cortos
Fagos predominantes 37 (30.9%) 90509 (12.3%)
456 (28%) 471A (10.4%)
43785 (26.2%) 456 (9.5%)

Como se puede observar, la especie mayoritaria en ambos
estudios fue S. epidermidis, aislados principalmente de sangre.
Mientras en el primer estudio multicéntrico las cepas provenian,
en primer lugar de enfermos del servicio de medicina interna
(14.6%) y, en el segundo, de pacientes de U.C.I. y cirugia (ambos
con un 9.3%), en el segundo estudio multicéntrico, provenian
principalmente de U.C.I. (12.8%) y neonatologia (10.1%). °

Los patrones de fagotipia que predominan tanto en un estudio
como en otro son los cortos. La frecuencia de reaccién de los
diferentes fagos varia de un estudio multicéntrico a otro. En el
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afio 1986 el fago mis potente es el 37 del juego de fagos de "Dean
and Williams" y en el estudio de 1990 es el 90509 (fago autéctono)
el de mayor frecuencia de reaccién sobre las cepas.

4.2.- ESTUDIOS SOBRE CEPAS DE BESTAPFPILOCOCOS COAGULASA
NEGATIVOS EPIDEMIOLOGICAMENTE RELACIONADAS.

4.2.1.-_procedencia e identificacién de los aislados

Todos los aislados fueron recibidos en el Laboratorio de
Referencia de S. aureus durante los afios 1988 y 1989 procedentes
de dos hospitales ("Gregorio Marafién" de Madrid y "vall d'Hebrén”
de Barcelona).

Todas las cepas estudiadas fueron cocos Gram positivos,
productores de catalasa y no presentaron actividad coagulasa
cuando aplicamos el test del tubo con plasma de conejo. La
identificacién de todos los aislados fue confirmada mediante
pruebas fenotipicas de acuerdo con el esquema propuesto por Kloos
y Schleifer (1975b). En la siguiente tabla (tabla 26) se expone el
nimero de especies de estafilococos coagulasa negativos
identificadas. Como se puede apreciar, la mayoria pertenecen a S.
epidermidis (82.7%).

TABLA 26.- Especies de estafilococos coagqulasa negativos
identificadas.

NR de especies (%)
S. epidermidiS...cceeeeeccacecanns 167 (82.7)
S. hominiS...cceeees seecassecsene 15 (7.4)
S. haemolytiCUS.eeveeeeonoeaneasse 15 (7.4)
S. CAPItiSeccieececacssannsanonas 4 (2)
S. SIMUlANS.eeceesvacscasssascnas 1 (0.5)

Total..coterreoeeeencnacennns 202
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4.2.2.- origen de los aislados

El grupo mis numeroso es el formado por muestras de catéteres
(54.4%), seguido de los aislados de sangre (43.6%). El resto de

las muestras ofrecen valores menores y poco significativos (tabla
27).

TABLA 27.~ Origen de las especies de estafilococos coagulasa
negativos.

rigen
Especi Cateter Sangre L.CR.  Piel Desconocido Total
S. epider midi's 88 75 1 1 2 167,
3. haemolyticus 8 ? 0 0 0 1S
3. hominis 12 3 0 0 0 1S
3. capitrs 2 2 0 0 0 4
S. simulans 1 0 0 o 0 1
Totsl 110 88 1 1 2 202
(%) (54.4) (43.6) (0.5) (0.5) (1
4.2.3.~ Signi o ¢ i de la muestra

L

Durante los afios 1988-1989 se recibieron cepas pertenecientes
a diversos pacientes, con el fin de observar si el microorganismo
aislado era el mismo o diferente y poder confirmar la existencia
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de infeccién o contaminacién producida por un estafilococo. Estos
aislados eran el tipo idéneo de muestra para comprobar la
efectividad y reproductibilidad de las diversas técnicas de
marcadores epidemiolégicos y para hacer un estudio comparativo
sobre todas ellas.

Las 202 cepas recibidas pertenecian a 78 pacientes a los que
se les habian aislado dos o mis estafilococos coagulasa negativos
que procedian de un mismo o diferente origen.

4.2.4.- Pragotipia al 1000 RID tras el tratamiento térmico.
a) Proporcidn de tipabilidad

El nimero de cepas tipificadas al aplicar ambos juegos de
fagos al 1000 RTD sobre las cepas crecidas en bafio a 489C durante
4 horas fue de 113 (55.9%). En la tabla 25 se ofrecen los valores
del ndmero de cepas tipificadas por especie. S. capitis es la
especie que tiene la frecuencia mds alta de tipificacién (75%),
aunque hay que pensar que el nimero total de cepas pertenecientes
a esta especie no sea representativo. Le sigue S. epidermidis con
un 59.3% y S. hominis con el 46.6% de cepas tipificadas.

TABLA 28.~ Proporcién de cepas tipificadas por especies.

’

NR cepas ////

Especie tipificadas Total (%)
S. epidermidis 99/167 (59.3)
S. haemolyticus 4/15 (26.6)
S. hominis 7/15 (46.6)
S. capitis 3/4 (75)

S. simulans 0/1 (0)
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b) Patrones de fagotipia

Los patrones hallados son muy numerosos y pocas cepas
coinciden en un mismo patrén. El patrén corto A formado por la
reaccién del fago 27 es el que aparece en el mayor nimero de cepas
(10 en total), seguido por otros dos patrones, también cortos
(patrén B y C), que aparecen cada uno en siete cepas (tabla 29).

TABLA 29.- Patrones de fagotipia.

(A) 27

UB ) 37, 7 RO e e e

(€] B0S 02 e e e s 7
(D) 1S, 27, 48, 82, 155, 275, 275A, 456, 459, 471A, A6C, B1,ASC vy los autéctonos... S
(E) 27, 37, 82, 275, 456, 459, 471A, ABC, ASC, 90S02... ..o e S
(F) 27,456, 459, 471A, A6C, RG, 90338, 90502, 43783 .., S
(G) 27, 48, GOS0 2. .o e 4
(B) 27, 89904, Q0502 . e 4
(1) 27, 256,A6C, B1. ..

T.Y 27, 456, 459, A6C..

<) 30238 e e e e e e L e 3
(L) 27,48, 456, 471A, A6C, 30502............. z
(MY ZT.082,4568, 489, €7TA Bl e e, 3
N)ZIT - 2
2y 2T, egss2 S
SUITUE2 2
< 46 2
R 89204, EQ9T4 L 2
I, 2TIE8. <3785 2

>
)

-

v

’

0]

n
tn
0 -
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c) Execuencias de patrones de fagotipia.

El patrén corto, formado por la reaccién de uno o dos fagos
es el m&s numeroso (21.3%), aungue también hay gque destacar los
patrones de seis o més reacciones cuya frecuencia de aparicidn es
de 18.3%. (tabla 30).

TABLA 30.- Frecuencias de patrones de fagotipia.

Reacciones de las cepas tipificables

A

Cepas Cepas - o)
no tipificables tipificables 6* 5+ 4+ 3+ 2t 1+ Total
Ambos
juegos 89 113 37 2 14 17 11 32 202
(44%) (18.3%) (16.3%) (21.3%)

* Reacciones de patrén largo
+ Reacciones de patrén intermedio
* Reacciones de patrén corto

4) . j accion de i :

E1l fago mds activo frente a las 202 cepas fue el fago 27 del
juego de "Dean and Williams” con un 35.1% de reactividad y el fago
autéctono 90502 (24.7%)(figura 10).
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Figura 10.- Frecuencia de reaccién de los diferentes fagos
(cepas epidemioclégicamente relacionadas).
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4.2.5.- Pagotipia inversa.
a) Proporcidn de tipabilidad

La fagotipia inversa se realizé sobre todas las cepas
recibidas de los 78 pacientes. Las 202 cepas fueron tratadas con
mitomicina C para convertir sus fagos lisogénicos en liticos. Cada
fago supuestamente inducido fue aplicado de igual manera que la
fagotipia directa, pero, en este caso, sobre 20 cepas-patrén
(cepas propagadoras del juego de fagos de "Dean and Williams") y
cuatro cepas polivalentes que actuaban de control (1030, W57,
18042 y 2009).

Se consiguié que se tipificaran 82 cepas (40.6%) quedando 120
cepas (59.4%) sin tipificar. De las 82 cepas, 33 (16.3%) no fueron
tipificadas con la fagotipia del calor con los fagos al 1000 RTD.
Asi pues, con ambas fagotipias se consique que la tipabilidad
aumente hasta un 72.2% (figura 11).

Figura 1l.- Proporcién de tipabilidad de las dos fagotipias.

723

X CEPAS 406
TIPIFICADAS
HETODO INVERSA

FAGOTIPIA
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b) patropnes de fagotipia ipversa.

Los patrones de lisis de fagotipia inversa se estudiaron
sobre las cepas propagadoras del juego de fagos de "Dean and
Williams"™ y sobre las cuatro cepas control polivalentes (1030,
W57, 18042 y 2009) (tabla 31).

TABLA 31.- Patrones de fagotipia inversa.

Patropes H2 cepasp (%)
UL W S T e e e et e e 18 (8.91)
(Y W ST, TBOG2 .o 12 (5.94)
(11) 15, 71, 155, 275, 275A, 459, 471A ... .. ... 7 (3.46)
IV 7 e e e e e . 6 (2.97)
(V) BT e 4 (1.98)
(V1) 2009, W S7. i e e 4 (1.98)
(VII) 1030, W 57, 18042 ... oot e 4 (1.98)
(VI 77, WS7, 18042 e e 4 (1.98)
CIXY 48 o, U 3(1.48)
(X) 1S, 71, 1€5, 275, 275A, 459, 471A, 1030, W 57, 18042 3(1.48)
(X1) 7 489 2 (1 48)
CXUE) TS 3(1.48)
(XI11) 2009, 1030, W S7, 18042 oo 2(0.99)
(XIV) 71, 1S5, 275A, 456, 471A . . 2(0.99)
CXV) VO30 Z2(099)
(XVI) 71, 459, 471A.... . TR 2(099)
(xyny "2, 70, 27%, Z7SA, 258, 18042.... 2 (099)
Gtros pattones.. ' {0.49)
No tiptfizanles... I BT L 120 (£9.40%)

El patrén corto I, formado por la reaccién del fago sobre la
cepa polivalente W57, es el mds frecuente (8.9%), segiido del
patrén II(W57, 18042), también corto, con una frecuencia de
aparicién del 5.9%.
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4.2.6.- ANALISIS PLASNfDICO.
A) Erecyencia de aparicidn.

De las 202 cepas estudiadas, se han encontrado plésmidos en
el 79.2% de los aislados, mientras qgue 42 (20.8%) carecian de
ellos. El ndmero de pl&smidos hallados en cada cepa varia desde
ninguno hasta once. A continuacién (tabla 32) se exponen los
porcentajes de las cepas en las cuales se han encontrado ninguno,
uno, dos, tres, cuatro y mis de cuatro plasmidos.

TABLA 32.- Frecuencia de aparicién de plésmidos.
B2 _de cepas (%)

Ningin plasmido...eccccecveccccccaae. 42 (20.8)

Un plasmido..... teesesccesssscesenss 19 (9.4)

Dos pldsmidoS....ccceeccccccccecees. 42 (20.8)

Tres plaSmidOS..ccccecececscsvscessss 45 (22.3)

Cuatro plasmidos...ccceceeccceecees. 34 (16.8)

Mas de cuatro plasmidoS.....ccccceee 20 (9.9)

’
Son infrecuentes las cepas que contienen un solo plasmido

(9.4%) o mids de cuatro (9.9%); las que poseen tres plasmidos son
las que mi&s aparecen (22.3%).

b) Tipos de pldsmidos hallados.

El tamafio de los pldsmidos encontrados varfa desde una hasta
30 kilobases (Kb). Podemos establecer tres categorias en cuanto el
tamafio de los pldsmidos:

- mayores de 16.2 Kb

- entre 16.2 y 7 Kb
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- menores de 7 Kb.
La frecuencia de plésmidos hallados teniendo en cuenta la
anterior divisién es la que se observa en la tabla 33.

TABLA 33.~ Proporcién de plasmidos segin su tamafio.
Tamafio He de plésmidos (%)

> 1602 KDeveevnononncaaaoncncsans 44 (B8.8)
16.2 KD = 7 KDueveevaraneensacean 215 (43.2)
€ 7 KDeveeeresnsnosasonanoaasnans 239 (48)

Los pldsmidos de bajo peso molecular son los gue con mayor
frecuencia se encuentran entre las cepas de estafilococos
coagulasa negativos(48%), aunque los de tamafio intermedio,
comprendidos entre 16.2 Kb y 7 Kb, son también bastante frecuentes
(43.2%). Por el contrario, los plédsmidos de mds de 16.2 Kb
raramente aparecen (8.8%).

c) Variedad en los perfiles piasmidicos.

La gran ‘variedad de perfiles plasmidicos encontrada nos ha
permitido establecer 30 patrones que se repiten al menos dos veces
y 46 perfiles dnicos, es decir, que aparecen s6lo en una cepa y en
ninguna otra del estudio. En la siquiente figura puede verse
algunos de los patrones establecidos (figura 12).



Figura 12.- Patrones plasmidicos.
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Figura 12 (continuacién).
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d) Frecuencia de los patrones plasmidicos.

Como se ha mencionado anteriormente, la gran variabilidad de
patrones plasmidicos encontrados que se repiten al menos dos
veces, hace que la frecuencia de dichos patrones sea baja, como se
puede comprobar en la figura 13.

Figura 13.-Precuencia de los patrones plasmidicos.
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El patrén "a", de tres pldsmidos de tamafio intermedio, y el
patrén "p", de cuatro pldsmidos (dos pequefios y dos intermedios),
son los patrones que con mayor frecuencia aparecen, encontré&ndose
en doce cepas, seguidos por el patrén "c", con dos plésmidos de
bajo peso molecular, que aparece en once aislados.

Si dividimos los patrones plasmidicos en largos (con mis de
seis plésmidos), intermedios (de tres a cinco pldsmidos) y cortos
(con uno o dos pldsmidos), podemos observar (tabla 34) que los
patrones intermedios son los mds frecuentes (45%), seguidos por
los patrones cortos (30.2%). Los patrones largos tienen una baja
frecuencia de aparicién (4%).

Tabla 34.- Frecuencia de patrones segin su categoria.

Patrones plasmidicos (nQ plasmidos)

Cepas Cepas — — —
sin pladsmidos con pldsmidos 6* 5+ 4+ 3+ 2% 1+ Total

42 160 8 12 34 45 42 19 202
(20.8%) (4%) (45%) (30.28%)

* patrén largo
+ patrén intermedio
patrén corto

"
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4-2.7.- Antiblogramas: censibilidad & Jlos distintos
antibidticos probados.

Los resultados de sensibilidad obtenidos se indican en la
tabla 3S.

TABLA 35.- Sensibilidad antimicrobiana de los estafilococos
coagulasa negativos.

- Amoxicilina/
Acido clawvulénico (Aug) 143 (70.8) 0 59 (29.2)
- Ampicilina (Am) 35 (17.3) 0 167 (82.7)
- Cefamandol (Cfm) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cafazolina (Cfz) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cefotaxima (Cft) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cefuroxima (Crm) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Ceftriaxona (Cax) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cloranfenicol (C) 135 (66.8) 0 67 (33.2)
-~ Clindamicina (Cd) 89 (44) 4 (2) 109(54)
- Eritromicina (E) 91 (45) 6 (3) 105 (52)
-~ Gentamicina (Gm) 88 (43.6) 7 (3.5) 107 (53)
- Imipenem (Im) 137 (67.8) 7 (3.5) . 58 (28.7)
-~ Nitrofurantoina (Fd) 195 (96.5) 0 7 (3.5)
-~ Norfloxacina (Nxn) 191 (94.5) 0 11 (5.4)
~ Oxacilina (Ox) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
~ Penicilina (P) 35 (17.3) 0 167 (82.7)
~ Rifampicina (Rif) 182 (90.1) 0 20 (9.9)
- Sulfametoxazol (Sx) 169 (83.7) 0 33 (16.3)
~ Tetraciclina (Te) 126 (62.4) 2 (1) 74 (36.6)
- Trimetoprim (T) 125 (61.9) 0 77 (38.1)
- Trimetoprim/

sulfametoxazol (T/S) 190 (94.05) 0 12 (5.95)

- Vancomicina (Va) 202 (100) 0 0



136

Como era de esperar, dado que los estafilococos coagulasa
negativos son sensibles a la vancomicina, la sensibilidad resulté
ser del cien por cien. En cuanto a la resistencia a la meticilina,
se encontré un 60.9% de cepas resistentes, cuando se utilizé como
criterio la sensibilidad a la oxacilina. Ello implica, como es
sabido, la resistencia a todas las cefalosporinas, aunque,
siguiendo estrictamente 1los criterios de sensibilidad y
resistencia de 1la NCCLS, algunos resultados pueden ser
discrepantes. ‘

La sensibilidad a la penicilina fue baja (17.3%) y la
actividad de la eritromicina y clindamicina fue del 45% y del 44%
respectivamente.

La nitrofurantoina es el antimicrobiano cuya actividad frente
a los estafilococos coagulasa negativos ha sido mias alta (96.5%),
después de la vancomicina y seguida por la quinolona norfloxacina,
también con una excelente actividad (94.5%), y por la rifampicina,
con un 90.1% de cepas sensibles.

El sulfametoxazol tuvo buena actividad: el 83.7% de las cepas
fueron sensibles. Cuando se combiné esta sulfamida con el
trimetoprim, la actividad se elevé ligeramente a un 94.05%. El
trimetoprim utilizado solo nos dié una proporcién de cepas
sensibles del 61.9%.

la resistencia a la tetraciclina fue del 36.6% y la del
cloranfenicol del 33.2%. La resistencia hacia la gentamicina fue
mayor y se obtuvo un 53% de cepas resistentes a este antibiético.

La sensibilidad a los beta lactdmicos fue del 70.8% para la
amoxicilina/4dcido clavuldnico, del 17.3% para la ampicilina y del
67.8% para el imipenem.

Se han podido establecer 35 patrones de antibi6ticos que se
repiten al menos dos veces entre los diferentes aislados'. Dichos
patrones y sus frecuencias se pueden ver en la siguiente tabla
(tabla 36).
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TABLA 36.- Frecuencia y patrones de antibiéticos.
Patrones (resistencias) N2 _cepas (%)

.................................................. 20 (9.9)
13 (6.4)
.................................................................................................................... 10 (4.9)

...................................................... 6 (3)
(S) Aug, Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Im, Ox, P, Te............... 6(3)

(6) Aug, Am, cefalosporinas, Cd, E, Gm, Im, Ox, P, Sx, Te............... 53 (2.5)

(7 T e et et et e s b e e s b s s S(29)
(8) Aug, Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Im, O, P, T..ccccocccnvvvvvcce. S (2.5)
(9) Am, cefalosporinas, Gm, OX, P, T 4(2)
(10) Am, cefalosporinas, C, Cd, E, GM, OX, P, 4(2)
(11) Am, cefalosporinas, Cd, E, Ox, P, Te.......ccccoernne. .. 4@
(12) Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Ox, P, Te, T 4(2)
(13) Am, cefalosporinas, Cd, E, Gm, Ox, P, Te, Toin 4(2)
(14) Aug, Am, cefalosporinas, Cd, E, Gm, Im, Ox, P, Te, T........... 3019
(15) Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Im, Ox, P, T, 30.9)
(16) Aug, Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Im, Ox, P.............. 3013
(Y 7 T e e et 2015)
(18) AM, C, P, RIT e 3015
(19) Aug, Am, cefalosporinas, Cd, E, Gm, Im, Nxn, Ox, P, Te, T....... 2(n
(20) Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Im, Ox, P, Te......... P 2(1)
(21) Am, Cd, E, Gm, P, T e e 2
(22) Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Ox, P, T ... ... 2(1)
(23) Am, cefalosporinas, Cd, E, Gm, Ox, P, T... L2
(24) Aug, Am, cefalosporinas, Cd, Im, OX, P 2
(25) Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Ox, P, Sx, T, T/S.....n. 2
(26) Am, cefalosporinas, C, €, Gm, Ox, P, Rif, T..... e 2
(27) Aug, Am, cefalosporinas, Cd, Gm, Im, Ox, P, Rif ... 21
(28) Aug, Am, cefalosporinas, Cd, Gm, Im, Cx, P, Sx . 2008
(28) Resistentes 2 todos 10S antimiICrobiancs . ... . e o 2

(30) Aug, Am, cefalosporinas, Cd, E, Gm, Im, Ox, P, Sx, T, T/S... .. Z (1)
(210 2yg, ~m, cefaloscerings, Gm, Im, COx, 2, Sx, Te, 7. T/S.. 28
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(32) Aug, Am, cefalosporinas, C, E, Ox, P, Te, T... i, 21
(33 A, P, T et e e 21N
(34) Am, cefalosporinas, C, €4, E, GM, OX, P 2(1)
(35)Aug, Am, cefalosporinas, Cq, E, Gm, Im, OX, P....comvne. 2 (1)
OU0S PAUIONEGS. ...ttt et s et e e €63 (31.2)
4.2.8.~ v " d

lLas dos pruebas utilizadas para la deteccién del "slime”
dieron diferentes resultados. Utilizando el test de adherencia
propuesto por Christensen y sus colaboradores (1982), el 74.3% de
las cepas resultaron ser productoras de "slime", mientras que con
el método de aglutinacién en porta con concavalina A (Ludwicka y
cols., 1984b) s6lo el 42.1% de las cepas reaccionaron con la
concavalina A al 1%. Ahora bien, el ndmero de cepas positivas
aumenta cuando se emplea la concavalina A a una concentracién.
mayor de la descrita originalmente, elevando la proporcién a un
57.9% (tabla 37). '

TABLA 37.- Frecuencia de cepas productoras de “slime".

NGmero de cepas positivas (%) N2 cepas
neqativas
Técnica 3+ 2+ 1+ Totel ()
Test de adherencis 46 59 45 150 52
(228) (292) (22.3) (25.7)
Purs 47 53 17 17 8s
Reactividad (23.3) (26.2) (8.4) (42.1)
con .
Concavaling A - 40 21 24 85 17
(19.8) (10.4) (11.9) (57.9)
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Observando los resultados obtenidos mediante 1las dos
técnicas, vemos que con el test de adherencia en tubo obtenemos un
nimero més elevado de cepas positivas para la produccién de
*slime” que en el caso de la aglutinacién especifica en porta con
la concavalina A. Ademés no existe concordancia en los resultados
negativos, puesto que no todas las 52 cepas "slime" negativas con
safranina estan incluidas en las 117 también "slime" negativas que
se obtienen al realizar la aglutinacién con la mencionada lectina.

4.2.9.- Estudio comparativo de los diferentes marcadores
epidemiolégicos utilizados

Si establecemos una escala de categorias de los marcadores
epidemiolégicos utilizados, considerando la fagotipia como el
principal marcador, seguido de la fagotipia inversa,
plasmidotipia, antibiotipia y produccién de "slime", podemos
separar los aislados de los pacientes en diferentes apartados. Asi
tendriamos:

19) Aislad 28 1a fagativia di ]

El nimero de cepas tipificadas al aplicar ambos juegos de
fagos al 1000 RTD sobre las cepas crecidas en bafio a 489C durante
fue de 113 (55.9%).

Los aislados caracterizados por esta fagotipia pueden ser
divididos en iguales o diferentes, si el patrén fagico obtenido es
el mismo o distinto (tabla 38, A y B).



Paciepte
3 a
]
4 2
b
S a
6 2
b}
7 2
¢}
¢
|
8 2
il 2
gz

140

TABLA 38.-~ Aislados caracterizados por fagotipia directa.

(A) Iguales por fagotipia directa

origen

catéter
catéter
sangre
sangre
sangre
sangre
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter

cateter
catéter
sangre
sangre
<angre
czngre
cangre
<angre
sangre
cateter
catéter
lateter
z3ngre

1angre

Especie

S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epigermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epigermidis
S.epidermiais

S epigermigis
S. eprgermigis
S. epidermigis
S. epigermidis
S.epidermigis

S. epigermig:s
S. epigermigis
S. epigermigis
S.epidermidis
S.eprgermidis
S.epigermigts
S epigermia:s
. epi1gdermigis

U U C

£pigermigis

Ratrén de fagotipia

V:155, 456, B1, RG, A9C, 90502, 90509
V:155, 456, B!, RG, A9C, 90502, 90509

G:27, 48, 90502
G:27, 48, 90502

A:27
A:27
N:37
N:37

No tipificable
No tipificable
M27, 82, 456, 459, 471A, B
M27, 82, 456, 459, 471A, 81
D:15,27.48.82,155.275.275A.456.459,

471A,A6C.B1.A9C+ autoctonos

A 27
A:27

E:27.37.82,275.456.459.27 1 A A6C.A9C.30502

Ez7.27.82

U27.82, 456, 47 1A
U27.82, 456, 2714,
F 27.456.459,471A.A6C.RG,
F 27.456,459.471A A6C.RG.
F 27.456.459.4714 46C.RS.
F27.456,459.4714.46C.R5,

A=
278,

<

-

‘

’

B
g

S0338.

90338.

032

8.
. 20802, <3783

126.45%.27 £, A6C,A9C 50502
1, 80502
1, 20502

90502, 43783
90502, <3783
90502. 43783

W
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61 3 catéter S. epigsrmidis B:37, 71, RG
b catéter S. epigermidis B:37, 71, RG
c catéter S. epidermidis B.37, 71, R6
62 2 catéter S. epidermidis C:90502
b catéter S. epidermidis C:90502
c catéter S. epidermidis C:90502
63 2 catéter S. epigermidis L:27, 48, 456, 471A, A6C, 90502
b catéter S. epidermidis L:27, 48, 456, 471A, A6C, 90502
70 a catéter S. hominis B:37, 71, R6
b catéter S. hominis B:37, 71, RG
78 a sangre S. epigermidis A:27
b sangre S. epioermidis A:27

Los cuatro aislados del paciente 7 son S. epidermidis. Los
resultados de fagotipia indican que los aislados "c" y "d" son
iguales entre si y diferentes al "a" y "b" aunque de estos por no
ser tipificables no podemos decir que sean iguales.

(B) Diferentes por fagotipia directa

Pacjegte Origen  Especie Batrén de fagotipia
20 3 cateter S. eprgermais 1:27, 456, A6C, B 1

b catéter S. epigermidis 1:27, 456, A6C, B 1 ,

c cateter S. epigermidis 1:27, 456, A6C, B 1

d cateter S. epigermidis 27.RG

e cateter S. epigermigis No tipificable

{ cateter S. epigermidis No tipificabie

g catéter S. epigermigis P-27, 82
21 2 catéter S. epidermidis P27, 82

bl catéter S. epigermiais 28, 28A, 90352, 43763, 43764, 43785
z2 a cateter S. epigermigis B:37, 71, RG

b czieter S epiogermigis No tipificabie
zz : sateter 5 epicermigis B37,71. /¢

> szeter S epigermig:s No tpificacie
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catéter
cateter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
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. epidermidis
. epidermidis

hominis
homims

. epidermidis

epidermidis
epigermidis
epidermidis
epidermidis
epigermidis
epidermidis

. epidermiais

epigermidis
epiderm:dis

. epidermidis
. epidermidrs
. eprgermidis

epidermid:s
epoermidis
epigermiais
epigermigis
epldermidis
epigermiais

. epigermidis

epigermigis
eplgermigrs
epigermidis
epidermiars

. epigermidis
. eprgermigis

epigermicis
epigermig:s
epigermigis
epigermic:s

spigermizre
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patron largo de 13 reacciones
No tipificable

C.90502

No tipificable

No tipificable

27, 82, 275A, 471A

No tipificable

Q456

J27, 456, 459, A6C

No tipificable

No tipificable

No tipificable

471A, ABC, ASC, 90338
Patron largo ge 1S reacciones
K 90338

J:27, 456, 459, A6C

No tipificable

No tipificable

48

82. 456, 471A, 90509
1S5, RG, 90502, 43784
J27. 456, 459, A6C

No tipificapie

A27

AzZ7

TE7A

No tipificable

No tipificaple

M27, 82, 456, 459, 471A. B!

G 27, 28, 9CsC2

. crmifam 5
o tinificanie

-~ ==~ =2 sAcA~-

- LTI Y T
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catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
sangre
sangre
sangre
sangre

sangre
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter
catéter

catéter
catéter
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre

sangre
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S. epigermidis

S.
S
S.
S
. epidermidis

. haemolyticus

nh »hr 1O L B B »© O O»

epidermidis
epidermidis
epigermidis
epigermidis

heemolyticus
epidermidis
epidermidis
epidermidis
epidermidis

27, 28A, 71, RG, 90502
No tipificable

No tipificabie

No tipificable

N:37

No tipificable

A6C

No tipificable

82, 155, 456,81

No tipificable

Patroén largo de 10 reacciones
K:90338

epidermidis D:15,27,48,82,155,275,275A,456.459,47 1A,

epigermidis

. epidermidis
. epigermidis
. epidermidis
. epidermidis
. epidermidis
. epidermidis
. epigermidis

. epigermidis
. epigermidis

epigermidis

. epidermidis
. epigermigis
. epidermidis
. epigermidis
. capitis
. capitis

S.epigermigis

S

epigermidis

A6C.B1,A9C + autoctonos

Patrén largoe de 16 rescciones

27, 28, 90338

K:30338

No tipificable

A:27

No tipificable

No tipificable
D:15,27,48,82,155,275.275A,456,459,47 1A,

A6C,B1,A9C + autoctonos

S:90338, 43785

89954

No tipificable

No tipificable

89904

15, 90352, 90502

Q.456

27,37,71,275A, 90319

27,37, 48, 82, 459, B1
E27.37.82.275.456,459.471A,46C.A9C.90502

No tipificable
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59 8 ? S. epidermigis Patrén largo de 17 reacciones
b ? S. epigermidis Patron largo de 21 reacciones
60 a sangre S. epidermidis No tipificable
b sangre S. epidermidis 0:27, 90352
c sangre S. epidermidis 0:27, 90352
d sangre S. epidermidis 0:27, 90352

Mediante esta fagotipia hemos podido establecer la similitud
entre las cepas de cada uno de los pacientes. Asi conseguimos
caracterizar 153 aislados, pertenecientes a 57 pacientes, iguales
o distintos dentro de un mismo enfermo.

20) Aislad ipifi la t Qs :
izad la £

Sobre las 49 cepas de 21 pacientes no tipificadas por la
fagotipia tras el tratamiento térmico, se hizo la fagotipia
inversa. Con este marcador conseguimos caracterizar 22 aislados
pertenecientes a 10 enfermos: 8 aislados de 4 pacientes eran
iguales dentro de un mismo enfermo y 14 de 6 pacientes eran
distintos.

Los aislados caracterizados por esta fagotipia pueden también
ser divididos en iguales o diferentes atendiendo al patrén
obtenido (tabla 39, A y B).
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TABLA 39.-Aislados caracterizados por fagotipia inversa.
(A) Iguales por fagotipia inversa.

Pacjiente Origen Especie Patrén de fagotipia inversa

10 a sangre S. epidermidis V:459
b catéter S. epidermidis V:459
14 a sangre S. epigermidis V.71
b sangre S. epidermidis iv.71
15 3 sangre S. epidermidis V.71
b sangre S. epigermidis 1v:71
6 a sangre S. epidermidis ViIL:71, WS7, 18042
b sangre S. epidermigis V71, ws7, 18042

(B) Diferentes por fagotipia inversa.

Paciente Origen [Especie Patrén de fagotipia inversa

S7 a sangre S. epidermidis ws?7

b sangre S. epidermidis No tipificable

c sangre S. epidermidis 11:ws7,18042
65 a catéter S. epidermidis I-ws?

b catéter S. epigermidis X111:2009, 1030, wWs7, 18042
67 8 piel S. epidermidis 1X:48 ’

b catéter S. epigermidis No tipificable
68 3 sangre S. epigermidis No tipificable

b sangre S. epigermidis 1V:71
69 ] sangre S. epigermidis 1V:71

b sangre S. epidermidis 1h:wsS7, 18042
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39) aislad ipificabl i ¢ ipi
izad ] (il plasmidi

Las dos fagotipias anteriores nos han permitido establecer
diferencias y similitudes en 175 cepas (86.6%) pertenecientes a 67
pacientes. De los 27 aislados restantes, tras ser sometidos al
andlisis plasmfdico, se caracterizaron 23 cepas de 9 enfermos.

Lo mismo que en los casos anteriores, los aislados pueden ser
divididos en iquales y diferentes por este marcador (tabla 40, Ay
B). .

TABLA 40.- Aislados caracterizados por el perfil plasmidico.

(A) Iguales por el perfil plasmidico.

Pacjente Origen Especie Patrén plasmfdico
1 3 sangre S. epigermidis Patron €

b sangre S. epidermidis Patron C
17 3 sangre S. haemolyticus Patron y

b sangre S. heemolvticus Patrgn y

¢ sangre S. heemohticus ratron 'y

d sangre S. heemolyticus Patron y

e sangre S. hsemoiyticus Patron y
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(B) Diferentes por el perfil plasmidico

Paciente Origen Especie Patrén plasmidico
71 3 catéter S. epidermidis Patron corto de 2 plésmidos
b catéter S. epidermidis Patrén corto de 1 plasmido
73 a catéter S. hasmolyticus Patrén corto de 2 plésmidos
b catéter S. haemolyticus [
74 3 sangre S. epidermidis [
b sangre S. epidermidis Patron q
75 a sangre S. epidermidis Patron intermedio de 4 plédsmidos
b sangre S. epigermidis Patron intermedio de 3 plésmidos
77 a sangre S. epigermidis ]
b sangre S. epidermidis Patron p

4Q) E. ] I N .:.ﬁ ]] ] : : PR : J
] ,I P I ]’ .I : ’ ]
.l N . ] I :E'ﬁﬂ gi ngljmgu

Los cuatro aislados gque gquedan sin caracterizar
pertenecientes a dos enfermos han podido serlo por el antibiograma
obtenido y por los resultados de la produccién de "slime" ((tabla
41). ’

TABLA 41.- Aislados caracterizados por el antibiotipo y por
el "slime".

Paciente Orjgen Especje Antibjotipo =“Slime"

z & cateter S epidermidis 1. S atoacs los antibidticos 1+
2 cateter S. epigermidis 1: S atoacs los antibidticos 1+

s 3 sangre S. hominis Patron 30 2+
o} sangre S hominis Patron 30 2+
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La antibiotipia y la produccién de "slime” como marcadores
epidemiolégicos nos sirven para confirmar la igualdad o
desigualdad de las cepas establecida por los otros marcadores
anteriormente empleados.

Se han podido diferenciar mediante la biotipia los aislados
pertenecientes a 10 enfermos (tabla 42, A,ByC).

TABLA 42.- Aislados caracterizados por biotipia.

(A) Diferentes por fagotipia del calor.

Pacjente Origep Especje Patrén de fagotipia
66 a catéter S heemolvticus E:27.37,82.275.456,459,471A,A6C,A9C,90502
b sangre S.heemoivticus  E:27,37.82,275.456,459,47 1A,A6C.A9C,90502
c sangre S. epidermidis F:27,456,459,4714A,A6C,RG, 90338, 90502, 43783
24 a catéter S. epigermidis 27,155,275,456,471A,A6C,RG,89954
b catéter S. epidermicis 27, 456, A6C, RG
c catéter S. epidermidis 27,48,71.90319,90338,50340,90341,90502,90509
d catéter S. hominmis 43785
z8 a catéter S. hominis No tipificabie
b catéeter S. hominis 15
c catéter S. epidermidis C.90502
d catéter S. epigermidis C:90502
e catéter S. epigermidis C 90502
z4 a cateter S. epigermdis R&9904, 89954
5 cateter S. epigermidis R 89904, 83954 '
¢ catéter S homims L 27, 48, 456, 471A, A6C, 90502
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51 L} catéter S. hominis $:90338, 43785
b catéter S. epidermidis No tipificable
< sangre S. epigermidis No tipificable
d catéter S. heemolyticus A27
g2 a sangre S. epidermidis 27, A6C
b sangre S. epidermigis No tipificable
c sangre S. simulens No tipificable
53 ] sangre S. hominis No tipificable
b sangre S. hominis No tipificable
c sangre S. epidermidis H27, 89904, 90502
k! sangre S. epigermidis H27, 89904, 90502
e catéter S. epidermidis H27, 89904, 90502
f sangre S. epidermidis H27, 89904, 90502

(B) No tipificables por fagotipia del calor y diferenciadas
por la fagotipia inversa.

Pacjente Origen [Especie Patrén de fagotipja inversa
€4 2 catéter S. haemolyticus No tipificable

b catéter S. epidermidis V1:2009, ws7

< catéter S. hsemolvticus No tipificable

(C) No tipificables por ambas fagotipias y diferentes por el
perfil plasmidico.

Paciente Origen Especie Patrén plasmidico
T2 e catéter S. epigermidis 8
z catéter S. hominis Patron h
: catéter S hominmis ]
z catéter S. epigerm:dis ]
7e 2 sangre S. haemoivticus Patron corto de £ -'asmiass
: sangre S. epigermidis Patron intermec:c e 3 plasmidos



En la tabla 42 (A,B,C) podemos resaltar la presencia de
aislados pertenecientes a un mismo enfermo que podrian ser los
responsables de una infeccién al coincidir en ellos los resultados
obtenidos en los cinco marcadores epidemiolégicos del estudio.
Esto ocurre en los pacientes 66 (ay b), 28 (¢, d ye), 34 (ay D)
Yy 64 (a y b) donde las cepas sefialadas al ser iguales segtGn los
marcadores empleados, podrian ser causa de infeccién.

En el resto de los pacientes, los aisldos son distintos por
uno u otro marcador. Asi, las cepas "b" y "c" del enfermo 51
difieren por los antibiogramas obtenidos y por los resultados de
la produccién de "slime”. Lo mismo sucede con los aislados "a" y
"d" del paciente 72.

Los cinco marcadores epidemiolégicos utilizados en conjunto
nos permiten averiguar si dos o mids aislados pertenecientes a un
mismo paciente son o no son iguales y afirmar si estan produciendo
una infeccién o, por el contrario, si son simples contaminantes.
Veamos algunos casos particulares (tabla 43).

TABLA 43.- Caracterizacién por todos 1los marcadores
(ejemplos).

Paciente Qrigen Especie Fagouipia F _inversa Plasmigotipia Antibigtipia rolime”
35 a sangre S epiger. p. inter.(4) | p. indeter (S) 3S -
b sangre 5. epiger. J NT il p. corto -
€9 2 sangre S epiger NT v p inter(3) 14 2+
b sangre S epider. NT 1 [o4 15 -
11 a sangre S. epiger. A B s 31 2+
b sangre S epiger. A il S 31 2+
18 a sangre S epiger. £ ¥ X 9 3+
o} catéter S epiger F ; x 9 ) i+
c catéter S epider. F i x{-Z1Kb) 9(Se™) 2.
bt catéter S epider F [ < S I+
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19 a sangre S. epicder. T Vit p+1 (25Kb) 4(Raim) 3«
b sangre . epider. T vitl p 4 3+

78 a sangre S. epider. A " r p. largo 3+
b sangre 5. epider. A 1t r p. largo .

7 a catéter S. epider. NT | m 4 1+
b catéter S epider. NT | m 4 1+
c catéter S epider. ™M | A 2 3+
d catéter S epider. M | A 2 3+

El perfil plasmidico del DNA de los cultivos procedentes del
paciente 35 es diferente, como era de esperar, dadas las
diferencias en la susceptibilidad a los antibiéticos y en la
fagotipia.

Si bien los cultivos 69a y 69b tienen el mismo biotipo y no
son fagotipificables, la fagotipia inversa y sus perfiles
plasmidicos son diferentes. Esto nos indica una desigualdad que
concuerda con sus diferencias en la susceptibilidad hacia varios
antibi6éticos y en la produccién de "slime".

En el paciente 11, todos los marcadores probados concuerdan
en sus resultados, por lo que puede afirmarse que son idénticos.

Los cuatro aislados del paciente 18 también se puede decir
gque son iguales. La ausencia de un pldsmido de bajo peso molecular
en el aislado 18c y un diferencia de sensibilidad al trimetoprim
no son significativas (figura 14). En el paciente 19 se observa
una situacién similar.



Figura 14.- Perfil plasmidico del paciente 18.

Aislados a b _c _d_/ Ladder
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En el paciente 78, el perfil plasmidico es idéntico en los
dos aislados. La susceptibilidad de dichos aislados a los 32 fagos
prueba su identidad. También lo hace la biotipia (los dos aislados
fueron identificados como S. epidermidis) y la produccién de
"slime". Estos parémetros son significativos a pesar de sus
diferencias en la susceptibilidad a los antibi6ticos. Bas&ndonos
s6lo en las diferencias fenotipicas hacia los antibiéticos,
diriamos que estos dos cultivos son cepas diferentes.

En el paciente 7 hay dos grupos de cepas diferentes: por una
parte se encuentran los aislados 7a y 7b, iguales entre si, y por
otra, las cepas 7c y 7d, también idénticas entre si y diferentes a
las primeras por todos los pardmetros esgudiados. En este caso no
podemos saber cudl es la cepa que estid produciendo infeccién y
cual es la contaminante.

Por dltimo, podemos resumir los resultados obtenidos en el
estudio de las 202 cepas epidemiolégicamente relacionadas
desglosdndolos desde tres puntos de vista. En primer lugar, el
ndmero de cepas tipificadas por cada uno de los marcadores
aplicados; en segundo lugar, el ndmero de cepas tipificadas al
utilizar de forma consecutiva y encadenada los cinco marcadores
epidemiolégicos; finalmente, el nuimero de cepas caracterizadas
(tipificadas o no tipificadas) atendiendo a los resultados
obtenidos dentro de cada paciente. Pasamos a desarrollar estos
puntos de forma pormenorizada. 4

1) Proporcién de cepas tipificadas cuando aplicamos los
marcadores de forma independiente (tabla 44).
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TABLA 44.- Proporcién de las 202 cepas tipificadas por los
distintos marcadores utilizados.

Marcador epidemiolégico K2 _cepas tipifjcadas (%)

Fagotipia de 482C....ccvecccccccscnscncaccns 113 (55.9)
Fagotipia inversa..ccccceeecccccrscaccccaccsse 82 (40.6)
Plasmidotipid.eccececccecccccscaccacesccnnnces 160 (79.2)
Antibiotipia...cccicececiccarcccecccccsnacaas 202 (100)
Produccién de "Slime"™....ccccevcsceccscccnss 117 (57.9)

2) Proporcién de las 202 cepas tipificadas al utilizar de
forma consecutiva y escalonada 1los cinco marcadores
epidemiolégicos (tabla 45).

TABLA 45.- Proporcién de las 202 cepas tipificadas al aplicar
los distintos marcadores de forma escalonada.

v

Marcador N2 cepas
epidemigldgico tipificadas 7/ Totat £ _del_total £ _acumuylado

.

Fagotipia de 48eC...... 113/202 ...... 55.9
Fagotipia inversa...... 33/89 ceennn 16.3 ceeens 72.2
Plasmidotipi@....ece.ee 37/56 ceesen 18.3 ceeene 90.5
Antibiotipia

+
Produccién "slime"..... 19/19 ceeaas 9.4 cveeee 100

Con la fagotipia tras el tratamiento térmico logramocs
caracterizar un 55.9% de las cepas, proporcién que aumenta hasta
el 72.2% cuando aplicamos la fagotipia inversa. Por medio de la
plasmidotipia conseguimos que la proprcién de tipabilidad sea de
un 90.5% y de un 100% después de estudiar el antibiotipio y la
produccién de "slime".
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3) Proporcién de cepas en las que se han podido establecer
igualdades y diferencias independientemente del resultado de la
tipificacién (tabla 46).

TABLA 46.- Proporcién de aislados en los que se han podido
establecer diferencias y similitudes.

Marcador N® cepes * Ne do
enidemiolbgico corocterizades ~— pacientes X del total X ocumulodo
Fagotipia de 489C 153/202 57 75.7
Fagotipia inversa 22/49 10 10.9 86.6
Plasmidotipia 23/27 9 11.4 98
Antibiotipia

+
Producci6n "slime" 4/4 2 2 100

* Este nlimero se refiere a cepas pertenecientes a distintos

enfermos independientemente de los resultados de tipificacién.

La utilizacién de los cinco marcadores epidemiolégicos de
forma consecutiva nos permite establecer igualdades y diferencias
entre los aislados. Asi, cuando aplicamos la fagotipia tras el
tratamiento térmico, conseguimos que 153 aislados (75.7%)
pertenecientes a 57 enfermos sean caracterizados (iguales o
distintos). Con la fagotipia inversa, caracterizamos 22 de los 49
aislados restantes. Mediante la plasmidotipia, logramos establecer
semejanzas en el 11.4% de las cepas no caracterizadas por los
marcadores anteriores, con lo que el porcentaje de cepas en las
gue se ha podido establecer diferencias y similitudes aumenta
hasta un 98%. E1 100% se consigue mediante el estudio de las
resistencias a los antimicrobianos y la produccién de "slime".

Como se puede observar en la siguiente tabla (tabla 47) hemos
podido deducir la similitud de 58 cepas pertenecientes a 24
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pacientes por medio de un marcador u otrc, mientras que 144
aislados de 54 pacientes son diferentes entre si. Adviertase gque
se trata de cepas iguales o distintas dentro de un mismo enfermo,
no de cepas iguales o distintas entre un paciente y otro.

TABLA 47.- NGmero de cepas iguales y diferentes por los cinco
marcadores epidemiolégicos utilizados.

AISLADOS
ne ne s
Marcaderx Igquales (pacjegtes) L  Diferentes(pacjentes) %
Fagotipia de 489C 39 (16) 19.3 114 (41) 56.4
Fagotipia inversa 8 (4) 4 14 (6) 6.9
Plasmidotipia 7 (2) 3.5 16 (M 7.9
Antibiotipia + slime 4 (2) 2 0 (0) [¢]

TOTAL 58 (24) 28.8 144 (54) 71.2
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5.- DISCUSION
S.1.- ESTUDIOS MNULTICENTRICOS
5.1.1- ANQ 19863

a) Fagotipia de §. epidermidis.

a.l.- h willi "

La fagotipia de lus estafilococos coagulasa negativos no estd
recogida en un juego de fagos admitido internacionalmente, aunque
algunos Centros de Referencia de S. aureus ofrece este marcador.
En la actualidad, los juegos de fagos usados o recomendados para
los estafilococos coagulasa negativos son alqunos de los fagos
descritos por Verhoef (1972) y Dean (1973) o bien los fagos
utilizados por Pulverer y sus colaboradores (1975, 1976).

El juego de fagos de Verhoef y Dean, también llamado de "Dean
and Williams", tiene una baja proporcién de tipabilidad: un 30%
para cepas no seleccionadas de estafilococos coagulasa negativos y
entre el 45 y el 50% para cepas de S. epidermidis. Este porcentaje
aumenta a un 75% si las cepas son sometidas a un tratamiento
térmico (Richardson y Marples, 1987). Una caracteristica de este
juego de fagos es la elevada frecuencia con la que se obtienen
patrones de fagotipia largos, es decir, lisis de algunas cepas por
seis o mias fagos.

El juego de fagos de Pulverer es activo frente a cepas de S.
aureus y S. epidermidis. La tipabilidad de estos fagos es buena:
cerca del 72% de las cepas se tipifican al RTD, pero, debido al
limitado nimero de patrones gque se consiguen la discriminacién no
es satisfactoria (De Saxe y cols., 1981). .

La fagotipia que se ha realizado en nuestro laboratorio con
el juego de fagos de "Dean and Williams" muestra unos resultados
acordes con los obtenidos por Richardson y Marples (1987). El
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nimero de cepas tipificadas cuando aplicamos la fagotipia del
calor es de 62.5%.

De Saxe y Notley (1978), utilizando el juego de fagos de
"Dean and Williams" al 100 RTD, consiguieron un 57.6% de
tipabilidad sobre cepas aisladas en Inglaterra. Con este mismo
juego, pero utilizado al 1000 RTD, consequimos que se tipificaran
un 19.6% de las cepas espafiolas, aunque cuando aplicamos la
fagotipia del calor la proporcién de cepas tipificadas aumentd
considerablemente (62.5%). Teniendo en cuenta el primer dato de
fagotipia, podemos apreciar la marcada diferencia de este juego de
fagos en cuanto a su efectividad para lisar cepas de diferentes
regiones geogrificas. De acuerdo con Schmidt y Jeffries (1975),
debido a peculiaridades del sistema o dei organismo (asociadas a
menudo con localizaciones geogr&ficas particulares), los sistemas
de tipificacién por fagotipia no son genéfalmente intercambiables.
La estandarizacién de estos sistemas es mds una excepcién que la
regla. La baja proporcién de tipabilidad obtenida en Estados
Unidos con los fagos de "Dean and Williams*®* (Talbot y Parisi,
1976; Blouse y cols., 1975) y las diferencias en las frecuencias
de tipabilidad con cultivos de diferentes ciudades de Europa con
los fagos de Pulverer apoyan esta conclusién.

a.2.- Jyego de fagos autdctopo.
’

Con el juego de fagos autéctono hemos obtenido un porcentaje
de tipabilidad del 24.4% al hacer la fagotipia al 1000 RTD y del
36.3% cuando sometemos las cepas a un tratamiento térmico. Al
comparar esta proporcién de cepas tipificables con la obtenida con
el juego de "Dean and Williams", notamos que no existe una marcada
diferencia en la fagotipia al 1000 RTD,diferencia gque si se
encuentra en la fagotipia del calor: hay una mayor proporcién de
cepas tipificadas con los fagos de "Dean and Williams". Esto, en
principio, esti en contra de la tesis formulada por Schmidt y
Jeffries (1975), previamente expuesta. Parece gque las cepas



espafiolas de este estudio son susceptibles de ser lisadas por los
fagos de "Dean and Williams".

a.3.- Juego de fagos combinado.

El juego combinado es el mi&s efectivo para aumentar la
frecuencia de cepas tipificadas de S. epidermidis. La proporcién
de tipabilidad que hemos obtenido al aplicar los fagos al 1000 RTD
Y cuando hemos hecho la fagotipia tras el tratamiento térmico de
las cepas, ha sido m&s elevada que con los dos anteriores juegos
de fagos (70.2%). lLas cepas se caracterizaban bien por los fagos
de los dos juegos a la vez, bien por fagos de uno u otro juego
independientemente.

Parece ser, pues, gue una combinacién de ambos o incluso la
utilizacién de los dos juegos de fagos a la vez para caracterizar
las cepas seria la solucién idonea para aumentar el nimero de
cepas tipificadas.

b) Té as de fagot N

En nuestro estudio, la técnica que ha caracterizado el mayor
nimero de cepas ha sido la realizada con los fagos al 1000 RTD
tras el tratamiento térmico, lo que es similar a otra experiencia
con S. aureus (Vindel y cols., 1987). Se cree gque esto es debido
a la destruccién o rotura de las endonucleasas de restriccién
(endonucleasa y metilasa) lo que facilita la adsorcién de los
fagos (Lacey y cols., 1984). Lorian y sus colaboradores (1985), no
obstante, consideran que el crecimiento a-alta temperatura deprime
la formacién de la cipsula afectando a la susceptibilidad hacia
los fagos. Sin embargo, Sompolinsky y sus colaboradores (1985)
describieron cepas capsuladas tipificables y no tipificables lo
que iria en desacuerde con lo anteriormente expuesto, a no ser que
las cepas capsuladas se tipifiquen debido a la existencia de
poblaciones heterogéneas.



Tras dividir los patrones f&gicos en cortos, intermedios y
largos, de acuerdo con el criterio de Richardson y Marples (1987),
henos encontrado una gran proporcién de patrones cortos en el
juego de fagos de "Dean and Williams" (37.5%) a pesar de que la
norma general es la obtencién de patrones de fagotipia largos.

La gran cantidad de patrones encontrados nos permite afirmar
que el poder discriminatorio del juego de fagos de "Dean and
Williams" es alto (se encontraron 38 patrones diferentes), igual
que sucede con el juego autéctono (32 patrones encontrados). Con
éste Ultimo juego las frecuencias de patrones largos y cortos
obtenidas fueron muy parecidas: 13.7% y 14.3% respectivamente.

En cuanto al juego de fagos combinado, los patrones cortos
fueron los mis frecuentes (31.5%) y se obtuvieron 66 patrones
fagicos diferentes.

Generalizando, podemos decir que los patrones cortos de una o
dos reacciones son los mds frecuentes en los tres tipos de juegos
Yy que la gran variabilidad de patrones obtenidos indican un alto
poder discriminatorio. Sin embargo, seria mi&s deseable una gran
frecuencia de tipabilidad y un menor poder discriminatorio para
poder agrupar las cepas Qque estén epidemiolégicamente
relacionadas.

En cualquier caso, si tenemos en cuenta la regla de "las dos
fuertes diferencias" propuesta por el subcomité de fagotipia de
Staphylococcus (Blair y williams,1961), segin la cual dos
cultivos son diferentes por fagotipia s6lo si uno es lisado
fuertemente por dos fagos que no producen lisis sobre el otro en
cualquier grado, el nimero de patrones fdgicos obtenidos se podria
disminuir con lo que la discriminacién conseguida seria menor y la
posibilidad de establecer relaciones epidemiolégicas entre
aislados aumentaria.
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d) pPotencia de los fagos (frecyencis de reacciép)

Dentro del juego de fagos de "Dean and Williams", el fago que
mostraba una mayor frecuencia de reaccién con las diferentes cepas
fue el 37, seguido del 456, con una reactividad del 30.9% y del
28% respectivamente. El fago 43785 es el mds potente (26.2%) de
los fagos del juego autéctono sequido por el 43763 de nuestro
juego (22%).

La razén por la que un fago tiene una mayor potencia gue otro
no es bien conocida. Probablemente sea debido a caracteristicas de
las cepas cambiantes: por una disposicién especial del sitio
receptor del bacteriéfago en la cepa, bien por la naturaleza
quimica del mismo o por alteraciones en el contenido lipidico de
la pared celular, la adsorcién de los fagos difiera de una cepa a
otra y consiguientemente se obtenga una frecuencia de reaccié6n
cuyo valor varia de un fago a otro.

5.1.2.- ANO 1990:

En este segundo estudio multicéntrico la fagotipia se realizé
sobre las 188 cepas de estafilococos coagulasa negativos recibidas
en nuestro laboratorio. La técnica empleada fue la fagotipia tras
el tratamiento térmico y se aplicaron ambos juegos de fagos (32
fagos), esperando de esta forma gque el ndGmero de cepas
caracterizadas aumentara con respecto al anterior estudio.

El ndimero total de cepas tipificadas fue bajo (25.1%) en
contra de lo que se esperaba. No existe ninguna razén para
explicar este hecho. Lacey y sus colaboradores (1984) interpretan
la pérdida de tipabilidad de 1las cepas por tres tipos de
mecanismos:

- fallos en la adsorcién del fago a la pared .

- actuacién de las endonucleasas de restriccién de la cepa

- inmunidad lisogénica.

Parece ser gue los fallos en la adsorcién del fago no se
producen normalmente "in vivo", lo cual permite, en nuestro caso
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desestimar este mecanismo. Las endonucleasas de restriccién
parecen eliminarse por tratamiento térmico (como hemos podido
comprobar, este tratamiento resulté totalmente eficaz en el
anterior estudio). En cualquier caso, no podemos saber si es la
inmunidad 1lisogénica o una incompleta destruccién de las
endonucleasas de restriccién la explicacién posible a la alta
frecuencia de cepas no tipificables de estafilococos coagulasa
negativos que hemos encontrado. Es posible que la baja proporcién
de tipabilidad de las cepas de este segundo estudio multicéntrico
se deba a la adquisici6n de varios pldsmidos de resistencia, los
cuales, del mismo modo que los profagos, pueden prevenir la lisis
por los fagos (Rosdahl y cols., 1990). Légicamente las cepas que
circulan en el ambiente hospitalario no siempre son las mismas, lo
que puede influir en los resultados finales de tipificacién.

Si, en este caso, el estudio hubiera consistido en 1la
localizacién de una fuente de infeccién o un brote nosocomial,
tendriamos que haber intentado una ampliacién del juego de fagos
(induccién de nuevos fagos) o bien la ‘aplicacién de otros
marcadores alternativos.

a) Patrones de fagotipia.

Considerando como un Gnico juego de fagos los 32 empleados
(20 del juego de "Dean and Williams" y 12 ’'autéctonos) vy
dividiendo, como en el estudio anterior, los patrones en cortos
intermedios y largos, se consiguié una mayor proporcién de
patrones cortos (12.8%). En cuanto a la gran variabilidad de
patrones encontrados (32 patrones diferentes), como en los casos
anteriores, indica un alto poder discriminatorio que se veria
disminuido si tuvieramos en cuenta la regla de "las dos fuertes
diferencias" previamente mencionada.
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b) Potencja de Jlos fagos.

El fago que tiene una mayor frecuencia de reaccién sobre las
cepas es el fago aut6ctono 90509 (12.3%), seguido del 471A y el
456 con un 10.4% y un 9.9% de actividad respectivamente.

Si comparamos estos resultados con los del primer estudio
multicéntrico, observamos que existe coincidencia en cuanto al
fago 456, pues su proporcién de tipabilidad es alta en los dos
casos. Sin embargo el fago 37, que en el primer estudio tiene una
alta potencia (30.9%), en este Gltimo la posee baja (2.8%). L&
mismo ocurre con los fagos 43763 y 43785,cuya potencia es baja
comparada con la obtenida en el afio 1985. El1 fago 90509, sin
embargo, no tiene esas diferencias tan acentuadas en cuanto a la
frecuencia de reaccién en el primer y segundo estudio: 18.4% de
reactividad frente a un 12.3%. Esto quizds sea debido, como
anteriormente se ha mencionado, a las caracteristicas especiales
de la pared celular de las cepas o del sitio receptor del
bacteriéfago. :

5.1.3.- COMPARACION DE AMBOS ESTUDIOS MULTICENTRICOS

Cuando comparamos los resultados obtenidos por los dos
estudios multicéntricos, apreciamos gque la especie
predominantemente aislada, tanto en un estudio como en otro, es S.
epidermidis. Por otro lado, S. capitis, S. warneri y S. simulans
mantienen sus frecuencias de aislamiento, mientras que S. hominis
y S. xylosus suben en el segundo estudio multicéntrico y S.
haemolyticus y S. saprophyticus bajan. Esto puede ser debido a la
preponderancia de S. epidermidis en la piel y a que posee ciertos
factores de virulencia ausentes en otros estafilococos coagulasa
negativos.

En cuanto al origen de los aislados, en ambos éstudios
multicéntricos, predominan los de sangre y los aislados de orina
ocupan un puesto destacado.
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Las cepas de estafilococos coagulasa negativos del primer
estudio multicéntrico proceden principalmente del servicio de
medicina interna (14.6%) y las del estudio de 1990 de la unidad de
cuidados intensivos (12.8%).

Por Gltimo hemos intentado ver si se mantienen algunos
patrones de fagotipia en determinadas unidades médicas o zonas
geogr&ficas. En este sentido, no hemos encontrado relacién alguna
entre la distribucién por' fagotipos de las aespecies de
estafilococos coagulasa negativos y el origen de la muestra o el
servicio médico.

5.2.~ ESTUDIO SOBRE CEPAS DE ESTAFILOCOCOS COAGULASA
NEGATIVOS EPIDEMIOLOGICAMENTE RELACIONADAS.

a) Fagotipia.

El ndmero de cepas tipificadas al aplicar ambos juegos de
fagos al 1000 RTD sobre las 202 cepas de estafilococos coagulasa
negativos crecidas en bafio a 489C durante cuatro horas fue de 113
(55.94%). Esta cantidad se asemeja mis a los resultados obtenidos
en el estudio sobre las cepas del afio 1986 con el juego combinado
(70.2%).

La utilizacién de este marcador para establecer igualdades y
diferencias entre aislados pertenecientes a distintos enfermos,
independientemente de que hayan sido tipificados, o no, nos ha
permitido caracterizar a 153 aislados (75.7%) de 57 pacientes.

En cuanto al ndmero de patrones hallados, son muy numerosos y
pocas cepas coinciden en un mismo patrén. Se han conseguido 53
patrones diferentes, cantidad parecida a la gue obtuvimos en el
primer estudio cuando aplicamos la fagotipia del calor con el
juego de fagos combinado al 1000 RTD (66 patrones).

Por otra parte, los patrones cortos también tienen, en este
caso, una alta frecuencia de aparicién (21.3%), igual que sucedia
con los tres juegos de fagos en el primer estudio multicéntrico y
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con el juego de 32 fagos utilizado en el segundo estudio
multicéntrico.

Los fagos m&s potentes, es decir, los Qque poseen una
frecuencia de reactividad sobre las cepas mds alta en este
estudio, son los siquientes: 27 (35.1%), 90502 (24.7%) y 456
(22.3%). El resto ofrece valores inferiores al 20%. Cuando
comparamos estos resultados con los obtenidos en los anteriores
estudios, observamos que el fago 456 aparece en todos como un fago
cuya reactividad sobre las cepas es alta. Sin embargo, no existe
concordancia en los resultados obtenidos con otros fagos. La
explicacién de esta hecho ya se ha comentado anteriormente.

Debemos destacar que el juego de fagos autéctono nos tipifica
a mids de la mitad de las 113 cepas caracterizadas, actuando solos
o en combinacién con los juegos de fagos de "Dean and Williams”".
Por ello creemos que se trata de un buen juego que podria ser de
utilidad en posteriores estudios.

Por dltimo, no se ha encontrado ninguna segregacién de
diferentes patrones de fagotipia entre 1las especies de
estafilococos coagulasa negativos.

b) v a..

La fagotipia inversa resulta adecuada como método alternativo
de tipificacién . Esta fagotipia nos confirma gue dos aislados que
tienen el mismo patrén faéico por la fagotipia directa de 482C son
iguales, si se obtiene idéntico patrén mediante la fagotipia
inversa. Si dos cepas no tipificadas por la fagotipia del calor
tienen el mismo patrén fdgico mediante la fagotipia inversa, casi
con toda sequridad seran iguales entre si. Para poder afirmar
esto, son necesarios otros marcadores epidemiolégicos gque 1lo
ratifiquen.

Mediante la fagotipia inversa se consigui6 tipificar un 40.6%
de las 202 cepas del estudio epidemiolégico. Esto supuso un
aumento del nimero de cepas tipificadas desde un 55.9%, proporcién
obtenida por la fagotipia tras el tratamiento térmico de 1las
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cepas, hasta un 72.2%. Un 16.3% de las cepas gque no fueron
tipificables por la fagotipia directa se han podido tipificar con
la fagotipia inversa.

Se establecieron 13 patrones f&gicos que nos permitieron
establecer similitudes y diferencias entre los aislados de un
mismo paciente.

Por otra parte, cuando utilizamos de forma consecutiva los
marcadores y aplicamos la fagotipia inversa sobre las cepas no
caracterizadas por la fagotipia del calor, logramos establecer
similitudes en cuatro pacientes con dos aislados cada uno (4%) y
diferencias en seis pacientes (6.9%). Todo ello sumado a lo
obtenido por la fagotipia tras el tratamiento térmico (75.7%),
hace gqgue la proporcién de cepas entre las que se ha podido
establecer igualdades y diferencias aumente hasta un 86.6%.

Marples y sus colaboradores (1978) opinan que , puesto que la
mayoria de las cepas de estafilococos coagulasa negativos son
lisogénicas, es posible suplementar la fagotipia directa por la
inversa. Segdn ellos, aungue la fagotipia directa puede ser Gtil,
la tipabilidad no es muy buena, sobre todo en el caso de cepas
multirresistentes. La fagotipia inversa puede ser de gran valor
para discriminar entre cepas muy similares, como se demostré en un
estudio en el que la cepa epidémica podfa ser facilmente
distinquida de las cepas de la flora normal mediante la fagotipia
inversa. '

Son pocos los patrones que nosotros conseguimos y el dnico
valor que tienen es el de establecer posibles similitudes y
diferencias entre los aislados de un mismo paciente.

c) A a 0.

El anédlisis plasmidico actualmente es realizado en gran
nimero de laboratorios de microbiologia, pues proporciona un
método rdpido para caracterizar aislados bacterianos. Nuestros
resultados muestran, como en otros estudios (Valentine y cols.,
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1988) qgue la mayorfa de los aislados contienen pldsmidos (79.2%)
cuyo tamaiio oscila entre 1 y 30 kilobases.

La proporcién de cepas tipificadas al aplicar la fagotipia de
489C junto a la fagotipia inversa era del 72.2%. Por medio de la
plasmidotipia conseguimos gque esta proporcién aumentara hasta un
90.5%.

Cuando aplicamos la plasmidotipia después de 1las dos
fagotipias (la del calor y la inversa), para establecer relaciones
de similitud entre las cepas, conseguimos caracterizar (como
iguales o diferentes) el 98% de los aislados. ' .

L.a gran variedad de perfiles plasmidicos hallados (76
patrones diferentes) nos permite establecer comparaciones de estos
perfiles, de diferentes aislados, de un mismo o de diferentes
pacientes, en situaciones endémicas o epidémicas, para poder
definir la epidemiologia de las infecciones producidas por los
estafilococos coagulasa negativos. A pesar de todas estas
ventajas, el uso del perfil plasmidico para determinar si dos
cultivos son idénticos no estd exento de deficiencias: .

- la tendencia de las cepas a perder fécilmente plédsmidos de
resistencia a antibiéticos (Mickelsen y cols., 1985; Parisi y
Hecht, 1980) y plésmidos cripticos (Mickelsen y cols., 1985;
Parisi, 1986),

- factores técnicos tales como variaciones en los métodos de
extraccién de los plésmidos, que pueden convertir una forma
molecular de un plésmido en otra (Archer y cols., 1984),

- y las condiciones de electroforesis (Hawkey, 1987).

Por otra parte, la capacidad de distinguir entre dos aislados
decrece directamente con el nimero de bandas presente, asi como
con las pequefias diferencias en el tamafio molecular entre dos
bandas (Archer y cols., 1984; Parisi, 1985).

También, la transferencia conjugativa de plasmidos dentro de
una misma especie o entre especies distintas puede conducir a
diferencias en los patrones plasmidicos en células derivadas de un
mismo clon ( Archer y cols., 1985; Schaberg y Zervos, 1986;
Tennent y cols., 1984).



169

Mickelsen y sus colaboradores (1985) observaron que cepas de
S. epidermidis epidemiolégicamente relacionadas completamente
idénticas por criterios fenotipicos y genotipicos tenian
diferentes perfiles plasmidicos, aunque todas ellas conservaban
algunos plésmidos de idéntico peso molecular, que les permitia
reconocer la relacién de los aislados de un mismo o de diferentes
pacientes.

Bartstein y sus colaboradores (1991) estudiando los perfiles
plasmidicos en S. epidermidis, concluyen que este método es
ficilmente reproducible.

Por otra parte, Parisi y sus colaboradores (1986) encontraron
menores diferencias en los patrones plasmidicos entre aislados de
S. epidermidis. Sugieren gue, aunque el andlisis de patrones
plasmidicos es un marcador epidemiolégico de gran valor, una
combinacién de métodos (especificamente, plasmidotipia y
fagotipia) puede proporcionar unos datos epidemiolégicamente més
dtiles.

Los resultados obtenidos nos revelan que existe una
importante concordancia entre los perfiles plasmidicos hallados y
los perfiles conseqguidos por los diferentes marcadores.

antibjéticos probados. '

Las pruebas para determinar 1la sensibilidad a los
antimicrobianos que se llevaron a cabo en nuestro laboratorio nos
proporcionaron unos resultados que estaban de acuerdo con los
obtenidos por el laboratorio de Antibi6ticos del Servicio de
Microbiologia del Hospital "Ramén y Cajal" sobre las cepas de
estafilococos coagulasa negativos del primer estudio
multicéntrico. En dicho estudio se utilizaron 21 agentes
antimicrobianos. Las pruebas de sensibilidad se realizaron sobre
todos los aislados y el método de referencia utilizado para la
determinacién de la C.M.I. de cada antibiético fue el de dilucién
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en agar segdn las recomendaciones del NCCLS. Como patrén de
sensibilidad a los antibiéticos también siquieron los criterios
del NCCLS.

De los doce antibi6ticos que resultaron comunes, sélo se
encontraron algunas discrepancias en la oxacilina, clindamicina y
gentamicina.

Hemos podido establecer 98 patrones diferentes, de los cuales
35 se repiten al menos dos veces entre los 202 aislados. El nimero
tan elevado de patrones, constituye uno de los mis importantes
prbblemas en la tipificacién de los estafilococos coagulasa
negativos (Hamilton-Miller y Iliffe, 1985; Smith, y cols., 1982).

Otras desventajas de este método son:

- variaciones en el antibiotipo como consecuencia de
variaciones analiticas en los métodos empleados para probar su
susceptibilidad

- la expresién de resistencia a antibiéticos en algunas cepas
de estafilococos coagulasa negativos puede ser inestable
(Mickelsen y cols., 1985) .

Por otra parte, en un andlisis estadistico de algunos
sistemas de tipificacién para los estafilococos coagulasa
negativos, Christensen y sus colaboradores, en 1983, asignaban una
probabilidad de 0.303 a 0.897 para los antibiogramas, indicando
que este método por si solo no podria categorizar dos cepas de
estafilococos coagulasa negativos como idénticas o diferentes.

La proporcién de tipabilidad conseguida al aplicar 1la
antibiotipia después de las dos fagotipias y la plasmidotipia es
del 100% (antes de aplicar este marcador sélo se alcanzaba el
90.5%). E1 porcentaje de cepas en las que-se han podido establecer
relaciones de semejanza independientemente de los resultados de
tipabilidad, aumenta desde un 98%, conseqguido después de aplicar
la fagotipia del calor, la fagotipia inversa y la plasmidotipia,
hasta un 100%, después de estudiar el antibiotipo y la produccién
de "slime".

En nuestro caso, la relacién de dichos patrones con los
resultados obtenidos por los otros marcadores nos proporciona
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datos convincentes a la hora de establecer similitudes entre
aislados de un mismo enfermo.

e) v - .,

La produccién de "slime" es considerada por la mayoria de los
autores como un mecanismo patogénico de las infecciones del
material de plastico ocasionadas por los estafilococos coagulasa
negativos. Peters y sus colaboradores (1981), en un modelo
experimental de infeccién por catéteres, pudieron ver por medio
del microscopio electrénico de barrido que los estafilococos
coagulasa negativos eran capaces de adherirse y crecer sobre la
superficie del polimero recubiertas de una matriz amorfa. No esta
claro si esta matriz estaba formada s6lo por el "slime" o si estédn
involucradas también otras sustancias del huésped.

Algunos estudios han tratado de investigar los mecanismos por
los cuales los estafilococos se adhieren a superficies de
polimeros (Marrie y cols., 1982; Peters y cols., 1984). Los
resultados muestran que la adherencia de 1las células de
estafilococos a estas superficies es mds bien un proceso complejo
que depende de varias propiedades de la superficie de la bacteria
(hidrofobicidad/hidrofilicidad y carga neta) y del polimero,
aunqgue "in vivo* habria que considerar también los productos del
huésped. !

La estructura guimica del “"slime"es todavia desconocida.
Ludwicka y sus colaboradores (1984b) establecieron algunas
caracteristicas fisico-quimicas: no es una verdadera cédpsula sino
que estd unida débilmente a la superficie celular, no est§
asociada a células solas y es soluble en agua. Es un complejo
glicoproteico formado por cuatro fracciones que contienen azicares
y proteinas. Los azlcares presentes son glucosa, glucosamina,
manosa, galactosa y &cido glucurénico. Estos tres Gltimos no estén
presentes ni en el peptidoglicano ni en el &cido teicoico de 1la
pared celular de S. epidermidis y, por lo tanto, podemos decir que
estos monosacdridos pertenecen al "slime".
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Los estafilococos que contienen "slime" reaccionan con
lectinas especificas para la manosa en un test de aglutinacién en
porta, por lo que tal reactividad puede considerarse como un
marcador de detecci6n de "slime".

Otra técnica empleada para su deteccién es la descrita por
Christensen y sus colaboradores (1982): test del tubo o tincién
con safranina.

" Hemos valorado dichas técnicas. Mediante la prueba propuesta
por Christensen (1982) obtenemos mds resultados positivos, lo que
nos conduce a pensar que este método s6lo nos demuestra realmente-
la capacidad de los microorganismos para adherirse a determinadas
superficies como el poliestireno o cristal y no su capacidad para
producir "slime". Es incluso probable gue algin o algunos
componentes superficiales de estas bacterias sean los responsables
de la propiedad de adherirse a la superficie del polimero. Por
ello creemos que la reactividad con lectinas especificas para la
manosa es, por el momento, el tnico marcador fiable para 1la
deteccién de "slime". .

Debemos resefiar que existe una controversia en cuanto a la
produccién de "slime" y su papel patogénico. Mientras gque
Christensen y sus colaboradores (1983) demostraron que cuando la
produccién de "slime” se usa en combinacién con antibiogramas y el
API Staph-Ident tiene un alto poder discriminatorio entre cepas de
S. epidermidis para distinguir verdaderos patégenos de simples
contaminantes, otros investigadores no han encontrado diferencias
significativas en la produccién de "slime" por cepas infecciosas y
no infecciosas (Diaz-Mitoma y cols., 1987). Las razones que
explican las diferencias entre estos estudios no estdn claras.
Quizd las diferencias en los métodos usados para la deteccién de
la produccién de "slime" "in vitro" puedan haber influido sobre
los resultados obtenidos en los ensayos y asi afectar a la
relevancia de la produccién de "slime" en las distintas
investigaciones.

Por dltimo, en nuestro estudio no hemos encontrado ninguna
relacién entre el origen del microorganismo, la especie y la
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produccién de "slime", aungue, como marcador epidemiolégico,
podemos decir que los resultados obtenidos mediante la reaccién
con la concavalina A concuerdan con los resultados de los otros
marcadores epidemiolégicos.

Por otra parte, hemos observado que todas las 58 cepas
pertenecientes a 24 enfermos en los que todos los marcadores eran
coincidentes, y la presencia de una infeccién producida por un
estafilococo coagulasa negativo es muy probable, eran productoras
de "slime”. Esto puede apoyar la hipStesis de que la produccién de
"slime" es un factor de virulencia de los estafilococos coagulasa
negativos.

f) Estudio comparativo de los djferentes marcadores
epidemiolégicos utilizados.

£.1.- ion d ipabpilidad : .
ipioti

La baja proporcién de tipabilidad entre cepas
multirresistentes obtenida (tabla 48) estd de acuerdo con el
estudio realizado por Richardson y Marples (1987) en Inglaterra en
el gque la tipabilidad entre cepas resistentes 4 menos de tres
antibi6éticos fue aproximadamente del 67%, pero s6lo de un 30%
entre cepas resistentes a mas antibiéticos.



TABLA 48.- Proporcién de tipabilidad y resistencia.

Ne@ cepas /N@ total

Patroén de resistencia  tipificables/ cepas (%) tipabjlidad
Sensible a todo 13/20 (65)
Resistente a < 3 antibioéticos 15/23 (65.2)
Resistente a = 3 antibiéticos 84/157 (41.6)
Resistente a todo 1/2 (50)
Resistente a oxacilina 55/123 (44.7)

Quizd la baja proporcién de tipabilidad entre cepas
mutirresistentes se deba a la adquisicién de las cepas de varios
plédsmidos de resistencia, los cuales, del mismo modo gue los
profagos, pueden prevenir la lisis por los fagos (Rosdahl y cols.,
1990).

f.2.- Produccién de "slime" v accién antimicrobiana.

Es un hecho ya comprobado que las cepas de S. epidermidis
productoras de "slime" se adhieren mejor a los catéteres
intravasculares que las no productoras de "slime"
(Kristinsson,1989). Davenport y sus colaboradores(1986)
encontraron una asociacién significativa entre la capacidad de un
aislado para producir "slime" y su tendencia a causar infecciones
en pacientes con mecanismos protéticos. Encontraron gque dichas
infecciones, por otra parte, eran mis- dificiles de erradicar
cuando el microorganismo implicado era productor de "slime” y, que
por lo tanto, se regqueria terapia de antibiéticos junto a la
eliminacién de mecanismos protéticos para curar.

Farber y sus colaboradores (1590) <demostraron ‘que los
antibidéticcs glicopeptidicos vancomicina y teicoplanina eran
ineficaces para erradicar infecciones por cuerpos extrafics debidas



a cepas de estafilococos coagulasa negativos productoras de
"slime"

Gristina y sus colaboradores (1989) observaron gque las
bacterias de estafilococos coagulasa negativos adheridas a
biomateriales tienen una mayor resistencia a los antibiéticos que
las que tienen las mismas cepas en suspensién. Comprobaron gue la
resistencia era independiente de la produccién de "slime" y fue
relacionada con la superficie del biomaterial colonizado que de
algquna manera afectaba a la fisiologia bacteriana y, por lo tanto,
a su respuesta hacia 1los antibiéticos.

Nosotros hemos encontrado que el 70% de las cepas gque son
sensibles para todos los antibiéticos probados (patrén 1) no
produce "slime", lo que apoyaria la hipétesis de Kristinsson
(1989) y de Davenport y sus colaboradores (1986).
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6.~ CONCLUSIONES

Las infecciones hospitalarias causadas por los estafilococos
coagulasa negativos suponen un problema sanitario importante como
se ha puesto de manifiesto en numerosos estudios.

El andlisis comparativo de los dos estudios multicéntricos
realizados para conocer la prevalencia de los estafilococos
coagulasa negativos en Espafia nos lleva a extraer las siguientes
conclusiones:

1%) En consonancia con lo que ocurre en otros paises, S.
epidermidis (dentro de los estafilococos coagulasa negativos), es
la especie implicada en procesos patolégicos gque con mayor
frecuencia se aisla en los hospitales espaifioles.

28) Los estudios multicéntricos indican qgue los aislados de
sangre son los mdS NUMErosos.

32) La localizacién de los aislados por servicios médicos no
coincide en los dos estudios multicéntricos. En el primero, los
estafilococos coagulasa negativos se aislaron principalmente del
servicio de medicina interna (14.6%), seguido de U.C.I. vy cirugia
(ambos con un 9.3%), mientras que en el estudio multicéntrico de
1990 las cepas fueron aisladas de zonas de alto rﬁesgo (12.8%) y
del servicio de neonatologia (10.1%).

42) Los distintos resultados de patrones obtenidos mediante
la fagotipia en ambos estudios nos indica la presencia de unas
cepas de estafilococos coagulasa negativos fluctuantes. Como se ha
podido comprobar las cepas que circulan en ambos estudios
multicéntricos son diferentes.

Los resultados presentados en este trabajo nos permiten
enumerar las siguientes conclusiones referidas a los diferentes
marcadores epidemioldégicos:



1) La fagotipia, aunque es sin duda un buen marcador
epidemiolégico para S. aureus, en los estafilococos coagulasa
negativos la elevada frecuencia de cepas no tipificables hizo
necesaria la introduccién de una nueva variante de fagotipia:
fagotipia al 1000 RTD tras un tratamiento térmico. Esta variante
nos ha permitido la caracterizacién de un mayor nimero de cepas.

La utilizacién de los dos juegos de fagos (20 fagos del juego
de "Dean and Williams"” y 12 autéctonos) aumenta considerablemente
la proporcién de tipabilidad. En nuestro caso, la actividad de los:
fagos del juego de "Dean and Williams" no parece mostrar
limitaciones geogrdficas, las cuales han de ser consideradas
(segin diversos autores) en la organizacién de un juego de fagos
internacional.

El juego de fagos autédctono nos tipifica a mids de la mitad de
las 113 cepas tipificadas en este estudio, actuando solo o en
combinacién con los juegos de fagos de "Dean and Williams". Por
ello creemos que se trata de un buen juego que podria ser de
utilidad en posteriores estudios.

28) La fagotipia inversa es un buen método alternativo de
tipificacién. Mediante esta fagotipia conseguimos elevar 1la
proporcién de cepas tipificadas desde un 55.9% hasta un 72.2%.
Puede ser de gran valor para establecer discriminaciones entre
cepas muy similares.

38) La plasmidotipia es un método Gtil para caracterizar
aislados bacterianos. La mayoria de las ‘cepas (79.2%) contenian
plasmidos, lo que nos ha permitido establecer una comparacién de
perfiles plasmidicos de diferentes aislados, de un mismo o de
distintos pacientes, en situaciones endémicas o epidémiqas, para
poder definir la epidemiologia de las infecciones producidas por
los estafilococos coagulasa negativos.
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48) El1 perfil de susceptibilidad antimicrobiana es un
marcador epidemiolégico ampliamente utilizado para establecer
ciertas correspondencias entre aislados de estafilococos coagulasa
negativos en combinacién con otros marcadores. Como marcador en
solitario, presenta el inconveniente de proporcionar gran cantidad
de patrones, gque en nuestro caso casi ronda el centenar. Sin
embargo, utilizado en combinacién con la fagotipia, fagotipia
inversa y plasmidotipia, nos permite confirmar las similitudes
entre aislados de un mismo paciente, por lo gque su alta
variabilidad queda compensada.

583) Los resultados de la produccién de "slime” nos permiten
establecer una correspondencia entre dicha produccién y la
presencia de infeccién. Por otra parte, en cuanto a la valoracién
de los métodos usados para su deteccién, la reactividad con
concavalina A es mucho mids especifica que la tincién con safranina
o test del tubo.

Como marcador epidemiolégico, ayuda a confirmar la similitud
entre cepas que tienen el mismo resultado por todos los marcadores
epidemiolégicos utilizados previamente.

68) Como conclusién final, podemos decir que S. epidermidis
es el estafilococo coagulasa negativo mis frecuentemente aislado
de infecciones. Es también el estafilococo mis prevalente y
persistente de la piel. Algunos de los métodos de tipificacién
agui presentados proporcionan datos mias concluyentes que otros.
Por ello el uso de una combinacién de marcadores es el método
id6éneo para poder conocer el origen, reservorio y modos de
transmisién de este patégeno nosocomial.

Hemos encontrado gque la sucesién de los cinco marcadores
empleados (fagotipia, fagotipia inversa, plasmidotipia,
antibiotipia y produccién de "slime") es una combinacién adecuada
para poder afirmar con grandes probabilidades de acierto, si dos o
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mids aislados de un mismo enfermo son iguales o diferentes y, por
lo tanto, si son productores de infeccién o simples contaminantes.
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