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Resumen

Fundamento: La capacidad de algunas cepas de estafilococo coagulasa negativa para
producir biofilm ha sido considerada por algunos autores como indice de virulencia y
sirve para diferenciarlas de aquellas cepas contaminantes. Objetivo: Determinar la
relacion entre la produccién de biofilm por cepas de estafilococo coagulasa negativa y
variables clinicas epidemioldgicas. Material y métodos: Se realizé un estudio
observacional, analitico y transversal en cepas de estafilococo coagulasa negativa y la
relacion entre la produccion de biofilm y variables clinico-epidemiolégicas seleccionadas
de los pacientes infectados, en el laboratorio de Microbiologia del Hospital Provincial
“Saturnino Lora” de Santiago de Cuba, en el periodo de enero — diciembre del 2012. Se
compar6 el método de mucus con el de agar rojo congo para la deteccion de biofilm
bacteriano. Resultados: El grupo de edades donde mas aislamientos hubo a
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estafilococo coagulasa negativa, tanto en el sexo masculino como femenino fue el de
50-59 y 60 y mas afios. Respecto a las enfermedades crénicas no transmisibles
asociadas que presentaron los pacientes, se observo que el mayor niumero de personas
afectadas fueron las que presentaron diabetes mellitus y nefropatias cronicas. La mayor
cifra de aislamientos a estafilococo coagulasa negativa correspondié al servicio de
nefrologia. Los antimicrobianos que menor porcentaje de resistencia mostraron fueron
la vancomicina, cloranfenicol novobiocina y doxicicyclina. Conclusiones: La infeccidon
por estafilococo coagulasa negativa es frecuente en pacientes con edad avanzada, y la
diabetes mellitus y nefropatias son factores a tener en cuenta. Finalmente se demostrd
gue el medio agar rojo congo por su sencillez, alta sensibilidad y especificidad puede
sumarse al arsenal diagnostico de nuestros laboratorios para la deteccidén de biofilm.
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Introduccion

La importancia clinica actual del estafilococo coagulasa negativa esta relacionada,
desde que se descubrio, con el importante papel que juega en la ocurrencia de
enfermedades infecciosas y a su capacidad de colonizar sitios especificos del
hospedero.

El slime producido inhibe la quimiotaxis de los neutréfilos y la fagocitosis, e inhibe la
actividad de los glicopéptidos antimicrobianos como la vancomicina y teicoplanina;
ademas acarrea efectos sobre la funcidon inmunitaria, que interfiere en la activacion y
produccion de linfoquinas o células T auxiliadoras, las que son necesarias para la
estimulacién de otras células del sistema inmune; ocupando el estafilococo coagulasa
negativa con frecuencia los primeros lugares en los patrones de circulacién de
gérmenes, relacionados con las infecciones del entorno hospitalario y el alto porcentaje
de resisistencia frente a los antimicrobianos.*

La capacidad de algunas cepas de estafilococo coagulasa negativa para producir
biofilm ha sido considerada por algunos autores como indice de virulencia y sirve para
diferenciarla de las cepas contaminantes.*?

Por otro lado, la presencia de biofilm aumenta la capacidad de adherencia de los

estafilococos coagulasa negativa e interfiere o modifica la actividad de antimicrobianos.



Esto dltimo ha sido asociado a la falta de permeabilidad, a un secuestro del
antimicrobiano en la complicada malla del biofilm en la que se organizan las bacterias al
terminar el proceso de adherencia, y a la ausencia del microorganismo en la circulacion
al mantenerse suspendido en dicha estructura.®

Por todo lo expuesto, se llevd a cabo esta investigacion para determinar la relacién
entre la produccion de biofilm en cepas de estafilococo coagulasa negativa y variables
clinicas epidemioldgicas, asi como comparar el método de mucus con el de agar rojo

congo para la deteccion del biofilm bacteriano.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio observacional, analitico y transversal en cepas de estafilococo
coagulasa negativa y la relacién entre la produccion de biofilm y variables clinico-
epidemiologicas seleccionadas de los pacientes infectados, en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital Provincial “Saturnino Lora” de Santiago de Cuba, en el
periodo de enero — diciembre del 2012.

El universo de estudio estuvo constituido por 107 cepas de estafilococo coagulasa
negativa que crecieron de muestras de catéter y hemocultivos de pacientes ingresados
en las salas de Cuidados Intensivos, Cardiologia, Nefrologia y el Centro de Cirugia
Cardiovascular, en el periodo estudiado, a las cuales se le aplicaron los métodos
diagnésticos: prueba para la produccion de mucus y agar rojo congo.

Se validaron los resultados de ambas pruebas en términos de sensibilidad y
especificidad, mediante las siguientes férmulas:

Sensibilidad = a (a + ¢)

Especificidad = b (b +d)

Donde a): corresponde a los verdaderos positivos; b) a los falsos positivos; c) a los
falsos negativos y d) a los verdaderos negativos.

Para lo cual se consideraron:

Verdaderos positivos: producen biofilm y la prueba fue positiva.

Falsos positivos: no producen biofilm y la prueba fue positiva.

Verdaderos negativos: no producen biofilm y la prueba fue negativa.

Falsos negativos: producen biofilm y la prueba fue negativa.



Con la informacion recopilada se confecciondé en una base de datos mediante el
sistema SPSS versidén 13,0 para Windows, que permitio realizar todo el procesamiento
estadistico para lo que se utiliz6 el sistema estadistico odd ratio diagnostica (DOR).

Ello permitio obtener las distribuciones de frecuencias y confeccionar las tablas, se hizo
un analisis sintético, inductivo y deductivo de cada tabla; partiendo de la bibliografia
revisada se establecieron comparaciones con estudios nacionales y foraneos, lo cual

permitié formular conclusiones.

Resultados

La tabla 1 refleja los grupos de edades donde mas aislamientos positivos hubo a
estafilococo coagulasa negativa; tanto en el sexo masculino como femenino, fueron los
de 50-59 y el de 60 y mas afos.

Tabla 1. Distribucién de las muestras de cepas de estafilococo coagulasa
negativa segun edad y sexo. Hospital Provincial Docente “Saturnino Lora”.
Santiago de Cuba. 2012.

Sexo
Masculino | Femenino
Edad (afios) | No % | No | % |Total
20-39 1 2,1 3 5 4
40-49 1 2,1 1 1,6 2
50-59 11 | 234 | 7 | 116 18
60 y mas 34 | 72,3 | 49 | 81,6 | 83
Total 47 | 100 | 60 | 100 | 107

Fuente: Base de datos.

Con respecto a las enfermedades crénicas no transmisibles asociadas que presentaron
los pacientes cuyas muestras se estudiaron segun grupos de edades, se observo que el
mayor namero de personas afectadas fueron las que presentaron diabetes mellitus y
nefropatias cronicas, correspondiendo al grupo de edades de 60 y mas afios, con 44 y

34 pacientes, respectivamente (tabla 2).



Tabla 2. Enfermedades cronicas no transmisibles asociadas, segun grupos de

edades.

Enfermedades cronicas no transmisibles Total
Edad Diabetes Insuficiencia renal Enfermedades del No %

cronica corazon

20-39 1 2 1 4 | 3,7
40-49 1 1 - 1,8
50-59 9 7 2 18 | 16,8
60 44 34 5 83 | 77,5
mas
Total 45 54 8 107 | 100

Fuente: Base de datos.

El mayor numero de aislamientos a estafilococo coagulasa negativa (tabla 3)

correspondio al servicio de nefrologia, tanto en muestras de catéter con 25 como en

hemocultivos con 31; seguido de la unidad de cuidados intensivos con 13 y 11

respectivamente; cardiologia, 3y 9 y el centro de cirugia cardiovascular, 11y 4.

Tabla 3. Total de aislamientos de cepas de estafilococo coagulasa negativa en

catéter, hemocultivos por servicios hospitalarios de procedencia.

o Hemocultivos | Catéter | Total
Servicios
No % No | %

Nefrologia 31 56,3 | 23 | 48 54
Unidad de cuidados intensivos | 11 20 13| 25 24
Cardiocentro 4 7,2 12 121,12 | 15
Cardiologia 16,3 4 | 5,7 14
Total 55 100 52 | 100 | 107

Fuente: Base de datos.

Con respecto a los procedimientos diagnoésticos empleados, se realizé la comparaciéon

entre el agar rojo congo y la prueba de mucus, ésta ultima utilizada como gold standard

0 patréon de oro; la misma reveld la sensibilidad y especificidad del método agar rojo

congo las cuales estuvieron en 93,4 y 100 %, respectivamente (tabla 4).



Tabla 4. Sensibilidad y especificidad del agar rojo congo para detectar la
produccion de biofilm por el estafilococo coagulasa negativa.

Estafilococo coagulasa negativa Prueba de Mucus
Prueba Agar rojo Congo Positivo | Negativo | Total | %
Positivo 100 7 107 | 93,4
Negativo 7 98 107 | 6,5
Total 107 107 214 | 100

Fuente: Base de datos.

Sensibilidad - 93,4 % Especificidad — 100 %

Entre los gérmenes asociados a estafilococo coagulasa negativa en muestras de
catéter y hemocultivos se aisl6 klebsiella spp, acinetobacter spp, escherichia coli,
estreptococo a hemolitica y enetrobacter spp.

En relacion con la resistencia del estafilococo coagulasa negativa frente a los
antimicrobianos utilizados en el laboratorio para las pruebas de antibiograma in vitro, se
observo que los antimicrobianos que menor porcentaje de resistencia mostraron fueron

la vancomicina, cloranfenicol novobiocina y doxicicyclina.

Discusion

La adherencia bacteriana constituye el paso previo al desarrollo de una infeccién. Esta
en sus primeros estadios estd mediada por interacciones fisicoquimicas, destacandose
entre ellas las interacciones hidrofébicas.

En 1972, Bayston y Penny® observaron la produccién de una sustancia de naturaleza
mucoide por algunas cepas de Staphylococcus epidermidis, causantes de infecciones
en pacientes con derivaciones de liquido cefalorraquideo. Mas tarde, en estudios
posteriores se observo que los catéteres infectados por este microorganismo estaban
recubiertos por un material denso, mucoide, en el que se encontraban suspendidas las
bacterias. Dicho material se conocié con el nombre de "slime" (limo), que es una
sustancia de naturaleza polisacarida que aun no es perfectamente conocida.

La capacidad de algunas cepas de estafilococo coagulasa negativa para producir slime
ha sido considerada por algunos autores como indice de virulencia y sirve para

diferenciarla de aquellas cepas contaminantes.*



Este estudio reflejo que el mayor niumero de aislamientos a estafilococo coagulasa
negativa se comporto igual para ambos sexos en el mismo grupo de edades, lo cual
coincide con lo planteado en las bibliografias internacionales.*®

Estos estudios expresan que estas edades representan un factor de riesgo debido a
que aparecen en las mismas enfermedades crénicas no transmisibles como la diabetes
e insuficiencia renal, por lo que estan frecuentemente mas predispuestos a adquirir
infecciones relacionadas con el entorno hospitalario ya que su sistema inmune es
deficiente y porque una vez hospitalizados son usualmente manipulados con técnicas
invasivas como la implantacion de catéter, eventos quirlrgicos agresivos y el uso y
abuso de la terapéutica.*®

Con respecto a las enfermedades crénicas no trasmisibles asociadas que presentaron
los pacientes cuyas muestras se estudiaron segun grupos de edades, asumimos lo
planteado por Planet et al,® Atshan et al,” quienes expresan que estas dolencias,
diabetes mellitus y nefropatias, prevalecen méas en estas edades y que el nimero de
personas tiende a aumentar debido al envejecimiento de la poblacién, factores
socioeconémicos y antecedentes familiares.

En cuanto a las nefropatias se observa que en el grupo etareo donde mas prevalencia
hubo fue igualmente en el de 60 y mas afios, puesto que a partir de la cuarta década de
la vida se produce un decrecimiento del filtrado glomerular que en la mayoria de los
ancianos disminuye la masa renal y se observa un porcentaje mas alto de glomérulos
esclerosados en relacion directa con el paso de los afios a lo que se podria sumar la
presencia de enfermedades que por si solas son capaces de dafiar las estructuras
funcionales del rifién, lo que se corrobora con la bibliografia explorada.®

Segun grupo de edades en las enfermedades del corazén los grupos etareos que mas
prevalecieron fue el de 50-59 y 60 y mas afios, lo que concuerda con las bibliografias

consultadas *°

cuando expresan que se produce un incremento de su frecuencia a
medida que aumenta la edad, considerando estas enfermedades como factor de riesgo
de éstos ya que son mas propensos a contraer enfermedades infecciosas relacionadas
con el entorno hospitalario, considerando estas enfermedades como factor de riesgo ya
gque son mas propensos a contraer enfermedades infecciosas relacionadas con el

entorno hospitalario.



En relacion a los gérmenes asociados asumimos lo planteado por Atshan et al,” quienes
opinan que estas infecciones pueden ser polimicrobianas, que los gérmenes asociados
a estafilococo coagulasa negativa en muestras de catéter y hemocultivos son los
gramnegativos y bacilos no fermentadores como la Escherichia coli y bacilos no
fermentadores como el Acinetobacter spp; a pesar que la bibliografia consultada
plantea que la Klebsiella spp es raramente causa de sepsis relacionada con el catéter.
Sin embargo, en nuestro estudio fue el microorganismo que mas aislamientos aporto
asociado al estafilococo, siendo estos responsables de bacteriemia secundaria
relacionada con el uso de éste dispositivo, infecciébn cada vez méas prevalente en el
entorno hospitalario, ganando en los dltimos afios protagonismo como causa de
infeccién relacionada con el entorno hospitalario.**™*3

Los agentes comprometidos en la infeccidn por el uso de catéter estan relacionados con
el tiempo de utilizacion del catéter, la virulencia del microorganismo infectante, la
antibioterapia situacion basal del enfermo entre otras; a pesar que el uso de estos
dispositivos ha sido de gran utilidad clinica ya que permiten un acceso rapido y seguro
al torrente sanguineo, pudiendo ser utilizados para la administracion de fluidos
endovenosos, medicamentos, productos sanguineos, nutricion parenteral total,
monitoreo del estado hemodinamico y para hemodialisis, no estan exentos de riesgos
habiéndose descrito complicaciones mecénicas e infecciosas.'*™*

La infeccion relacionada a catéteres constituye una de las principales complicaciones
de su uso y la primera causa de bacteriemia nosocomial primaria. "3

Con respecto a la relacién entre los servicios de procedencia de las muestras y el
namero de aislamientos, se corresponde con las bibliografias internacionales
exploradas,®® cuando plantean la alta incidencia de este microorganismo, ya que la
patogenia de la infeccion relacionada con catéter es multifactorial y compleja,
involucrando en la infeccion relacionada con catéteres de larga duracién la colonizacion
endoluminal y los gérmenes Grampositivos como los staphylococcus aureus y los
estafilococos coagulasa negativa son los mas frecuentemente aislados en estos
servicios. 01

Con relacibn a la resistencia de estafilococo coagulasa negativa frente a los

antimicrobianos utilizados en el laboratorio se observo, que el cloranfenicol,



vancomicina, novobiocina y doxicyclina fueron los mas eficaces para combatir la
infeccion provocada por esta entidad, a pesar que la bibliografia consultada plantea que
la vancomicina no es efectiva ya que ésta es una molécula muy grande incapaz de
penetrar la intricada red que forma el biofilm por lo que es necesario administrarle altas
dosis al enfermo para eliminar la misma.'®*®

Con respecto a la fosfomicina la bibliografia explorada® plantea la eficacia de éste para
eliminar las sepsis producida por estafilococo coagulasa negativa. Sin embargo, la
investigacion demostro la incapacidad del mismo ya que se observo un alto porcentaje
de resistencia.

Es criterio de los autores sefialar que el alto porcentaje de resistencia frente a los
antimicrobianos, no solo se debe al exopolisacarido producido por estafilococo
coagulasa negativa, sino que también puede estar relacionado con la hospitalizacion
prolongada, asi como por el uso y abuso de los antimicrobianos, lo cual ha traido como
consecuencia la aparicion de gérmenes resistentes con el consiguiente fracaso de los
tratamientos.

Con relacién a la efectividad de la técnica de mucus, es inferior a la de agar rojo congo;
ello se explica porque depende de la persona que realiza el diagndstico, de condiciones
ambientales adecuadas y de que la cristaleria para la realizacion del diagnéstico se
encuentre en 6ptimas condiciones de limpieza.

Referente a la utilidad de la técnica del agar rojo congo, es facil constatar como se
desprende del analisis realizado de la tabla 4 y del hecho de que no depende de la
experiencia y habilidad de la persona para interpretarla. A ello podemos afiadir su

1,2 y Chao et al*® las colonias

mayor reproducibilidad, pues segin Garcia,*! Pascual et a
mantienen su viabilidad, a diferencia de la prueba de mucus donde las colonias mueren
después de agregar la safranina al 2 %.

La concentracion del indicador rojo congo tiene también una influencia manifiesta en el
cambio de tonalidad y se observd que a mayor concentracion del mismo se evidencia
mejor el cambio de color hacia el negro; se presume que debido a la presencia de
compuestos acidos y a la disminucién consiguiente del pH que provoca el biofilm, las
colonias que no producen el mismo se mantienen de color rosa porque el pH del medio

se mantiene basico independientemente de que las bacterias utilicen la sacarosa en su



metabolismo. Esta hipotesis debe comprobarse con otras investigaciones dirigidas

especificamente a este objetivo.

Conclusiones

Las infecciones por el estafilococo coagulasa negativo son frecuentes en ancianos
portadores de enfermedades cronicas no transmisibles.

El procedimiento diagndstico Agar Rojo Congo es una herramienta de trabajo de
gran valor para la determinacion del biofilm producido por este germen, por su alta

sensibilidad y especificidad.
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