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1.- IWTRODUCCIÔW

1.1.- INFECCIONES HOSPITALARIAS

Las infecciones hospitalarias o nosocomiales son aquéllas que 
se desarrollan en pacientes hospitalizados que no las padecian ni 
presumiblemente las estaban incubando en el momento de admisiOn. 
Determinar si una infecciôn es intrahospitalaria o adquirida en la 
comunidad es mâs dificil en la prâctica que en la teoria, debido a 
los distintos periodos de incubaciôn de las diferenteà 
infecciones.

Los problèmes originados por las infecciones nosocomiales 
repercuten, como es lôgico, directamente en los pacientes, pero 
también en la comunidad y en el Estado. La situaciôn actual de la 
morbilidad y de la mortalidad por infecciones hospitalarias estâ 
generando grandes costes en cuidados hospitalarios y provoca la 
apariciôn de nuevos riesgos para la salud pûblica. Por otro lado, 
el uso de antimicrobianos de reciente introducciôn y los avances 
tecnolôgicos en los campos biomédico y quirûrgico hacen que el 
nûmero de pacientes susceptibles de infecciôn sea mayor. Ademâs, 
los microorganismos adquieren nuevas resistencias a los 
antibiôticos 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) estableciô varios 
criterios para determinar cuândo una infecciôn puede considerarse 
nosocomial;

- No debe haber evidencia de que la infecciôn estaba présente 
o incubândose en el momento de admisiôn en el hospital.

- Cuando la infecciôn es adquirida en el hospital y llega a 
ser évidente con posterioridad al alta.

- Cuando la infecciôn es adquirida por un recién nacido (se 
excluyen las que han sido adquiridas transplacentariamente: herpes 
simplex, toxoplasmosis, rubeola, citomegalovirus y sifilis).



- Cuando aparece un nuevo microorganismo en el lugar previo a 
la infeccidn.

1.1.1.- HISTORIA

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

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

Cinco ahos mâs tarde, un médico hüngaro, Semmelweis, publicô 
el primer trabajo experimental sobre las causas de la fiebre 
puerperal, demostrando una reducciôn en la 'mortalidad al 
introducir soluciones de cloruro câlcico para el lavado de las 
manos. Desgraciadamente este hallazgo no fue utilizado por los 
médicos de la época.

Varias décadas después, Louis Pasteur sentô las bases de la 
Bacteriologia, al demostrar la clara asociaciôn de los 
microorganismos con las enfermedades infecciosas, y Lister en 
1867, basândose en los trabajos de Pasteur, demostrô la eficacia 
de la utilizaciôn del âcido carbôlico (fenol) como antiséptico 
para la prevenciôn de las infecciones en las prâcticas 
quirürgicas.



Actualmente el lavado de manos y la aplicaciôn de 
antisépticos en cirugia son ampllamente utilizados para controlar 
la transmisiôn de las enfermedades infecciosas. En un principio, 
esto supuso un enorme descenso en el numéro de infecciones que se 
contralan en los hospitales. Asl se redujeron drâsticamente 
enfermedades de importancia histdrica, como la sepsis puerperal 
debida a Streptococcus pyogenes y las infecciones quirürgicas 
producidas por Staphylococcus aureus (Young y Musher, 1978).

Sin embargo, el 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 apariciôn 
de nuevas resistencias a los antibiôticos en las bacterias y la 
capacidad de transmitirlas a otros microorganismos, ya sean de la 
misma o de ctra especie (Noble, 1983). En segundo lugar, la 
utilizaciôn de inmunosupresores y esteroides, que provocan la 
apariciôn de enfermes muy susceptibles a cualquier microorganismo, 
incluse a los de su propia flora microbiana (Fuchs, 1979)». 
Finalmente, la ruptura de las barreras naturales del ser humano 
debido a las nuevas técnicas quirürgicas ( implantaciôn de vàlvulas 
cardiacas, cateterizaciôn intravascular...), que eleva la 
proporciôn de infecciones nosocomiales al aumentar el nûmero de 
localizaciones con riesgo de infecciôn (Young y Musher, 1978 ; 
Wenzel, y cols., 1981).

1.1.2.- EPIDEMIOLOGIA

La epidemiologia es el estudio dinâmico de los déterminantes, 
incidencia y distribuciôn de la salud y las enfermedades en una 
poblaciôn, que -para infecciones nosocomiales- es la poblaciôn 
hospitalaria (Brachman, 1979).



a) Distribuciôn general

Son pocos los estudios que se han hecho acerca de la 
frecuencia de apariciôn 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 infecciôn nosocomial de 33.5 por cada 1.000 pacientes 
dados de alta.En el Reino Unido se realizô un estudio durante 
1979-1980 con datos de 18.186 pacientes repartidos en 43 
hospitales de Inglaterra y Gales (Meers y cols.,1981) . Se
encontrô un indice de prevalencia del 9.2%. En Dinaunarca (Jepsen y 
Mortensen, 1980), la prevalencia de infecciôn nosocomial se sitûa 
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 encontrô que un 10.3% de los 
enfermos habian desarrollado una o mâs infecciones hospitalarias, 
siendo el indice de prevalencia de dichas infecciones de 11.2 por 
cada 100 ingresos, debido a que algunos enfermos desarrollaban mâs 
de una infecciôn. En este mismo estudio se describe un aumento de 
las tasas de infecciôn al aumentar el tamaho del hospital. Por 
ültimo, la Organizaciôn 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 Espaha) repartidos en cuatro 
continentes. Sobre un total de 28.861 pacientes, 2.502 padecieron 
una infecciôn hospitalaria, lo que suponia una tasa de prevalencia 
del 8.7% (Mayon-White y cols., 1988).

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

El nivel de riesgo de adquisiciôn de una infecciôn estâ 
determinado por varies factores:



- Tamaho del hospital: hay un aumento de los Indices de 
infecciôn al aumentar el tamaho del hospital (Hughes y cols.,1983)

- Gravedad de la enfermedad base del paciente
- Frecuencia de utilizaciôn de métodos terapéuticos agrèsivos 

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 mâs frecuentes de infecciôn nosocomial son, por 
orden de importancia, infecciones urinarias (38.5%), quirürgicas 
(16.1%), del tracto respiratorio (17.8%), bacteremias (7.5%)y 
cutâneas (5.8%) (otrasl3.8%). Estas infecciones hospitalarias, 
debido a los factores que las determinan, tienen una frecuencia de 
apariciôn diferente a aquéllas que son adquiridas en la comunidad 
(Horan y cols., 1986)..

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



Figura 1.- Frecuencia de infecciones.
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En un estudio del CDC realizado en 1986 sobre la prevalencia 
de las infecciones nosocomiales en très tipos de hospitales 
(hospital no universitario y universitario pequeho y grande), se 
ha demostrado la existencia de una relacidn entre los tipos de 
infecciôn y su localizaciôn por servieios. Asi, las infecciones 
del tracto urinario aparecen pricipalmente en servicios de 
cirugia, medicina interna y ginecologia, mientras que son menos 
frecuentes en servicios de neonatologia y pediatria. Las 
infecciones quirürgicas tienen un alto porcentaje de apariciôn en 
sevicios quirürgicos, 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 proporciôn en servicios de medicina interna 
y cirugia, y es relativamente infrecuente en los servicios 
obstétricos. Las infecciones cutâneas son comunes en los servicios 
de neonatos (Haley, 1986; Horan y cols., 1986). Ver tabla 1.



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

iirxcczosss

SERVZCZO T.O. 0. H. BAC., COT. Otras TODAS
Hospitales no universitarios
Cirugia 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
Beonatologia 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 univers!taries (500 camas o menos)
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 11.1 1.3 0.4 0.2 2.2 35.2
Obstetricia 3.8 6.8 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
Beonatologia 0.6 0.2 1.4 2.0 4.8 5.6 14.7
TOTAL 13.9 6.0 6 . 4 1 . 9 1.8 4 . 7 33.8
Grandes hospitales universitarios (mis de 500 camas)
Cirugia 19.5 15.0 11.2 4.2 3.3 6.1 59.3
Medicina int. 19.5 1.2 10.2 5.7 3.0 7.3 46.9
Ginecologia 14.4 10.2 2.6 0.9 0.6 3.1 31.7
Obstetricia 4.2 6.6 0.5 0.9 0.5 7.5 20.3
Pediatria 2.8 1.6 3.9 2.1 1.2 4.9 16.6
Neonatologia 1.0 10.3 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.: Quirürgicas. R. : Respiratorias. 
BACT.: Bacteremia. CUT.: Cutâneas.



En Espaha, segûn el estudio realizado por Prat y sus 
colaboradores (1988) en un hospital universitario dotado de 986 
camas, se han observado diferentes tasas de infecciôn nosocomial 
para cada servicio, aunque no se especifica el tipo de infecciôn. 
Asi, vemos que cuidados intensives es el servicio con mayor tasa 
de infecciôn nosocomial (25.6%) seguido de cirugia (18.25%), 
obstetricia y ginecologia (12.06%), medicina interna (11.81%), 
pediatria (9.64%) y otras especiâlidades (8.97%).

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

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

En las infecciones quirürgicas, los estafilococos, tante S. 
aureus como los estafilococos coagulasa negatives, tienen una 
notable incidencia. S. aureus destaca sobre los demàs (17.3%), 
seguido de Enterococos (13.3%); a continuaciôn encontramos los 
estafilococos coagulasa negatives (11.6%) (Horan y cols., 1988).

En el tracto respiratorio, los microorganismos mâs 
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 case de las bacteremias, son los estafilococos 
coagulasa negativos los mâs importantes (25.5%), seguidos de 5. 
âureus (15.0%), de tal forma que el conjunte de los estafilococos 
son los responsables del 4 0% de este tipo de infecciones s Horan y 
col.,1988). Tabla 2.
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TABLA 2 -  Potôgenos mas f recuentemente aislados y su distribuciôn por 
Infecciones (Horan y cols., 1988).

Patôoeno

f. coli 
Efricrococci 
P. aeruginosa 

C. albicans 
K'. Pneumoniae 

P. mirabilis 

Enierobacier spp 

Sia p. Coag.-neç. 
S. aureus

Tracto urinario 
0 10 20 30

Quirûrgicaa 
0 10 20 30

Reapi ratoriaa 
0 10 20 30

Bacteremiaa 
0 10 20 30

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

Por otra parte, se ha encontrado una relaciôn entre la
frecuencia de apariciôn de los distintos microorganismos y su
localizaciôn por servicios (Horan y cols., 1986). E. coli es el 
patôgeno mâs frecuente en todos los servicios, excepto en
pediatria y neonatos, en los que S. aureus es el mâs comûn. 
Pseudomonas aeruginosa se identified como el segundo patôgeno mâs 
frecuente en los servicios de medicina interna y cirugia, mientras 
que Enterococo apareciô el segundo en ginecologia y obstetricia. 
Los estafilococos coagulasa negativos fueron los segundos en
servicios de recién nacidos y pediatria. Tabla 3.



TABLA 3.- Patôgenos mâs frecuentes y su distribuciôn por servicios
(Horan y cols., 1986).

_ül£.

SERVICIO

CIK. CBS. 01». FED. BI&s

Total
sjflatfVf

e. coli 19.6 16.2 21.2 29.8 11.4 9.3 5.266 17.8
p. aanigisosa 1.4 13.0 1.3 4.3 9.7 6.7 3.366 11.4
Entarooocci 9.6 10.5 16.6 18.1 5.3 5.7 3.063 10.4
S, saimiM 9.2 10.4 8.0 5.8 16.6 24.8 3.059 10.3
Kltbmitlla spp. 9.0 6.9 2.1 4.8 6.6 6.7 2.193 7.4
Stspbyl. coag. oag. 5.6 6.1 5.7 5.2 13.2 15.3 1.868 6.3
Eotorobactar 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
Pzotaua spp. 5.6 5.4 3.4 5.3 0.3 1.0 1.522 5.1
Sarratia spp. 2.1 2.9 0.2 0.3 1.4 1.3 691 2.3
Boogoa 2.3 1.5 0.1 0.1 1.2 1.0 496 1.7
Citrobactar spp. 1.5 1.5 1.1 0.8 1.0 0.8 414 1.4
Sactaroidas spp. 
Ompo B

0.6 1.4 4.6 2.8 0.3 0.2 355 1.2

Straptocoecu» spp. 0.8 0.5 7.9 3.8 1.2 6.2 348 1.2
Otros anaarobica 0.9 0.9 4.8 2.0 0.3 0.2 300 1.0
Rasto* 10.1 10.4 19.8 11.0 19.7 13.3 2.253 11.1

Nâmaro
de aislados 11.304 14.596 1.024 1.016 590 1_032 29.562 100.1

* No se incluye ningün patôgeno que supere el 3% de los aislados. 
Abreviaturas de servicios;

MED.: Medicina interna. CIR.; Cirugia. OBS.; Obstetricia. 
GIN.; Ginecologia. FED.; Pediatria. NEC.; Neonatologia.



b) Costes

Las infecciones nosocomiales deben ser prevenidas y 
controladas no sôlo por los perjuicios que ocasionan al paciente, 
sino también por los costes adicionales que suponen para el 
Estado. Éstos pueden ser de dos tipos: directos e indirectos. Los 
primeros son los costes especlficos 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 laüxsral, etc. (Dixon, 1987).

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

c) Fuentes de infecciôn v reservorios

La fuente de infecciôn es el lugar desde donde el agente 
infeccioso pasa directa o indirectamente al huésped. Taies fuentes 
pueden ser endôgenas (autoinfecciôn) y exôgenas. En el primer 
caso, la flora del propio paciente produce la d,nfecciôn; en el 
segundo, son factores externos los que 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 metabôlicas. 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 infecciôn coincidan, si bien también 
es posible que el primero contamine a la segunda.



d) Transmisiôn

La transmisiôn del agente infeccioso desde la fuente o foco 
de infecciôn hasta el huésped puede ocurrir por cuatro vlas 
diferentes: por contacto (directo o indirecto), a través del aire, 
por un vehiculo comûn a multiples casos de infecciôn (comida, 
agua) y por medio de vectores. Esta ultima via es mucho mâs 
significative en zonas tropicales (malaria, fiebre amarilla...) 
(Favero, 1978).

e) Prevenciôn v control

Las medidas para la prevenciôn y control de las infecciones 
nosocomiales deben ser eficaces y para ello, antes de ser puestas 
en prâctica en los hospitales, deben ser evaluadas. La mayorla de 
estas medidas estân basadas en la utilizaciôn de antisépticos y de 
instrumentes debidamente esterilizados; se encuentran ampliamente 
descritas en el conjunto de guias para la "prevenciôn y el control 
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 algunos hospitales se practican medidas cuya 
ineficacia ha quedado demostrada como la instalaciôn de filtros en 
los respiraderos y nebulizadores (Eickoff, 1981) y el control del 
ambiente por muestreo microbiolôgico (Mc Gowan, 1981). Taies 
medidas deben ser abandonadas y sustitûidas por aquellas cuya 
eficacia ha sido comprobada.

f) viailancia

La vigilancia, cuando se aplica a enfermedades, puede ser 
definida como la observaciôn sistemâtica, activa y continua de la 
frecuencia y distribuciôn de las enfermedades dentro de una



poblaciôn, y de los sucesos o condiciones que hacen aumentar o 
disminuir el riesgo de contraer taies infecciones (Haley y cols., 
1986).

El objetivo de dieha vigilancia es reducir el riesgo de 
adquisiciôn de las infecciones nosocomiales entre los pacientes 
hospitalizados. La vigilancia puede proporcionarnos datos 
epidemiolôgicamente interesantes, como la identificaciôn de 
epidemias, actividades prioritarias para el control de dichas 
infecciones, elucidaciôn de tendencies (en los patôgenos 
microbianos, proporciôn de infecciôn) y, por ultimo, nos permite 
obtener grandes bénéficiés en el control de la infecciôn 
(Thompson, 1987).

La vigilancia de las infecciones adquiridas en los hospitales 
deberla ser un proceso continue que comprendiera los siguientes 
elementos:

- Definiciôn de categories de infecciôn.
- Recogida sistemâtica de los datos.
- Tabulaciôn de los datos.
- Anâlisis e interpretaciôn de los datos.
- Informe de los datos mâs relevantes de la vigilancia de la 

infecciôn, tante en individuos como en grupos (Thompson, 1987).
Los recientes anâlisis 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 epidemiolôgicas para 
analizar la proporciôn de infecciôn y se usan periôdicamente los 
datos para tomar decisionés (Haley y cols., 1985b).

La vigilancia puede efectuarse en todo el hospital - con lo 
que se detectarian todas las infecciones, pero a un coste muy 
elevado - o bien observando las zonas de alto riesgo. Esto ultimo 
puede aportar datos interesantes y es econômicamente mâs rentable.



1.1.3.- MICROBIOLOGfA DE LAS INFECCIONES HOSPITALARIAS

Para diagnosticar que una infecciôn ha sido adquirida en el 
hospital, son necesarios los datos microbiolôgicos que aporta el 
laboratorio de cada centro hospitalario. En los hospitales activos 
con programas de vigilancia y control de las infecciones 
nosocomiales se ha llegado a encontrar mâs de un 80% de dichas 
infecciones. Sin embargo, en los hospitales que carecen de dichos 
progreunas de vigilancia, el laboratorio de microbiologie cumule 
una funciôn muy importante en el estudio de las tendencies y 
evoluciôn de las infecciones hospitalarias. Los registros del 
laboratorio pueden proporcionar datos de alerta acerca de la 
emergencia de patôgenos muy infecciosos y resistentes a multiples 
antibiôticos, asi como de apariciôn de infecciones poco usuales 
(McGowan y cols., 1986).

El estudio microbiolôgico de las infecciones nosocomiales se 
hace en;

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

- el laboratorio de referencia, en donde, una vez conçrobada 
la identif icaciôn de los aislados, se hace un estudio 
epidemiolôgico mediante la aplicaciôn de marcadores o sistemas de 
tipificaciôn (Meitert y Meitert, 1978; Ayliffe, 1978).

a) Aislamiento e identificaciôn

El laboratorio del hospital debe tratar de conseguir una 
identificaciôn corrects de los aislados en el tiempo mâs corto que 
le sea posible para asegurar el apropiado tratamiento del paciente 
y la aplicaciôn de las adecuadas medidas de control.

Actualmente se han desarrollado unas técnicas de diagnôstico 
râpido (ELISA, electroforesis, inmunofluorescencia, ...) que
permiten la identificaciôn del agente causal en un corto période



de tiempo. No por ello los métodos tradicionales de aislamiento e 
identificaciôn deben abandonarse, puesto que a veces son 
necesarios para estudios epidemiolôgicos posteriores (Bartlett y 
cols., 1979).

b) Métodos de tioificaciôn oor msdia de marcadores

Actualmente los epidemiôlogos estân utilizando unas técnicas 
en el laboratorio que permiten establecer relaciones biolôgicas y 
genéticas entre organismes cercanos, normalmente de una misma 
especie. Estas técnicas estân basadas en caractères sencillos del 
microorganismo al que denominamos "marcador". Realmente, estos 
métodos nos discriminan la "no relaciôn" epidemiolôgica entre las 
cepas, mâs que su "relaciôn", ya que ninguno, por si solo, tiene 
una fiabilidad del cien por cien.

Un buen método de tipificaciôn deberâ cumplir très 
propiedades bâsicas:

1.- Tioabilidad; que sea capaz de reconocer la mayorla de los 
aislados; si reconoce o tipifica pocos aislados, puede decirse que 
el método no es util.

2.- Discriminaciôn ; que un alto porcentaje de los 
microorganismos sean clasificados en distintos tipos o patrones. 
El método carece de utilidad, cuando, aun reconocfendo casi todos 
los microorganismos, todos pertenecen al mismo tipo o patrôn.

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

Otras caracteristicas que deberian tenerse en cuenta para un 
buen método de tipificaciôn son que esté estandarizado y que sea 
sensible para distinguir la mayorla de los microorganismos 
biolôgica y genéticamente similares, pero no idénticos (Aber y 
Mackel, 1981).



Los métodos de tipificaciôn deben ser aplicados en los 
estudios de brotes infecciosos para determiner la fuente de 
infecciôn, reservorios y su amplitud, asl como en los programas de 
vigilancia en zonas concretes para controlar la apariciôn de 
brotes infecciosos.

En el laboratorio de microbiologla del hospital se puede 
iniciar un somero estudio epidemiolôgico utilizando métodos de 
tipificaciôn sencillos, como pruebas bioqulmicas de identificaciôn 
(biotipia), de sensibilidad a antimicrobianos (antibiotipia) e 
incluso serolôgicas (serotipia). Cuando aparecen aislados 
epidemiolôgicamente importantes, se requiere una tipificaciôn 
especial y por ello es necesario enviarlos a los laboratorios de 
microbiologla de referencia , en donde se ponen en prâctica 
métodos mâs precisos, taies como sensibilidad a fagos (fagotipia), 
producciôn de bacteriocinas (bacteriocinotipia), resistencia a 
productos qulmicos (resistotipia), anâlisis del DNA plasmldico 
(plasmidotipia), anâlisis del DNA plasmldico o cromosômico 
utilizando endonucleasas de restricciôn, electroforesis de 
protelnas y de isoenzimas, pruebas de hibridaciôn de âcidos 
nucleicos homôlogos, etc.

A continuaciôn describimos brevemente los principales métodos 
de tipificaciôn .

- Biotipia: diferenciaciôn de los aislados a nivel de 
especie utilizando pruebas bioqulmicas. 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 infecciôn por los 
bacteriôfagos es una caracterlstica muy usada para tipificar un 
gran nûmero de microorganismos tanto Gram positives -S. aureus 
(Smith, 1972) y estafilococos coagulasa negativos (Heczko y cols., 
1977) -, como Gram negatives - Pseudomonas aeruginosa (Lindberg y 
Latta, 1974), Serratia marcescens (Pitt, 1982), Ischericchia coli
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(Marsik y Parisi, 1971), Salmonella (Gershman, 1977; Katsatiya y 
cols., 1978), Klebsiella (Rennie y cols., 1978), Proteus (Hickman 
y Farmer, 1976), y Shigella (Railings y cols., 1968).

La fagotipia inversa es una modalidad de la fagotipia directa 
y consiste en la inducciôn de los 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 caracterizaciôn de los aislados 
mediante antisueros especlficos que reaccionan con antlgenos del 
microorganismo también especlficos. Éstos pueden ser somâticos 
(0), flagelares (H), capsulares (K) y de pared o membrana externa. 
Para algunas especies microbianas, como Salmonella o Shigella, la 
serotipia représenta una importante herramienta para su 
identificaciôn (Edwards y Ewing, 1972). Para otras especies 
microbianas, la serotipia se ha convertido en un método de 
tipificaciôn epidemiolôgico usado para diferenciar cepas obtenidas 
en importantes situaciones epidemiolôgicas. Se emplea tanto en 
bacterias Gram positivas - S. aureus y estafilococos coagulasa 
negativos (Cohen, 1972), streptococcus (Hahn y Nyberg, 1976) -, 
como en Gram negativas - F. coli (Crichton y Hold, 1980), 
Klebsiella (Rennie y cols., 1978; Onokodi y Wauters, 1981), 
Proteus (Anderson y Engley, 1978; Penner y Hennfessy, 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 realize una 
variante de la serotipia denominada "quellung" o hinchazôn de la 
câpsula cuya presencia es muy significative.

- Bacteriocinotipia: la producciôn de algunas sustancias 
(bacteriocinas) por algunas bacterias capaces de inhibir el 
crecimiento de otras bacterias o la susceptibilidad del organisme 
en cuestiôn a las bacteriocinas producidas por otro microorganismo



puede ser usada como un método de tipificaciôn. La 
bacteriocinotipia se puede realizar:

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

- indirectamente: induciendo bacteriocinas en las cepas- 
problema y aplicândolas sobre unas cepas conocidas, para asl 
conseguir patrones de inhibiciôn.

Se trata de un método usado en E. coli (Hettiaratchy y cols.,
1973), Klebsiella (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 determinâtiôn de los patrones de 
sensibilidad de los aislados a los agentes antimicrobianos se 
practice de forma rutinaria en los laboratorios clinicos y se 
aplica de forma sistemâtica a todos los microorganismos. Rareunente 
se incluyen nuevos antibiôticos para poder diferenciar cepas de 
importancia epidemiolôgica, ya que no se dispone normalmente de 
pruebas adicionales para poder examiner otras caracteristicas 
(marcadores) del organisme (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 qulmicos, como los metales pesados (Elek 
y Higney, 1970). Este -método se emplea para estudiar 
microorganismos Gram positives, como S. aureus (Elek y Maryson, 
1974 ), y Gram negativos, como E. coli (Crichton y Old, 1974; Elek 
y Higney, 1970), Salmonella (McHugh y cols., 1975; Somerville y 
cols., 1983) y Shigella sonnei (Elek y cols., 1973).

- Plasmidotipia: es una técnica que nos permite la
detecciôn, aislamiento y caracterizaciôn molecular del DNA



plasmldico de los aislados. La electroforesis en geles de agarosa 
de este DNA nos proporciona una serie de patrones Utiles para 
diferenciar unos microorganismos de otros. El DNA extracromosômico 
a menudo puede llevar la informaciôn necesaria para:

* Codificar la resistencia a un determinado antibiôtico.
* Producir una capacidad metabôlica inusual.
* Sobrevivir en condiciones adverses.
Esto ha sido estudiado con el fin de correlacionar dichas 

propiedades particulares de interés con la presencia de un 
plâsmido determinado en la bacteria (Grinsted y Bennett, 1988). 
Por otra parte, la plasmidotipia ofrece la posibilidad de 
establecer relaciones epidemiolôgicas entre microorganismos 
cercanos o poco relacionados, ya que los plâsmidos 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 resoluciôn entre 
plâsmidos de tamaho similar y las diferencias en la movilidad de 
plâsmidos abiertos o cerrados (Tenover, 1985). Estos problemas se 
solucionan con la técnica siguiente. '

-Anâlisis del DNA plasmldico con endonucleasas de 
restricciôn. Las endonucleasas de restricciôn son enzimas que 
reconocen secuencias especlficas del DNA (normalmente 4, 5 ô 6 
pares de bases) y cortan el enlace fosfodiéster de la molécula. La 
determinaciôn, en geles de agarosa, de los patrones de fragmentes 
generados por las endonucleasas de restricciôn sobre el DNA 
celular se ha aplicado, como método de tipificaciôn en 
epidemiologia hospitalaria, para investigar brotes de infecciôn 
nosocomial y para ayudar a un efectivo control de la infecciôn. En 
S. aureus (Pfaller y Hollis, 1989) y estafilococos coagulasa



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

- Electroforesis de proteinas. Caracterizaciôn de los 
aislados mediante patrones electroforéticos de las proteinas 
bacterianas separadas por su peso molecular. Hay varias 
modalidades de electroforesis, segûn de gué proteinas se trate: 
electroforesis de proteinas totales, de proteinas periplâsmicas 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
utiles las proteinas de membrana fijadoras de penicilina 
denominadas PBPs, cuyos patrones electroforéticos sirven para 
establecer relaciones epidemiolôgicas 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 meticilina 
para su caracterizaciôn 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 nûmero 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 que la movilidad 
electroforética de las enzimas viene determinada por su carga 
electrostâtica y, consecuentemente, por su secuencia de 
aminoâcidos, las isoenzimas (diferentes formas de una misma enzima 
caracterizadas por una diferencia de carga eléctrica, pero que 
comparten una misma actividad biolôgica) pueden ser directamente 
comparadas con les alelos del gen estructural correspondiente. La



electroforesis de isoenzimas mide la diversidad alélica de genes 
estructurales (Selander y cols., 1986). Se han practicado pruebas 
isoenzimâticas 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.

-Zmmunoblotting. Prâcticamente todos los microorganismos 
son potencialmente tipificados usando esta técnica. Consiste en la 
obtenciôn de extractos emtigénicos de los aislados, electroforesis 
en gel de poliacrilamida y reacciôn 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. El immunoblotting se ha estudiado en 5. 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).

- Anâlisis de DNA. En la ultima década los avances en el 
campo de la biologia molecular e inmunologia han permitido la 
creaciôn de unas nuevas técnicas que nos facilitan el diagnôstico 
râpido de las infecciones nosocomiales. '

Las pruebas de DNA aplicadas a la identificaciôn 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 mâs précisas y
- el diagnôstico, en muchos casos, es mâs râpido y sensible, 

puesto que se basa en el contenido del âcido nucleico (Baquero y 
Martinez, 1989). No obstante, tienen el inconvénients de no contar 
con el microorganismo aislado, lo que impide la realizaciôn de la 
vigilancia epidemiolôgica a lo largo del tiempo, el anâlisis de 
poblaciones bacterianas mediante marcadores epidemiolôgicos, asi



como la imposibilidad de realizar estudios de sensibilidad a 
antimicrobianos, por lo que estas pruebas, aunque muy utiles para 
el diagnôstico râpido, no deben sustituir de forma radical el 
aislamiento de las cepas productoras de infecciôn.

Dentro de las pruebas del DNA podemos destacar:
1.- FinaerprintinQ del DNA cromosômico mediante endonucleasas 

de restricciôn v electroforesis en geles de agarosa. Los criterios 
para la selecciôn de las enzimas de restricciôn son el contenido 
en bases pirimidinicas; guanina y citosina, grado de metilaciôn y 
los codones mâs comunes del DNA bacteriano (Grothues y cols. ».
1990). El resultado es la obtenciôn de unos patrones 
electroforéticos cuya utilidad como marcador es limitada, debido a 
la gran cantidad de bandas de diferentes tamahos que se obtienen, 
aunque también se han desarrollado métodos computadorizados para 
hacer mâs objetivas las comparaciones entre los aislados (Ades y 
cols., 1988). Renaud y colaboradores (1988) lo aplicaron a los 
estafilococos coagulasa negativos.

2.- Hibridaciôn de DNA. Con esta técnica se pueden reconoce^ 
fragmentes especlficos de DNA y, por lo tanto, detectar 
microorganismos portadores de esos fragmentes. Se trata de un 
ensayo muy sensible y de gran especificidad. La elaboraciôn de 
sondas de DNA (fragmente de DNA clonados o bien oligonucleôtidos 
sintéticos) ha permitido la detecciôn de genes especlficos, como 
son:

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

- genes de resistencia a antibiôticos (Cooksey y Mayer, 1987)
- genes que codifican para el RNA ribosômico (16 y 235).
Este ültimo 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 GÉNERO STAPHYLOCOCCUS

1.2.1.- TAXOHOMfA

Han transcurrido mâs de cien ahos desde la primera vez que 
los cocos fueron observados en heridas y en pus procedente de 
abscesos humanos. Estos organismos, que fueron llamados 
"micrococci" por Von Recklinghausen (1871), Microsporon septicum 
por Klebs (1872) y "mdnadas" por Hueter (1872), fueron 
clasificados por Billroth (1874) en "monococos", "diplococos", 
"streptococos" y "gliacocos" de acuerdo con su disposicidn.

En 1880, Ogston demostrô que unos cocos dispuestos en grupos 
eran la causa de ciertos abscesos en el hombre y los denominô 
"staphylococcus”. Al mismo tien^, Louis Pasteur llegô a similares 
conclusiones.

Rosenbach, en 1884, fue el primero que aislô e hizo crecer 
estafilococos en un cultivo puro en el laboratorio y asl estudiô 
sus caracteristicas. Observô que los aislados formaban dos tipos 
de colonias, ûnicamente 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 inclulan dentro 
de la familia Coccaceae. Flügge en 1890 situô los Staphylococcus 
en esta familia, que mâs tarde fue dividida por Winslow y Rogers 
(1906) en dos subfamilies : 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.
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En 1911, Buchanam cambiô los nombres familiares de 
Metacoccaceae y Paracoccaceae por Micrococceae Trevisan y 
Streptococceae Trevisan respectivamente.

Mâs 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 caracterlstica 
al crecer en condiciones desfavorables fuera del cuerpo humano.

En una serie de articules, publicados entre 1924 y 1928, 
Bucker concluyô que los micrococos y los estafilococos no eran la 
suficientemente diferentes para justificar la separacidn de ambos 
géneros. Rahn en 1929 llegô a la misma conclusiôn. Asi pues, el 
Manual de Bergey, habiendo reconocido al género Staphylococcus en 
todas sus ediciones, desde la primera hasta la quinta (1939), 
relegô los estafilococos al género Micrococcus cuando Hucker 
revisô el Manual en su sexta ediciôn (1948). En este mismo aho, 
Abd-El-Malek y Gibson llamaron al grupo de estafilococos y 
micrococos "complejo Staphylococcus-Micrococcus”, considerando ^ 
los estafilococos como patôgenos y a los micrococos, inactivos o 
saprofitos.

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

En la séptima ediciôn del Manual de Bergey (1957) se 
reconocian dos especies de estafilococos; Staphylococcus aureus 
(coagulasa positiva y con capacidad de fermentar el maüitol) y 
Staphylococcus epidermidis (negative en ambos tests). El uso de 
la taxonomla numérica en 1959 indicô que los 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 especlficos dentro del grupo 
heterogéneo de los estafilococos coagulasa negativos fue Baird- 
Parker (1963). É1 dividid los estafilococos en seis subgrupos, 
basândose en pruebas fisiolôgicas y bioqulmicas que inclulan la 
reacciôn de la coagulasa, la actividad fosfatasa, la producciôn de 
âcido aerôbica y anerôbicamente del manitol, la producciôn de 
âcido anaerôbicamente de la lactosa y de la maltosa, la producciôn 
de acetolna y el crecimiento a lOQC. El subgrupo I contenla la 
especie de S. aureus : coagulasa y fosfatasa positivas que 
generalmente produclan âcido a partir de manitol aerôbica y 
anerôbicamente; los subgrupos II hasta el VI contenlan sôlo S. 
epidermidis, que se diferenciaba en la producciôn de fosfatasa y 
acetolna y en la capacidad de formar âcido aerôbicamente a partir 
de la lactosa, maltosa y manitol. En 1965, Baird-Parker definiô 
los subgrupos II hasta el VI como biotipos desde el 1 al 5 e 
indicô que la mayorla de los biotipos mereclan tener range de 
especies.

En 1965, por lo tanto, la capacidad de crecimiento anaerôbico 
y la fennentaciôn de la glucosa en un medio peptonado con extracto 
de levadura que contiens un indicador de pH, eran los medios para 
distinguir los miembros del género Staphylococcus de los del 
género Micrococcus. Estos criterios fueron ampliataente 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 separaciôn 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 63-7 3%, dato de interés para la 
separaciôn de ambos géneros.
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Los microorganismos capaces de crecer anaerdbicamente y de 
fermenter débilmente la glucosa fueron identificados como 
Micrococcus saprophyticus. Estas cepas tienen la misma proporciôn 
de guanina y citosina en el DNA, la misma sensibilidad a la lis is 
por la lisostafina e idéntica composicidn 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 fermentaciôn de la 
glucosa, propuesta en 1965 por el subcomité de taxonomla de 
Staphylococci y Micrococci del ICSB (Comité Internacional de 
Bacteriologia Sistemâtica), para identificar las especies de 
Staphylococcus, en un medio que contenla azul de bromocresol 
pûrpura como indicador de pH, es el proced imi ento mâs fiable y 
préctico. No obstante, en el medio de tioglicolato semisôlidq, 
propuesto por Evans y Kloos (1972), el crecimiento y fermentaciôn 
de la glucosa por parte de Micrococcus saprophyticus era también 
algo diferente.

La comisiôn editora de la octava ediciôn del Manual de Bergey 
(1974) aceptô los géneros Staphylococcus, Micrococcus y 
Planococcus dentro de la familia Micrococcaceae. El género 
Aureococcus, que era reconocido por el subcomité de taxonomla de 
Staphylococci y Micrococci del ICSB como un miembro de las 
Micrococcaceae, es reconocido en el ûltimo Manual de Bergey (1974) 
dentro de la familia Streptococcaceae. En esta misma ediciôn, se 
reconocen très especies de Staphylococcus: S. aureus, S.
epidermidis, biotipos 1-4 y S. saprophyticus, biotipos 1-4 
(basândose en la producciôn de acetolna, actividad fosfatasa y 
producciôn de âcido a partir de la lactosa, maltosa y manitol 
aerôbicamente). Esto se debiô a que Micrococcus saprophyticus fue 
transferido al género Staphylococcus como S. saprophyticus por su
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composiciôn de pared celular y contenldo en bases de DMA similares 
a los estafilococos.

Una vez separados ambos géneros (por su contenido en guanina 
y citosina en el DMA, la composiciôn de la pared celular, 
susceptibilidad a la lisostafina, crecimiento en un medio de 
tioglicolato semisôlido y la producciôn aerôbica de âcido a partir 
de glicerol), los tazônomos eopezaron a diseftar esquemas que 
permitian dividir cada género. Asl, Schleifer y Kloos (1975a) y 
Kloos y Schleifer (1975a) publicaron varies estudios tazonômicos 
de las cepas de estafilococos aisladas de piel humama. Basândose 
en sus caracterlsticas morfolôgicas, fisiolôgicas y bioqulmicas y 
en la composiciôn del peptidoglicano de la pared celular y de los 
âcidos teicoicos, describieron siete nuevas especies de 
estafilococos coagulasa negativost S. cohnii, S. haemolyticua, S. 
xylosus, S. warneri, 5. capitis, S. hominis y S. simulans.

Simultâneamente a la descripciôn de estas nuevas especies, 
Kloos y Schleifer (1975b) propusieron un esquema simplificado para 
la identificaciôn rutinaria de los estafilococos aislados del 
hombre, basado en una selecciôn de diverses caractères 
bioqulmicos.

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 Sompolj.nsky (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 
taxonômico de las cepas de 5. hyicus aisladas de piel de cerdos, 
vacas y ave s y subdividieron esa especie en dos subespecies: 
hyicus y chromogenes, aunque ésta ûltima fue considerada, algo mâs 
tarde, como una nueva especie (Hâjek y cols., 1986).

Una nueva especie, 5. intermedius, que comprende cepas 
coagulasa positivas aisladas de nariz de palomas, visones, 
caballos y focas, fue descubierta por Hâjek (1976).
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Skerman y sus colaboradores (1980) determinaron la existencia 
de trece especies dentro del género Staphylococcus.

El sistema de clasificaciôn propuesto por Kloos y Schleifer 
(1975b) esté basado principalmente en estafilococos de origen 
humano, pero més tarde se extendiô al estudio y clasificaciôn de 
aislados de origen animal. Asl, se han llegado a identificar las 
siguientes especies * 5. gallinarum y 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 organisme anaerôbico Peptococcus 
saccharolyticus ha sido transferido al género Staphylococcus 
(Kilpper-Bâlz y Schleifer, 1981).

Ültimamente se han descrito nuevas especies y subespecies de 
estafilococos. En 1985, De la Fuente y sus colaboradores 
descubrieron la subespecie 5. aureus subsp. anaerobius . S. 
delphini (Varaldo y cols.,1988) es un estafilococo coagulasa 
positive aislado de delfines. S. lugdunensis y S. schleiferi 
(Freney y cols., 1988) son coagulasa negatives de origen humane. 
De ésta ûltima 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 
negatives aislado de gates (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 mayorla de las cuales son 
coagulasa negatives, mientras que S. aureus, S. intermedius, S. 
delphini y algunas cepas de 5. hyicus son coagulasa positivas.

En la tabla 4 se recoge la evoluciôn de las especies desde 
1974 hasta la actualidad.
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TABLA 4.- Divisiôn actual del género S t a p h y l o c o c c a a

1974* 1980** 1986+ 1991++
s. «u«a« 5. maxmw 8 . aaxmua s. a r la t t a a

S. «pidmrmfdf» 5. e m p it ia 8 . a a r ie a la r ia 8 . aaraaa

S. m aprepbytlcaa S. t to im ii 8 . oapiti# 8 . a u r le a la r ia

S. a ftidm rm id ia 8 , eapeam 8 . a a p it ia

S. ejytieu» 8 . aaraomaa 8 . eapraa

S. baedaia 8 . eaamolytSeoa 8 . oaiaeaaa

S. by ieaa 8 . onhnif 8 . c a a a o ly tic a a

S. ia tm aaad iaa S. a p id a ta d d ia 8 . ebroBBgaaaa

S. a ^ r o fb y t ie a a 8 . y a l l ia a ra a 8 . cnhnii
S. a c iu r i S. bam aolytieua S.

S. a îau lana 8. hminim S. a p id a m id ia

S. MLzaatri 8, b y ica a S. aqaoram

S. jq rloaoa S. lo ta a a a d iu a S. f a l l a

8 . a a o e b a ro ly ticu a S. ç a l l ia a ra a

S. saprppfayticua 8 , baa a to ly ticna

S. a c ia r i 8. hTÊKinim

S. aimüan* S. b y lcu a

S. v a rn a r i S, ia ta m a d iu a

S. xyloauB S. k lo o a i

S. la a tu a  

'  S. la g d m a tia ia  

S. a a o c h a re ly t ia ia  

S. a a p r^ b y t ic a a  

S. a e b la i fa r i  

S. a e i t i r i  

S. i j jm la n a  

S, im ro a r i 

S. xv loaua

* "Bergey'S Manual of Determinative Bacteriology", 8o ediciôn
1974. ** Skerman y cols., 1980.
+ "Bergey*s Manual of Systematic Bacteriology", la ediciôn, 1986.
++ citas en el texto.
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1.2.2.- CARACTZRlSTIGAS.

a) MorfolôQicas v estructurales

Son côlulas esféricas de 0.5 a 1.5 pm de diémetro. J^arecen 
solas o en parejas y caracterIsticamente se dividen en més de un 
piano, formando agrupaciones regulares o irregulares. Son Qram 
positivas e inmdviles 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 écido teicoico. El
diaminoécido presents en el peptidoglicano es L-lisina. La 
membarana citoplésmica contiene écidos lipoteicoicos.

b) De cultivo

Son aerobios o anaerobios facultativos. Crecen fécilmente en 
medios ordinarios (utilizan hidratos de carbono y/o aminoécidos 
como fuente de energia) y bajo condiciones aerôbicas (excepte 5. 
saccharolyticus que es anaerobio). La mayoria de las especies 
necesita una fuente orgénica de nitrûgeno (por ejemplo, ciertos 
aminoécidos) y vitaminas del grupo B (vitamina B1 y écido 
nicotlnico). La temperatura y pH ôptimos de crecimiento son de 
37oc 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 sôdico, aunque también se utiliza como 
medio selectivo el de Baird-Parker.

c) Metabôlicas

Poseen un metabolismo respiratorio y fermentative. Usualmente 
son catalasa positives. Pueden producir unos pigmentes de 
naturaleza carotenoide en presencia de oxigeno, diôxido de carbono
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y de calcio a una temperatura ligeramente inferior a la ôptima de 
crecimiento. Su papel fisioldgico se desconoce actualmente.

Caracteristicamente no producen coagulasa, enzima 
eztracelular que activa la protrombina o alguna sustancia similar 
que induce la conversidn del fibrinôgeno a fibrina.

Una gran variedad de carbohidratos puede ser utilizada 
aerôbicamente con la producciôn de écido. Para la mayor parte de 
las especies, el principal producto de fermentaciôn de la glucosa 
es el écido léctico; en presencia de oxigeno, los principales 
productos son el écido acético y el diôxido de carbono. La mayorla 
de las especies poseen fructosa 1,6-difosfatasa y aldolasa de la 
clase I. Son susceptibles de ser lisadas por la lisostafina y 
résistantes 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 
interpeptldico compuesto ûnicamente por residuos de glicina.

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

d) Hébitat

Las poblaciones naturales se encuentran principalmente 
asociadas con la piel, gléndulas subcuténeas, membranas mucosas y 
animales de sangre caliente. En varios estudios (Kloos y cols., 
1976a; Kloos, 1980), se ha encontrado que S. aureus prédomina en 
fosas nasales, mientras que S. epidermidis y S. hominis persisten 
en la piel de ingles, axilas, cabeza, piernas y brazos. S. capitis 
se alsla frecuentemente de cabeza, cara, oldo y piernas. 5. 
auricularis se aisla de oido externo. 5. xylosus, S. simulans, S. 
cohnii, S. saprophyticus y S. warneri se alslan sôlo 
ocasionalmente de la piel. El resto de los estafilococos coagulasa
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negatives se aislan predominantemente o exclusivzunente de animales 
o productos animales (carne, leche, queso) o bien de su entorno 
(suelo, agua..).

1.2.3.- ESIftgHgçggQS -ÇQAgg[ASA-HEfiM:iyQ£ 

a) £a^Qqenigidftd y vimlsnçifl

Los estafilococos coagulasa negatives pueden ser considerados 
como tipicos oportunistas, présentes normalmente en la piel y la 
mucosa del hombre. Las funciones fisiolôgicas de los estafilococos 
coagulasa negatives en estes niches no se conoce y no se sabe por 
qué los estafilococos coagulasa negatives llegan a ser virulentes 
en ciertas circunstancias.

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

Indudablemente, la reacciôn de la coagulasa tiene un valor 
taxonômico grande, pero esta reacciôn no esté 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 élabora 5. aareus 
(Dornbusch y cols., 1976; Gemmel y Roberts, 1973) - ha sido tenida 
en cuenta como un factor de virulencia. Taies factores pueden ser 
los siguientes:

- Toxinas y enzimas.

1.-Hemolisinas. En algunos estudios se ha comprobado la 
capacidad de los estafilococos coagulasa negativos para la 
producciôn de OC y â-hemolisinas (Gemmel y Roberts, 197j) y se ha 
tratado de relacionar con un posible papel patogénico. Asl, Kleck 
y Donahue (1968) encontraron que las hemolisinas eran producidas 
por la mayorla 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 Brun y sus 
colaboradores en 1971, en el que ezasiinaron 354 aislados clinicos 
de estafilococos coagulasa negativos, se observô que un 69% de 
estas cepas no eran d-henollticas. Mo obstante, entre aquéllas que 
mostraban actividad d-hemolltica, un 20.3% eran activas contra los 
eritrocitos hunanos.

2.- DMAsa. La estrecha relaciôn 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 OMAsa. La 
incidencia relativa de la enzima entre los estafilococos coagulasa 
negativos ha sido estudiada en un gran nûmero de ocasiones y varia 
entre el 8% y el 60% de las cepas examinadas, pues to que depende 
de la fuente de aislamiento de las cepas, asl como de la relativa 
sensibilidad del método usado para detectar la DMAsa (Dornbusch y 
cols., 1976; Bec ko y cols., 1974). En la mayorla de los casos 
estudiados, la actividad hidrolltica de la enzima era astable 
frente al calor (Gemmell y Schumacher-Perdreau, 1986).

3.-Proteinasas. La mayor parte de las cepas de S. aureus son 
activamente proteollticas. Esta propiedad se demuestra utilizando 
como sustrato gelatina o caselna. Bay très 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 révélé que producen principalmente proteinasas de los 
tipos II y III (Schumacher-Perdreau y cols., 1983).

4.- Fibrinolisina (Estafiloquinasa). Esta enzima realiza la 
conversidn del plasminôgeno a plâsmido y es responsable 
indirectamente de la actividad fibrinolltica de S. aureus. La 
estafiloquinasa es producida por un 90% de las cepas de S. aureus.



36

pero sélo 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 cllnicas hace que su 
contribuciôn a la patogenicidad de estos aislados sea 
insignificante (Gemmell y Schumacher-Perdreau, 1986).

5.- Lipasa y esterasa. La capacidad de los estafilococos 
coagulasa negativos de hidrolizar lipidos 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 S. aureus (Brunner 
y cols., 1981).

- Factores de virulencia de la superficie celular

1.- Câpsula. En algunos estafilococos coagulasa negativos se 
puede localizar, por encima de la pared celular, una estructura 
polisacaridica que constituye la câpsula. Se han descrito pocas 
cepas que produzcan câpsulas clâsicas "in vitro" (Anderson y 
Craven, 1984; Hogt y cols., 1983; Wilkinson, 1983). Baddour y sus 
colaboradores (1984) sugieren que la producciôn de la câpsula 
puede determiner la capacidad para colonizer paredes vasculares 
traumatizadas, asl como el endocardio.

En cualquier caso, muchas de las propiedades de ciertas 
especies de estafilococos coagulasa negativos proporcionan una 
evidencia indirecte de la capacidad de estos microorganismos para 
producir sustancias capsulares, como la capacidad de colonizer 
superficies artificiales (catéteres, injertos etc.), la pérdida de 
susceptibilidad a los fagos, la resistencia a la fagocitosis en un
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suero no inmune (por lo tanto, a la muerte fagocitlca) y sa 
carâcter extremadamente hidrofllico cuando sa hace el test de 
agregacidn en sal. Todas estas propiedades de los estafilococos 
coagulasa negativos sugieren que poseen capacidad de producciôn de 
câpsula.

2.- Slime. Numerosos estudios al microscopio electrônico, de 
transmis iôn y de barrido, han revelado la exis tencia de una 
sustancia amorfa alrededor de los estafilococos coagulasa 
negativos que estân adheridos a catéteres intravasculares y a otro 
tipo de instrumentes de plâstico de pacientes. A esta sustancia 
(glucoconjugado) se la ha denominado exopolisacârido, slime o 
glicocalix (Ludwicka y cols., 1984b; Marrie y Costerton, 1984; 
Peters y cols., 1982). La producciôn de slime por los 
estafilococos coagulasa negativos parece tener un isçortante papel 
en la colonizaciôn de tejidos injertados, catéteres y otros 
biomateriales (Hogt y cols., 1983).

3.- Proteinas. Las proteinas présentes en la superficie 
celular pueden representar una ventaja para el microorganismo 
patôgeno. Cuando éste se introduce en el huésped, sus antigènes de 
superficie pueden ser enmascarados por componentes del huésped, 
como fibronectina, fibrinôgeno y colâgeno, al unirse éstos a unas 
proteinas superficiales y especlficas del microorganismo (Kuusela, 
1978; Speziale y cols., 1985;Switalski y cols., 1983'; Wadstrôm y 
cols., 1976; Wilkinson, 1983).

En 5. haemolyticus y en otros coagulasa negativos aislados de 
infecciones, se ha demostrado la uniôn de fibronectina marcada con 
iodo 125 (Switalski y cols., 1983), mientras que cepas de 5. 
xylosus, S. capitis y otros estafilococos coagulasa negativos 
aislados de muestras cllnicas rareunente se unen. Ademâs, ninguno 
de los estafilococos coagulasa negativos une fibrinôgeno ni tiene 
la protelna A. Esta protelna, présente en S. aureus, une la regiôn 
Fc de la mayorla de las inmunoglobulinas G (excepto la igG]) pero 
no las IgA ni las IgH. También se ha demostrado que S. haemolyticus
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y cols., 1985).

Es évidente que tanto la producciôn de enzimas y toxinas 
extracelulares como los factores de virulencia de la superficie 
celular de los estafilococos coagulasa negativos tendrân que ser 
mâs estudiados para poder involucrar definitivamente estos 
estafilococos en la patogénesis de las infecciones nosocomiales. 
LO que si parece claro es que taies caracterlsticas pueden 
faciliter la colonizaciôn sobre cuerpos extrados del organisme 
(vâlvulas, catéteres...).

b) inplicaciôn en las infecciones hosoitalarias

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

Actualmente, los estafilococos coagulasa negativos son la 
causa mâs importante de las bacteremias, seguidos por S, aureus , 
de tal forma que el con junto de los estafilococos son responsables 
del 40% de este tipo de infecciôn nosocomial (Horan y cols., 
1988).

La mayorla de los aislados con significaciôn clinica 
pertenecen a S. epidermidis. Esto puede ser debido a la 
preponderancia de la especie en la piel y a que estos 
estafilococos coagulasa negativos poseen ciertos factores de 
virulencia ausentes en otros estafilococos. 5. epidermidis aparece 
principalmente en bacteremias, aunque también en infecciones 
quirûrgicas y del tracto respiratorio. S. saprophyticus‘suele ser 
la causa de infecciones del tracto urinario en mujeres jôvenes y 
rara vez estâ implicado en otro tipo de infecciôn, debido a la 
marcada afinidad de este microorganismo para adherirse a la
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células urogenitales humanas (Collen y cols., 1979; Bovallus 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. El resto han sido raramente isçlicados en 
casos de infecciôn.

Bay factores del huésped que favorecen las infecciones por 
los estafilococos coagulasa negativos, como son las roturas de 
barreras naturales, la exposiciôn previa a antibiôticos y los 
inmunosupresores. Aunque los fallos en la defensa del huésped son 
un factor importante, quizé la causa real del incremento de las 
infecciones debidas a los estafilococos coagulasa negativos sea el 
mayor uso de vâlvulas protéticas y de catéteres.

1.3.- IDEHTXFXCACIÔN Y TXPXFXCACXÔH DE LOS ESTAFXLXCOCOS 
COAGULASA NEGATXVOS.

1.3.1.- ESQUEMAS BÂSICOS Y AUTOMATIZADOS

En un pasado no muy distante, el ünico patôgeno reconocido 
del género Staphylococcus era 5. aureus, mientras que los 
estafilococos coagulasa negativos eran apreciados como simples 
contaminantes. Una vez que empezaron a ser consider ados como 
patôgenos, 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 significaciôn 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 informaciôn ûtil en estudios epidemiolôgicos 
(Koontz y Pfaller, 1989).
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Desde que se han descrito los estafilococos coagulasa 
negativos como patôgenos importantes, produciendo en pacientes 
normales e inmunodeprimidos endocarditis y septicemia (Kirchhoff y 
Sheagren, 1985), infecciones quirûrgicas (Blouse y cols., 1978), 
infecciones de material protêtico 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 
identificaciôn.

Kloos y Schleifer (1975b) fueron los primeros que 
describieron un esquema simplificado paira la identif icaciôn de los 
estafilococos coagulasa negativos. Ellos seleccionaron caractères 
claves de los estafilococos y llegaron a identificar més de un 80% 
de las cepas. Estos autores se basaron en los siguientes datos:
- Crecimento anaerôbico en un medio de tioglicolato.
- Susceptibilidad a la lisostafina (50pg/ml).
- Prueba de la coagulasa y factor de agregaciôn (cumpling factor).
- Actividad hemolitica.
- Reducciôn de nitrates.
- Actividad fosfatasa.
- Producciôn de âcido a partir de carbohidratos bajo condiciones 
aerôbicas. 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 (1.6pg/ml)

Debido a que este método requiere unos largos périodes de 
incubaciôn y es impracticable en el laboratorio clinico, se han 
desarrollado sistemas comerciales râpidos y algunos automatizados 
para la identificaciôn de los estafilocodos coagulasa negativos. A 
continuaciôn hacemos una breve descripciôn de estos métodos:

* Staph Ident System (Analytab Products, Plainview, N.Y.). No 
requiere instrumentaciôn, s in 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 Wolfahohl (1982) encontraron que las IdentifIcacioncs 
conseguidas con este répido sistema coincidlan en un 90% con las 
identificaciones por métodos convencionales.

* Stanh-Tract System (Analytab Products, Plainview, N.T.). 
Las ventajas que tiene son su fécil inoculacidn e interpretacidn. 
Ademés no requiere instrumentaciôn. Sin embargo, se han observado 
fallos en la identif icaciôn de S. warneri, S. capitis y 5. 
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 situaciôn. Por ejemplo: un disco de 
novobiocina de 5pg puede usarse para modificar la prueba de 
susceptibilidad a la novobiocina. Tzumpoco es automatizado, con lo 
que 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 Combo (American Microscan, Mahwah, N.J.). 
Después de la inoculaciôn e incubaciôn, los paneles pueden ser 
leldos manualmente o bien mediante un instrumento (auto-SCAN-4). 
Hussain y sus colaboradores (1986) encontraron una coincidencia 
del 79% al 95% en la identificaciôn de los estafilococos coagulasa 
negativos al conq>arar este sistema con métodos convencionales. Las 
desventajas del Microscan es que no identifies todas las cepas de 
S. warneri y 5. hominis y que el 66% de las ' identif icaciones 
requieren 48 horas de incubaciôn. Las ventajas son la lectura 
automatizada del biotipo y del antibiograma (Hussain 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 identificaciôn. El 91% de las identificaciones 
coinciden con las realizadas por el método de Kloos y Schleifer 
(1975b), segûn Skulnick y sus colaboradores (1987).

* Automicrobic System Gram positive Identification Card 
(Vitek systems. Inc., Hazel Wood, Mo.). Es un método de 
identificaciôn totalraente automatizado, de corto tiempo de
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incubaciôn y peguefio inôculo. Sôlo llega a identificar seis cepas 
- S, aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, 5. 
hominis y S. simulons (Almeida y cols., 1983) -, aunque su base de 
datos ha sido ançliada ültimamente para llegar a identificar doce 
especies.

En la tabla 5 podemos observar algunas de las caracterlsticas 
de cada uno de estos sistemas de identificaciôn râpida:

TABLA 5.- Sistemas comerciales de identificaciôn râpida 
(Koontz y Pfaller,1989)

Sistema
Tiempo 
r horas)

NQ especies 
identificadas

Porcentaie correcte 
^ to d a s  S . eoi* S. saoro'*’

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 identificaciôn para los estafilococos 
coagulasa negativos se aplican principalmente en el laboratorio 
clinico. En el laboratorio de referencia se prépara el esquema de 
identificaciôn propuesto por Kloos y Schleifer (1975b), que, 
aunque no ha encontrado plena aceptaciôn, es el mâs utilizado, 
pues los autores han confirmado su esquema usando métodos 
taxonômicos modernos sobre la composiciôn de la pared celular, 
hibridaciôn del DNA, electroforesis de enzimas isofuncionales y 
relaciones inmunolôgicas de proteinas (Schleifer y cols., 1979).
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Hay otras caracterlsticas de los estafilococos coagulasa 
negativos qua ayudan a diferenciar unas especies de otras, como 
son:

- La hemdlisis con sinergismo: evalûa la producciôn de d~ 
toxinas (Hébert y Hancock, 1985).

- La hidrôlisis del PYR (piroglutamil - fi- naphtinamida) 
usando una prueba comercial (Carr-Scarborough, Stone Mountain, 
Ca.).

- Los estudios de susceptibilidad a la novobiocina (5)/g), 
polimixina B (300 U), bacitracina (10 U), furazolidona (lOOpg) 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 
patôgenos y no patôgenos, que comenzô hace mâs de cien afios, 
continûa hoy.

Hasta hace poco, se pensaba que los estafilococos coagulasa 
positivos que se aislaban tenlan casi siempre significado 
patolôgico, mientras que las cepas de estafilococos coagulasa 
negativos no lo tenlan, ya que podlan ser fâcilmente contaminantes 
al tener un hâbitat tan ubicuo.

La tipificaciôn de los microorganismos para determinar sus 
relaciones biolôgicas y genéticas ha sido muy utilizada en 
estudios epidemiolôgicos de infecciones por S. epidermidis. Los 
métodos de tipificaciôn mâs comunes son:
- Patrones de susceptibilidad a agentes antimicrobianos 
(antibiotipia).
- Caracterizaciôn bioqulmica (biotipia).
- Patrones de susceptibilidad a fagos (fagotipia).
- Serotipia.
- Anâlisis molecular de plâsmidos (plasmidotipia).
- Digestiôn de DNA con endonucleasas de restricciôn.
- Hibridaciôn de DNA.
- Producciôn de slime.
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La mayorla de estos métodos no tipiflean gran cantidad de 
microorganismos. Por eso ha sido més utilizada una combinaciôn de 
diferentes sistemas con el fin de conocer el origen, reservorios y 
modos de transmisidn de estos importantes patôgenos nosocomiales. 
Por otra parte, sobre un paciente al que se le hayan aislado dos o 
més cepas de estafilococos coagulasa negativos en més de una 
ocasiôn, es necesario conocer si estos mûltiples aislados tienen 
las mismas caracterlsticas fenotlpicas e incluse genotlpicas para 
indicar bacteremia persistante o contaminaciôn. Para decidir si 
estos mûltiples aislados son iguales o diferentes, se han 
desarrollado varios sistemas de tipificaciôn que normalmente se 
utilizam en combinaciôn.

1.3.2.- MÉTODOS DE TIPIFICACIÔN

Los métodos de tipificaciôn més importantes usados para los 
estafilococos coagulasa negativos son los siguientes:

- Antibiotipia

Se han puesto en préctica en el laboratorio clinico mediante 
procedimientos estandarizados. Se obtienen fâcilmente patrones, 
por lo que los médicos loS utilizan rutinariamente para 
identificar cepas de 5. epidermidis. Dado que los patrones de 
antibiogramas estân influidos por el uso de los antibiôticos en un 
hospital, este método debe ser usado dentro de un entorno 
localizado(Parisi y Hecht, 1980).

La antibiotipia es un marcador epidëmiolôgico aceptable. Asl 
se comprobô en un estudio publicado por Christensen y sus 
colaboradores en 1983 y en otros publicados por Ludlam y sus 
colaboradores (1989a,b) quienes encontraron que los antibiograunas 
tenlan un 98% de reproductibilidad y un alto poder diseriminatorio 
en un estudio de peritonitis causadas por estafilococos coagulasa 
negativos en pacientes que reciblan diariamente diâlisis 
peritoneal. Sin embargo, es importante considerar la estabilidad
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genêtica de los aislados. Existe evidencia de la pérdida de 
pl&smidos de resistencia por S. epidermidis en pacientes que estén 
mucho tiempo hospitalizados.

Aunque la resistencia a la meticilina ha sido usada como 
marcador para el estudio de la frecuencia de aislados résistantes 
de s. epidermidis en pacientes operados del corazôn (Bentley y 
cols., 1970), la aparicidn de muchas cepas de S. epidermidis 
résistantes a meticilina (Archer y Tenebaum, 1980) hace que el uso 
de este marcador de resistencia sea inadecuado en estudios 
epidemiolôgicos. Ya desde 1981, 5. epidermidis ha sido visto como 
un coco Graun positivo cuya resistencia a casi todos los agentes 
antimicrobianos iba aumentando (Atkinson y Lorian, 1984). A pesar 
de este hecho, los antibiogramas siguen practic&ndose por su fécil 
y râpida realizaciôn, aunque en la mayorla de los casos ha sido 
usado en con j une iôn con la biotipia.

- BiôtîBia

Muchos y diferentes sistemas de biotipificaciôn de los 
estafilococos coagulasa negativos han sido desarrollados basândose 
en numerosas pruebas bioqulmicas y fisiolôgicas. Baird-Parker 
(1963,1965,1974) clasificô por primera vez los estafilococos 
coagulasa negativos de origen no clinico (comida, suelo, agua, 
aire y animales domésticos) en biotipos. 'Su esquema de 
clasificaciôn no tenla validez epidemiolôgica, debido al limitado 
nûmero de fenotipos reconocidos, la predominancia del biotipo 1 en 
la piel y la extendida distribuciôn del biotipo 1 en los 
hospitales.

Bentley y sus colaboradores (1968) desarrollaron un esquema 
especlfico para los aislados clinicos de los estafilococos 
coagulasa negativos. Utilizaron seis pruebas (oxidaciôn de maltosa 
y manitol y producciôn 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 
pequeno nûmero de biotipos que reconocla.
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Otro esquema que utilizaba la producciôn de âcido a partir de 
la galactosa, fructosa y manosa y la producciôn de gelatinosa y 
ureasa, fue desarrollado por Holt (1969) para estudiar los 
estafilococos coagulasa negativos aislados de sondas y sangre de 
niflos con sondas en el fluido cerebroespinal.

También se han desarrollado otros esquemas de 
biotipificaciôn, pero nunca se han usado de forma generalizada. 
Algunos de estos esquemas utilizaban pocas pruebas (Akatov y 
Khatenever, 1976? Heczko y cols., 1974? Pelzer y cols., 1973)? 
otros usaban demasiadas o contenlan excesivos pasos para que 
resultaran prâcticas (Mortensen, 1973).

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

Posteriormente empezaron a usarse las técnicas de 
identificaciôn râpida que mâs arriba hemos descrito (Staph Ident, 
Staph Trac, Minitek, Microscan, Sceptor y Automicrobic).

- Laqatipiâ

El éxito de la fagotipia en S. aureus indujo a la utilizaciôn 
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 (Pulverer y 
Pillich, 1971; Pulverer y cols., 1973); y Dean, Williams, Hall y 
Corse en Inglaterra (Dean y cols., 1973). Los fagos se obtenlan 
mediante inducciôn con mitomicina c o irradiaciôn ultravioleta
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sobre las cepas. Los resultados no tuvieron mucho éxito. El 
porcentaje més 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 (Slcahan y 
Parisi, 1977; Talbot y Parisi, 1976), al obtener resultados 
ins at is f actor ios con los fagos de Verhoef y sus colaboradores 
sobre sus aislados de S. epidermidis, consiguieron su propio set 
de fagos. Indicaron que parecla ezistir una variaciân geogréfica 
en la sensibilidad de los fagos : los fagos eran mâs actives sobre 
las cepas aisladas en el mismo sitio en que los fagos fueron 
obtenidos. También encontraron que sus fagos eran mâs eficaces 
sobre las cepas de 5. epidermidis que sobre las descritas por 
Kloos y Schleifer (Jefferson y Parisi, 1979).

- ggrptipia

La serotipia, como técnica para estudios epidemiolôgicos, no 
ha sido tan desarrollada como la fagotipia. Esto es debido a las 
dificultades para preparar antisueros especificos y a la 
estandarizaciôn del método. Las reacciones de aglutinaciôn 
cruzadas entre 5. epidermidis y S. aureus fueron descubiertas hace 
tiempo (Morse, 1962; Pillet y Orta, 1954). No obstante, algunas 
pruebas de absorciôn cruzada indicaron que S. epidermidis ténia su 
propio juego de aglutinôgenos (Aasen y Oeding, 1971). Mientras que 
el ribitol-âcido teicoico con residuos de N-acetil glucosamina es 
caracteristico de las paredes celulares de 5. aureus, el glicerol- 
âcido teicoico con residuos glucosilo esté présente en la pared 
celular de s. epidermidis (Davison y Baddlley, 1963; Morse, 1963; 
Losnegard y Oeding, 1963).

Ültimamente se ha desarrollado un sistema de tipificaciôn 
serolôgica basado en anticuerpos monoclonales (Gabelish y cols., 
1990).
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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 enfermes demostraron 
que las cepas que tenlan el mismo fagotipo, biotipo y amtibiograma 
podlan distinguirse claramente por el perfil plasmldico. Otros han 
combinado esta técnica con la fagotipia y antibiogramas para 
establecer la relacidn epidemiolôgica entre aislados de pacientes 
con endocarditis (Archer y cols., 1982). También ha sido utilizada 
para diferenciar los contaminantes de la piel de les cultives 
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 plâsmidos de 5. epidermidis 
es sencilla y ya se practice en los laboratorios clinicos. S 
epidermidis es ideal para este tipo de anâlisis por el gran nûmero 
de plâsmidos 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 plâsmidos, resultando que cepas idénticas 
producen diferentes perfiles plasmidicos (Parisi y Hetch, 1980).

-Anâlisis molecular de plâsmidos

El râpido desarrollo de las técnicas para estudiar los 
plâsmidos 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 plâsmidos y estimar su peso 
molecular ha permitido que esta técnica sea aplicada en muchos 
laboratorios clinicos. Cuando combinamos lo anterior con la 
digestiôn de los plâsmidos mediante endonucleasas de restricciôn 
(que catalizan la rotura de la doble hebra de DNA en sitios de 
reconocimiento especificos), obtenemos unos fragmentes de DNA de
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diferentes taaafios dependiendo de dônde estuvieran los sitios 
especificos que reconocen las endonucleasas. Estos fragmentos son 
separados por electroforesis y se obtienen unos patrones que 
pueden ser conqparados para determinar su grado de afinidad. No 
obstante, esta técnica nos proporciona una informaciôn preliminar 
sobre las homologias de los plâsmidos, 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 hibridaciôn DNA-DNA. En estafilococos coagulasa 
negativos ha sido estudiada por Pfaller y Herwaldt (1988). Las 
endonucleasas de restricciôn también han sido usadas sobre el DNA 
total bacteriano en los estafilococos coagulasa negativos (Renaud 
y cols., 1988).

- Eradygçi^n dg "si âme"

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 producciôn de slime 
es una propiedad astable y discriminatoria entre cepas de S . 
epidermidis. El test para su producciôn se realiza fâcilmente y 
puede ser cuantificado. Finalmente, esta propiedad estâ 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 producciôn de slime tiene un alto poder 
discriminatorio (Christensen y cols., 1983). Ademâs de una ayuda 
en la identif icaciôn de las cepas, esta propiedad puede 
proporcionarnos el discernimiento de las capacidad de 5. 
epidermidis para producir infecciones en pacientes con cuerpos 
extranos al propio organismo. Hay evidencias de que el ataque de 
5. epidermidis a polimeros sintéticos de biomateriales no depende 
sôlo de la producciôn de slime, sino de muchos otros factores, 
como la tensiôn superficial, carga y energia libre de superficie e 
hidrofobicidad (Ludwicka y cols., 1984a).
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La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida 
(Clink y Pennington, 1987; Maggs y Pennington, 1989), el 
immunoblotting (Thomson-Carter y Pennington, 1989), el anâlisis 
del DNA plasmldico y cromosômico con endonucleasas de restricciôn 
(Bialkowska-Hobrzanska y cols., 1990b) y la ribotipia (Bialkowska- 
Hobrzanska y cols., 1990a) también han sido usados para la 
identificaciôn de los estafilococos coagulasa negativos, aunque en 
menor proporciôn.

Podemos concluir diciendo que algunos de estos métodos 
proporcionan mâs datos epidemiolôgicos que otros y que el uso de 
una combinaciôn de ellos séria la soluciôn idônea.



51

OBJETXVOS
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2 -  OBJBTIVOS

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

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

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

- mejorar el valor predictivo de un aislado clinicameote 
significativo;

- proporcionar una informaciôn epidemiolôgicamente ûtil en el 
anâlisis de brotes.

- estudiar la transmisidn de cepas en ausencia de infecciôn.

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

1) Obtenciôn de un juego de fagos autôctono que nos permita 
caracterizar el mayor nûmero de cepas posible de estafilococos 
coagulasa negativos mediante la fagotipia. Para ello, a partir de 
una muestra de estafilococos coagulasa negativos amplia y 
représentâtiva de toda el ârea geogrâfica de Espaha del aho 1986 
(estudio multicéntrico), se indujeron los profagds o fagos 
lisogénicos de todas las cepas de 5. epidermidis previamente 
identificadas mediante pruebas fenotlpicas, de acuerdo con el 
esquema propuesto por Kloos y Schleifer (1975b).



2) Obtenciôn del juego de fagos de Dean and Williams" . Se 
trata de fagos que se estàn utilizando en diverses paises.

3) Fagotipia conveneional al 100 RTO, 1000 RTD y fagotipia 
tras el tratamiento con caler, con les juegos de fagos sefialados, 
sobre las cepas de S. epidermidis, para realizar un estudio 
comparative de la eficacia de les dos juegos de fagos y de las 
tôcnicas empleadas en la fagotipia.

4) Identificaciôn y fagotipia de cepas de estafilococos 
coagulasa negatives procedentes de un estudio multicéntrico 
realizado en EspaAa durante el ano 1990.

5) A partir de un grupo de cepas de estafilococos coagulasa 
negatives relacionadas epidemiolôgicamente (dos o mâs aislados 
proceden de un mismo paciente) se llevô a cabo el estudio de les 
siguientes marcadores epidemiolôgicos:

A. -Biotipia; identificaciôn de las especies siguiendo el 
esquema propuesto por Kloos y Schleifer.

B.- Fagotipiat aplicaciôn de les dos juegos de fagos a una 
concentraciôn 1000 veces superior a la diluciôrf de rutina (RTD) 
tras un tratamiento térmico (48'C).

C.-Fagotipia inversa como método alternativo de tipificaciôn.

D.-Plasmidotipia. Con el anâlisis plasmidico se pretende el 
aislamiento y caracterizaciôn de los plâsmidos contenidos en los 
aislados. Esto es necesario para obtener una informaciôn 
complementaria en los casos en que las cepas de un mismo paciente 
presenten el mismo patrôn fâgico 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 infeccidn 
hospitalaria.

F.-Estudio del factor de virulencia "slime". Se sabe que la 
producciôn de polisac&ridos extracelulares favorece la adherencia 
de las cepas a biomateriales utilizados en sondas, catéteres y 
v&lvulas, por lo que se puede establecer una relaciôn entre las 
cepas productoras de "slime" y su implicaciôn en patologia.

G.-Estudio comparative de los diferentes marcadores 
utilizados para determinar cuàl de ellos proporciona los datos mAs 
convincentes en la caracterizaciôn de las cepas de estafilococos 
coagulasa negatives.
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MATERIAL Y METODOS
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3.. HMCTiAii y wtoaaa
3.1.- AISLADOS

3.1.1.- PROCBDEHCIA PE LAS CEPAS

Se ban estudiado tres grupos de cepas:
a) 268 aislados de estafilococos coagulasa negatives 

procedentes de un estudio multicéntrico, realizado en 1986, en el 
que ban participado 74 bospitales de toda Espafia. El nûmero de 
aislados résulté mener al descontar aquellos que no fueron viables 
(por ausencia de crecimiento o por contaminaciôn masiva), los que 
no se pudieron clasificar y los identificados como 5. aureus y no 
estafilococos. Por otra parte, de las 247 cepas de estafilococos 
coagulasa negatives, 168 perteneclan a 5. epidermidis. Todas estas 
cepas eran de origen bospitalario.

b) 188 cepas de estafilococos coagulasa negatives procedentes 
de los lêüxsratorios de microbiologla de distintos bospitales del 
pais, como consecuencia de un estudio multicéntico realizado en el 
ano 1990.

c) El tercer grupo comprende 202 cepas de estafilococos 
coagulasa negatives epidemiolôgicamente relacionadas, es decir, 
pertenecientes a distintos pacientes a los cuales se les aislaron 
més de un estafilococo coagulasa negative. Se recibieron en 
nuestro laboratorio entre los anos 1988-1989 procedentes de dos 
bospitales ("Gregorio Maranôn" de Madrid y "Vall d'Hebrôn" de 
Barcelona) que envian muestras periôdicamente con el fin de 
vigilar zonas de alto riesgo o la posible apariciôn de brotes 
infecciosos.

3.1.2.- CRECIMIENTO Y CONSERVACIÔN

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

Para la multiplicaciôn de las cepas recibidas en el 
laboratorio, se utilizaron plaças de agar sangre. Se realizô una
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siembra en aislamiento y se incubô 18 horas a 37sc en presencia de 
oxlgeno.

Aquellas cepas que llegaban contaminadas eran reaisladas en 
plaças de agar manitol salado a 37@C durante 18 a 24 horas.

A partir de un cultivo puro, se conservé el germen en leche 
descremada distribuida a 0.5 ml en pequenos viales (liofilizado o 
guardado en congelador a -70CC).

Para su conservaciôn durante cortos periodos de tiempo, se 
eo^leô un medio de triptosa con extracto de levadura (TSA) 
inclinado, repartido en 2-3 ml y guardados a 4@C.

3.2.- IDENTZPICACZÔR (biotipia)

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

a) ACTIVIDAD COAGULASA

Se realizô siguiendo la técnica de Barry y sus colaboradores 
(1973) en tubos con plasma de conejo diluido 1/4 en soluciôn 
salina. Para ello se sangrô un conejo del animalario y se recogiô 
la sangre con citrato trisôdico al 1%. Se separô el plasma por 
centrifugaciôn a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos. El sobrenadante 
se distribuyô a 0.5 ml en pequenos viales, a los que se anadieron 
dos gotas de un cultivo de estafilococo crecido en BHI (infusiôn 
de cerebro corazôn) durante toda la noche a 37o c . A continuaciôn, 
se incubaron los tubos en un bano a 37oc durante 4 horas. Se 
observé la presencia o ausencia de coâgulo. Cualquier grado de 
coagulaciôn era considerado como positivo.

Se incluyeron dos cepas como control: la cepa Oxford, como 
control positivo, y la cepa de nuestra colecciôn 8887, como 
control negativo.
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Esta prueba fue realizada siguiendo la técnica de Barry y sus 
colaboradores (1973). El mismo cultivo llquido de BEI, utilizado 
para hacer la prueba de la coagulasa, se calentô a lOOec durante 
15 minutos y fue distribuido mediante una pipeta Pasteur en 
pocillos de aprozimadamente 3 mm de diésietro, cortados en una 
plaça de agar que contenla DNA y azul de toluidina.

Tras la incubacidn a 37oc durante 4 horas, los estafilococos 
productores de nucleasa termoestable lisaban el DMA contenido en 
el agar produciendo un halo rosado alrededor del pocillo que 
contenla el extracto de estafilococo correspondiente. Aunque el 
método no es cuantitativo, el logaritmo de la concentracidn de 
DNAsa/ml esté relacionado linealmente con el diâmetro de la 
reaccidn. En esta técnica se incluyeron los mismos contrôles que 
para la prueba de la coagulasa.

C) ESTroiO..MQRTOL<SSIÇO ï. PB9BgÇC.I<SE PB EIQMBKE9

En el estudio morfolôgico de las colonias se considerô la 
forma, el tamaho, el perfil, el borde, la transmisiôn de la luz y 
la pigmentaciôn de las mismas. La determinaciôn de estos 
caractères se hizo en agar-P después de incubar las diferentes 
cepas durante 4-5 dlas a 37oc.

d) ACTIVIDAD HEMOLlTICA

Las diferencias en la actividad hemolitica de las especies 
fueron puestas de manifiesto sembrando los aislados en plaças de 
agar sangre preparadas con agar Muel 1er-Hinton y 5% de hematiés de 
carnero. Las plaças se incubaron a 37&C y se realizô la lectura a 
las 48 horas de incubaciôn. Los resultados fueron interpretados de 
âcuerdo con el siguiente esquema:

(+): fuerte hemôlisis ( al.5 mm de halo)
(±): hemôlisis débil o moderada (<1.5 mm de halo)
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(-): hemôlisis no detectable.

e) PRODUCCIÔN DE ACETIUŒTILCARBIWOL facetolna)

A partir de un inôculo 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 dlas. En 
presencia de oxlgeno atmosfôrico, los productos finales (acetoina 
y 2,3-butanediol) son oxidados a diacetilo. Al cabo de este 
tieî K), a una alicuota de 2.5 ml de cultivo se le agregaron los 
reactivos VP de Barritt (1936) directamente y en el siguiente 
ordent

- 0.6 ml de una soluciôn 0(-naftol al 5%. Se trata de una 
soluciôn alcohôlica que actûa como intens if icador del color.

- 0.2 ml de una soluciôn de hidrôxido potâsico (KOH) al 40% 
que contribuye a la absorciôn del CO2.

Se agitô el tubo suavemente para exponer el medio al oxlgeno
atmosférico con el fin de oxidar la acetoina en diacetilo, que es 
el reactante para el color producido en la reacciôn de Voges- 
Proskauer. Se dejô descansar el tubo por lo menos 10 ô 15 minutos 
antes de intentar la interpretaciôn de los resultados.

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

f) P£pyç.CI0K PB yiTOVTOS

Las cepas se sembraron en un tubo que contenla 5 ml de caldo 
nitratado (medio de nitrato de potasio). Este medio favorece el 
crecimiento y ofrece las condiciones anaerôbicas necesarias para 
que sea activada la enzima nitratasa sensible al oxlgeno. Se 
incubaron a 37sc  durante 5 dlas,junto a un tubo sin inoculer que
hacla de testigo, al cabo de los cuales se anadieron los
reactivos:

- 1 ml de reactivo A (dimetil-0(-naftilamida al 0.6%)
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- 1 ml de reactivo B (écido sulfanilico al 0.8%).
La reducciôn del nitrato (NO3) en nitrito (NO2) esté indicada 

por la apariciôn de color cuando el nitrito reacciona con los dos 
reactivos y se forma un comtes to diazoico ( p-sulf obenceno-azo-0(- 
naftilamida). El enlace del grupo azo ( -l^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 presenter muy poca 
o ninguna coloraciôn.

Algunos organismes son capaces de reducir el nitrato en 
nitrito, aunque destruyen el nitrito con la misma rapides con que 
se formô dando un resultado falsamente negativo. Por ello, se 
realizô la prueba de la reducciôn del zinc con el objeto de 
confirmer los resultados. Consistiô en agregar una pequefia 
cantidad de polvos de zinc sobre los tubos que no desarrollaron 
color. Una prueba positiva de esta reducciôn (ausencia de color) 
indice que el nitrato es reducido en nitrito y vuelto a reducir. 
Una prueba negative (color rosado a rojo intenso) quiere decir que 
el nitrato esté présente en el medio y no ha sido reducido por el 
microorganismo.

g) ACnviPAP MSFATASA

Las cepas fueron sembradas en un tubo que contenla agar 
nutritive inclinado, al que se le anadiô la sal sôdica difosfato 
de fenolftaleina (PDP al 1.5%), y se incubaron a 37oc durante 
cinco dlas.

Se utilizô 0.5 ml de hidrôxido sôdico (Na OH) ION como 
reactivo para revelar la actividad fosfatasa.

Se considerô una prueba positiva cuando las colonias se 
volvlan de color rojo-rosado brillante, mientras que, si las 
colonias se mantenlan claras o blancas, se considerô la prueba 
negativa.
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h) FERMENTACIÔW DE HIDRATOS PB CARBONO

La capacidad de un organismo de fermentar los hidratos de 
cabonono incorporados a un medio bésico bajo condiciones aerôbicas 
fue detectada usando el método de agar en plaça. Cada carbohidrato 
filtrado fue afiadido a un medio llamado pûrpura agar-base 
previamente esterilizado en autoclave, que tiene como indicador de 
pH pûrpura de bromocresol. La concentracidn finaü. del carbohidrato 
en agar fue del 1%.

A partir de un cultivo fresco en BEI, las cepas fueron 
inoculadas en las plaças mediante un multiinoculador. Se incubaron 
a 300C durante 5 dias, al cabo de los cuales se realizô su 
lectura.

Las reacciones fueron interpretadas de la siguiente manera:
(+): producciôn de écido. Aparece un color amarillo en el 

medio alrededor del inôculo.
(i): débil producciôn de âcido. Color amarillo pâlido en el 

lugar en donde esté el inôculo.
(-): no hay producciôn de écido y no existe vira je de color. 
Los azûcares probados fueron los siguientes: xilosa, glucosa, 

galactosa, manosa,sacarosa, maltosa, lactosa, trealosa, xilitol y 
manitol.

i) SUSCEPTIBILIDAD A LA NOVQBIOCINA

La susceptibilidad de los estafilococos coagulasa negativos a 
la novobiocina se comprobô inoculando las cepas crecidas en BHI 
mediante un multiinoculador en una plaça que contiene medio A y 
novobiocina a una concentraciôn de 1.6pg/ml.

Las plaças fueron incubadas durante 4 8 horas a 37oc y se 
procediô a su lectura. Si habia crecimiento en el sitio del 
inôculo la cepa era resistente. Era sensible cuando no se 
observaba ninauna colonia.
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j) PRODUCCIÔN DE ÂCIDO A PARTIR DEL_GLICERQL ABRÔBICAMmrPg EN
PRESENCIA Pg.-BRITRQMIÇnft

Esta prueba esté basada en la propiedad que tienen los 
estafilococos (pero no los micrococos) de crecer y producir écido 
a partir del glicerol en presencia de 0.4pg/ml de eritromicina. 
Para su ejecuciôn se siguid la técnica propuesta por Schleifer y 
Kloos (1975b).

Como medio basai utilizaunos el agar pûrpura de bromocresol al 
que se le afiadid un 1% de glicerol y la eritromicina.

Cada plaça se sembrd mediante el multiinoculador y la lectura 
se realizô tras 24, 48 y 72 horas de incubaciôn a 370C,
considerando positivas las cepas que crecian y evidenciaban un 
cambio en la coloraciôn del medio por viraje del indicador pûrpura 
original a amarillo alrededor del inôculo.

3.3.- IHDUCCIÔN DE FAGOS LISOGÉNICOS O FAGOTIPIA INVERSA 
(juego autôctono)

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

Cada cepa-problema se hacla crecer en caldo comûn duramte 18- 
24 horas. Este cultivo era diluido 1/3 con caldo comûn e incubado 
en baûo a 37ce durante 30 minutos. Transcurrido dicho tiempo, se 
anadiô mitomicina C (Sigma) para obtener una concentraciôn final 
de 0.5pg/ml. Tras incubar nuevamente en baûo a 37&C durante media 
hora se centrifugô a 5000 r.p.m. durante 15 minutos y se descartô 
el sobrenadante. Se resuspendiô el sedimento en 2ml de caldo comûn 
y se incubô 90 minutos en bafio a 37o c . Para permitir la liberaciôn 
de los fagos de los restes bacterianos, se centrifugô nuevamente a 
5000 r.p.m. 15 minutos y se recogiô el sobrenadante, en donde se 
supone que se encontraban los fagos inducidos.
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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.- FAGOTIPIA

3.4.1.- PROPAGACIÔN DEL JUEGO DE BACTERIÔFAGOS

Los fagos utilizados en este estudio fueron doce, 
seleccionados a partir de su inducciôn en cepas-problems. Cada 
fago tiene su cepa propagadora en la cual se multiplies. Tanto el 
fago como la cepa se guardan en viales a -70@C. Para su uso, las 
cepas se siembran en tubos de TSA con el agar inclinado.

a) Purificaciôn del faao

La purificaciôn del fago es necesaria para que pueda ser 
propagado. Con este fin se realizan como mlnimo tres pases 
suces ivos en plaças de agar comûn 1.1 (Talbot y Par is i, 1976):

- Primer pase: se inunda una plaça de agar comûn 1.1 con un 
cultivo de caldo comûn de la cepa propagadora crecida a 37@C 
durante 4 horas en agitaciôn. Se retira es excess de liquide con 
una pipeta Pasteur. Una vez seca la plaça, se colocan sobre la 
superficie gotas de diluciones crecientes del fago desde 10~^ 
hasta 10~'̂ . Tras incubar durante 18 horas a 30QC se observa la 
presencia de plaças de lisis. Se toca un plaça de lis is con la 
punta de una pipeta Pasteur cerrada y se diluye en 0.5 mililitros 
de caldo comûn. Esta cantidad se considéra como "fago puro".

- Segundo pase: la técnica es la misma que en el pase 
anterior. Se hacen diluciones desde la 10"^ hasta 10“  ̂ fago 
del primer pase considerado puro y se colocan sobre la superficie 
de la plaça de agar ya inoculada y seca. Tras incubar 18 horas a
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30@C se observa la presencia de plaças de lisis y se vuelve a 
tocar una de ellas con una pipeta Pasteur cerrada, diluyéndola en 
0.5 mililitros de caldo comûn. 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 plaça de lisis y se diluye en 0.5 mililitros de caldo 
comûn. Este es el fago purificado que vamos a utilizar para su 
propagaciôn.

b) pçwrminMiôn dgl-RTB

Antes de realizar la propagaciôn de un fago, hay que 
determinar su RTD (routine test dilution) tituléndolo sobre su 
cepa propagadora. Para ello, se inunda una plaça de agar ccmtûn 1.1 
con un cultivo en caldo de la cepa propagadora, retirando el 
exceso de llquido con una pipeta Pasteur. A continuaciôn s,e 
colocan sobre la superficie de la plaça de agar, ya inoculada y 
seca, gotas de diluciones crecientes del fago que queremos 
titular, desde 10~^ hasta 10"^. Tras incubar durante 18 horas a 
30QC se observa la presencia de plaças de lisis considerando como 
RTD la méxima diluciôn que da lisis confluents.

c) Propagaciôn en medio sôlido

Se realizô por el método de agar semisôlido descrita por 
Swanstrom y Adams (1951). Se calentô el- tubo de agar semisôlido 
distribuido en 6 ml para fundirlo, dejândolo enfriar a 45%. Se 
anadiô entonces:

- 0.6 ml de un cultivo en caldo comûn de la cepa propagadora 
crecido a 370C durante 4 horas en agitaciôn.

- 0.6 ml de fago diluido a su RTD
- 0.25 ml de cloruro câlcico al 1%.
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Sobre una plaça de agar comûn 1.1 de 15 cm de diémetro se 
afladlô el agar semisôlido que contenla la mezcla del fago y de la 
cepa propagadora en proporciones equilibradas, para que se 
produjera una lisis semiconfluente. Se incubô durante 18 horas a 
30OC y se recogiô el fago contenido en la sobrecapa afladiendo 15 
ml de caldo comûn a la plaça. La sobrecapa se desprendiô y se 
resuspendiô en el caldo por medio de una pipeta Pasteur doblada en 
éngulo recto. Esta suspensiôn se centrifugô a 5000 r.p.m. una hora 
y el sobrenadante fue recogido y filtrado mediante unas membranas 
millipore de 0.22pm de diâmetro.

Por ûltimo, se realizô una nueva titulaciôn sobre la cepa 
propagadora y se desecharon aquellos fagos cuyo titulo no era 
elevado. Se conservaron a 4QC hasta su uso. Tambiém fueron 
guardados a -70QC y liofilizados.

d) Espectro lltico

Cada fago propagado fue enfrentado a 20 cepas patrôn para 
conçrobar su espectro lltico. Asi se consigue detectar cualquier 
mutaciôn o modificaciôn que haya podido tener lugar durante la 
propagaciôn.

El espectro lltico de los fagos se determinô segûn la 
descripciôn de Blair y Williams (1961). Cada fago se titulô 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 tltulos obtenidos sobre ellas con el obtenido sobre la cepa 
propagadora. Se evaluaron estos tltulos en una escala de 1 a 5 en 
la que el nûmero 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”^ô 10“2 menor, el 3 a tltulos 
10~3ô 10“  ̂veces menor y asl sucesivamente.

Los valores del espectro lltico de cada fago fueron 
comparados con los ya conocidos (elaborados previamente por 
nosotros) y se desecharon aquellos cuyo espectro no coincidla.
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TABLA G.- Espectro lltico de los doce fagos autôctonos.
FAGOS*

CEPAS*
A B C 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 0 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 5 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
275A 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
A9C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B1 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: 89904; B: 89954; C: 90319; D: 90338;! E: 90340; F: 90341; G: 90
H: 90502; I: 90509; Ji 43763; K: 43764; L: 43785.

+ Cepas propagadora# dal juego de fagos de "Dean and Williams" 
Ndmcros: grados de lisis. Ninguna-0 hasta confluante-5.
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Los fagos se conservaron a 4QC. A partir de ellos se 
prepararon las diluciones del RTD, 100 RTD y 1000 RTD para hacer 
la fagotipia y se repusieron periôdicamente cada 15 dlas en 
previsiôn de una posible pôrdida de titulo.

3.4.2.- TÉCNICA DE LA FAGOTIPIA

a) BgflligftSiiSn

Cada aislado se inoculô en un tubo de caldo cranûn a partir de 
un cultivo puro y se incubô a 37SC durante 4 horas en agitaciôn. 
Una vez crecidos los cultivos llquidos, se sembraron por 
inundaciôn en plaças de agar comûn 1.1 secadas previamente a 37Qc 
durante al menos 2 horas. Se retirô el ezceso de llquido con una 
pipeta Pasteur y se dejaron secar las plaças, destapadas y boca 
arriba, entre 15 y 20 minutos a ten^ratura ambiente.

A continuaciôn se aplicaron los fagos, mediante un aparato 
dispensador de fagos diseAado por Lidwell (1959) que deposits 
simuItâneamente todas las gotas de los fagos (0.02 ml) cargadas en 
asas metélicas espirales. Cada asa se cargô con el fago contenido 
en los pocillos de un bloque de metacrilato estéril en el que 
previamente se habian colocado las suspensiones de los fagos.

Cuando las gotas estuvieron secas, se taparon las plaças, se 
incubaron a 37QC durante 18 horas y se procediô a su lectura, 
observando las plaças con lupa sobre fondo oscuro.

b) Lectura de los resultados

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

Cl: lisis confluents
++: mâs de 50 plaças de lisis
+: entre 20 y 50 plaças de lisis
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it menos de 20 plaças.
Los resultados de la fagotipia en una cepa se conseguia 

enumerando los fagos en los que producla reacciôn separados entre 
si por una barra. El resultado o patrôn asl expuesto es el 
fagotipo de la cepa en cuestiôn.

C) intsFBrgtaciôa Iw
Como describieron Williams y Rippon (1952), se pueden 

encontrar pequeAas diferencias en el fagotipo de cultivqs 
individuales derivados de la misma cepa original. Estos autores 
sugirieron la aplicaciôn de la "norma de las dos diferencias", 
segûn la cual, cuando dos cultivos presentan dos o mâs diferencias 
significativas, la posibilidad de que tengan un origen comûn es 
TOnor del 5%. Asi pues, la fagotipia, igual que otros métodos de 
tipificaciôn, reconocerà aislados diferentes, pero, en el caso de 
ofrecer patrones iguales, indicarà una probable (aunque no segura) 
identidad.

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

Faao 90343
ÇSMa.çgittrsI
90434 5713

89904 + ♦ ♦ + cl t ++
89954 ± ♦ + ++ i +
90319 cl cl ++ cl ++ cl
90338 ++ cl ++ cl ++ cl
90340 + ♦ 4- ++ ++ + cl
90341 ♦ cl ++ cl ++ cl
90352 cl cl cl cl cl cl
90502 + ++ cl cl ++ cl
90509 cl cl cl cl cl cl
43763 + ++ cl cl ++ cl
43764 o o ++ ++ ± +
43785 ++ cl cl cl + ++

Fagotipia conveneional (1000 RTD) y fagotipia del calor.

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

e) Fagotipia tras el tratamiento con calor

Las cepas se hicieron crecer en caldo comûn durante 4 horas 
en baûo a 48QC, en vez de hacerlas crecer a 37QC y en agitaciôn 
(Dowset y cols., 1984). Posteriormente, se inundaron las plaças de 
agar comûn 1.1, procediéndose de la misma forma que en la 
fagotipia ordinaria, al aplicar el juego de fagos a una 
concentraciôn del 1000 RTD.
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3.5.- OBTBVCXÔM 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 esté 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 realizô una 

propagaciôn, conservando a -70@C una parte tanto de los fagos como 
de las cepas propagadoras, designadas con el mismo nûmero que los 
fagos.

Con estos fagos se siguiô el mismo protocolo que con el juego 
de fagos autôctono:

- Determinaciôn del RTD
- Propagaciôn en medio sôlido
- Espectro litico
- Fagotipia al 1000 RTD y fagotipia tras el tratamiento 

térmico. Se incluyeron las cepas 90343, 90434 y 5713 como 
contrôles para la fagotipia (Tabla 8)



TABLA 8.- 
Williams*)

Fagotipo de las cepas control (juego de "Dean &

ggpaa.̂ gntrgl
Fagos 90343 90434 5713
15 i ++ o o o O
27 cl cl cl cl cl Cl
26 t + o o o ±
28A i + ± ++ o i

37 o + o o o ±

48 + ++ ± + ± +
71 o o + ++ o o
82 o ± ± + ± +
155 ++ cl + t +
157A ± ++ + i +
165 o + ± + o o
275 ± ++ ± + 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
A9C o o o o + ++
Bl cl cl + cl ' cl cl
RG ++ cl o o o o

Fagotipia convencional (1000 RTD) y fagotipia del c
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3.6.- PLASMIDOTIPIA

a) PREPARACIÔN DE LOS LISADOS

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

- Las cepas se hicieron crecer en plaças de agar sangre 
durante 18 horas a 37SC.

- Un asa bien cargada se resuspendiô en lOOpl de soluciôn de 
lisis (con lisostafina a una concentraciôn final de 250 pg/sil), 
contenida en tubos eppendorf de polipropileno, para romper la 
pared celular.

- Se incubaron en bafio con agitaciôn a 37QC media hora.
-Se afiadieron 200pl de la soluciôn alcalina (NaOH y SDS) 

agitando suavemente el tubo. La suspensiôn se hizo viscosa debido 
a la lisis celular alcalina.

- El tubo se mantuvo durante 5 minutos en un bafio de hielo y  

entonces se afiadieron 150 pi de una soluciôn salina alta (acetato 
potâsico), que neutralizô el DNA y lo agregô constituyendo una red 
insoluble.

- Se mantuvo el tubo a QQC durante 60 minutos, para penaitir 
que la alta concentaciôn de acetato potâsico precipitara la siayor 
parte del complejo proteinas-SDS, el RNA de alto peso molecular y 
el DNA cromosômico.

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

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

- Se centrifugô 5 minutos a 12000 r.p.m. y se recogieron 300 
pi de sobrenadante, transfiriéndolo a otro eppendorf.
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- Se «ifiadieron dos volûnenes (600pl) de etanol frlo y 18 pl 
de cloruro sôdico 5M y se centrifugaron 5 minutos a 12000 r.p.m. 
El sobrenademte se quitô con una micropipeta.

- El sedimento se resuspendiô en 25pl de una soluciôn TE con 
RNAsa a una concentraciôn final de 25pg/ml.

- Se incubô en estufa a 37oc durante 15 minutos para que 
actuara la enzima RMAsa.

b) ELECTROFORESIS

En los pocillos de los geles de agarosa al 0.8% fueron 
colocados 10 pl de muestra junto con 2pl del colorante (azul de 
bromofenol y xilencianol). Los plâsmidos fueron separados en 
razôn de su peso molecular mediante una electroforesis horizontal 
a 60 voltios con tampôn de electroforesis IX. Tras ser tefiidos con 
bromuro de etidio durante media hora, los plâsmidos fueron 
visualizados con un transiluminador de luz ultravioleta de 250nm y 
fotograf iados con una câmara instemtânea "Polauroid".

c) CONTROLES

En un pocillo de los extremos se colocô, como control de peso 
molecular, el ladder (sigma), que contenla 11 plâsmidos cuyos 
tamafios variaban desde 2.1 a 16.2 kb. >

3.7.- ESTUDIO DEL FACTOR DE VIRULENCIA "SLIME'

3.7.1.- MÉTODOS

La detecciôn del "slime" como posible factor de virulencia se 
ha realizado utilizando dos métodos:
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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 que 
contenla 10ml de TSB y, tras su incubaciôn a 37ce durante 18 
horas, se vaciô su contenido y se tifiô con safranina. Los 
resultados fueron considerados positivos cuando se formô una capa 
teftida de safranina por las paredes del tubo. La formaciôn de un 
halo en la interfase llquido-aire no es indicative de la 
producciôn de "slime". Se puede hacer una clasificaciôn 
semicuantitativa con los siguientes grados de producciôn:

(3+): Fuerte 
(2+): Moderada 
(1+): Débil 
(0): Ausente.

b) Aglutinaciôn en porta con concavalina A. La concavalina A, 
lectina que reacciona especlficamente con residuos de manosa, fue 
utilizada para determinar la presencia de "slime", segûn 
describieron Ludwic)ca y sus colaboradores (1984b). La prueba 
consistiô en hacer crecer la cepa en 10 ml de TSB (caldo con soja 
trlptica) a 37ce durante 18 horas. Después de centrifuger a 5000 
r.p.m. durante 20 minutos, se retirô el sobrenadante y el 
sedimento fue lavado con 5 ml de PBS. Tras una posterior 
centrifugaciôn, se resuspendiô el sedimento en lOOpl de PBS (una 
concentraciôn de 5x10^ ufc/ml). 25pl de esta suspensiôn bacteriana 
se enfrentaron a:

- 25 pl ce concavalina A al 1% en PBS.
- 25 pl de concavalina A pura.
La reacciôn se leyô al cabo de un minuto a 20cc y fue 

interpretada como sigue:
(3+): células corapletaroente cohesionadas 
(2+): agregaciôn marcada
(1+): suspensiôn lechosa con algunos agregados 
(-): ninguna agregaciôn.



3.7.2.. CONTROLES

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

3.8.. PRDEBA DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

a) UTILIZACIÔN DE UN PANEL COMERCIAL

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

A partir de un cultivo crecido en plaça de agar sangre a 37@C 
durante 18.24 horas, se sembraron una o dos colonias 
morfolôgicamente idénticas en un tubo que contenla agua con 
"pluronic" (antiespumante). Se agitô suavemente para evitar la 
formaciôn de burbujas y se inoculô en el panel pos MIC tipo 3 que 
contenla los diferentes antibiôticos. Dichos paneles fueron 
incubados a 37CC durante 18 horas y la lectura de las CMI se 
realizô con ayuda de un programa informâtico suministrado por la 
propia casa comercial.

b) ANTIBIÔTICOS PROBADOS

Los antibiôticos que se encuentran en el panel y su 
concentraciôn en microgramos por mililitro se pueden observer en 
la tabla 9.
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TABLA 9.- Antibiôticos y rango de concentraciones (pg/ml)

Amoxicilina/ K clavulânico (Aug) ......... 2/1-4/2
Ampicilina (Am)..........................  0.12-8
Cefamandol (Cfm).........................  2-16
Cefazolina (Cfz).........................  2-16
Cefotaxima (Cft).........................  4-32
Ceftriaxona (Cax) ).......................  4-32
Cefuroxima (Crm).........................  2-16
Cloranfenicol (C)........................  2-16
Clindamicina (Cd)........................  0.25-4
Eritromicina (E).........................  0.25-4
Gentamicina (Gm).........................  1-4,6,8
Imipenem (Inp)...........................  1-8
Nitrofurantoins (Fd).....................  64
Norf loxacina (Nxn).......................  16
Oxacilina (Ox)...........................  0.25-8
Penicilina (P)...........................  0.03-8
Rifaaçicina (Rif)........................  2-4
Sulfametoxazol (Sx)......................  256
Tetraciclina (Te)........................  0.5-8,128
Trimetoprim (T)..........................  8
Trimetoprim/Sulf ametoxazol ( T/S )........... 2/38-8/152
Vancomicina (Va).........................  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 .
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d) INTERPRETACIÔN DE LOS RESULTADOS

La interpretaciôn de los valores proporcionados por el 
programa informâtico se realizô con la ayuda de la tabla estândar 
de interpretaciôn del NCCLS (National Committee for Clinical 
Laboratory Standairds, 1990). Ver tabla 10.

TABLA 10.- Tabla estândar de CMI (pg/ml) (NCCLS)

IntgnRg^jg Sensible
Amoxicilina/K clavulânico. a 8/4 - s 4/2
Ançicilina............... a 0.5 - s 0.25
Cefamandol............... a 32 16 s 8
Cefazolina............... a 32 16 s 8
Cefotaxima............... a 64 16-32 s 8
Ceftriaxona.............. a 64 16-32 £ 8
Cefuroxima............... a 32 16 s 8
Cloranfenicol............ a 32 16 s 8
Clindamicina............. a 4 1-2 £ 0.5
Eritromicina............. a 8 1-4 £ 0.5
Gentamicina.............. a 16 8 £ 4
Imipenem................. a 16 8 £ 4
Nitrofurantoins.......... > 128 64' £ 32
Norfloxacina............. a 16 8 £ 4
Oxacilina................ a 4 - £ 2
Penicilina............... a 0.25 - £ 0.12
Rifampicina.............. a 4 2 £ 1
Sulfametoxazol........... a 512 - £ 256
Tetraciclina............. a 16 8 £ 4
Trimetoprim.............. a 16 - £ 8
Trimetoprim/Sulfametoxazol. a 4/76 - £ 2/38
Vancomicina............... a 32 8-16 £ 4



3.9.- MEDZOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

AGAR SANGRE

- Bacto Mueller Hinton medium (ingredientes per litre):
Infusidn de came......................  300 g.
Âcidos de cas amino.....................  17.5 g.
Almidôn................................  17 g.
Bacto agar.............................  17 g.
pH final 7.3

- Sangre de carnero..........................  5%

Preparaciôn: resuspender 38 gramos de polvos Mueller Hinton 
en un litre de agua destilada y hervir hasta disolver el medio por 
complete. Esterilizar en autoclave a 1210C durante 15 minutes. 
Enfriar a 45-50QC y aAadir 50 ml de sangre para obtener una 
concentracidn del 5%.

AGAR MANITOL SALADO

Ingredientes (por litre):
Peptona proteasa...............................  10 g.
Extracto de carne...............................  1 g.
D-manitol......................................  10 g.
Cloruro sôdico................................. 75 g.
Bacto agar.....................................  15 g.
Rojo fenol.................................. 0.025 g.
pH final 7.4

Preparaciôn: resuspender 111 gramos en un litro de agua
destilada y calentar hasta la ebulliciôn para disolver 
corapletamente. Esterilizar en autoclave 15 minutes à 121QC y 
enfriar hasta 45-SOoc. Dispensar en plaças Pétri estériles.
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LESBE. PfiSMVTADA

Es un producto estandarizado recomendado para medios de 
cultivo. Cuando se prépara en una soluciôn al 10% équivale a leche 
desnatada fresca.

Preparaciôn% disolver 100 gramos en un litro de agua 
destilada. Esterilizar en autoclave 15 minutes a 121QC.

TSA (Agar trigtwa gga-gaicasta <3g Isvatfym

Ingredientes (por litro):
Triptona...........  15 g.
Soitona............  5 g.
Cloruro sôdico.....  5 g.
Bacto agar.........  15 g.
pH final 7.3

Preparaciôn: resuspender 40 gramos en un litro de agua
destilada y calentar hasta ebulliciôn para que se disuelva por
complete. Esterilizar en autoclave 15 minutes a 121QC. Enfriar
hasta 45-50QC.

PBg fTampQn foefatol

Ingredientes (por litro):
Fosfato disôdico............. 1.09 g.
Fosfato sôdico..............  0.31 g.
Cloruro sôdico..............  8.5 g.
pH final 7

Preparaciôn: disolver las cantidades indicadas en un litro de 
agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121QC durante 15 
minutes.



BHI (infuaiôn de cerebro v corazôn)

Ingredientes (por litro);
Infusidn de cerebro de temera  200 g.
Infusidn de corazôn de vacuno  250 g.
Peptona proteosa.................  10 g.
Dextrosa (glucosa)...............  2 g.
Cloruro sôdico...................  5 g.
Fosfato disôdico.................  2.5 g.
pH final 7.4

Preparaciôn: disolver 37 gramos en un litro de agua
destilada. Oistribuir en tubos y esterilizar en autoclave 
durante15 minutes a 1210C

ASAB- HyÇLEASA-IBRMgESTABLE

Ingredientes (por litro):
Tris (hidroximetil) aminometano.... 6.1 g.
DMA..............................  0.3 g.
Cloruro sôdico...................  10 g.
Bacto agar.................. . 10 g.
Cloruro câlcico anhidro........... 1.1 g.
Azul de toluidina................  0.083 g.

Preparaciôn: pesar 6.1 greimos de tris y anadir un litro de 
agua destilada. Ajustar el pH a 9.0. Anadir el DNA, cloruro 
sôdico, agar y cloruro câlcico anhidro y disolver hasta la 
ebulliciôn. Enfriar a 45-SOoc y anadir 0.083 gramos de azul de 
toluidina. Mezclar bien y repartir en plaças. No es necesaria la 
esterilizaciôn.



MBDI2L_2

Ingredientes (por litro):
Peptona.................  10 g.
Extracto de levadura  5 g.
Cloruro sôdico..........  5 g.
Glucosa. ...............  1 g.
Bacto agar..............  15 g.
pH final 7.2

Preparaciôn: disolver en un litro de agua destilada y ajustar 
el pH a 7.2. Calentar para que se disuelva. Esterilizar en 
autoclave durante 15 minutes a 121QC y repartir en plaças.

CALDO RM/VP (Producciôn de acetoina)

Ingredientes (por litro):
Peptona tamponada.......... 7 g.
Fosfato dipotâsico......... 5 g.
Dextrosa (glucosa)......... 5 g.
pH final 6.9

Preparaciôn: disolver en un litro de agua destilada y
calentar suavemente para su disoluciôn. Distribuir en tubos 
aproximadamente 5 ml/tube. Esterilizar en autoclave a 121&C 
durante 15 minutes.

REACTIVOS RM/VP (Producciôn de acetoina)

A) (X-naftol al 5%:
<X-naftol..................  5 g.
Alcohol etllico (absolute).. 100 ml.

B) Hidrôxido de potasio al 40%:
Hidrôxido de potasio.......... 40 g.
Agua destilada...............  100 ml.
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Ingredientes (por litro);
Extracto de came  3 g.
Peptona  5 g.
Nitrato potâsico  1 g.
pH final 7

Preparaciôn: se disuelven los componentes en un litro de agua 
destilada, se distribuyen en tubos y se esterilizan en autoclave 
15 minutes a 121QC.

REACTIVOS PARA LA REPUCCIÔN DE NITRATOS

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

Preparaciôn: disolver el dimetil-0(-naftilamida en el âcido 
acético mediante un suave calentamiento. Filtrar y guardar en 
frasco topacio.

B) Âcido sulfanilico al 0.8%:
Âcido sulfanilico...........  8 g.
Âcido acético 5N (30%)....... 1 1.
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AGAR NUTRITIVO DIFOSFATO PE FENOLFTALEINA fActividad 
fosfatasa^

Ingredientes (por litro):
- Agar:
Extracto de came............ 3 g.
Peptona.....................  5 g.
Clomro sôdico..............  8 g.
Bacto agar..................  15 g.
pH final 7.3
- Sustrato:
Sal sôdica difosfato de fenolftaleina (5%).... 2 ml.
Agar nutritive fundido (45oc)................ 98 ml.

Preparaciôn: fundir la cantidad exacta de agar en un litro de 
agua destilada. Esterilizar en autoclave 15 minutes a 115QC y 
enfriar hasta 45-50OC. Agregar el sustrato previamente filtrade 
mediante una membrana de 0.22im de diâmetro y volcar asépticamente 
en plaças Petri.

REACTIVOS PARA LA PRUEBA DE LA FOSFATASA 
Hidrôxido sôdico ION (40%):

Hidrôxido sôdico............ 40 g.
Agua destilada.............. 100 ml. ,

PURPURA AGAR BASE (fermentaciôn de hidratos de carbone)

Ingredientes (por litro):
- Agar:
Peptona........... .....  10 g.
Extracto de carne........ 1 g.
Cloruro sôdico..........  5 g.
Bacto agar..............  15 g.
Pûrpura de broroocresol.... 0.02 g.
pH final 6.8
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- Sustrato:
Azûcares al 10% en agua destilada.. 200 ml.

Preparaciôn: disolver la cantidad apropiada de agar para un 
litro de agua destilada calentando hasta la ebulliciôn. 
Esterilizar en autoclave a 121@C durante 15 minutes. Enfriar hasta 
45-50QC y afiadir 200 mililitros del carbohidrato que gueremos 
preparar previamente esterilizado por filtraciôn para obtener una 
concentraciôn final del 1%.

NOVOBIOCINA

Ingredientes:
Medio P.................  180 ml.
Novobiocina [16 )^g/ml].... 20 ml.

Preparaciôn: pesar las cantidades necesarias para preparar 
180 ml de medio P. Esterilizar en autoclave 15 minutes a 121 @C y 
dejar enfriar a 45-50 QC. Afiadir entonces 20 ml de novobiocina 
para obtener una concentraciôn final de 1.6 pg/ml.

ERITROMICINA CON GLICEROL

Ingredientes:
Pûrpura agar base......  1 1.
Glicerol............. 10 ml.
Eritromicina [40 ;vg/ml)  1 ml.

Preparaciôn: afiadir al pûrpura agar base 10 mililitros (1%) 
de glicerol. Esterilizar en autoclave a 1160C durante 20 minutes y
enfriar en bano hasta 50oc. La soluciôn de eritromicina (sigma) se
prépara disolviendo 4 0 mg en 5 ml de etanol al 95% y afiadiendo 
agua hasta 100 ml. Se esteriliza por filtraciôn y se afiade 1 ml a 
un litro del medio base con glicerol estéril y enfriado a 500C. Se
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mezcla perfectanente por agitaciân y se reparte en plaças Pétri. 
Obtenemos una concentraciôn final de eritromicina de 0.4 iiq/îol.

CALDO COMOn fNutrient broths

Ingredientes (por litro):
Extracto de came.......... 3 g.
Peptona..................  5 g.
pH final 6.8

Preparaciôn: disolver 8 graunos en un litro de agua destilada. 
Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave 15 minutes a 121QC.

Ingredientes (por litro):
Agar nutritive........... 17 g.
TSB.....................  7.8 g.

Preparaciôn: pesar las cantidades necesarias para un litro. 
Esterilizar en autoclave 15 minutes a 1210C y verter en plaças 
Pétri.

Ingredientes:
Caldo comùn...............  1.2 g.
Bacto agar................  0.75 g.
Agua destilada............  150 ml.

Preparaciôn: disolver las cantidades indicadas en bano de 
ebulliciôn y, cuando el agar esté disuelto, repartir a 6ml en 
tubos . Esterilizar en autoclave a 121QC durante 15 minutes.
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CLomo çAlcicq
Ingredientes t

Cloruro câlcico.............  1 g.
Agua destilada..............  100 ml.

Preparaciôn: disolver un gramo de cloruro câlcico en 100 ml 
de agua destilada y esterilizar en autoclave 15 minutes a 121QC.

SOLUCIÔN DE LISIS

Ingredientes;
Tris ClHl M pH 8...........  2.5 ml.
EDTA 0.5 M pH 8............  2 ml.
Glucosa 500 mM.............  10 ml.
Agua destilada.............  85.5 ml.

Preparaciôn: medir todos los con^onentes y filtrar mediante 
una membrana de 0.22pm de diâmetro. Guardar a 4QC.

Al utilizarla hay que anadir 25 pi de lisostafina (preparada 
con Tris clorhidrico IM a una concentraciôn de 10000 pg/ml para 
conseguir la concentraciôn final de 250 pg/ml) a 1 ml de soluciôn 
de lisis.

SOLUCIÔN ALCALINA

Ingredientes:
Hidrôxido sôdico 0.2 M 
SDS 1%

Preparaciôn:
- El NaOH se prépara 0.4 M (1.6 g en 100 ml de agua destilada 

estéril)
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- El SOS se prépara 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 SOS al 2%. Asl se obtienen las concentraciones 
necesarias.

S9LVGIÔK SALIWA ALIA

Ingredientes:
Acetato potâsico 5 M....... 60 ml.
Âcido acético glacial.... 11.5 ml.
Agua destilada........... 28.5 ml.

Preparaciôn: el acetato potâsico 5 M se prépara pesando
490.75 gramos y disolviéndolo en un litro de agua destilada
estéril.

SOLUCIÔN FENOL-CLOROFORMO

Ingredientes:
Fenol....................  500 ml.
Cloroformo...............  500 ml.
Alcohol isoamilico........ 10 ml.
Hidroxiquinoleina......... 1 g. ,
Agua destilada estéril  100 ml.
TNE IX...................  100 ml.

Preparaciôn: mezclar todos los ingredientes y dejarlos
reposer durantel8 horas en un recipiente bien tapado. Aspirar 
toda la fase acuosa, tir aria y afiadir 100 ml de TNE IX ( 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 reposer otras 18 horas. Aspirar de nuevo toda 
la fase acuosa, desecharla y afiadirle otros 100 ml de TNE IX. 
Mezclar y dejar reposer. Guardar a 4CC.
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-5 tt

Ingredientes:
Cl Na    ............  292.2 g.
Agua destiUda........... enrasar litro

Preparaciôn* di-olver el cloruro sôdico «•» litro de agua 
en bafio a 500C mediam-e agitaciôn.

SOLUCIÔN TE

Ingredientes:
Tris 1 M...  .............. 10 ml.
EDTA 0.5 H .  .............. 2 al •
Agua destilada  enrasat ‘«̂ sta un litro
pH final a

Preparaciôn* snaUir las cantidades indicaôa» V filtrar con una 
membrana de 0.22pm de diâmetro.

TAMPÔN DE ELECTftrtPnngfiTS fTAE 1%1

Ingredientes p a ia  el TAE 50X:
Tris    .......... 242 g•
Âcido acet i.ro glacial....
EDTA 0.5 »,.............  ‘.22 'n'..
Agua destilada.................  litro

Preparaciôn: disolver todos lô# ^ temperature
ambiante y en aqitiv -.dn.

Para prepaïai el TAE IX se cogen *2 '' ^  50X y se enrasa
con agua destiiad.* >a«ta 2 litros.
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COLORANTE PARA ELECTROFORESIS

Ingredientes t
Glicerol en agua............. 30 %
Azul de brooofenol............ 0.25%
Xilencianol..................  0.25%

BROMORO DE ETIDIO

Ingredientes para una soluciôn stock [lOpg/ml]:
Brcxnuro de etidio........... 250 mg.
Agua destilada.............  25 ml.

Preparaciôn: solubilizar el bromuro de etidio mediante
agitaciôn.

Para la soluciôn de uso se afiaden a un litro de agua 
destilada 500 pi de la soluciôn stock de bromuro de etidio. La 
concentraciôn final que se obtiens es de 5pg/ml.

TSB (Caldo con soia tripticai

Ingredientes (por litro):
Triptona.................  17 g.
Soitona..................  3 g. ,
Dextrosa (glucosa)........ 2.5 g.
Cloruro sôdico...........  5 g.
Fosfato dipotâsico........ 2.5 g.
pH final 7,3

Preparaciôn: disolver la cantidad apropiada de medio 
deshidratado en un litro de agua destilada. Distribuir en tubos y 
esterilizar en autoclave 15 minutos a 121@C.
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4. - RESULTADOS

4.1.- ESTUDIOS MULTICÉHTRICOS

4.1.1.-

a> Procedencia • idcntlflcacidn d# lo» sislado».

El estudio multicôntrico pretendla obtener un mayor 
conocimiento de la prevalencia de los aislados de estafilococos en 
Espafia y de su sensibilidad a los antibidticos. Para ello se hizo 
un estudio de corte transversal con los aislados obtenidos en un 
solo dla en 74 hospitales de la red pûblica espafiola. Se 
obtuvieron 470 microorganismos, de los cuales 195 fueron S. aureus 
y 275 fueron identificados como estafilococos coagulasa negativos 
siguiendo el esguema propuesto por Kloos y Schleifer (1975b). En 
nuestro laboratorio se identificaron 247 cepas de estafilococos 
coagulasa negativos que procedlan de 63 hospitales (Tabla 11).
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TABLA 11.- Procedencia de los aislados (estudio multicéntrico
de 1986).

s.
s. b

P
i m S.
d o a S. S. S. S.
• l i b w x c  S, 
r y a o a y m e
m t u j n r l p  o 
i i l i a o i h  
d c a n a a t a

Hosoitales (NO) a a a a i a a i TOTJ

Andalucia (9) 18 0 0 2 0 2 1 0 23
Aragôn (3) 12 1 0 0 1 0 1 1 16
Asturias (2) 4 1 1 2 0 0 0 0 8
Baléares (1) 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Cantabria (2) 5 1 2 0 0 0 0 0 8
C. - la Mancha (1) 4 0 0 0 1 0 0 0 5
C. - Leôn (8) 12 6 2 4 1 0 0 0 25
Catalufia (6) 15 3 0 0 0 2 0 0 20
C. Valenciana (5) 15 5 1 3 1 0 0 0 25
Extremadura (2) 5 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) 5 0 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 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 6 3 1 247
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En la tabla 12 podemos observar el nûmero de aislados 
recibidos en nuestro laboratorio del estudio multicéntrico. Se 
recibieron 268 cepas de las cuales ocho no resultaron viables por 
ausencia de crecimiento o contaminacidn masiva, cinco no pudieron 
clasificarse, seis fueron identificadas como 5. aureua y dos no 
eran estafilococos. Asl 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.- Nûmero de especies de estafilococos coagulasa 
negativos identificadas (estudio multicéntrico de 1986).

MfflsrsLdygspéçiég (I)

s. epidermidis............................................... 168 (68 %)
S. haeaolyticus................... 27 (10.9%)
5. simulans....................... 18 (7.3%)
S. hominis.......................  17 (6.9%)
S. warneri.......................  7 (2.8%)
S. xylosus.......................  6 (2.4%)
S. capitis........................ 3 (1.2%)
S. cohnii........................  1 (0.4%)
Total.............................  247,

Valoracidn de la muestra estudiada 

b.l.- Oriaen de los aislados

En la figura 2 se ha representado la distribuciôn de los 
estafilococos coagulasa negativos segûn su origen. Los aislados de 
sangre son los mâs numerosos (27.9%) seguido del grupo que incluye 
muestras de pus, abscesos y exudados (15.8%). En tercer término se
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encuentran los aislados de orina (10.9%). El resto de las muestras 
ofrecen valores mâs pequenos.

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

■  Sangre 0  He ri das ■  Ex. umbilicel

30- lÜQtroe exudados E3 Ex. nasal □  Esputos

□  Orina ■  L.C.R. BOtros
25- H  ■Catéteres, sondas ■  Ex.ôtico □Ambientel

20- H  ■  Ex. ocular S Liquides* □  Desconocido

15-

10-

*  Lvquidos: pleural, peritoneal gaacitico.

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 5. epidermidis y en su 
mayor parte los aislados procedlan de hemocultivos, de exudados y 
catéteres. 5. haemolyticus es el segundo microorganismo aislado 
con mayor frecuencia (10.9%) seguido 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).

5.
h
m
•
a S.
o M S. S. 5. S.
1 i h V X c S
y m o a y a c
t u m r I P o
i 1 i n o i A

a n • ■ t n
u n i r u i i
a __2__ a i . a » i

Sangre 49 6 4 7 2 0 1 0 69
L . C . R. 4 0 0 1 0 0 0 0 5
E x . herida 10 4 1 0 1 0 1 0 17
Ex. ocu l a r 20 2 0 0 1 0 0 0 23
Ex. ôtico 4 0 1 0 0 0 0 0 5
Pus 7 1 0 2 0 0 0 0 10
Catéteres 18 2 1 2 0 0 0 0 23
Abscesos 4 0 0 2 0 0 0 0 6
Esputo 2 0 0 0 0 2 0 0 4
Orina 13 3 6 1 1 3 0 0 27
Ex. nasal 11 2 0 0 0 0 0 0 13
Otros exudados 17 4 3 2 0 1 > 0 0 27
Liquides* 3 0 1 0 1 0 0 0 5
Otros 6 3 1 0 1 0 1 1 13
T o t a l 168 27 18 17 7 6 3 1 247

(%) (68) (10. 9)(7.2) (6.8) (2.8) (2.4) (1.2) (0.4)

* Liquides: pleural, peritoneal y ascitico.
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b.2.- Distribuciôn en los distintos servicios del

El mayor nûmero de aislados provenian de enfermes de 
medicina interna (14.6%) seguido de U.C.I. (9.3%) y cirugia 
(9.3%). Un 4% de los aislados tenlan origen probablemente externe 
y en un 3.2% no censta el origen. (Figura 3).

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

%
15 -

10 "

5 -

H Medicina interna

■  U.C.I.

E3 Cirugia
□  Traumatologia

■  Pediatn'a 

S  Urologia

M  Oftôlmologi'a 

a  Neonatologi'a

E3 O bsletric ia y Ginecologia

□  Nefrologîa  

E  Cardiologia 

H Hematologia

□  O.R.L.

S  Externes 

B  No consta
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£J| Inducclôn de faao# lisoQénico» s fmaotipim
invermm. f Ju#ao d# faoo» autdctonoK

De las 247 cepas de estafilococos coagulasa negativos del 
estudio multicéntrico, 168 fueron identificadas como S. 
epidermidis. Se hizo la induce iôn de fagos corn mitomicina C a 
todas estas cepas y cada uno de los 168 supuestos fagos inducidos 
fue aplicado sobre las 168 cepas de 5. epidermidis. Después de 
probar los todos, se seleccionaron 12 fagos dado que eran los que 
tenlan un mayor efecto lltico sobre las cepas probadas y que la 
proporcidn conseguida en la tipificacidn era mayor.

Cada f ago seleccionado fue propagado, tras sucesivas 
titulaciones realizadas en las cepas en las que daba un mayor 
efecto lltico, sobre aquella cepa en la que el tltulo era més 
elevado.

En la siguiente tabla (tabla 14) podemos observar las doce 
cepas lisogénicas a partir de las cuales se indujeron los fagos, 
asl 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
iQLiasn)_______

Cepa propagadora 
foriaen 1_______ Faoos

89904 (exudado conjuntival) 
89954 («xudado conjuntival) 
90319 (aangra)
90338 (aangra)
90340 (exudado herida)
90341 (sangre)
90352 (piel)
90502 (sangre)
90509 (exudado herida)
43763 (orina)
43764 (sangre)
43785 (sangre)

89925 (sangre) 89904
90418 (exudado nasal) 89954
90343 (sangre) 90319
89943 (exudado conjuntival) 90338
89939 (exudado vaginal) 90340
90510 (exudado herida) 90341
89939 (exudado vaginal) 90352
89940 (sangre) 90502
90374 (recto) 90509
89939 (exudado vaginal) 43763
89939 (exudado vaginal) 43764
90319 (sangre) 43785

e> Obtencién del lueao de fagos 
Williams".

de "Dean and

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

f) Espectro lltico de ambos iueaos de faaos.

El espectro lltico de los doce fagos (juego autôctono) 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 
confluante).
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TABLA 15.- Espectro lltico del juego de fagos autôctono.

FAGOS*
CEPAS+

A B C 0 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 0 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 5 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
275A 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
A9C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B1 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; 89904; B: 89954; C: 90319; D: 90338;! E: 90340; F; 90341; S: 90
H: 90502; I: 90509; J: 43763; K; 43764; L; 43785.

+ Cepas propagadoras del juego de fagos de "Dean and Williams" 
Nûmeros: grados de lisis. Ninguna>0 Confluente>5.



1 0 0

TABLA 16.- Espectro lltico del juego de fagos de "Dean and 
Williams".

CEPAS
FAGOS»

Q R

13
27
28 
2BA 
37 
48 
71 
82 
155 
157A 
165 
275 
275A 
456 
459 
471A 
A6C 
RS 
B1 
A9C

* A;15; B:27; C:28; D:28A; E:37; F:48; G:71; 8:82; 1:13 5 : J:157A; 
K:165; L:275; M:275A; N:456; 0:459; P:471A; Q:A6C; R:RG; S:B1; T:A9C.

Numéros : çrados de lisis. Ninguna=0 Confluente=5.
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9J rwAtipiit

«gtlt- PrgporciOn 4e tiBübilWad,
La reproductibilldad de los resultados de fagotipia se 

estableciô realizando la fagotipia sobre diez cepas de S . 
epidermidis elegidas al azar, très veces en très dlas 
consécutives.

La fagotipia sobre las 168 cepas de 5. epidermidids se llevd 
a cabo con très juegos de fagos t

1) Juego de fagos autôctono
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 produclan el mismo efecto sobre las 
mismas cepas, actuando como un bloque de fagos. De éstos sôlo se 
eligiô uno de cada grupo o bloque de fagos.

Los métodos empleados para la fagotipia fueron los 
siguientest

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

- fagotipia al 1000 RTD
- fagotipia tras el tratamiento con calor en la que los fagos 

se aplican a una concentraciôn mil veces mayor que el RTD.
La figura 4 muestra la proporciôn de tipabilidad que se 

obtiene con los très juegos de fagos mediante los très métodos de 
fagotipia.
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Figura 4 -  Proporcidn de tipabilidad con los très juegos de
fagos.

^  100 RTD 

S  1000 RTD 

B  1000 RTD (48%)

702

36.3

23.5 24.4
t CEPAS 

TIPIFICADAS

Juego de

62.5

19.6

30

Fegoe
AimJCTOBD "DEAV & fflLLIAdS* COtlBIXAZX)

La proporcidn de cepas tipificadas cuando aplicam)S el juego 
de fagos autôctonos 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 la 
fagotipia habituai y la fagotipia tras el tratamiento con calor. 
Con esta ûltima se conseguia tipificar un mayor nûmero de cepas 
(62.5%).

Con el juego de fagos de "Dean and Williams", la proporcidn 
de cepas tipificadas al 1000 RTD fue de 19.6%. El nûmero de cepas 
caracterizadas cuando aplicamos la fagotipia tras el tratamiento 
con calor aumentd cons iderablemente, consiguiendo que ûnicamente 
un 37.5% quedaran sin tipificar.
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Cuando se aplicô el juego combinado se conslguid una oayor 
reduccidn del nûaero de cepas no tipiflcables. El nûmerc de cepas
tipificadas auotentô desde un 30% con la fagotipia convencional al
1000 RTD, hasta un 70.2% después del tratamiento con calor.

g.2.- Patronna da.Jlûflgtipiflt

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

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

lasatipia H°_gapM

(A) Con el juego autôctono

Todos los fagos.................................  11
43785.........................................  5
43763, 43785...................................  5
90509, 43763, 43785............................  5
Todos, excepto: 89954, 90341, 43764, 43785........ 3
89854..........................................  3
Todos excepto: 89904, 89954...................... ,2
90319, 90338, 90340............................  2
90352..........................................  2
Otros patrones..................................  23
No tipificables.................................  107
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(B) Con el juego de "Dean and William#"

37.............................................  23
37, 48.......................................... 15
456............................................ 10
15, 37, 48..................................... 10
456, 459....................................... 6
27,28,28A,82,155,157A,275A,456,459,471A,A6C,B1... 4
27, 456, 459, 471A, A6C, B1....................  3
48, 456........................................ 2
28A............................................ 2
15,27,28,37,48,82,155,157A,275,456,459,471A,A6C.. 2
Otros patrones.................................. 28
No tipificaJsles.................................  63

(C) Juego combinado

37.............................................. 21
37, 48.......................................... 11
15, 37, 48.....................................  9
456.......................... ................  6
Fagos autôctonos 27,28,28A, 155,157A,275,456,471A,B1 4
27, 456, 471A, B1.............................  4
43785......................................... 2
Todos, excepto: 28A, 165.......................  2
90319,90338,90340,90341,90352,90502,90509,43763,43764,43785.2
Otros patrones.................................  57
No tipificables........................ ........  50
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Con el juego de fagos autdctono, el patrdn largo, fonaado per 
la reaccidn de los doce fagos, fue el méLs numeroso (11 cepas). Sin 
embargo, con el juego de fagos de "Dean and Williams" y con el 
combinado, el patrdn corto del fago 37 fue el mâs frecuente, 
halldndose en 23 y en 21 cepas en el primer y segundo juego 
respectivamente.

En la figura 5, se observan los patrones fâgicos de una cepa 
de S. epidermidis con el juego de fagos autdctono y con el de "Dean 
& Williauns".



Figura 5.- Plaças de fagotipia.

Juego autOctono

O

Juego de "Dean & williams'

#
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g.3.- preç.Mgncifl8 <ig patrgnea ;>9 .fagotipiat

Los patrones encontrados entre las cepas tipificables se 
dividieron en très categoriest patrdn largo (seis o m&s 
reacciones), intermedio (de très a cinco reacciones) y corto (una 
o dos reacciones). En la tabla 18 se recogen los porcentajes 
obtenidos de dichos patrones con los très juegos de fagos. En 
general, los patrones cortos fueron los m&s abondantes. Con el 
juego de fagos autdctono se consiguid 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 très 
juegos de fagos (estudio multicéntrico de 1986).

Reacciones de las cepas tipificables
Cepas Cepas

no tipificables tipificêüjles 6* 5+ 4+ 3+ 2± 1± Total

Autdctono 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" (37.5%) (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 patrdn largo 
+ Reacciones de patrdn intermedio 
± Reacciones de patrdn corto
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g.4.- Frecuencias de reaccidn de los diferentes faoos.

El fago que tiene una mayor frecuencia de reaccidn es el 37 
del juego de "Dean and Williams" con un 30.9%, seguido del 456 
(28%) taunbién del mismo juego y de los fagos autdctonos 43 785 
(26.2%) y 43763 (22%) como se puede con^robar en la figura 6.
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Figura 6.- Frecuencias de reacciôn de los diferentes fagos 
(estudio multicéntrico de 1986).

471A

Fagos outôctonos

S  Fagos de
"Dean & Williams'
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4.1.2.- AMO 1990

a) Procedencia e idcntificacidn da loa aisladoa

Este segundo estudio multicéntrico, como el anterior, 
pretendla llegar a un conocimiento màs amplio de la prevalenciade 
los estafilococos en Espaiia. De la misma forma, se hizo un estudio 
de corte transversal con los aislados obtenidos en un solo dla en 
63 hospitales espafioles. En nuestro laboratorio se identificaron 
188 estafilococos coagulasa negatives procédantes de 56 
hospitales. Para ello seguimos el esquema propuesto por Kloos y 
Schleifer (1975b) (tabla 19).
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TABLA 19.- Procedencia de los aislados (estudio multicéntrico 
de 1990).

S.
S. 3s. h 3

• « P
p • r
i 5. a o
d s. s o S. S. S. P• b i 1 X C w b
r o m y y 3 3 y
m m u t 1 P r t
i i 1 i o i n i
d n « c 3 t • c
i i n u U i r u
a_-- 2__ » 3 .. 3 J._ 1 »HggBital8g-.(y°) a-----3_____2_____ s  t  s  i  3 TOTAL

Andalucia (5) 12 1 0 2 2 0 0 0 17
Aragdn (2) 4 0 0 0 1 0 0 0 5
Asturias (1) 2 0 0 1 0 0 0 0 3
Baléares (1) 0 0 0 2 0 0 0 0 2
Canarias (4) 12 3 0 1 1 0 0 0 17
Cantabria (1) 2 1 0 1 0 0 0 0 4
C. - La MeUicha (1) 2 1 0 0 0 0 0 0 3
C. - Ledn(8) 9 0 3 1 2 1 1 0 17
CataluAa (5) 21 2 2 0 0 1 1 0 27
C. Valenciana (4) 7 1 2 2 0 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
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 15 14 10 5 4 1 18
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De los 211 aislados, enviados a nuestro laboratorio para su 
identificacidn, 188 fueron estafilococos coagulasa negativos y, en 
su mayor parte,perteneclan a S. epidermidis (64.4%). El resto de 
las especies ofreclam valores menores del 10% (tabla 20).

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

NO de especies f%)

5. epidermidis.................. 121 (64.4%)
S. hominis...................... 18 (9.5%)
5. simalans..................... 15 (7.9%)
5. haemolyticus................. 14 (7.4%)
5. xylosüs...................... 10 (5.3%)
5. capitis  5 (2.6%)
5. warneri  4 (2.1%)
S. saprophyticus  1 (0.5%)
Total.........................  188

b) Valoracién de la muestra estudiada

b.l.- Orioen de los aislados

En la figura 7 se ha representado la distribuciôn de los 
estafilococos coagulasa negativos segün su origen. Como se puede 
observer, los aislados de sangre constituyen el grupo mâs numeroso 
(34%) seguido de los aislados de catéteres (19.7%) y orina 
(12.3%). El resto de las muestras ofrece valores poco 
significativos e inferiores al 10%.
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Figura 7.- Distribuciôn de los aislados de estafilococos 
coagulasa negativos segün el tipo de muestra (estudio 
multicéntrico de 1990).
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■Catéteres, sondas ■  Ex. ôtico □  Desconocido

■  Ex. ocular ■  Liquides*

■ E3 Ea M Û

*  Liquides: pleural, peritonea] y aadtico.

En cuanto al origen de las especies de estafilococos 
coagulasa negativos hay que destacar que la mayoria de las cepas 
de 5. 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).

5.
S. a

s. b a
• a P
p a r
i S. m o
d S. a o S. S. 5. P
• h i 1 X w b
r o m y y a y
ai m u t 1 p r t
i i 2 i o i n i
d n a c 3 t a c
i i n u i r u
a 9 3 a 5 i __ 2. total

Sangre 44 7 2 S 1 4 1 0 64
Catéteres 28 3 2 2 1 0 1 0 37
Orina 10 1 4 2 5 0 0 1 23
Otros exudados 9 2 1 3 0 0 0 0 15
Ex. heridas 9 0 1 0 0 0 1 0 11
Ex. Ôtico 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
Liquides* 1 0 2 0 0 0 0 0 3
Ex. nasal 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Abscesos 1 0 0 0 0 1 0 0 2
Esputo 0 1 0 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
T o t a l 121 18 15 14 10 5 4 1 188

(%) (64.4 )(9. 5)(7.9) (7.4) (5.2) (2.6) (2. 1)(0.5)
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b.2.- Distribuciôn en los distintos servicios del hospital

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

Figura 8.- Distribuciôn de los aislados de estafilococos 
coagulasa negativos por servicios médicos (estudio multicéntrico 
de 1990).
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H Hematologia
□  O.R.L.
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C) Fagotipia al 1000 RTD tras el tratamiento térmlco

C.I.- Proporciôn de tipabilidad

La fagotipia se llevO a cabo, sobre los 188 aislados de 
estafilococos coagulasa negativos, con los dos juegos de fagos 
concentrados mil veces su diluciôn de rutina (1000 RTD) después de 
haber sido incubadas las cepas a 48@C durante 4 horas.

La proporciOn de cepas tipificadas con ambos juegos de fagos. 
fue de 25.lt (53 cepas). En la tabla 22 se puede observer el 
numéro 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.- Proporciôn de cepas tipificadas por especies 
(estudio multicéntrico de 1990).

N2 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)



I 17

C.2.- p a t M M g  49 tflqqtipifli

Una caracterlstica de los patrones fâgicos que Memos
encontrado es la gran variedad existante, habiendo pocas cepas que 
compartan el mismo patrdn de fagotipia (tabla 23).

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

Patrdn de facotioia NO ceoas

2 7 .................................................................................................................................................................  3

37 .................................................................................................................................................................  3

82. 456. 459. 471A ...............................................................................................................................  3

27. 90509................................................................................................................................................... 3

456. 471A ................................................................................................................................................... 3

8 1 ..................................................................................................................................................................  3

90509 ...........................................................................................................................................................  3

15.27.48.456.459.471 A.A6C.B 1 .90338 .90340 .90341 .90509 .43763 .43764 .43785 .........  2

48 .................................................................................................................................................................... 2

92. 275. 456. 459. 471A. A6C. 81. 90319. 90338. 90509 .........................................................  2

27. 48. 456. 471A. A6C. 90509 ............................................................................................................  2

;5. 90509 .....................................................................................................................................................  2

,5. 456. 459. 471 A, 905 0 9 ............................................................................................. ' .....................  2

27. 43. 157A..................................................................................................................................................  2

Otros oalrones............................................................................................................................................. : 3

No tioificabies.................................................................................................................................................  '35
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C.3.- Fregsiengiag, 4s patrgngs <1? (aqptiBia

Los patrones de fagotipia fueron divididos en las tres 
categorias anterionnente mencionadas. Las frecuencias de estes 
patrones pueden observarse en la tabla 24, donde se aprecia una 
mayor proporcidn 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* 5+ 4+ 3+ 2± 1± Total
Ambos
juegos 135 53 17 2 6 4 8 16 188

(71.8%) (9%) (6.4%) (12.8%)

* Reacciones de patrdn largo 
+ Reacciones de patrdn intermedio 
± Reacciones de patrdn corto

C.4.- Frecuencias de reaccidn de los diferentes faoos

El fago autdctono 90509 es el que tiene una mayor frecuencia 
de reaccidn 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 reaccidn cuyos 
valores estân por debajo del 10% (figura 9).
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Figura 9.- Frecuencias de reaccidn de los diferentes fagos 
(estudio multicéntrico de 1990).
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4.1.3.- COMPARACIÔN DE AMBOS ESTODIOS MULTICÉNTRICOS

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

TABLA 25.- Resultados de ambos estudios multicéntricos.

hklAlU AWO 1990

■ Nfi cepas estudiadas
■ Hospitales
■ Especies mayoritarias

■ Origen prédominante

247 
63
S. «pidarmidifl (68%)
S. haemolyticu» (10.9%) 
sangre (27.9%)
Pus, abscesos y exudados 

(15.8%)
■Servicios mé s  frecuentes m. i. (14.6%)

O.C.l. (9.3%)

Patrones de fagotipia
mayoritarios
Fagos prédominantes

Cirugîa (9.3%)

Cortos 
37 (30.9%)
456 (28%) 
43785 (26.2%)

188
56

5.epidermidis (64.4%)
S. haminia (9.5%) 
sangre (34%) 
catéteres (19.7%)

U.C.I. (12.8%) 
Neonatolgla (10.1%) 
M.I. (9.6%)

Cortos
90509 (12.3%)
47lA (10.4%)
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 provenlan, 
en primer lugar de enfermes del servicio de medicina interna 
(14.6%) y, en el segundo, de pacientes de U.C.I. y cirugîa (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 reaccidn de los 
diferentes fagos varia de un estudio multicéntrico a otro. En el
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afio 1986 el fago mAa potente es el 37 del juego de fagoe de "Dean 
and Williams" y en el estudio de 1990 es el 90509 (fago autdctono) 
el de mayor frecuencia de reaccidn sobre las cepas.

4.2.- ESTUDIOS SOBRE CEPAS DE ESTAPILOCOCOS COAGULASA 
BEGATIVOS EPIDEMIOLÔGXCAMEBTE RELACIOBADAS.

4.2.1.- Procedencia e identificacidn de los aislados

Todos los aislados fueron recibidos en el Laboratorio de 
Referencia de S. aureus durante los afios 1988 y 1989 procédantes 
de dos hospitales ("Gregorio Marafidn" de Madrid y "Vall d'Hebrdn" 
de Barcelona).

Todas las cepas estudiadas fueron cocos Gram positives, 
productores de catalasa y no presentaron actividad coagulasa 
cuando aplicamos el test del tubo con plasma de conejo. La 
identificacidn 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 ezpone el 
nûmero de especies de estafilococos coagulasa negativos 
identificadas. Como se puede apreciar, la mayoria pertenecen a S. 
epidermidis (82.7%).

TABLA 26.- Especies de estafilococos coagulasa negativos 
identificadas.

NO de especies (%)

S. epidermidis................. 167 (82.7)
S. hominis..................... 15 (7.4)
S. haemolyticus................ 15 (7.4)
S. capitis..................... 4 (2)
S. simulans  1 (0.5)
Total........................  202
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4.2.2.- Oriaen d# lorn aimladom

El grupo m&8 numeroso es el fonaado 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.

Especièv^ C ateter Sangre L.C.R. Plel Desconocido Tota l

s. epiâermtâis 88 75 1 1 2 167
S. Adfmo/i/ticos 8 7 0 0 0 IS
S. hominis 12 3 0 0 0 15

S. capiiis 2 2 0 0 0 4

S. simulans 1 0 0 0 0 1
Total 110 88 1 1 2 202
(%) (54.4) (43.6) (0.5) (0.5) (1)

4.2.3.- Siunificado clinico de la muestra

Durante los anos 1988-1989 se recibieron cepas pertenecientes 
a diverses pacientes, con el fin de observar si el microorganismo 
aislado era el mismo o diferente y poder confirmer la existencia
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de infecciôn o contaminéeidn producida por un estafilococo. Estos 
aislados eran el tipo idôneo de muestra para comprobar la 
efectividad y reproductibilidad de las diverses técnicas de 
marcadores epideûoldgicos y para hacer un estudio comparativo 
sobre todas elles.

Las 202 cepas recibidas perteneclan a 78 pacientes a los que 
se les habian aislado dos o m&s estafilococos coagulasa negativos 
que procedian de un misso o diferente origen.

4.2.4.- raeotipia al 1000 RTD tras el tratamiento térmieo.

a) Proporcidn de tipabilidad

El nûmero de cepas tipificadas al aplicar ambos juegos de 
fagos al 1000 RTD sobre las cepas crecidas en baûo a 48QC durante 
4 horas fue de 113 (55.9%). En la tabla 25 se ofrecen los valores 
del nûmero de cepas tipificadas por especie. S. capitis es la 
especie que tiene la frecuencia mûs alta de tipificaciôn (75%), 
aunque hay que pensar que el nûmero total de cepas pertenecientes 
a esta especie no sea representativo. Le sigue 5. epideraiidis con 
un 59.3% y S. hominis con el 46.6% de cepas tipificadas.

TABLA 28.- Proporcidn de cepas tipificadas por especies.

NS cepas /
Especie tipificadas/ Total (X)

S. epidermidis 99/167 (59.3)
5. 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) eatrongg dg fawtipia
Los patrones ballades son muy numerosos y pocas cepas 

coinciden en un mismo patrdn. El patrdn corto A formado por la
reaccidn del fago 27 es el que aparece en el mayor nûmero de cepas
(10 en total), seguido por otros dos patrones, también cortos
(patrdn B y C), que aparecen cada uno en siete cepas (tabla 29).

TABLA 29.- Patrones de fagotipia.

. Kg... gtPtl
(A) 27.....................................................  10
(B)37. 71.R6.........   7
(C) 90502..................................................  7
(D) 15. 27, 48. 82, 155, 275, 275A, 456, 459, 471A,A6C,B1 , A9C y los autôctonos... 5
(E) 27, 37, 82. 275, 456, 459, 471A, A6C, A9C, 90502.....................  5
(F) 27, 456, 459, 471A, A6C, RG, 90338, 90502, 43783....................  5
(G) 27, 48, 90502  4 ^
(“) 27, 89904, 90502............................................  4
(!) 27, -56, A6C, B1...........................................  3
\.)27,^56,':59,A6C..........................................  3
.0 90338................................................... 3
(L) 27, 48, 456, 471A, A6C, 90502...................................  3
f") 27, 52, ̂ 56, <59, <7'A, 51 ..................................... 3
'‘0 3~   3
■2) 2~ -0352 3
~ ] Z~. î2   2
: 2)456...................................-....................  2
(R) 89904, 89954................................................ 2
:) 9:338. <3785 . .   2
■.*' <56. <59, <7 1A. -.60, 50502..................
.) 52. <56. <7-:A, 5 : . 90502..................

'55. <56.51.=G.A9C, 50502,90509............
;"C3 ::r:iss
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c) Frecuencias de patrones de fagotipia.

El patrdn corto, formado por la reaccidn de uno o dos fagos 
es el màs numeroso (21.3%), aunque también hay que 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
Cepas Cepas <   '■ \

no tipificables tipificaibles 6* 5+ 4+ 3+ 2± 11 Total
Ambos
juegos 89 113 37 2 14 17 11 32 202

(44%) (18.3%) (16.3%) (21.3%)

* Reacciones de patrdn largo 
+ Reacciones de patrdn intermedio 
1 Reacciones de patrdn corto

d) Frecuencias de reaccidn de los diferentes faoos

El fago més 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 
autdctono 90502 (24.7%)(figura 10).
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Figura 10.- Frecuencia de reaccidn de los diferentes fagos 
(cepas epidemioldgicamente relacionadas).

90319

471 A

Fogos outôctonos

Q  Fogos de
"Deon & Willioms"

35.1

2 4 6 8 10 12 14 (% )



127

4.2.5.- Fagotipia inversa.

a) Proporcidn de tipabilidad

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

Se consiguid que se tipificaram 82 cepas (40.6%) quedando 120 
cepas (59.4%) s in 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 consigne que la tipabilidad 
aumente basta un 72.2% (figura 11).

Figura 11.- Proporcidn de tipabilidad de las dos fagotipias.

72.3

55.9
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b) Patrones de faootiDia inversa.

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.

p#tramaE
(I) W 57..........................................
(II) W 57, 18042....................................
(III) 15,71, 155.275. 275A, 459, 471A...................
(IV) 71..............................................................................................................

(V)45 9...........................................
(VI) 2009, W 57.....................................
(VII) 1030, W 57, 18042..............................
(VIII) 71, W57, 18042...............................
(IX) 48 ...........................................
(X) 15.71, 155,275,275A, 459. 471A. 1030,W 57, 18042....
(XI) 7' ^59.......................................

(XIII) 2009, 1030. W 57. 18042.........................
(XIV) 7\ 155, 275A, 456. 471A......................
(XV) 1030.........................................
(XVI) 71 , 459, 47 1A.................................
(XVII) -5.71, 2-5, 275A, 4 5 9, 18042..............
Cires earones.............................................................................. , . ,

No 1:01:1:30 les.................................................................................................

El patrôn corto I, forraado por la reacciôn del fago sobre la 
cepa polivalente W57, es el raâs frecuente (8.9%), segùido del 
patrôn II(W57, 18042), también corto, con una frecuencia de
apariciôn del 5.9%.

8 (8.91)
12 (5.94)
7 (3.46
6 (2.97
4 1.98)
4 (1.98)
4 (1 98)
4 (1 98

3 (1 48
3 148

1 48
2 (0 99)
2 (0 99)
2(0 99)
2 0 99

0 99)
(0.49)

120 (59.40%
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4.2.6.. AMAl ISIS PLASMIDICO.

A) frggwncifl da wMigitfn.

De las 202 cepas estudiadas, se ban encontrado plâsaldos en 
el 79.2% de los aislados, mientras que 42 (20.8%) carecIan de 
ellos. El ndmero de plAsmidos hallados en cada cepa varia desde 
ninguno hasta once. A continuacidn (tabla 32) se exponen lorn 
porcentajes de las cepas en las cuales se hem encontrado ninguno, 
uno, dos, tree, cuatro y mis de cuatro pl&smidos.

TABLA 32.- Frecuencia de apariciôn de plÂsmidos.

Ningün plâsmido.................... 42 (20.8)
Un pl&smido.......................  19 (9.4)
Dos piasmidos.....................  42 (20.8)
Très plésmidos..................... 45 (22.3)
Cuatro plésmidos................... 34 (16.8)
Més de cuatro plésmidos............  20 (9.9)

Son infrecuentes las cepas que contienen un solo plésmido 
(9.4%) o més de cuatro (9.9%); las que poseen très plésmidos son 
las que més aparecen (22.3%).

b) Ttpgg dfi. héiladçg.
El tamano de los plésmidos encontrados varia desde una hasta 

30 kilobases (Kb). Fodemos establecer très categories en cuanto el 
tamano de los plésmidos:

- 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 divisiôn es la que se observa en la tabla 33.

TABLA 33.- Proporciôn de plésmidos segûn su tamafio.

Tiatftg M* (%)

> 16.2 Kb......................  44 (8.8)
16.2 Kb - 7 Kb.................  215 (43.2)
< 7 Kb.........................  239 (48)

Los plésmidos de bajo peso molecular son los que con mayor 
frecuencia se encuentran entre las cepas de estafilococos 
coagulasa negatives(48%), aunque los de tamano intermedio, 
comprendidos entre 16.2 Kb y 7 Kb, son también bastante frecuentes 
(43.2%). Por el contrario, los plésmidos de més de 16.2 Kb 
raramente aparecen (8.8%).

c) variedad en los oerfiles plasroidicos.

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



Figura 12.- Patrones plasmldicos.

Patrôn ^  Ladder

Patrôn ^  Ladder



Figura 12 (continuaciôn)

Patrôn a______ a a a a c_a___  h---- a Ladder
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d) Frecuencia de los patrones plasmldicos.

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

Figura 13.-Frecuencia de los patrones plasmldicos.
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El patrôn "a", de très plésmidos de tamafio intermedio, y el 
patrôn "p", de cuatro plésmidos (dos pequefios y dos intermedios), 
son los patrones que con mayor frecuencia aparecen, encontréndose 
en doce cepas, seguidos por el patrôn "c", con dos plésmidos de 
bajo peso molecular, que aparece en once aislados.

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

Tabla 34.- Frecuencia de patrones segûn su catégorie.

Patrones plasmldicos (n@ plésmidos) 

Cepas Cepas ,--------------------------- v

42 160
(20.8%)

6* 5+ 4+ 3+ 2 + 1±

8 12 34 45 42 19
(4%) (45%) (30..2%)

* patrôn largo 
+ patrôn intermedio 
± patrôn corto
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*•2,1.~ AaEAfeiamatg » senslbilldad # lorn dlmtintom
 Drobmdom.

Los resultados de sensibilidad obtenidos se indican en la 
tabla 35

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

AntibiO tiç? 5snaibjLfiiii_ Beaiatfiiits L li

- Aaoxicilina/
Acido clavul&nico (Aug) 143 (70.8) 0 59 (29.2)
- Anpicillna (Am) 35 (17.3) 0 167 (82.7)
- C#fam*ndol (Cfm) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cafazolina (Cfz) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cafotaxima (Cft) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cafuroxima (Cza) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Caftriaxona (Cax) 79 (39.1) 0 123 (60.9)
- Cloranfanicol (C) 135 (66.8) 0 67 (33.2)
- Clindamicina (Cd) 89 (44) 4 (2) 109(54)
- Eritromicina (Z) 91 (45) 6 (3) 105 (52)
- Gantamicina ((An) 88 (43.6) 7 (3.5) 107 (53)
- Zmipanam (Xm) 137 (67.8) 7 (3.5) 58 (28.7)
- Mitrofurantoina (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)
- Panicilina (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)
- Tatraciclina (Ta) 126 (62.4) 2 (1) 74 (36.6)
- Trimatoprim (T) 125 (61.9) 0 77 (38.1)
- Trimatoprim/

sulfanatoxazol (T/S) 190 (94.05) 0 12 (5.95)
- Vancomicina (Va) 202 (100) 0 0
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Como era de esperar, dado que los estafilococos coagulasa 
negatives son sensibles a la vancomicina, la sensibilidad resultd 
ser del cien por cien. En cuanto a la resistencia a la meticilina, 
se encontrd un 60.9% de cepas resistentes, cuando se utilizd como 
criterio la sensibilidad a la oxacilina. Elio implies, como es 
sabido, la resistencia a todas las cefalosporinas, aunque, 
siguiendo estrictamente los criterios de sensibilidad y 
resistencia de la HCCLS, 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 més 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 elevd ligeramente a un 94.05%. El 
trimetoprim utilizado solo nos did una proporciôn 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 gentcunicina fue 
mayor y se obtuvo un 53% de cepas resistentes a este antibiôtico.

La sensibilidad a los beta lactâmicos fue del 70.8% para la 
amoxicilina/écido clavulânico, del 17.3% para la ampicilina y del 
67.8% para el imipenem.

Se han podido establecer 35 patrones de antibiôticos 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 antibiôticos.

PttggatB (rtgtg^«Çj«g> Wfl cepas

1) Sensibles a todos los antim icrobianos...................................................  20  (9.9)
2)  Am. P. Te .................................................................................................................  1 3 (6 .4 )
3 ) Am, P......................................................................................................................... 1 0 (4 .9 )
4 ) Am. cefalosporinas, Cd. E, Gm. Ox..P........................................................  6  (3 )
5 )  Aug. Am. cefalosporinas, C. Cd. E, Gm. Im. Ox, P. T e .......... 6 (3 )
6)  Aug. Am, cefalosporinas, Cd. E. Gm, Im. Ox. P. Sx. T e ..... 5 (2.5)
7)  T ..................................................................................................................................  5 (2.5)
8)  Aug, Am, cefalosporinas, C. Cd, E. Gm, im, Ox, P, T ............  5 (2.5)

9 )  Am, cefalosporinas, Gm. Ox, P...T ...............................................................  4  (2)
10) Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm. Ox....P.......................................... 4  (2)
1 1 ) Am. cefalosporinas. Cd, E. Ox, P. Te .................................................. 4  (2)
12) Am. cefalosporinas, C. Cd. E. Gm. Ox. P. Te. .T ..............................  4  (2)
13) Am. cefalosporinas, Cd, E. Gm, Ox. P, Te. T .................................  4  (2)
14) Aug. Am. cefalosporinas, Cd, E, Gm, Im, Ox, P, Te, T ....................  3 (1.5)
15) Am, cefalosporinas, C, Cd, E. Gm, im. Ox, P.......... T..................... 3 (1.5)

16) Aug. Am. cefalosporinas, C, Cd. E, Gm, im, Ox. P................................. 3 ( 1 5 )

17) Te ............................................................................................................................  3 ( 1 . 5 )
18) Am, C. P, P i f .......................................................................................................  3 ( 1 5 )
19) Aug. Am. cefalosporinas, Cd, E, Gm, im. Nxn, Ox, P, Te. T   2 ( 1 )
2 0 )  Am, cefalosporinas, C, Cd, E. Gm. im, Ox, P, Te ,..............  2 ( 1 )
21 ) Am, Cd, E, Gm, P, T ..........................................................................................  2 ( 1 )

2 2 )  Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Ox, P, T .......................................  2 ( 1 )

2 3 )  Am, cefalosporinas, Cd, E. Gm, Ox, P, T .............................................  2 ( 1 )

2 4 )  Aug, Am, cefalosporinas, Cd, im, Ox,.P...................................................  2 ( 1 )

2 5 )  Am, cefalosporinas, C, Cd, E, Gm, Ox, P, Sx, T, T / S ......................  2 ( 1 )
2 6 )  Am, cefalosporinas, C, E, Gm, Ox, P, R if ,T ............................................  2 ( 1 )

27 )  Aug, Am, cefalosporinas, Cd, Gm, im, Ox, P, R if  ............................... 2 ( ! )

28 )  Aug, Am, cefalosporinas, Cd, Gm, im, Cx, P, Sx ................................  2 ( 1 ;

2 9 )  Resistentes a todos los antim icrobianos...............................................  2 ( 1 )
30)  Aug. Am, cefalosporinas, Cd. E, Gm, im, Ox, P, Sx, T, T /S   2 ( D
31) Auc, .Am, cefalosporinas, Gm, im. Cx, p. Sx, Te, T, T / S   2 ( i )
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(32 )  Aug, Am, cefalosporinas, C, E. Ox, P, Te, T ...........................................  2 ( 1 )

(33 )  Am, P, T ....................................................................................................................  2 ( 1 )

(34 )  Am, cefa losporinas, C, Cd, E, Gm, Ox, P....................................................  2 ( 1 )
( 3 5 )Aug, Am. cefa losporinas, Cd, E. Gm, Im, Ox, P....................................... 2 ( 1 )

Otros patrones......................................................................................................... 63  (31 .2 )

4.2.8.- <lfl rtçtw 4# ▼iPü.MÇit "gliat",

Las dos pruebas utilizadas para la deteccidn 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 aglutinacidn en porta con concavalina A (Ludwicka y 
cols., 1984b) sôlo el 42.1% de las cepas reaccionaron con la 
concavalina A al 1%. Ahora bien, el nùmero de cepas positivas 
aumenta cuando se emplea la concavalina A a una concentraciôn 
mayor de la descrita originalmente, elevando la proporciôn a un 
57.9% (tabla 37).

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

Numéro de cepos positivas  ( f ) NS cepas

Técnica 34- 2* 1 + Total
neoativas

(%)

Test de adherencia 46 59 45 150 52
(22.8) (29.2) (22.3) (25.7)

Reactividad
Pura 47

(23.3)
53

(26 j!)
17

(8.4)
117 85

(42.1)
con '

Concavalina A
1 % 40 21 24 85 117

(19.8) (10.4) (11.9) (57.9)
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Observando los resultados obtenidos mediante las dos 
técnicas, venos que con el test de adherencia en tube obtenemos un 
ndmero m&s elevado de cepas positivas para la produccidn de 
"slime" que en el caso de la aglutinacidn especifica en porta con 
la concavalina A. Ademés no existe conccrdancia en los resultados 
negativos, puesto que no todas las 52 cepas "slime" negativas con 
safranina es tan incluidas en las 117 también "slime" negativas que 
se obtienen al realizar la aglutinacidn con la mencionada lectina.

4  2  9 -  g g « p t r « U i : . 9  <lt 1 ? #   m i c c i t o c t i
epidemioldaicos utilisados

Si establecemos una escala de categories de los marcadores 
epidemioldgicos utilizados, considerando la fagotipia como el 
principal marcador, seguido de la fagotipia inversa, 
plasmidotipia, antibiotipia y produccidn de "slime", podemos 
separar los aislados de los pacientes en diferentes apartados. Asl 
tendriamosx

10) Aislados caracterizados por la faaotioia directa tras el 
tratamiento térmico. '

El ndmero de cepas tipificadas al aplicar eunbos juegos de 
fagos al 1000 RTD sobre las cepas crecidas en bado a 48oc durante 
fue de 113 (55.9%).

Los aislados caracterizados por esta fagotipia pueden ser 
divididos en iguales o diferentes, si el patrdn fâgico obtenido es 
el mismo o distinto (tabla 38, A y B).
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TABLA 38.- Aislados caracterizados por fagotipia directa.

(A) Iguales por fagotipia directa

P i c i t a t t  9 r iq ta  aspecie

3 a catéter 5. epidermicîis V;155, 456, B1, RG, A9C, 90502, 90509
Ü catéter S. epidermidis V:155, 456. B l.  RG. A9C, 90502, 90509

4 a sangre S. epidermicîis & 2 7 . 48, 90502

b sangre S. epidermidis 6:27. 48. 90502

5 a sangre S. epidermidis A:27

2 sangre S. epidermidis A:27

6 2 catéter S. epidermidis N:37

D catéter S. epidermidis N:37

7 a catéter S. epidermidis No tlp ificable

D catéter S. epidermidis No tlp ificable

C catéter S. epidermidis M 27 , 82, 456, 459, 471A. Bl

a catéter S. epidermidis M:27, 82, 456, 459, 471A, Bl

8 catéter S.epidermidis 0 :1 5 .2 7 ,4 8 .8 2 .1 5 5 ,2 7 5 ,2 7 5 4 .4 5 6 .4 5 9 , 

47 1 A,A6C,B 1 ,a 9C+ autoctonos

: cateter 5. epidermidis

: catéter 5. epidermidis

1 1 c sangre S. epidermiais A:27
r sangre 5. epidermidis A:27

: sangre S.epidermidis E:27.37.e2.275.456.45Q .471 A.A6C.A9C.90502

: sangre 5. epidermidis E:27,37.52.275,-:56.459.47-A .A6C.A9C.5C502
; 3 : sangre 5 epidermidis U :27 . 82, 456, 47 lA . 51 , 90502

: sangre 5. epidermidis U 2 7  82. 456, 471 A. 51 , 90502

1 S a sangre S.epidermidis F 27,456.459.471 A.A6C.RG. 90333. 90502. 43783

: cateter S.epidermidis F 27.456.459,471 A.A6C.R6. 90338. 90502. 43783

: catéter S epiderm idis F 27.456.459.471 A.A6C.R5. 90338. 90502. 43783

: cateter S epiderm idis F 27.456.459.471 A.A6C.RS. 90335. 90502. 43763

• : sangre S. epidermidis T 2 7 . 4 5 6 . 4 5 9 . 4 7 'a ,  ^éC. 905C2
; sangre S epiœ rm iais T 2 7 . 4 5 6 , 4 5 9 , 4 7 - : .  :6C, 90502
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61 a catéter 5. epidermidis B:37, 71. RG

b catéter S. epidermidis B:37. 71. RG

c catéter S. epidermidis 6 3 7 . 71. RG

62 a catéter S. epidermidis C 90502

b catéter S. epidermidis C 90502

c catéter S. epidermidis C 90502

63 a catéter S. epidermidis L 2 7 . 48. 456. 471A.A6C, 90502

b catéter S. epidermidis L 2 7 , 48. 4 5 6 .471A. A6C, 90502
70 a catéter S. tiominis B:37, 71. RG

b catéter S. hominis B:37, 71. RG

75 a sangre 5. epidermidis A; 27

b sangre S. epidermidis 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

Paciente Orioen Especie Patrdn de faaotipia

20 a cateter S. epidermidis 1:27. 456. A6C. B l

b catéter 5. epidermidis 1:27. 456. A6C. B l ,

c catéter 5. epidermidis 1:27, 456. A6C. B l

d catéter S. epidermidis 27. RG

e catéter 5 epidermidis No tipiflcable

f cateter S. epidermidis No tipificabie

9 catéter S. epidermidis P 2 7 , 82

:  1 3 catéter 5 epidermidis P:27. 82

3 catéter 5 epidermidis 2 8 ,28A, 90352, 4 3 7 6 3 ,4 3 7 6 4 .4 3 7 8 5

22 a cateter 5 epidermidis 8:37, 71. RG

3 cateter 5 epidermidis No tipiflcaple
cateter ■5 epidermidis 8:37. 71. RG

: cateter 5 id iaerm icis No tmificacie
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25 a catéter 5. epidermidis patron largo de 13 reacciones

û catéter S. epidermidis No tipificabie
26 a catéter S. hominis C.90502

b catéter S. hominis No tipificabie

27 a catéter S. epidermidis No tipificabie

b catéter S. epidermidis 27. 82. 275A, 471A

29 a catéter S. epidermidis No tipificabie
b catéter S. epidermidis 0 :456

30 a catéter S. epidermidis J.27 . 456. 459. A6C

b catéter S. epidermidis No tipificabie

c catéter S. epidermidis No tipificabie

31 a catéter 5. epidermidis No tipificabie

b catéter 5. epidermidis 471 A.A6C.A9C. 90338

c catéter S. epidermidis Patrôn largo de 15 reacciones
d catéter 5. epidermidis IC90338

32 a catéter S. epidermidis J:27 . 456. 459. A6C

b catéter S. epidermidis No tipificabie

33 a catéter S. epidermidis No tipificabie

b catéter S. epidermidis 48

c catéter 5 epidermidis 52. 456. 471A. 90509

35 a sangre S. epidermidis 1 5 5 .RG. 90502. 43764

b sangre 5 epidermidis J.27 . 456, 459, A6C

36 a sangre 5 epidermidis No tipificabie

b sangre S. epidermidis A  27

c sangre S. epidermidis A  27

a sangre S epiaermidis •57A

b sangre 5 epidermidis No tipificabie
: sangre S epidermidis No tipificabie

1 sangre S. epidermidis M 2 7 . 82, 456. 459. 471A.

33 a sangre S epidermidis G 27, 48. 90502

b sangre 5. epidermidis 456. 456. AôC. 90502

sangre 5 epidermidis ‘ ic t:cif:cacie

b L C R. S- epiaermicis G 2 7 .4 6 , 90502

4 : a sangre 5 epidermidis •.0 t:::fic3b';e
: sangre : td iœ ’-'~ iz's 2~, 9:502
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41 a catéter S. epiderm idis 27. 28A. 7 1 .RG,90502

b catéter S. epiderm idis No tipificabie

42 a catéter S. epiderm idis No tipificabie

b catéter S. epiderm idis No tipificabie
c catéter S. epiderm idis N.37

d catéter S. epiderm idis No tipificabie

43 a catéter S. heemoiyticus AÔC

b catéter S. heemoiyticus No tipificabie
44 a catéter S. epiderm idis 82. 1 5 5 .456 .81

b sangre S. epiderm idis No tipificabie

4 5 a sangre S. epidermidis Patrôn largo de 10 reacciones
b sangre S. epidermidis K 9 0 3 3 8

46 a sangre S. epiderm idis D: 15 .2 7 .4 8 .8 2 .155 .275 .275A .456 .459 .47  1 A. 

A6C.B1.A9C + autoctonos

b sangre 5. epiderm idis Patron largo de 16 reacciones
47 a catéter S. epiderm idis 27. 28. 90338

b catéter S. epiderm idis K-90338

4 8 a catéter S. epiderm idis No tipificabie
b catéter S. epiderm idis A :27

c catéter S. epiderm idis No tipificabie

49 a catéter S. epiderm idis No tipificabie
b catéter 5. epiderm idis 0 :1 5 .2 7 .4 8 .8 2 .155 .275 .275A .456.459.471 A. 

A6C.B1.A9C + autoctonos

50 a catéter S. epiderm idis 5:90338. 43785 ,

b catéter S. epidermidis 89954

54 a sangre S. epidermidis No tipificabie

b sangre S. epidermidis No tipificabie

c sangre S epiderm idis 89904

55 a sangre S. epidermidis 15. 90352.90502
b sangre 5. epiderm idis 0 4 5 6

56 sangre S. capitis 27, 3 7 .7 1 .275A. 90319

b sangre S. cspitis 27. 3 7 ,4 8 .8 2 .4 5 9 .Bl
56 a sangre S.epiderm idis E 2 7 .3 7 .82.275.456.459.471 A.A6C.A9C.90502

b sangre S. epidermidis No tipificabie
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59 a ? 5. epidermidis Patrôn largo de 17 reacciones

b ? S. epidermidis Patrôn largo de 21 reacciones

60 a sangre S. epidermidis No tipificabie
b sangre S. epidermidis 0 :27. 90352

c sangre S. epidermidis 0:27. 90352

d sangre S. epidermidis 0 :2 7 . 90352

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

2Q) aigia^çg ,gg@ n<? se .1% .faqçtipia antgrigt-Y
qyg.ggn-Sârflgtgriaatilgg.pçr la üaetipia. iPYsrao,

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 enfermes: 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 patrôn 
obtenido (tabla 39, A y B).
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TABLA 39.-Aislados caracterizados por fagotipia inversa. 

(A) Iguales por fagotipia inversa.

P tÇ itB V t a tia m a  B tP tC it Patr6n de fagotipia inversa
10 a sangre 5. epidermidis V:459

b catéter S. epidermidis V:459
14 a sangre S. epidermidis IV;71

b sangre S. epidermidis IV 71
15 a sangre S. epidermidis IV71

b sangre S. epidermidis IV 71
16 a sangre S. epidermidis VIII 71. W57, 18042

b sangre S. epidermidis VIII 71. W57. 18042

(B ) Diferentes por fagotipia inversa.

Paciente Orioen Esnecie Patrdn de faaotioia inversa

57 a sangre 5. epidermidis l:W57
b sangre S. epidermidis No tipificabie
c sangre S. epidermidis ll:W57.18042

65 a catéter S. epidermidis l:W57
b catéter S. epidermidis XIII 2009. 1030, W57, 18042

67 a piel S. epidermidis 1X48
b catéter 5. epidermidis No tipificabie

68 a sangre 5. epidermidis No tipificabie

b sangre S. epidermidis IV71
69 a sangre S. epidermidis IV 71

b sangre S. epidermidis ll:W57, 18042



1 4 6

3°) Aislados no tipificables por ambas faootipias v
caracterizadas por el oerfil olasmidico.

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 
anélisis plasmidico, se cairacterizaron 23 cepas de 9 enfermes.

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

TABLA 40.- Aislados caracterizados por el perfil plasmidico.

(A) Iguales por el perfil plasmidico.

Paciente Esfisfiis Patrdn nla

1 a sangre s. epidermidis Patron c
b sangre S. epidermidis Patron c

17 3 sangre S. heemoiyticus Patron y
b sangre S. heemoiyticus Patron y
c sangre S. heemoiyticus Patron y
d sangre S. heemoiyticus Patron y
e sangre S. heemoiyticus Patron y
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(B) Diferentes por el perfil plasKidico

Paciente Oriaen BlBtÇia Patrdn olasmidico

71 a catéter 5. epidermidis Patrôn corto de 2 plésmidos

b catéter S. epidermidis Patrôn corto de 1 plésmido

73 a catéter S. heemoiyticus Patrôn corto de 2 plésmidos
b catéter 5. heemoiyticus 0

74 a sangre S. epidermidis 0

b sangre S. epidermidis Patrôn q
75 a sangre S epidermidis Patrôn intermedio de 4 plésmidos

b sangre S. epidermidis Patrôn intermedio de 3 plésmidos
77 a sangre S. epidermidis 0

b sangre S. epidermidis Patrôn p

4°) Aislados no tipificables por las dos faaotioias ni Por la 
plasmidotipia foues carecen de Plésmidos> v caracterizados Por el
antihiotipo y nor la nroduccidn de "slime".

Los cuatro aislados que quedan sin c a racterizar 
pertenecientes a dos enfermos han podido serlo por el antibiograma 
obtenido y por los resultados de la produccidn de "slime" ((tabla 
41).

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

Paciente Oriaen Especie Antibiotioo "Slime'

2 5 cateter S epidermidis I ; S a toQCS los antibiôticos 1 +

D cateter 5. epidermidis 1 : S a toocs los antibiôticos 1 +

9 3 sangre 5 hominis Patrôn 30 2 +

b sanare S. hominis Patrôn 30 2*
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La antibiotipia y la produccidn de "slime" como marcadores 
epidemioldgicos nos sirven para confirmar la igualdad o 
desigualdad de las cepas establecida por los otros marcadores 
anteriormente ençleados.

5fi) Aislados caracterizados oor los marcadores anteriormente 
empleados en los eue habla més de una especie imoiicada.

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

TABLA 42.- Aislados caracterizados por biotipia.

(A) Diferentes por fagotipia del calor.

Paciente Orioen Especie Patrdn de faaotioia

66 a catéter 5. heemoiyticus E :2 7 .3 7 .8 2 .2 75 .4 5 6 .4 59 .4 7 1A.A6C.A9C.90502

b sangre S. heemoiyticus E :27,37.82.275 .456.459 .47  1A.A6C.A9C.90502

c sangre S. epidermidis F:27.456.459.471 A.aôC.RG. 90338. 90502. 43783

24 a catéter 5 epidermidis 27.155.275.456.471 A,A6C.RG .89954

b catéter S. epidermidis 27. 456. A6C. RG

c catéter S. 27 .48 .71 .90319 .90338 .90340 .90341 .90502.90509

d catéter 5. hominis 43785

28 a catéter 5. hominis No tip ificabie

b catéter 5. hominis 15

c catéter 5. epidermidis C905G 2

d catéter 5. epidermidis C 9 0 5 0 2

e catéter S epidermidis C.90502
34 a cateter 5. epiaer midis R 69904, 89954

b cateter 5. epidermidis R 89904. 89954

c catéter 5. homims L 2 7 . 48. 4 5 6 .4 7 1 A .AÔC, 90502
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51 a catéter 5. hominis 5:90338. 43785

b catéter 5. epidermidis No tipificabie

c sangre S. epidermidis No tipificabie
d catéter S. haemolyticus A :27

52 a sanye S. epidermidis 27. AÔC

b sangre S. epidermidis No tipificabie

c sangre S. simulons No tipificabie

53 a sangre S. hominis No tipificabie

b sangre S. hominis No tipificabie
c sangre S. epidermidis H 2 7 . 89904. 90502

d sangre S. epidermidis H 2 7 . 89904. 90502

e catéter S. epidermidis H 2 7 . 89904. 90502

f sangre S. epidermidis H 2 7 , 89904, 90502

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

Paciente Orioen ElPSÇjJé

a catéter
D catéter

c catéter

5. haemolyticus 

5. epidermidis  

5. haemolyticus

No tipificabie 
Vl;2009, W57 

No tipificabie

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

Paciente Orioen Patfda..

72 e catéter 5. epidermidis 0
: catéter S hominis Patrôn h
: catéter S hominis 0
: catéter S epidermidis 0

sangre 5. haemolyticus Patrôn corto oe 2 ciasmioos
: sangre S. epidermidis Patrôn intermeci: ce 3 plésmidos
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En la tabla 42 (A,B/C) podemos resaltar la presencia de 
aislados pertenecientes a un mismo enfermo que podrlan ser los 
responsables de una infeccidn al coincidir en ellos los resultados 
obtenidos en los cinco marcadores epidemioldgicos del estudio. 
Esto ocurre en los pacientes 66 (a y b), 28 (c, d y e), 34 (a y b) 
y 64 (a y b) donde las cepas seAaladas al ser iguales segûn los 
marcadores empleados, podrlan ser causa de infeccidn.

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

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

TABLA 43.- Caracterizacidn por todos los marcadores 
(ejemplos).

Paciente Onœ n Especie Faaotioia F inversa Plesmidotipia A ntib iotipia "Slime"

35 a sangre 5. epiâer. p. in te r.( 4) 1 p. indeter ( 5 ) 35 -

b sangre 5. epiaer. J NT n p. corto -

69 a sangre S. epiaer NT IV 0 in te r.( 3 )  14 2 *

b sangre S. epiOer. NT II c 15 -

1 1 a sangre S. epiOer. A I I I s 31 2 *

b sangre S epiaer A I I I s 31 2 *

18 a sangre S epiaer. F i; X 9 3 *

0 catéter S. epider. F X 9 3 -

c catéter 5. epiaer. F i ! X 2 1 Kb) 9 (S a T) 3 *

d catéter S. eoiOer p 1 X 9
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19

78

swgre 5. epider.

sangre 5. epider.

sangre $. epider.

sangre 5. epider.

catéter S. epider.

catéter 5 epider.

catéter S. epider.

catéter 5. epider.

NT

NT

li
M

VIII p+ 1 (25Kb) 4 (R a Im) 3+

VIII p 4 3 -

II r p. largo 3+

H r  p. largo

m 4 1 +

m 4 1 +

A 2 3 +

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 antibiôticos 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 
plasmldicos son diferentes. Esto nos indica una desigualdad que 
concuerda con sus diferencias en la susceptibilidad hacia varies 
antibiôticos y en la produceiôn 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 
que son iguales. La ausencia de un plésmido de bajo peso molecular 
en el aislado 18c y un diferencia de sensibilidad al trimetoprim 
no son significatives (figura 14). En el paciente 19 se observa 
una situaciôn similar.



Figura 14.- Perfil plasmidico del paciente 18.

Aislados a b c j Ladder
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En el pac lente 78, el per fil plaemldico ee idéntico en loe 
dos aisladoa. La susceptibilidad de dichos aislados a les 32 fagos 
prueba su identidad. También lo hace la biotipia (les dos aislados 
fueron identificados como S. epidermldis) y la produceidn de 
"slime". Estos parimetros son significativos a pesar de sus 
diferencias en la susceptibilidad a los antibidticos. Basàndonos 
sôlo en las diferencias fenotipicas hacia los antibidticos, 
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, taunbiën idônticas entre si y diferentes a 
las primeras por todos los parëmetros estudiados. En este caso no 
podemos saber cu&l es la cepa que estâ produciendo infecciôn y 
cual es la contaminante.

Por ûltimo, podemos resumir los resultados obtenidos en el 
estudio de las 202 cepas epidemiolôgicamente relacionadas 
desglosândolos desde très puntos de vista. En primer lugar, el 
nûmero de cepas tipificadas por cada uno de los marcadores 
aplicados; en segundo lugar, el nûmero de cepas tipificadas al 
utilizar de forma consecutiva y encadenada los cinco marcadores 
epidemioldgicos; finalmente, el nûmero de cepas caracterizadas 
(tipificadas o no tipificadas) atendiendo a los resultados 
obtenidos dentro de cada paciente. Pasamos a desarrollar estos 
puntos de forma pormenorizada. '

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

WftfÇëdPr ** ceoss tipificadas

Fagotipia de 480C.........................  113 (55.9)
Fagotipia inversa.........................  82 (40.6)
Plasmidotipia.............................  160 (79.2)
Antibiotipia.............    202 (100)
Producciôn de "slime"  117 (57.9)

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

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

N« cepas
tipificadas /  Total % del total % acumulado

Fagotipia de 48@C......  113/202 ..... 55.9
Fagotipia inversa  33/89 ..... 16.3   72.2
Plasmidotipia..........  37/56 ..... 18.3   90.5
Antibiotipia

+
Producciôn "slime"  19/19 ..... 9.4   100

Con la fagotipia tras el tratamiento térmico logramos 
caracterizar un 55.9% de las cepas, proporciôn que aumenta hasta 
el 72.2% cuando aplicamos la fagotipia inversa. Por medio de la 
plasmidotipia conseguiroos que la proprciôn de tipabilidad sea de 
un 90.5% y de un 100% después de estudiar el antibiotipio y la 
producciôn de "slime".
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3) Proporciôn de cepas en las que se ban podido establecer 
igualdades y diferencias independientemente del resultado de la 
tipificaciôn (tabla 46).

TABLA 46.- Proporciôn de aislados en los que se ban podido 
establecer diferencias y similitudes.

Marcador M* cepas * NB de
eoldemlolteico caracterizadas figcifiolta. S-dBl Mal . I  acMiffUlafc

Fagotipia de 48QC 153/202 57 75.7
Fagotipia inversa 22/49 10 10.9 86.6
Plasmidotipia 23/27 9 11.4 98
Antibiotipia

Producciôn "slime” 4/4 2 2 100

* Eat* nûmero se refiere a cepas pertenecientes a distintos 
enfermos independientemente de los resultados de tipificacidn.

La utilizaciôn de los cinco marcadores epidemiolôgicos de 
forma consecutiva nos permite establecer igualdades y diferencias 
entre los aislados. Asl, 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 estaüalecer 
semejanzas en el 11.4% de las cepas no caracterizadas por los 
marcadores anteriores, con lo que el porcentaje de cepas en las 
que se ba podido establecer diferencias y similitudes aumenta 
hasta un 98%. El 100% se consigne mediante el estudio de las 
resistencias a los antimicrobianos y la producciôn de "slime”.

Como se puede observer en la siguiente tabla (tabla 47) hemos 
podido deducir la similitud de 58 cepas pertenecientes a 2 4
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pacientes por medio de un marcador u otro, mientras que 144 
aislados de 54 pacientes son diferentes entre si. Adviertase que 
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.- Nûmero de cepas iguales y diferentes por los cinco 
marcadores epidemiolôgicos utilizados.

■ «
(Daeientesl 1

■a
t

Fagotipia d« 48QC 39 (16) 19.3 114 (41) 56.4
Fagotipia inversa 8 (4) 4 14 (6) 6.9
Plasmidotipia 7 (2) 3.5 16 (7) 7.9
Antibiotipia + slime 4 (2) 2 0 (0) 0
TOTAL 58 (24) 28.8 144 (54) 71.2
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DISCUSIÔN
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5 DISCUSIÔN

5.1.- ESTUDIOS MULTICÉSTRICOS 

5.1.1- ANC 1986:

a) s,__fpid9emi4i§t

a.l.- Jueao de fagos de "Dean and wmiama".

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

El juego de fagos de Verhoef y Dean, también llamado de "Dean 
and Williams", tiene una baja proporciôn de tipabilidad: un 30% 
para cepas no seleccionadas de estafilococos coagulasa negatives 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 Harpies, 1987). Una caracterlstica 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 mâs 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 nûmero de patrones que se consiguen la discriminaciôn 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 Harpies (1987). El
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nûmero de cepes tipificadas cuando aplicamos la fagotipia del 
calor es de 62.5%.

De Saxe y Hotley (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 misno 
juego, pero utilizado al 1000 RTD, conseguimos que se tipificaran 
un 19.6% de las cepas espafiolas, aunque cuando aplicamos la 
fagotipia del calor la proporciôn de cepas tipificadas aumentô 
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 geogrûficas. De acuerdo con Schmidt y Jeffries (1975), 
debido a peculiaridades del sistema o del organisme (asociadas a 
menudo con localizaciones geogr&ficas particulares), los sistemas 
de tipificaciôn por fagotipia no son genefalmente intercambieüJles. 
La estandarizaciôn de estos sistemas es vAs una excepciôn que la 
régla. La baja proporciôn 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 conclusiôn.

a.2.- Jueao de faaos autôctono.

Con el juego de fagos autôctono 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 
comparer esta proporciôn de cepas tipificables con la obtenida con 
el juego de "Dean and Williauns", notâmes que no existe una marcada 
diferencia en la fagotipia al 1000 RTD,diferencia que si se 
encuentra en la fagotipia del calor: hay una mayor proporciôn de 
cepas tipificadas con los fagos de "Dean and Williams". Este, en 
principio, esté en contra de la tesis formulada por Schmidt y 
Jeffries (1975), previamente expuesta. Parece que las cepas
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espafiolas de este estudio son susceptibles de ser lisadas por los 
fagos de "Dean and Williams".

a.3.- Jueao de facos combinado.

El juego combinado es el més efectivo para aumentar la 
frecuencia de cepas tipificadas de S. epidermidis. La proporciôn 
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 màs elevada que con los dos anteriores juegos 
de fagos (70.2%). Las 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, que una combinaciôn de ambos o incluso la 
utilizaciôn de los dos juegos de fagos a la vez para caracterizar 
las cepas séria la soluciôn idonea para aumentar el nûmero de 
cepas tipificadas.

b) Técnicas de fagotipia.

En nuestro estudio, la técnica que ha caracterizado el mayor 
nûmero de cepas ha s ido la realizada con los fagos al 1000 RTD 
tras el trateuoiento térmico, lo que es similar a otra experiencia 
con S. aureus (Vindel y cols., 1987). Se cree que esto es debido 
a la destrucciôn o rotura de las endonucleasas de restricciôn 
(endonucleasa y metilasa) lo que facilita la adsorciôn de los 
fagos (Lacey y cols., 1984). Lorian y sus colaboradores (1985), no 
obstante, consideran que el crecimiento a alta temperatura déprimé 
la formaciôn de la câpsula afectando a la susceptibilidad hacia 
los fagos. S in embargo, Sompolinsky y sus colaboradores (1985) 
describieron cepas capsuladas tipificables y no tipificables lo 
que iria en desacuerdo con lo anteriormente expuesto, a no ser que 
las cepas capsuladas se tipifiquen debido a la existencia de 
poblaciones heterogéneas.
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c) PitrPBPt 4t fiflptipi»»

Tras dividir los patrones fâgicos en cortos, intermedios y 
largos, de acuerdo con el criterio de Richardson y Harpies (1987), 
he nos encontrado una gran proporciôn de patrones cortos en el 
juego de fagos de "Dean and Williams" (37.5%) a pesar de que la 
norma general es la obtenciôn 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 autôctono (32 patrones encontrados). Con 
éste ûltimo 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 més frecuentes (31.5%) y se obtuvieron 66 patrones 
fâgicos diferentes.

Generalizando, podemos decir que los patrones cortos de una o 
dos reacciones son los mâs frecuentes en los très tipos de juegos 
y que la gran variabilidad de patrones obtenidos indican un alto 
poder discriminatorio. Sin embargo, séria mâs deseable una gran 
frecuencia de tipabilidad y un menor poder discriminatorio para 
poder agrupar las cepas que estén epidemiolôgicamente 
relacionadas.

En cualquier caso, si tenemos en cuenta la régla de "las dos 
fuertes diferencias" propuesta por el subcomité de fagotipia de 
Staphylococcus (Blair y Williams, 1961 ), segûn la cual dos 
cultivos son diferentes por fagotipia sôlo si uno es lis ado 
fuertemente por dos fagos que no producen lisis sobre el otro en 
cualquier grado, el nûmero de patrones fâgicos obtenidos se podrla 
disminuir con lo que la discriminaciôn conseguida séria menor y la 
posibilidad de establecer relaciones epidemiolôgicas entre 
aislados aumentarla.
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4) Egjütasiâ jq IPt f#qp# (frecuencia de reacclôn^

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

La razôn por la que un fago tiene una mayor potencia que otro 
no es bien conocida. Probablemente sea debido a caracterlsticas de 
las cepas cambiantes : por una disposiciôn especial del sitio 
receptor del bacteriôfago en la cepa, bien por la naturaleza 
qulmica del mismo o por alteraciones en el contenido lipldico de 
la pared celular, la adsorciôn de los fagos difiera de una cepa a 
otra y consiguientemente se obtenga una frecuencia de reacciôn 
cuyo valor varia de un fago a otro.

5.1.2.- ANO 1990:

En este segundo estudio multicéntrico la fagotipia se realizô 
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 que el nûmero de cepas 
caracterizadas aumentara con respecto al anterior estudio.

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

- fallos en la adsorciôn del fago a la pared
- actuaciôn de las endonucleasas de restricciôn de la cepa
- inmunidad lisogénica.
Parece ser que los fallos en la adsorciôn del fago no se 

producen normalmente "in vivo", lo cual permite, en nuestro caso
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desestimar este mecanismo. Las endonucleasas de restricciôn 
parecen eliminarse por tratauniento térmico (como hemos podido 
comprobar, este tratamiento resultô totalmente eficaz en el 
anterior estudio). En cualquier caso, no podemos saber si es la 
inmunidad lisogénica o una incompleta destrucciôn de las 
endonucleasas de restricciôn la explicaciôn posible a la alta 
frecuencia de cepas no tipificables de estafilococos coagulasa 
negativos que hemos encontrado. Es posible que la baja proporciôn 
de tipabilidad de las cepas de este segundo estudio multicéntrico 
se deba a la adquisiciôn de varios plésmidos de resistencia, los 
cuales, del mismo modo que los profagos, pueden prévenir la lisis 
por los fagos (Rosdahl y cols., 1990). Lôgiceumente las cepas que 
circulan en el ambiente hospitalario no siençre son las mismas, lo 
que puede influir en los resultados finales de tipificaciôn.

Si, en este caso, el estudio hubiera consistido en la 
localizaciôn de una fuente de infecciôn o un brote nosocomial, 
tendriamos que haber intentado una an^liaciôn del juego de fagos 
(inducciôn de nuevos fagos) o bien la aplicaciôn de otros
marcadores alternatives.

a) Patrones de facotipia.

Considerando como un ünico juego de fagos los 32 ençleados 
(20 del juego de "Dean and Williams" y 12 'autôctonos) y
dividiendo, como en el estudio anterior, los patrones en cortos
intermedios y largos, se consiguiô una mayor proporciôn 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 tuviereunos en cuenta la régla de "las dos fuertes 
diferencias" previamente mencionada.
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b) Potencia de los facos.

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

Si conçaramos estos resultados con los del primer estudio 
multicéntrico, observamos que existe coincidencia en cuanto al 
fago 456, pues su proporciôn 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 ûltimo la posee baja (2.8%). Lù 
mismo ocurre con los fagos 43763 y 43785,cuya potencia es baja 
comparada con la obtenida en el afio 1985. El fago 90509, sin 
embargo, no tiene esas diferencias tan acentuadas en cuanto a la 
frecuencia de reacciôn en el primer y segundo estudio: 18.4% de 
reactividad frente a un 12.3%. Esto quizâs sea debido, como 
anteriormente se ha mencionado, a las caracterlsticas especiales 
de la pared celular de las cepas o del sitio receptor del 
bacteriôfago.

5.1.3.- COMPARACIÔN DE AMBOS ESTUDIOS MULTICÉNTRICOS

Cuando comparamos los resultados obtenidos por los dos 
estudios multicéntricos, apreciamos que 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. xylosüs suben en el segundo estudio multicéntrico y S. 
haemolyticus y 5. sapropbyticus 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 estudios 
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 intensives (12.8%).

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

5.2.- ESTUDIO SOBRE CEPAS DE ESTAFILOCOCOS COAGULASA 
NEGATIVOS EPIDEMIOLÔGICAMENTE RELACIONADAS.

a) Fagotipia.

El nûmero de cepas tipificadas al aplicar ambos juegos de 
fagos al 1000 RTD sobre las 202 cepas de estafilococos coagulasa 
negativos crecidas en bafio a 48QC durante cuatro horas fue de 113 
(55.94%). Esta cantidad se asemeja mâs a los resultados obtenidos 
en el estudio sobre las cepas del afio 1986 con el juego combinado 
(70.2%).

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

En cuanto al nûmero de patrones hallados, son muy numerosos y 
pocas cepas coinciden en un mismo patrôn. Se han conseguido 53 
patrones diferentes, cantidad parecida a la que 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 apariciôn (21.3%), igual que sucedla 
con los très 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 mâs potentes, es decir, los que poseen una 
frecuencia de reactividad sobre las cepas mâs alta en este 
estudio, son los siguientes: 27 (35.1%), 90502 (24.7%) y 456
(22.3%). El resto ofrece valores inferiores al 20%. Cuando 
conq>aramos 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. 
explicaciôn de esta hecho ya se ha comentado anteriormente.

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

Por ûltimo, no se ha encontrado ninguna segregaciôn de 
diferentes patrones de fagotipia entre las especies d# 
estafilococos coagulasa negativos.

b) Faootlpia inversa.

La fagotipia inversa résulta adecuada como método alternativo 
de tipificaciôn . Esta fagotipia nos confirma que dos aislados que 
tienen el mismo patrôn fâgico por la fagotipia directa de 48SC son 
iguales, si se obtiene idéntico patrôn mediante la fagotipia 
inversa. Si dos cepas no tipificadas por la fagotipia del calor 
tienen el mismo patrôn fâgico mediante la fagotipia inversa, casi 
con toda seguridad seran iguales entre si. Para poder afirmar 
esto, son necesarios otros marcadores epidemiolôgicos que lo 
ratifiquen.

Mediante la fagotipia inversa se consiguiô tipificar un 40.6% 
de las 202 cepas del estudio epidemiolôgico. Esto supuso un 
aumento del nûmero de cepas tipificadas desde un 55.9%, proporciôn 
obtenida por la fagotipia tras el tratamiento térmico de las
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cepas, hasta un 72.2%. Un 16.3% de las cepas que no fueron 
tipificables por la fagotipia directa se han podido tipificar con 
la fagotipia inversa.

Se establecieron 13 patrones fâgicos 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 que la proporciôn de cepas entre las que se ha podido 
establecer igualdades y diferencias aumente hasta un 86.6%.

Harpies y sus coleüaoradores (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. Segûn ellos, aunque la fagotipia directa puede ser ûtil, 
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 demostrô en un 
estudio en el que la cepa epidémica podla ser fâcilmente 
distinguida de las cepas de la flora normal mediante la fagotipia 
inversa. '

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

c) Anâlisis plasmidico.

El anâlisis plasmidico actualmente es realizado en gran 
nûmero de laboratories de microbiologie, pues proporciona un 
método râpido para caracterizar aislados bacterianos. Nuestros 
resultados muestran, como en otros estudios (Valentine y cols..
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1988) que la mayoria de los aislados contienen plâsmidos (79.2%) 
cuyo tamafio oscila entre 1 y 30 kilobases.

La proporciôn de cepas tipificadas al aplicar la fagotipia de 
48&C junto a la fagotipia inversa era del 72.2%. Por medio de la 
plasmidotipia conseguimos que esta proporciôn aumentara hasta un 
90.5%.

Cuando aplicamos la plasmidotipia después de las 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.

La gran variedad de perfiles plasmldicos 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 
définir 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 esté exento de deficiencies:

- la tendencia de las cepas a perder fâcilmente plâsmidos de 
resistencia a antibidticos (Mickelsen y cols., 1985; Parisi y 
Hecht, 1980) y plâsmidos cripticos (Mickelsen y cols., 1985; 
Parisi, 1986),

- factores técnicos taies como variaciones en los métodos de 
extracciôn de los plâsmidos, que pueden convertir una forma 
molecular de un plâsmido 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 nûmero de bandas présente, asi como 
con las pequenas diferencias en el tamano molecular entre dos 
bandas (Archer y cols., 1984; Parisi, 1985).

También, la transferencia conjugativa de plâsmidos dentro de 
una mis ma especie o entre especies distintas puede co'nducir a 
diferencias en los patrones plasmldicos en células derivadas de un 
mismo d o n  ( Archer y cols., 1985; Schaberg y Zervos, 1986; 
Tennent y cols., 1984).
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Mickelsen y sus colaboradores (1985) observaron que cepas de 
5. epidermidis epidemioldgicamente relacionadas completamente 
idénticas por criterios fenotlpicos y genotlpicos tenlan 
diferentes perfiles plasmldicos, aunque todas ellas conservaban 
algunos plâsmidos de idéntico peso molecular, que les permitla 
reconocer la relaciôn de los aislados de un mismo o de diferentes 
pacientes.

Hartstein y sus colaboradores (1991) estudiando los perfiles 
plasmldicos en S. epidermidis, concluyen que este método es 
fâcilmente reproducible.

Por otra parte, Parisi y sus colaboradores (1986) encontraron 
menores diferencias en los patrones plasmldicos entre aislados de 
S. epidermidis. Sugieren que, aunque el anâlisis de patrones 
plasmldicos es un marcador epidemiolôgico de gran valor, una 
combinaciôn de métodos (especlficamente, plasmidotipia y 
fagotipia) puede proporcionar unos datos epidemiolôgicamente mâs 
ûtiles.

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

d) Antibioqramas;  fi los distintos
antibidticos prôbââgftA

Las pruebas para determinar la 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 Antibidticos del Servicio de 
Microbiologie del Hospital "Ramôn 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 
determinaciôn de la C.M.I. de cada antibiôtico fue el de diluciôn
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en agar segûn las recomendaciones del NCCLS. Como patrôn de 
sensibilidad a los antibidticos también siguieron los criterios 
del NCCLS.

De los doce antibidticos que resultaron comunes, sôlo 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 nûmero 
tan elevado de patrones, constituye uno de los mâs importantes 
problèmes en la tipificaciôn de los estafilococos coagulasa. 
negativos (Hami1ton-Mil1er 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 exprèsiôn de resistencia a antibidticos en algunas cepas 
de estafilococos coagulasa negativos puede ser inestable 
(Mickelsen y cols., 1985)

For otra parte, en un anâlisis estadlstico de algunos 
sistemas de tipificaciôn 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 podrla categorizar dos cepas de 
estafilococos coagulasa negativos como idénticas o diferentes.

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

En nuestro caso, la relaciôn 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) Estudio del factor de virulencia "slime".

La producciôn de "slime" es considerada por la mayoria de los 
autores como un mecanismo patogônico de las infecciones del 
material de plAstico ocasionadas por los estafilococos coagulasa 
negativos. Peters y sus colaboradores (1981), en un modèle 
experimental de infecciôn por catéteres, pudieron ver por medio 
del microscopio electrônico de barrido que los estafilococos 
coagulasa negativos eran capaces de adherirse y crecer sobre la 
superficie del pollmero recubiertas de una matriz cusorfa. No esta 
claro si esta matriz estaba formada sôlo por el "slime" o si estân 
involucradas también otras sustancias del huésped.

Algunos estudios han t rat ado de investigar los mecanismos por 
los cuales los estafilococos se adhieren a superficies de 
pollmeros (Marrie y cols., 1982; Peters y cols., 1984). Los 
resultados muestran que la adherencia de las células de 
estafilococos a estas superficies es més bien un proceso complejo 
que depende de varias propiedades de la superficie de la bacteria 
(hidrofobicidad/hidrofilicidad y carga neta) y del pollmero, 
aunque "in vivo" habrla que considerar también los productos del 
huésped. '

La estructura qulmica del "slime"es todavla desconocida. 
Ludwiclca y sus colaboradores ( 1984b) establecieron algunas 
caracterlsticas fisico-qulmicas: no es una verdadera câpsula sino 
que esté unida débilmente a la superficie celular, no esté 
asociada a células solas y es soluble en agua. Es un complejo 
glicoproteico formado por cuatro fracciones que contienen azücares 
y protelnas. Los azücares présentes son glucosa, glucosamina, 
manosa, galactosa y écido glucurônico. Estos très ültimos no estén 
présentes ni en el peptidoglicano ni en el écido teicoico de la 
pared celular de S. epidermidis y, por lo tanto, podemos decir que 
estos monosacéridos pertenecen al "slime”.
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Los estafilococos que contienen "slime" reaccionan con 
lectinas especificas para la manosa en un test de aglutinaciôn en 
porta, por lo que tal reactividad puede considerarse como un 
marcador de detecciôn de "slime".

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

Hemos valorado dichas técnicas. Mediante la prueba propuesta 
por Christensen (1982) obtenemos més resultados positivos, lo que 
nos conduce a pensar que este método sôlo 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 que algün o algunos 
componentes superficiales de estas bacterias sean los responsables 
de la propied ad de adherirse a la superficie del pollmero. Por 
ello creemos que la reactividad con lectinas especificas para la 
manosa es, por el momento, el ûnico marcador fiable para la 
detecciôn de "slime".

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

Por ûltimo, en nuestro estudio no hemos encontrado ninguna 
relaciôn entre el origen del microorganismo, la especie y la
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producciôn de "slime", aunque, como marcador epidemiolôgico, 
podemos decir que los resultados obtenidos mediante la reacciôn 
con la concavalina A concuerdan con los resultados de los otros 
marcadores epidemiolôgicos.

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

f) Estudio comparative de Igj  marcadores
eDidemiolôqicos utilizados.

f.l.- Proporciôn de tipabilidad v resistencia a 
antibidticos.

La baja proporciôn de tipabilidad entre cepas 
multirresistentes obtenida (tabla 48) esté de acuerdo con el 
estudio realizado por Richardson y Harpies (1987) en Inglaterra en 
el que la tipabilidad entre cepas résistantes à menos de très 
antibidticos fue aproximadamente del 67%, pero sôlo de un 30% 
entre cepas résistantes a mas antibidticos.



TABLA 48.- Proporciôn de tipabilidad y resistencia.

NO cepas /NQ total 
Patrôn de resistencia tipificables/ cepas (%) tipabilidad

Sensible a todo 13/20 (65)
Resistente a < 3 antibidticos 15/23 (65.2)
Résistante a a 3 antibidticos 84/157 (41.6)
Resistente a todo 1/2 (50)
Resistente a oxacilina 55/123 (44.7)

Quizé la baja proporciôn de tipabilidad entre cepas 
mutirresistentes se deba a la adquisiciôn de las cepas de varios 
plésmidos de resistencia, los cuales, del mismo modo que los 
profagos, pueden prévenir la lisis por los fagos (Rosdahl y cols., 
1990).

f.2.- Producciôn de "slime" v acciôn 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 asociaciôn significativa entre la capacidad de un 
aislado para producir "slime" y su tendencia a causar infecciones 
en pacientes con mecanismos protéticos. Encontraron que dichas 
infecciones, por otra parte, eran mâs' dificiles de erradicar 
cuando el microorganismo implieado era productor de "slime” y, que 
por lo tanto, se requerra terapia de antibidticos junto a la 
eliminaciôn de mecanismos protéticos para curar.

Farber y sus colaboradores (1990) demostraron que los 
antibidticos glicopeptidicos vancomicina y teicoplanina eran 
ineficaces para erradicar infecciones por cuerpos extranos debidas



a cepas de estafilococos coagulasa negativos productoras de 
"slime"

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

Nosotros hemos encontrado que el 7 0% de las cepas que son 
sensibles para todos los antibidticos probados (patrôn 1) no 
produce "slime", lo que apoyarla la hipôtesis 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 problems sanitario importante como 
se ha puesto de manifiesto en numerosos estudios.

El anâlisis conçarativo 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 palses, S. 
epidermidis (dentro de los estafilococos coagulasa negativos), es 
la especie implicada en procesos patolôgicos que con mayor 
frecuencia se aisla en los hospitales espafioles.

2#) Los estudios multicéntricos indican que los aislados de 
sangre son los més numerosos.

3>) La localizaciôn 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. y cirugia 
(ambos con un 9.3%), mientras que en el estudio multicéntrico de 
1990 las cepas fueron aisladas de zonas de alto riesgo (12.8%) y 
del servicio de neonatologia (10.1%).

4B) 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 epidemiolôgicos:



1*) La fagotipia, aunque es sin duda un buen marcador
epidemiolôgico para 5. aureus, en los estafilococos coagulasa
negatives la elevada frecuencia de cepas no tipificables hizo 
necesaria la introducciôn de una nueva variante de fagotipia: 
fagotipia al 1000 RTD tras un tratamiento térmico. Esta variante 
nos ha permitido la caracterizaciôn de un mayor nùmero de cepas.

La utilizaciôn de los dos juegos de fagos (20 fagos del juego 
de "Dean and Williams" y 12 autôctonos) aumenta considerablemente 
la proporcidn de tipêüjilidad. En nuestro caso, la actividad de loâ- 
fagos del juego de "Dean and Williams" no parece mostrar 
limitaciones geogrâficas, las cuales han de ser consideradas 
(segûn diverses autores) en la organizacidn de un juego de fagos 
internac ional.

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

2S) La fagotipia inversa es un buen método alternativo de 
tipificacidn. Mediante esta fagotipia conseguimos elevar la 
proporciôn de cepas tipificadas desde un 55.9% hasta un 72.2%. 
Puede ser de gran valor para establecer discriminaciones entre 
cepas muy similares.

3») La plasmidotipia es un método util para caracterizar 
aislados bacterianos. La mayoria de las cepas (79.2%) contenian 
plàsmidos, lo que nos ha permitido establecer una comparacidn de 
perfiles plasmidicos de diferentes aislados, de un mismo o de 
distintos pacientes, en situaciones endémicas o epidémicas, para 
poder définir la epidemiologia de las infecciones producidas por 
los estafilococos coagulasa negativos.



41) El perfil de susceptibilidad antimicrobiana es un 
marcador epidemioldgico ampliamente utilizado para establecer 
ciertas correspondencias entre aislados de estafilococos coagulasa 
negativos en combinaciôn con otros marcadores. Como marcador en 
solitario, présenta el inconveniente de proporcionar gran cantidad 
de patrones, que en nuestro caso casi ronda el centenar. Sin 
embargo, utilizado en combinaciôn con la fagotipia, fagotipia 
inversa y plasmidotipia, nos permite confirmât las similitudes 
entre aislados de un mismo paciente, por lo que su alta 
varied>ilidad queda compensada.

5#) Los resultados de la produceiôn de "slime" nos permiten 
establecer una correspondencia entre dicha producciôn y la 
presencia de infecciôn. Por otra parte, en cuanto a la valoraciôn 
de los métodos usados para su detecciôn, la reactividad con 
concavalina A es mueho mâs especifica que la tinciôn con safranina 
o test del tubo.

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

6») Como conclusiôn final, podemos decir que S. epidermldls 
es el estafilococo coagulasa negativo mâs frecuentemente aislado 
de infecciones. Es también el estafilococo mâs prevalente y 
persistante de la piel. Algunos de los métodos de tipificaciôn 
aqui presentados proporcionan datos mâs concluyentes que otros. 
Por ello el uso de una combinaciôn de marcadores es el método 
idôneo para poder conocer el origen, reservorio y modos de 
transmisiôn de este patôgeno nosocomial.

Hemos encontrado que la sucesiôn de los cinco marcadores 
empleados (fagotipia, fagotipia inversa, plasmidotipia, 
antibiotipia y producciôn de "slime") es una combinaciôn adecuada 
para poder afirmar con grandes probabilidades de acierto, si dos o



mâs aislados de un mismo enfermo son iguales o diferentes y, por 
lo tanto, si son productores de infecciôn o simples contaminantes.
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