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Aislamiento e identificacion de estafilococos coagulasa negativa de

muestras clinicas
Miryam Astudillo H., M.Sc.!, Graciela Barona Tovar, Bact. >, Fabio Carmona V., M.Sc.’

Se analizaron 100 muestras clinicas diferentes (que incluian sangre, pus de abscesos, LCR,
orina, secreciones respiratorias), solicitadas a diversas instituciones de salud, con el fin de
buscar en ellas estafilococos coagulasa negativa (ECN) en estado puro. Las muestras en las
que se aislo mds de un microorganismo no se consideraron en el estudio. Se estandarizaron
las pruebas bioquimicas minimas que permiten identificar los ECN, las diferentes atmosferas
y temperaturas para desarrollo optimo de tales bacterias y los periodos de incubacion. Hubo

42 aislados de ECN donde prevalecieron S. sciuri, 26.1%; S. epidermidis, 19%:; S. gallinarum,
14.2%) S. haemolyticus, 14.2%; S. hyicus subespecie chromogenes, 8.5%; y S. warnert,
7.1%; asi como S. lentus, S. caseolyticus, S. xylosus, y S. simulans con 2.3% cada uno. Este
estudio destaca la importancia de hacer la correcta caracterizacion de los aislados de ECN,
ya que muchos de los encontrados pueden emerger como patogenos oportunistas de alta
prevalencia en ambiente hospitalario; ademas de establecer las pautas para la identificacion

in vitro.

Dentro del género Staphylococcus hay 22 especies', que
historicamente se han dividido en 2 grupos de acuerdo con la
capacidad que tienen o no para secretar las enzimas coagulasa y
desoxirribonucleasa termoestable (ATNasa). Staphylococcus
intermedius, S. hyicus hyicus y S. aureus, este ultimo conside-
rado como patdgeno, estan incluidos dentro del grupo de los se-
cretores. Al resto se les denomina estafilococos coagulasa nega-
tiva (ECN) y se han reconocido como gérmenes oportunistas.

Los ECN causan enfermedad bajo circunstancias especiales
de alteracion en los mecanismos de defensa del huésped, entre
ellas, pérdida de la continuidad de las barreras fisicas, disminu-
ci6n de las capacidades fagocitica y quimiotactica de los neu-
trofilos y presencia de tejido necrético o cuerpo extrafio”.

Algunas de las infecciones causadas por ECN, revisten gra-
vedad, encontrandose en endocarditis bacteriana’”® bacterie-
mia>°®, infecciones del recién nacido con bajo peso’ ',
granulocitopenia'’, septicemia asociada con el uso de caté-
teres''""¥, enterocolitis'*" y en infecciones del sistema nervioso
central (SNC)'. En las infecciones del tracto urinario (ITU) se
culpa especificamente a S. saprophyticus' '~

Enla mayoria de los laboratorios de microbiologia donde solo
se practican examenes de rutina, es costumbre clasificar los ECN
como S. epidermidis o descartarlos como contaminantes sin
investigarles su etiologia en la enfermedad; por esta razon hay

una deficiencia en los estudios epidemioldgicos y queda sin
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establecer la causa de la infeccion, tampoco es posible evaluar
los cambios en la virulencia del microorganismo.

Por todas estos motivos se realizé este estudio, que permitié
observar la distribucion de las diferentes especies de ECN vy
estandarizar las pruebas bioquimicas que conducen a su
identificacion correcta.

MATERIALES Y METODOS

Entre los meses de enero y mayo de 1992, se cultivaron 100
muestras clinicas procedentes de enfermos que se clasificaron
asi: infeccion del tracto respiratorio superior (TRS), 28; con
abscesos de diversas localizaciones, 24; infeccion urinaria, 18;
meningitis, 9; septicemia, 8. A estas muestras se le sumaron 13
aislamientos, de los cuales en 11 no fue posible saber su proceden-
cia clinica y 2 aislados que se usaron para el control de calidad.
Todas las muestras se recibieron de diferentes instituciones de
salud.

LLa siembra primaria se realizo en tripticasa soya agar con
sangre de cordero al 5%; la incubacion se hizo a 35° C en
aerobiosis, anaerobiosis y en atmosfera de 5% de CO,, para
observar a las 24 horas, las caracteristicas macroscopicas de las
colonias y el tipo de hemolisis; posteriormente se hicieron
coloracion de Gram, y pruebas de catalasa y coagulasa con
plasma de conejo.

De acuerdo con la lectura de los cultivos primarios y con base
en el comportamiento de las bacterias frente a estos analisis
iniciales, solo se escogieron para el estudio las muestras clinicas
con cultivos puros de ECN, para de esta manera, poder atribuirle
al hallazgo bacteriolégico la etiologia infecciosa de la entidad
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clinica. Una vez aplicado este parametro se subcultivaron las
bacterias para realizarles pruebas de ADNasa, ATNasa (con
lecturas hasta las 48 horas), reduccion de nitratos, crecimiento en
cloruro de sodio al 10% y 15%, oxidasa, hidrolisis de urea, y
fermentaciéon de los siguientes carbohidratos: sacarosa, sali-
cina, rafinosa, arabinosa, maltosa, manitol, trehalosa, lactosa,
manosa, celobiosa y xilosa. La lectura de estas fermentaciones
se realizé hasta el quinto dia de incubacion porque se han
registrado especies poco activas ante los carbohidratos™.

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se observa las proporciones de aislados de
ECN en las 100 muestras clinicas estudiadas.

Cuadro 1
Distribucién de los ECN Aislados segiin Muestra Clinica.

———————rrrrnr—_—

Muestras clinicas ECN Yo Otras bacterias
s
TRS 28 13 46.4 15

ABS 24 11 45.8 13

ITU 18 8 44 4 18

LCR 9 5 55.5 4

SEP 8 3 37.5 5

PD 11 8 727 3

CC 2 2 0

Total 100 42 58

e ——————

TRS: tracto respiratorio superior; ABS: abscesos; ITU: infecciones del tracto
urinario; LCR: liquido cefalorraquideo; SEP: septicemia; PD: procedencia
desconocida; CC control

En el Cuadro 2 se puede ver que la mayor frecuencia de los
aislados correspondi6 a S. sciuri, seguido por S. epidermidis,
S. gallinarum, S. haemolyticus, S. hyicus subesp. chromo-
genes, S. warneri, S. lentus, S. caseolyticus, S. xylosus y S.
simulans. Este cuadro muestra también la distribucion por-
centual de los aislados por entidades clinicas y permite observar
que el mayor nimero de ECN se encontr6 en los enfermos con
infeccién del TRS. 13 (30.9%); abscesos, 11 (26.1%); y de
procedencia desconocida 8, (19%); respectivamente. Siguieron
en orden decreciente los casos de meningitis, 5 (11.9%); y
septicemias 3 (7.1%).

El Cuadro 3 enseiia las pruebas mas utilizadas en el diagnos-
tico microbiolégico de rutina para identificar las especies del
género Staphylococcus.

DISCUSION

La forma tradicional de identificar estafilococos ha sido por
medio de la prueba de la coagulasa a la que responde positiva-
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Cuadro 2
Distribucién de Aislados de ECN segiin Muestra Clinica.

Staphylococcus Nimero de aislamientos por muestra clinica
TRS ABS LCR S CC PD Total (%)

sciurl S 4 1 1 11 (26.1)
epidermidis 4 I 11 8 (19.8)
gallinarum 1 2 1 2 6 (14.2)
haemolyticus 2 3 1 6 (14.2)

hyicus subesp.

chromogenes 1 2 4( 9.5)
warneri 1 1 3(7.1)
lentus ] 1( 2.3)
caseolyticus 1 1( 2.3)
xylosus 1 1( 2.3)
simulans 1 ( 2.3)

Total 13 11 5 3 2 38 4?2

Yo 309 28.1 119 7.1 4.7 19.0 100.0

e ————————————

TRS: tracto respiratorio superior; ABS: absceso; S: sangre; CC: cepas control;
PD: Procedencia desconocida

Cuadro 3
Pruebas mas Empleadas en la Identificacion de Staphylococcus.

o ——————————————————————————

Staphylococcus Coagulasa ADNasa ATNasa Manitol
e
aureus + -+ + +
intermedius - + + (d)
hycus/hycus d + + -
subsp. chromogenes - W -W d
sciuri - +w - +
lentus - +W . +
caprae - + - d
epidermidis - -W -W -
capitis s W - +
warneri - d - d
haemolyticus - d - d
auricularis - -W - -
cohni 1 : -W - d
cohni 2 - -W - d
xylosus : -W - d
simulans - W -W d
carnosus : W d +

e eeeee—————————————————

ADNasa: desoxirribonucleasa; ATNasa: ADNasa termoestable;
+:>90% +; -:>90% -; (): reaccion lenta;
d: 11% a 89% +; w: reaccion débil.

mente S. aureus. Todo microorganismo que no se podia identi-
ficar como tal se descartaba con la clasificacién errénea de S.
epidermidis o de contaminante. Esta actitud tiene dos
implicaciones: la primera, que todos los ECN no son S. epider-
midis y segundo, que son potencialmente patogenos.
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A medida que se mejoraron las técnicas de diagnostico y se
observo que los estafilococos diferentes de S. aureus se asocian
con enfermedades humana o animal, se penso en la posibilidad
que existieran mas especies de estatilococos, tambi€n patogenos.

En este trabajo se encontr0 con mas frecuencia S. sciuri
aislado a partir de secreciones del TRS y de abscesos. Este
hallazgo en realidad es importante y es el primer registro en Cali
como agente etiologico. Esta bacteria se informa como huésped
comun en la piel de roedores, con mas rareza en ungulados,
carnivoros, marsupiales y otros mamiferos. Inclusive se pudo
aislar de fuentes ambientales pero rara vez de seres humanos*.

El segundo en frecuencia fue S. epidermidis, que se asocio
con infecciones del TRS. Se considera como parte de la flora
normal de piel, TRS y tracto urogenital humano'; asimismo
representa un papel importante al causar bacteriemia en enfer-
mos con infeccion nosocomial, en recién nacidos de bajo peso y
sobre todo en personas con implantes quirirgicos™.

Entre los otros ECN que se i1dentificaron figuran S. gallina-
rum, microorganismo prevalente en la piel de gallinas vy
pollos®*; S. haemolyticus se encuentra en algunas infecciones
de pacientes inmunosuprimidos, 0 en ninos prematuros y forma
parte de la flora normal de la piel en las axilas™*, S. warneri se
ha aislado de primates inferiores*® y de humanos con infeccion
valvular”. S. simulans figura como agente causal de osteomie-
litis y artritis séptica’. S. xylosus se identifico entre los ECN que
se aislaron en estudios hechos, en pacientes y empleados de
hospitales®', en infecciones y en portadores sanos.

Otro punto también muy importante fue el hallazgo de LCR
donde solo se obtuvo crecimiento de ECN, identificados como
S. sciuri, S. epidermidis, S. gallinarum, S. xylosus y 8.
warneri, ademas este ultimo se recuperd en una muestra de
sangre. S1 se considera que el LCR es un fluido corporal
normalmente estéril y que el cultivo produjo aislamientos puros
de los gérmenes mencionados, no es 1l0gico deducir que estos
microorganismos pueden ser agentes etiologicos en tal tipo de
enfermedades.

También se encontré que S. epidermidis no es la bacteria mas
comun entre los ECN, como equivocadamente se ha informado.

Otro objetivo del trabajo fue estandarizar las pruebas
bioquimicas para identificar los ECN. Con base en esto se
hicieron los cultivos en agar sangre y la incubacion en varios
ambientes y se observo que las diversas condiciones atmoste-
ricas en la incubacion no inducen cambios en el crecimiento
bacteriano.

El pigmento y la produccion de hemolisis no deben ser
caracteristicas unicas de identificacion, pues algunos de los ECN
presentan ligero pigmento y escasa actividad hemolitica. Las
pruebas bioquimicas tradicionalmente empleadas de coagulasa,
ADNasa, ATNasa y manitol tampoco son definitivas porque
no todos los S. aureus cumplen con ella; mas aun, como S.
hycus y S. intermedius pueden ser positivos en estas pruebas,
se clasifican de manera errOnea como S. aureus (Cuadro 3).
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En la actualidad la virulencia de los ECN esta demostrada por
completo y se ha visto que estriba en un exopolisacarido de
envoltura externa de nombre «slime»’>*, responsable de la
adherencia bacteriana a catéteres, por interaccion inespecitica
electrostatica e hidrofobica, que ademas de comprometer ciertas
proteinas del huésped’, interfiere con los mecanismos de
coagulacion™ y suprime la respuesta proliferativa de los linfo-
citos’®. Los ECN también excretan toxinas responsables del
sindrome del choque téxico y varias enterotoxinas®’~® similares
en accion a las producidas por las cepas enterotoxigénicas de S.
aureus.

Aunque cada dia se observan mas infecciones por ECN, es
necesario abordar este punto con prudencia. Asi, se recomienda
dar un informe preliminar donde se denomine al aislado ECN,
pues la identificacion final puede tardar hasta 5 dias, 1o cual es
poco practico para instaurar el tratamiento. S1 no se tiene
disponibilidad para realizar el estudio metabolico completo, la
muestra se debe enviar a un laboratorio de referencia para su
identificacion. |

Se debe tener en cuenta que hasta que no se reconozca como
un real patogeno al grupo de ECN, es necesario confirmar la
etiologia de la enfermedad con el aislamiento sucesivo en 3
cultivos'. Existen ademds de las anteriores consideraciones
varias otras razones por las cuales se deben identificar las es-
pecies de un género, entre ellas, el estudio del comportamien-
to frente a los antimicrobianos, cambio en la virulencia y adapta-
cion a nuevos hospederos o cé€lulas del organismo infectado,
identificacion de la fuente comidn en un brote epidémico
intrahospitalario y medir la prevalencia de una infeccion.

La 1dentificacion de los ECN justifica el disenio de
investigaciones para estudiar las implicaciones clinicas de estos
germenes en su papel como patdgenos, tal es el caso de las nue-
vas especies S. lugdunensis y S. schleiferi, que aunque no
tienen todavia estudios muy completos, si se han asociado con
infecciones humanas™*’, como endocarditis valvular*', pioder-
mitis € infecciones cutdneas en general™.

En el presente estudio hubo 11 cepas que no se pudieron
identificar, por no disponer de todas las pruebas necesarias.
Esas cepas se enviaron a un laboratorio de referencia para corro-
borar s1 corresponden a las nuevas especies mencionadas.

SUMMARY

A total of 100 clinical samples ot spinal fluid, urine, blood,
pus and respiratory secretions belonging to patients from different
health centers of Cali, were examined for coagulase negative
staphylococci (CNS). Of the samples 42 were positive for CNS.
The species 1solated were Staphylococcus sciuri, 26%:; S.
epidermidis, 19%; S. gallinarum, 14.2%, S. haemolyticus,
14.2%, S. hycus chromogenes, 9.5%, S. warnerl, 7.1%; plus S.
lentus, S. caseolyticus, S. xylosus and S. simulans with 2.3%
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each. The importance of identifying the species of the CNS,
as well as methods for their characterization are discussed.
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Interpretacion clinica de los gases sanguineos.
Carlos A. Ordoiiez, M.D.!, Ricardo Buitrago B., M.D.2

La interpretacion y el andlisis de los gases arteriales y venosos representa una valiosa ayuda en
el manejo de los individuos criticamente enfermos en la unidad de cuidados intensivos. Antes de

realizar cualquier interpretacion se debe verificar la confiabilidad de la muestra, que se debe
tomar con precauciones y conocimientos. P.e., la toma de la sangre arterial difiere en velocidad
de la toma para la muestra venosa (arteria pulmonar y auricula) Con el estudio de los gases
arteriales y venosos se pueden evaluar 5 funciones corporales: ventilacion, oxigenacion,
perfusion tisular, equilibrio acidobdsico y andlisis metabolico. Al obtener estas mediciones y al
analizar los resultados de esas funciones se logra adquirir un conocimiento de como funciona el
organismo que indicard las pautas y conductas que se deben seguir en el paciente critico.

De manera tradicional la interpretacion de los gases sangui-
neos se limitd al analisis del estado acidobdsico en muestras
exclusivamente arteriales'; sin embargo, con el progreso en el
monitoreo de pacientes, especialmente en los casos criticos se ha
recurrido a los gases sanguineos, arteriales y venosos?, como
una herramienta de gran utilidad para analizar diversas funcio-
nes corporales, que se pueden resumir en 5 diagndsticos
gasimetricos:

1. Estado ventilatorio.

2. Estado de la oxigenacion.

3. Estado de la perfusion tisular.
1. Estado acidobasico.

5. Analisis metabodlico.
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Ademas, el andlisis de los gases sanguineos puede permitir
conocer cudl es el estado de funcionamiento de un érgano, p.e., el
cerebro, por medio de los gases arterio-yugulares.

Es importante conocer que los datos directos informados por
la maquina de gases, asi como los indirectos que se calculan a
partir de los directos, se basan en la medicion de 3 parametros
anicos, por medio de 3 electrodos independientes para pH,
pCO, y O,. Los demas parametros en realidad se extrapolan y
se calculan a partir de ellos”.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

Para que tenga validez cualquier andlisis gasimétrico es
fundamental procesar de manera adecuada una muestra dptima,
que se puede recoger en una jeringa de vidrio o plastico®
heparinizada antes, para evitar la obstruccion de los capilares de
la maquina. La cantidad de heparina no debe ser mayor de la
necesaria para lubricar la jeringa, en una relacion de 1:10 entre
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