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16 Género
Staphylococcus

V. Seija

Resena histoérica

Los cocos se asociaron por primera vez a enfermedades humanas cuando fueron observados
en materiales purulentos provenientes de abscesos humanos. En 1880 el cirujano escocés
Sir Alexander Ogston demostré que cocos agrupados en forma de racimo eran la causa
de ciertos abscesos pidgenos en humanos. Louis Pasteur arribé a una conclusién similar al
mismo tiempo, pero en Parfs. En el afio 1882, Ogston llamo a estos cocos “Staphylococcus”,
derivando el nombre de los términos griegos staphile (racimo de uvas) y kokkus (frutilla).
Morfolégicamente, Ogston propuso este término de manera de poder diferenciarlos de los
estreptococos, formadores de cadenas. Ogston demostré que la inyeccién a ratones de pus
conteniendo estos cocos producia los mismos sintomas observados en el humano. También
observé que si calentaba el pus y lo trataba con fenol, la enfermedad se prevenia.

Introduccion

Staphylococcus aureus se destaca como un importante patégeno humano, produce infecciones
tanto en la comunidad como a nivel hospitalario. En la comunidad, las infecciones por S. aureus
son a menudo agudas, piogénicas y superficiales, aunque también puede producir, con menor
frecuencia, infecciones profundas como osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda. A nivel
nosocomial S. aureus es un importante agente de infecciones de herida quirtrgica, de protesis
y otras. También S. aureus es causa de una serie de infecciones producidas por toxinas como
el sindrome del shock téxico, la intoxicacién alimentaria y el sindrome de piel escaldada.

Staphylococcus epidermidis es integrante de la flora normal de piel pero produce infecciones
crecientes de piel y anexos, colonizando cuerpos extrafios y también es causa de infecciones
profundas en huéspedes inmunocomprometidos.

Staphylococcus saprophyticus es causa de infeccién urinaria baja en la mujer joven.

Taxonomia

Los miembros del género Staphylococcus y Micrococcus son catalasa positivos y hasta hace poco
formaban parte de la familia Micrococacceae junto a los géneros Planococcus y Stomacoccus.
Estudios genéticos han demostrado que Staphylococcus y Micrococcus no estan relacionados.



®

258 TEMAS DE BACTERIOLOGIA Y VIROLOGIA MEDICA

Tentativamente el género Staphylococcus se colocé dentro de la familia Bacillaceae junto a
otros géneros, Bacillus, Gamella, Listeria, Planococcus, etc.

Los estafilococos son cocos Gram positivos, catalasa positivos y el diamino 4cido en el
peptidoglicano es la L-lisina. El género Staphylococcus posee alrededor de 30 especies, de las
cuales destacaremos S. aureus, S. saprophyticus y S. epidermidis.

Habitat

Staphylococcus epidermidis es integrante de la flora normal de la superficie corporal donde
sobrevive gracias a sus lipasas, mientras S .aureus se encuentra habitualmente a nivel de
la nasofaringe y de zonas hiimedas como pliegues inguinales y axilas. A nivel del vestibulo
nasal anterior la adherencia parece estar mediada por el contenido en 4cidos teicoicos. Se
estima que el indice de portacién nasal en los adultos es de alrededor del 20-30%. Expresado
longitudinalmente, cerca del 30% de la poblacién puede ser portador permanente, el 50%
portador intermitente y el 20% no es colonizado. Algunas poblaciones pueden tener una tasa
de colonizacién mayor como el personal de salud, los pacientes en hemodialisis, diabéticos,
adictos a drogas intravenosas, etc. A pesar que S. aureus posee numerosos factores de viru-
lencia, puede convivir con el huésped humano formando parte de su flora normal sin causar
ningin dafio. Existen ocasiones en que este equilibrio se puede romper. Desde las narinas, los
portadores pueden transferir bacterias a diferentes sectores de la piel, aunque habitualmente
existe resistencia a la colonizacién de la piel intacta. Sin embargo, un traumatismo (muchas
veces desapercibido) puede dar una puerta de entrada al microorganismo. En caso de infec-
cién, por tanto, S. aureus puede ser muchas veces de origen endégeno.

Morfologia microscépica

Como ya hemos dicho se trata de cocos Gram positivos que poseen tendencia a agruparse en
racimos. Tienen una forma esférica y un didmetro de alrededor de una micra.

Morfologia macroscopica

Para apreciarla debemos contar con un aislamiento de la cepa a estudiar en una placa de Petri.
El aislamiento nos permitird observar las caracteristicas de las colonias. En medios no selecti-
vos, S. aureus presenta colonias de 1 a 3 mm de didmetro, lisas, levemente elevadas, de bordes
enteros, levemente convexas y generalmente pigmentadas con un color que puede ir desde
el crema al amarillo. La produccién de pigmento se ve favorecida si se incuban los cultivos
por 24 a 48 horas adicionales a temperatura ambiente. Cuando crecen en agar sangre ovina
se puede observar una zona de S-hemdlisis alrededor de las colonias. S. epidermidis presenta
colonias generalmente de menor tamafio y estas no presentan pigmentacion.

Metabolismo

En cuanto a su forma de obtener energfa es tanto a través de la fermentaciéon como de la
respiracién. En cuanto a los requerimientos de cultivo, son no exigentes desde el punto de
vista nutricional, creciendo en medios pobres y simples. En su relacién con el oxigeno son
aerobios-anaerobios facultativos.
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Resistencia a agentes fisicos y quimicos

Es muy resistente a las condiciones ambientales normales. Es capaz de sobrevivir hasta tres
meses en un cultivo a temperatura ambiente. Muere expuesto a temperaturas mayores de 60
°C por una hora. En cuanto a los agentes quimicos, es sensible a la mayorfa de los desinfec-
tantes y antisépticos, que lo matan en pocos minutos.

Staphylococcus aureus

Ya hemos comentado las caracteristicas comunes del género Staphylococcus y ahora analiza-
remos las que distinguen al patégeno més importante dentro de este género. Desde el punto
de vista estructural S. aureus comparte las caracteristicas de los gérmenes Gram positivos y
agrega algunas caracteristicas distintivas.

La pared celular esta compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano. Se trata de un
polimero polisacérido compuesto por cadenas con uniones de tipo 8 (1-4) no ramificadas,
que contienen subunidades alternantes de 4cido N-acetil muramico y N-acetil glucosamina.
Las cadenas laterales de pentapéptidos se hallan conectadas al residuo de 4cido murdmico y
tienen unién cruzada por un puente pentaglicina fijado a la L-lisina de una cadena y la D-
alanina de la otra cadena. El polimero polisacérido bésico se halla también en muchos otros
microorganismos, mientras la cadena de unién cruzada de pentaglicina parece ser especifica
de S. aureus. Tiene como funcién mantener la rigidez de la pared bacteriana y su resistencia
osmética. En la patogenia coadyuvarfa al desencadenamiento de la inflamacién por activa-
cién del complemento, es capaz de atraer leucocitos polimorfonucleares (PMN), estimula la
produccién de anticuerpos opsonizantes y tiene actividad similar a las endotoxinas de Gram
negativos. El otro componente mayor de la pared son los 4cidos teicoicos, que constituyen
alrededor del 40% del peso de la pared. Estos 4cidos son polimeros de glicerol o ribitol fosfa-
to, azlicares y algunas veces, D-alanina. Estdn unidos en forma covalente al peptidoglicano.
Cuando estdn unidos a la membrana citoplasmética se les llama 4cidos lipoteicoicos. S. aureus
posee predominantemente 4cidos de ribitol fosfato, mientras que en los estafilococos coagulasa
negativos estos son de glicerol fosfato.

La presencia de cdpsula es variable pero es importante a nivel patogénico, ya que tiene
propiedades antifagociticas. Las cepas de S. aureus que poseen capsula son més virulentas en
modelos animales. No es claro que la cépsula de S. aureus juegue un papel importante en la
adherencia. Lo que si se conoce es que la adherencia de este germen a la vélvulas cardfacas y
cuerpos extrafios esta mediada, en parte, por receptores de fibronectina en su superficie. La
fibronectina es una glicoprotefna importante en varias funciones de adherencia. Las cepas
de S. aureus, que muestran grandes cantidades de receptores para la fibronectina, parecen ser
mds invasivas y mas habiles para adherirse. Ademés S. aureus puede presentar en su superficie
receptores para el coldgeno.

La pared celular de S. aureus posee una proteina caracteristica llamada protefna A. Esta
tiene la habilidad de unirse a la porcién Fc de las moléculas de inmunoglobulina G (IgG),
y por tanto funciona como factor de virulencia, ya que interfiere con la opsonizacién y la
ingestion de los microorganismos por los PMN, activando el complemento y dando lugar a
reacciones de hipersensibilidad inmediata y tardfa. Esta protefna es inmunogénica y se hallan
anticuerpos contra ella en sujetos con infecciones graves por S. aureus.
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DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD
Cualquier enfermedad infecciosa es el resultado de la interaccién entre el microorganismo

causal y el huésped. Primero analizaremos los factores de patogenicidad con que cuenta S.
aureus. Estos pueden ser divididos en tres grupos (tabla 1):
Componentes de la pared celular: ya fueron discutidos en la seccién anterior.

a)
b)

Enzimas:

Catalasa: podrfa funcionar inactivando algunos sistemas de ingestién de los PMN.
Coagulasas: tanto la coagulasa libre como el llamado “clumping factor” acttan cu-
briendo a la célula de fibrina y por tanto haciéndola m4s resistente a la opsonizacién
y fagocitosis.

Estafiloquinasas: degradan la fibrina y contribuyen a la invasién de tejidos vecinos.
Hialuronidasa: hidroliza la matriz intracelular de mucopolisacéridos de los tejidos y
por tanto contribuye a la diseminacién a tejidos adyacentes.

Lipasas: las cepas de S. aureus productoras de forunculosis crénica son potentes
productoras de lipasas que ayudan al microorganismo a diseminarse por los tejidos
cutineo y subcutineo.

Fosfolipasa C: esta enzima esta asociada con cepas recuperadas de pacientes con distrés
respiratorio del adulto y coagulacién intravascular diseminada (eventos que ocurren
durante la sepsis). Aparentemente los tejidos afectados por esta enzima se vuelven
mas susceptibles al dafio y destruccién por componentes bioactivos del complemento
y sus productos durante su activacién.

S. aureus produce ademas, toda una serie de enzimas como las DNAsas, proteasas y
fosfatasas que colaboran en el proceso infeccioso y en la produccién de lesiones.

Toxinas: S. aureus puede producir toxinas de accién general como las hemoliticas («, 3,

yy 0) y la leucocidina, y también toxinas especializadas como las exfoliatinas, toxina del

shock téxico y enterotoxinas. Las hemolisinas son importantes toxinas citoliticas sobre

una variedad de células.

a hemolisina o & toxina: tiene efecto letal sobre una variedad de membranas celulares
eucariotas, incluyendo la de PMN humanos, asi como también la de eritrocitos de
diferentes especies animales. Es dermonecrdética si se inyecta en forma subcutanea y
es letal para animales si se administra en forma intravenosa. Es responsable de la zona
de hemolisis observada alrededor de las colonias de S. aureus.

B hemolisina: es una esfingomielinasa activa sobre diferentes células: leucocitos,
eritrocitos, fibroblastos.

y vy 0 hemolisinas: se encuentran en algunas cepas de S. aureus y lisan una variedad
de células diferentes.

Leucocidina: es una exotoxina con efecto téxico directo sobre las membranas de los
PMN humanos, causando degranulacién del citoplasma, hinchamiento celular y lisis.
El modo de accién de esta toxina comprende la formacién de poros que alteran la
permeabilidad celular para el potasio y otros cationes. Una inyeccién de esta toxina
en modelos animales produce una disminucién severa del ntimero de leucocitos.
Exfoliatinas o toxinas epidermoliticas: son producidas por algunas cepas de S. aureus
y consisten en dos protefnas, bioquimica e inmunolégicamente diferentes, pero con
funciones bioldgicas similares. La exfoliatina A es un producto de genes cromosémicos,
termoestable y es inactivada por el EDTA, mientras la exfoliatina B es de origen plas-
midico, es inactivada por el calor y estable frente al EDTA. Ambas tienen actividad
proteolitica, actan como superantigenos y disuelven la matriz mucopolisacérida de
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Tabla 1. Determinantes de patogenicidad de S. aureus

Determinante de patogenicidad

Propiedades

Componentes de la pared celular

Peptidoglicano
Acidos teicoicos
Proteina A
Capsula mucoide

Activacion del complemento
Antifagocitica

Antifagocitica

Adherencia

Enzimas

Coagulasa
Estafiloquinasas
Hialuronidasa

Formacion de absceso
Destruccion del coagulo
Invasion histica

Toxina exfoliatina
Toxina del shock tdxico
Enterotoxinas

. Lipasas Colonizacion

Toxinas

L] Hemolisinas Rotura de la membrana celular

L] Leucocidina Alteracion de la permeabilidad celular de

fagocitos

Epidermolisis

Shock

Intoxicacion alimentaria

la epidermis, resultando en la separacién intraepitelial de las uniones en el estrato
granuloso. Las cepas productoras de una o ambas proteinas son responsables del
sindrome de piel escaldada (ver mas adelante).
Enterotoxinas: se trata de moléculas termoestables responsables de la intoxicacién
alimentaria producida por algunas cepas S. aureus. El modo de accién de estas toxinas
no es adn conocido pero se sabe que aumentan el peristaltismo (ver mas adelante).

Toxina del shock téxico (TSST-1): Es también denominada como enterotoxina E Esta
implicada en la patogenia del sindrome del shock téxico. Aunque su rol es poco claro
tiene una gran cantidad de actividades biolégicas. En modelos animales potencia la
actividad letal de pequefias cantidades de endotoxina.

Estos tres tipos de toxinas antes mencionadas (enterotoxinas, exfoliatinas y TSST-1)
actian como superantigeno, lo que significa que pueden activar linfocitos T directamente
(alta afinidad por el complejo de histocompatibilidad tipo II), sin la mediacién de células
presentadoras de antigeno, resultando en la liberacién de citoquinas. Esto puede determinar
importantes efectos sistémicos como fiebre, hipotension, lesiones en piel, shock, fallo mul-
tiorganico y muerte.

FACTORES PREDISPONENTES DEL HUESPED
Las infecciones causadas por S. aureus, no solo dependen de los factores de agresién que
este microorganismo posee, sino también de alteraciones en los mecanismos de defensa del
huésped. Dentro de los factores predisponentes del huésped tenemos:
Defectos de quimiotaxis leucocitaria congénitos o adquiridos (diabetes mellitus, artritis
reumatoidea).
Defectos de opsonizacién por anticuerpos (hipogamaglobulinemia).
Defectos en la muerte intracelular luego de la fagocitosis (enfermedad granulomatosa
crénica).




®

262 TEMAS DE BACTERIOLOGIA Y VIROLOGIA MEDICA

* Heridas de piel (quemaduras, incisiones quirirgicas, eczema).

* Presencia de cuerpos extrafios (suturas, vias venosas, protesis).

* Infecciones por otros agentes, particularmente virus (influenza).

¢ Enfermedades crénicas como alcoholismo, falla renal crénica, enfermedades malignas,
etc.

PATOGENIA
S. aureus produce infecciones de dos maneras:
1. En forma directa, por invasién y posterior destruccién tisular local (proceso supurado),
0 luego de haberse diseminado por via sanguinea.
2. A través de efectos de toxinas.
La tabla 2 muestra los tipos de infeccién que produce S. aureus y la tabla 3 muestra la
secuencia de eventos asociados a infecciones serias causadas por S. aureus.

INFECCIONES POR INVASION

Este tipo de infecciones puede estar producido tanto por cepas de S. aureus residentes como
no residentes. El primer paso de la infeccién es la adherencia y colonizacién de las células
del huésped. Se describen tres tipos de adherencia. Por un lado, la adherencia a las células
de la mucosa nasal mediada por los 4cidos teicoicos y también es importante la adherencia a
la mucina de la mucosa nasofaringea. Por otro, la adherencia a piel traumatizada o pequefias
disrupciones de piel, asf como también a objetos extrafios y estructuras subendoteliales. Esta
adherencia envuelve muchas protefnas de la matriz extracelular como fibronectina, fibriné-
geno, elastina, coldgeno y otras. Estas protefnas interaccionan con diferentes receptores de
S. aureus, antes mencionados. Por dltimo, la adherencia de S. aureus a las células endoteliales
durante los eventos de sepsis es un proceso complejo donde estén involucradas la fibronectina,
el fibrinégeno y la laminina.

Una vez los microorganismos atravesaron la barrera cutaneomucosa, llegan al tejido
subcutdneo o submucoso y se diseminan rdpidamente, formando abscesos. Esta es la lesién
tipica producida por este microorganismo. Los mecanismos de la invasién son poco conocidos
pero a este nivel se desencadena la respuesta inflamatoria del huésped que contribuye a la
formacién de los abscesos. La respuesta defensiva més importante por parte del huésped son
los PMN. Algunas veces el germen puede seguir invadiendo, buscando areas mas profundas
y avasculares. Una vez se encuentran alrededor o dentro de los huesos, o protegidos dentro
de codgulos, los microorganismos se hacen bastante resistentes al ataque y erradicacién por
los mecanismos defensivos del huésped.

Sélo la mayor intensidad de los factores bacterianos junto al fracaso de los mecanismos
defensivos del huésped puede llevar a que las bacterias puedan llegar a la corriente sanguinea,
diseminarse y producir focos de infeccién a distancia llamados abscesos metastésicos. Los
eventos que llevan a la sepsis y muerte atn no son del todo conocidos. Aparentemente los
4cidos teicoicos y el peptidoglicano podrfan actuar como la endotoxina de los bacilos Gram
negativos.

Ademas de infecciones de piel y partes blandas, S. aureus puede producir infecciones
invasivas como neumonia, osteomielitis, bursitis, artritis y otras.

INFECCIONES POR ACCION DE TOXINAS
Estas infecciones estdn causadas por la liberacién al medio de sustancias téxicas, que pueden
ejercer su accion a cierta distancia del foco infeccioso.
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Tabla 2. Infecciones producidas por S. aureus.

Invasion directa

Superficial

+ Piodermas, incluyendo impétigo y paroniquia

« Infecciones de piel y tejidos blandos, forinculos, celulitis, linfangitis, linfadenitis, etc.
Profunda

« Artritis séptica

» Osteomielitis

» Piomiositis

Diseminacion por via sanguinea

* Bacteriemia con o sin shock o falla multiorganica

» Formacion de abscesos metastasicos (cerebro, pulmén, higado, bazo, retroperitoneo,
rindn, tracto genital, etc.)

Enfermedades mediadas por toxinas
* Sindrome de piel escaldada

* Intoxicacién alimentaria

* Sindrome del shock téxico

Tabla 3. Secuencia de eventos patogénicos en infecciones serias causadas por S. aureus

Colonizacion, portador, produccién de toxina
Rotura de barrera cutaneomucosa

Invasién

. Celulitis, linfangitis

. Formacién de absceso

. Eventual invasion de la sangre
Bacteriemia

Sindrome de sepsis

. Componentes de la pared

. Toxina del shock toxico

. Rol de los mediadores disparados
Complicaciones

. Abscesos supurados metastasicos, endocarditis, etc.
. Shock séptico o falla multiorganica
Muerte

1. Sindrome de piel escaldada: se debe a la produccién de la toxina exfoliativa en un foco, que
luego pasa al torrente sanguineo, pudiendo diseminarse hasta regiones alejadas del foco
donde no es posible aislar ningtin germen. Esta toxina produce la formacién de ampollas
y la subsiguiente descamacién de l4minas epidérmicas, que puede estar localizada en una
regién o estar diseminada por todo el cuerpo. Se presenta con mayor frecuencia en recién
nacidos y nifios pequefos.

2. Sindrome del shock téxico: es un cuadro grave que en el pasado se ha observado asociado
a la utilizacién de tampones vaginales por parte de mujeres jévenes. El microorganismo
prolifera en el tampén contaminado y produce la toxina del shock téxico. El cuadro
clinico esta caracterizado por fiebre, hipotensién, exantema cutdneo en manos y pies,
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grados variables de vémitos, diarrea, falla renal, cefalea y conjuntivitis. Evoluciona al
shock grave en 48 horas. También se asocia a heridas trauméticas o quirtrgicas.

3. Intoxicaciones alimentarias: se producen por la contaminacién de alimentos, que suelen
ser de elevado contenido en protefnas e hidratos de carbono como pasteles, helados y
salsas, y con pH superior a 5, que permitirdn un répido crecimiento bacteriano. La mala
refrigeracién y conservacién hacen que el microorganismo prolifere, y si es una cepa
productora de enterotoxina termoestable, la libera en cantidad suficiente como para
producir intoxicacién. El tiempo de incubacién es corto (1 a 6 horas) y los sintomas son
vémitos y diarrea de hasta 2 dfas de duracién, en general sin fiebre, siendo normalmente
de rapida recuperacion. Este proceso sélo requiere hidratacién y no necesita de tratamiento
antibidtico.

RESPUESTA DEL HUESPED
La integridad de la barrera cuténea y un sistema fagocitico intacto son los principales meca-
nismos de defensa contra las infecciones estafilocécicas. La primera linea de defensa luego de
atravesar las barrera cutdnea son los PMN y el sistema monocito-macréfago. La movilizacién
de las células fagociticas hacia el sitio de crecimiento bacteriano requiere la elaboracién de
sefiales microbianas y especificas del huésped. El reconocimiento de S. aureus por los fagocitos
estd mediado por sus receptores para el fragmento Fc de la IgG, por sus receptores para la
subunidad C3b del complemento, y posiblemente por otros receptores del complemento. Para
ser fagocitado, por tanto, S. aureus debe estar recubierto por C3b o IgG, proceso que se llama
opsonizacién. En cepas con cépsula se necesitan anticuerpos anticapsula para la opsonizacién.
La proteina A tiene, como ya vimos, una importante funcién antifagocitica. Luego de ser fago-
citados, la mayorfa de los estafilococos intracelulares son destruidos rapidamente y degradados
dentro de la vacuola fagocitica, pero puede demostrarse la sobrevida de una minoria, lo que
podria explicar el indice de recurrencia de algunas infecciones por S. aureus.

Durante la infeccién estafilocécica se producen algunos anticuerpos contra distintos
antigenos de la pared celular, asf como contra varias toxinas. En la actualidad ninguno ha
logrado inducir una proteccién completa contra la infeccién por S. aureus.

CUADROS CLINICOS

La lesién caracteristica producida por S. aureus es el absceso, este se puede presentar a nivel
de la piel como fortnculo. Esta lesién es blanda, eritematosa y caliente. A las 24-48 horas
desarrolla una ptstula central blanca. Dentro, el material purulento es cremoso, amarillento,
y frecuentemente tiene un centro constituido generalmente por un foliculo piloso que es el
sitio donde la infeccién se inici6. Este tipo de infeccién también puede aparecer alrededor
de cuerpos extrafios y entonces el indculo necesario para producir infeccién es mas bajo y la
llegada de antibiéticos es menor.

RESISTENCIA ANTIBIOTICA

S. aureus puede poseer resistencia para diferentes antimicrobianos. En general los estafilococos
aislados de infecciones comunitarias, hasta hace poco tiempo, no posefan muchos genes de
resistencia salvo por la produccién de penicilinasa. Sin embargo, actualmente asistimos a la
emergencia de cepas comunitarias resistentes a meticilina u oxacilina (ver mas adelante). En
cuanto a los aislamientos de origen nosocomial, un elevado porcentaje de los mismos tienen
varios determinantes de resistencia y fundamentalmente resistencia a meticilina, asociada a
resistencia a aminoglucésidos, macrélidos y quinolonas.
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Resistencia a g-lactamicos

Existen variados mecanismos que median resistencia a -lactdmicos. La produccién de f3-
lactamasa inactiva ciertos f-lactdmicos por medio de la hidrdlisis del anillo S-lactdzmico.
Estas enzimas atacan a la penicilina G, ampicilinas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. El
producto de hidrélisis carece de actividad antibacteriana. M4s del 90% de los aislamientos de
S. aureus produce este tipo de enzimas, también llamadas penicilinasas. Parte de la enzima que
se produce es excretada al medio externo y parte permanece adherida a la membrana celular.
Se han reconocido cuatro variantes de f3-lactamasa llamadas A, B, C y D. En la mayoria de
los aislamientos esta enzima es codificada por plasmidos, pero también se puede encontrar a
nivel cromosémico como parte de un elemento transponible.

Por otro lado tenemos la resistencia a meticilina u oxacilina. Esta consiste en la produccién
de una nueva proteina fijadora de penicilina (penicillin-binding protein) PBE, llamada PBP2a
o PBP2’, no presente en las cepas sensibles. Esta nueva PBP tiene una afinidad disminuida
por la mayorfa de los f-lactdmicos y cefalosporinas. Se trata de una transpeptidasa, la cual
se encarga de la sintesis de la pared cuando las otras PBPs estan inactivas por estar ligadas
al beta lactdmico. Esta nueva PBP est4 codificada por un gen llamado mecA que esta pre-
sente en el cromosoma de todas las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
Presumiblemente Ia regién mec se origino en estafilococos coagulasa negativos y luego se
transfirié a S. aureus.

Cuando una cepa es resistente a meticilina significa que la cepa es resistente a todos los
antibidticos S-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas y carbapenems).

Resistencia a glicopéptidos

La resistencia a glicopéptidos en estafilococos se ha descrito en aislamientos clinicos de
estafilococos coagulasa negativos como S. haemolyticus y en los Gltimos afios se comenzaron
a describir aislamientos de S. aureus con sensibilidad disminuida y también resistentes a los
glicopéptidos. Se necesitan todavia mas estudios para establecer el exacto mecanismo mo-
lecular de resistencia a glicopéptidos. No se han aislado cepas con este tipo de resistencia
en nuestro pafs.

Resistencia a macrélidos

En S. aureus la resistencia a la eritromicina tiene dos fenotipos. El primero es conferido por
una modificacién del rRNA blanco por enzimas constitutivas o inducibles que metilan un
residuo especifico en el RNA. Este evento resulta en una disminucién de la unién a la eri-
tromicina, a otros macrolidos y a las lincosaminas. Los genes que codifican esta resistencia
se encuentran tanto en pldsmidos como en el cromosoma. El segundo fenotipo abarca una
resistencia inducible a macrélidos. Se trata de un gen localizado en un plasmido que codifica
una bomba de eflujo ATP-dependiente.

Resistencia a aminoglucésidos
En S. aureus la resistencia a aminoglucésidos puede ser consecuencia de uno de tres posibles

eventos.
1. Una mutacién cromosémica que codifica una alteracién del sitio de accién en el riboso-
ma.

2. Transporte inefectivo, lo que produce una resistencia de bajo nivel.
3. La produccién de enzimas modificadoras, el cual es el mecanismo mas comdinmente
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encontrado. Estas se pueden codificar a nivel de transposones localizados en plasmidos
o en el cromosoma.

Resistencia a quinolonas

La resistencia a las quinolonas es debida a una actividad disminuida de la girasa, mediada
por mutaciones puntuales localizadas en el gen gyrA cromosémico, el gen estructural de la
subunidad A de la DNA girasa. Una mutacién puntual en otro gen, el norA lleva a la dismi-
nucién de la acumulacién de la droga dentro de la célula. Ademas las mutaciones en el gen
grlA cromosémico, confieren una resistencia de bajo nivel a las fluoroquinolonas.

PERFILES DE RESISTENCIA

En nuestro pafs se pueden describir, en forma esquematica, la circulacién de tres perfiles de
resistencia. Uno esta constituido por cepas de S. aureus sensibles a meticilina u oxacilina, que
en més del 90% de los casos son productoras de penicilinasa y, a veces, pueden tener deter-
minantes de resistencia a macrolidos. El segundo perfil esta constituido por cepas resistentes
a meticilina u oxacilina sin resistencia acompafante a otros grupo de antibiéticos salvo, a
veces, resistencia a macrolidos. Este pertfil se le denomina S. aureus meticilino-resistente
perfil comunitario (SACOMR), ya que se empez6 a detectar principalmente en cepas de
origen comunitario aunque actualmente ya se detecta a nivel hospitalario. El tercer perfil
esta constituido por cepas multirresistentes que poseen resistencia a meticilina, asociada a
resistencia a aminoglucésidos, quinolonas y macrélidos, donde practicamente la Ginica opcién
terapéutica es la vancomicina. Este tipo de cepas se aisla mayoritariamente de infecciones
de origen nosocomial.

Staphylococcus epidermidis

El grupo de estafilococos coagulasa negativos esta constituido por un gran numero de especies.
En la tabla 4 se pueden ver las especies relacionadas con patologfa humana. S. epidermidis es
una de las especies que més frecuentemente se afsla. Comparte las caracteristicas del género
con respecto a la morfologfa y fisiologfa. En relacién a la estructura, a nivel de la pared celular,
a diferencia de S. aureus, los puentes de pentaglicina del peptidoglicano no estdn presentes y
se sustituyen algunas moléculas de glicina por L-serina.

Con respecto a la patogenicidad, S. epidermidis es capaz de producir macromoléculas de
superficie y extracelulares, que inician y luego aumentan la adhesién bacteriana a la superficie
plastica de cuerpos extrafios. La adherencia inicial de S. epidermidis parece estar mediada por
una adhesina polisacarida llamada PS/A y otras protefnas de superficie. La PS/A se trata de un
polimero de galactosa-arabinosa de alto peso molecular. Los anticuerpos dirigidos contra PS/A
bloquean la adherencia de S. epidermidis. Luego de la adherencia inicial, hay otra fase llamada
de adherencia intracelular que es mediada por un polisacarido llamado PIA y una proteina
extracelular. Esto permite la formacién de varias capas de células bacterianas adheridas entre
si que forman el llamado slime o biofilm. Este slime sirve para proteger a los microorganismos
de los agentes antimicrobianos y de las células fagociticas. En general, es necesaria la remocién
del cuerpo extrafio para lograr la cura de la infeccion. El slime parece tener otras actividades
bioldgicas, dentro de las cuales se cuentan la inhibicién de la proliferacién de linfocitos Ty
un efecto adverso sobre la opsonizacién y fagocitosis.

Las infecciones causadas por S. epidermidis se relacionan con la colonizacién de cuerpos
extrafios, especialmente en el paciente hospitalizado. En el caso de la colonizacién de catéteres
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Tabla 4.

Especies de Staphylococcus coagulasa negativos relacionadas con infecciones huma-
nas

S. epidermidis* S. xylosus

S. saprophyticus* S. cohnii

S. capitis S. simulans

S. warneri S. auricularis

S. haemolyticus S. lugdunensis

S. hominis S. schieiferi

S. saccharolyticus S. pasteuri

S. caprae

*Especies que mas frecuentemente se aislan en infecciones humanas

intravenosos, puede aparecer flebitis y fiebre, y eventualmente se produce una bacteriemia y
sepsis. La colonizacién de véalvulas cardfacas protésicas puede producir endocarditis precoces y
tardifas. Estas infecciones conducen, en casos graves, a la retirada de la valvula contaminada.
La utilizacién de otros dispositivos como prétesis osteoarticulares, catéteres peritoneales y
derivaciones de liquido cefalorraquideo, también pueden ser susceptibles a contaminacién por
S. epidermidis. Ya que la mayorfa de estos cuadros se producen dentro del &mbito hospitalario,
las cepas de S. epidermidis aisladas frecuentemente son resistentes a meticilina. Estas cepas,
adem4s, pueden presentar los mismos genes de resistencia ya comentados para S. aureus.

La mayorfa de las veces que aislamos S. epidermidis de una muestra clinica en el laboratorio
de microbiologfa, este constituye un contaminante. Esta especie, al ser flora normal de piel,
muchas veces contamina las muestras en el momento de la toma, creando dificultades para
interpretar los resultados de los cultivos. Es el contaminante mas importante en muestras de
hemocultivo, liquidos biolgicos o exudados de herida, donde su aislamiento debe ser inter-
pretado con precaucién, teniendo en cuenta las condiciones de extraccién de la muestra y
la condicién clinica del paciente.

Staphylococcus saprophyticus

Presenta caracteristicas similares a S. epidermidis pero es resistente a la novobiocina y la com-
posicién de los 4cidos teicoicos es de fosfato de ribitol. Se encuentra ampliamente distribuido
siendo causante de hasta el 20% de las infecciones urinarias extrahospitalarias en mujeres
jovenes, causan afecciones del tracto urinario bajo sin alteraciones estructurales. No presenta
problemas de resistencia antibidtica.

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
Ademis de los datos clinicos y epidemiolégicos, fundamentales para la orientacién diagndstica,
es preciso confirmarlo con el diagnéstico microbiolégico.

Toma de muestras

Se realizar de la forma habitual, en procesos generalizados con posibilidad de bacteriemia se
realizardn hemocultivos. En el caso de procesos supurados se realizara la toma de la muestra
con aguja y jeringa, siempre que sea posible. Los estafilococos son bastante resistentes a las
condiciones ambientales adversas pero de todas maneras es necesario tomar precauciones en
el transporte y conservacién de la muestra.
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Examen directo

En el caso de procesos supurados, el examen directo de la muestra con tincién de Gram nos
permitird observar los cocos Gram positivos agrupados en racimos, junto a un gran ntmero
de leucocitos polimorfonucleares.

Cultivo

En cuanto a los requerimientos atmosféricos el género Staphylococcus es aerobio-anaerobio
facultativo, por tanto su crecimiento en caldo tioglicolato se hard en toda la extensién del
tubo. Desde el punto de vista nutricional es no exigente, por lo tanto crece tanto en medios
de cultivo pobres, como el agar simple, como en medios ricos, como el agar sangre ovina.

Identificacion

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las pruebas o ensayos bioquimicos son aquellas reacciones que ponen en evidencia la existencia
de una enzima o pasos metabdlicos determinados, y que muchas veces nos permiten llegar a
la identificacién a nivel de especie. Ahora enumeraremos las pruebas bioquimicas necesarias
para la identificacién de los estafilococos.

PRUEBA DE LA CATALASA
Objetivo: separar Staphylococcus y Micrococcus (catalasa positivos) de los géneros Streptococcus
y Enterococcus (catalasa negativos).

Fundamento: la enzima catalasa descompone el peréxido de hidrégeno (H,O,) en agua
y oxigeno bajo la férmula
2H0,---2H0 + O,

De esta manera las bacterias se protegen del efecto téxico del H2O2, que es un producto
final del metabolismo aerobio de los azticares.

Procedimiento: se coloca una gota de H,O, al 3% sobre un portaobjetos y luego se transfiere
una porcién de colonia sobre el H,O, realizdndose una emulsién. En lo posible debe tomarse
la colonia a partir de un medio sin sangre, ya que los eritrocitos tienen actividad de catalasa
y pueden falsear los resultados. Esta prueba también puede realizarse a partir de un cultivo
en tubo, simplemente colocando unas gotas de H,O, dentro del mismo.

Interpretacién de resultados: el desprendimiento de burbujas se considera una prueba
positiva.

Para diferenciar Staphylococcus de Micrococcus se realizan distintas pruebas bioquimicas
que se mencionan en la tabla 5. La lisostafina es una endopeptidasa que cliva los puentes de
pentaglicina presentes en la pared de lo estafilococos, por eso el género Staphylococcus es
sensible a su accién.

Dentro del género Staphylococcus existen tres especies que se consideran de mayor im-

Tabla 5
Caracteres G. Staphylococcus G. Micrococcus
Lisostafina S R
Sensibilidad a bacitracina R S
(disco 0,04 U)
Utilizacién de + -
glucosa anaerobia

+, reaccion positiva; -, reaccion negativa; S, sensible; R, resistente.
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portancia médica: S. aureus, S. saprophyticus y S. epidermidis. Estas se diferencian segin las
pruebas bioquimicas que se detallan en la tabla 6.

Tabla 6.

Caracteres S. aureus S. saprophyticus S. epidermidis

Coagulasa

DNAsa

Nucleasa termoestable

Presencia de proteina A

+ [+ [+ [+

Susceptibilidad a la novobiocina R R S

+, reaccion positiva; -, reaccion negativa; S, sensible; R, resistente.

PRUEBA DE LA COAGULASA
Objetivo: permite separar S. aureus, que posee coagulasa, de las otras especies de estafilococos

que genéricamente se las denomina estafilococos coagulasa negativos (ScoN).

a)

b)

Fundamento: S. aureus posee dos tipos de coagulasa:

Una endocoagulasa o coagulasa ligada o clumping factor, que esta unida a la pared celu-
lar. Esta actta directamente sobre el fibringeno provocando la formacién de codgulos
o grumos cuando se mezcla una suspensién bacteriana con plasma citratado (test en
lamina).

Una exocoagulasa o coagulasa libre que actia mediante la activacién de un factor sérico
(CRF), form4ndose un complejo coagulasa-CRE, el cual reacciona con el fibrinégeno
produciéndose un codgulo de fibrina (test en tubo).

Mientras el test en tubo es definitivo, el test en ldmina nos sirve como una rapida y

econdmica técnica de tamizaje (screening). Entre un 10 a 15% de las cepas de S. aureus se
mostraran negativas en el test en ldmina, por lo cual en esos casos se hace necesario realizar
un test en tubo.

Test en lamina

Procedimiento: se emulsionan sobre un portaobjetos una o més colonias en una gota de
suero fisiologico hasta formar una suspensién lechosa. Luego se agrega, al lado, una gota
de plasma citratado de conejo y se mezclan.

Interpretacién de resultados: debe realizarse dentro de los primeros diez segundos. Un test
positivo se evidencia por la formacién de grumos. Los test negativos deben ser confirmados
por test en tubo.

Test en tubo

Procedimiento: se emulsionan varias colonias en un tubo con 0,5 ml de plasma citratado
de conejo. Se incuba a 35 2C y se chequea la formacién del codgulo a las 4 horas. Si es
negativo se reincuba toda la noche y se procede a su lectura a las 18 horas. La lectura a
las 4 horas es fundamental porque en alguna oportunidad puede suceder que las fibrino-
lisinas de S. aureus lisen el codgulo luego de 18 horas de incubacién y de esta manera se
produzcan un test falso negativo.

Interpretacion de resultados: se observa la formacién de un codgulo total o parcial si el test
es positivo.
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AGLUTINACION CON PARTICULAS DE LATEX
Objetivo: permite separar S. aureus de otras especies de estafilococos. Es un test alternativo
para detectar la presencia de la coagulasa y la protefna A.

Fundamento: se utilizan particulas de latex cubiertas con plasma. El fibrinégeno se une
al latex y detecta el clumping factor. Ademas, las inmunoglobulinas presentes en las particulas
detectan la proteina A, capaz de unirse a la porcién Fc de la IgG.

Procedimiento: se trata de test comerciales por lo cual cada formulacién tiene su pro-
cedimiento especifico. Generalmente se mezcla el reactivo del test con una porcién de la
colonia.

Interpretacion de resultados: la formacién de grumos indica un test positivo.

PRESENCIA DE DESOXIRRIBONUCLEASA (DNASA)
Objetivo: permite diferenciar S. aureus que posee DNAsa de otras especies del género Sta-
phylococcus.

Fundamento: se basa en la presencia de la enzima DNAsa que es capaz de clivar los enlaces
fosfodiester internos de la molécula de DNA. Se utiliza un medio s6lido que contiene verde
de metilo, el cual se combina con DNA altamente polimerizado. Cuando la combinacién
no ocurre, por accién de la enzima DNAsa, se produce una decoloracién del medio. Existen
otros tipos de medios de cultivo como el que contiene azul de toluidina metacromético en
vez de verde de metilo.

Procedimiento: se siembra una colonia de estafilococo en forma de moneda en una placa
de medio sélido que contiene DNA vy verde de metilo. Se incuba 18 horas a 35 °C.

Interpretacién de resultados: la formacién de un halo transparente alrededor de la siembra
indica presencia de DNAsa.

PRESENCIA DE NUCLEASA TERMOESTABLE
Objetivo: permite diferenciar S. aureus, que posee esta enzima, de otras especies que no.
Fundamento: se basa en la presencia de nucleasa termoestable, que es una enzima con
propiedades endo y exonucleoliticas y capaz de clivar DNA y RNA. Existen varias formas
de investigar la presencia de esta enzima. Se utilizan cualquiera de los medios s6lidos men-
cionados en la prueba anterior pero en estos se realizan hoyos de aproximadamente 3 mm
de didmetro.
Procedimiento: cada hoyo se llena con un cultivo en caldo de la cepa en estudio, que ha
sido previamente llevado a 100 °C por 15 minutos. Se incuba 18 horas a 35-37 °C.
Interpretacién de resultados: se interpreta igual que la prueba anterior.

SUSCEPTIBILIDAD A LA NOVOBIOCINA
Objetivo: separar S. saprophyticus (resistente a la novobiocina) de los demads estafilococos
coagulasa negativos.

Fundamento: varias especies del género Staphylococcus son resistentes a la novobiocina
(disco de 5 ug.) dentro de las cuales se encuentra S. saprophyticus.

Procedimiento: se siembra una placa de agar sangre o agar Mueller-Hinton como si se
fuera a realizar un antibiograma. Se utiliza un hisopo embebido en una suspensién, con una
turbidez equivalente a un Mc Farland 0,5, de la cepa a estudiar. Luego se aplica el disco de
novobiocina y se incuba a 35 C por 18 horas.

Interpretacién de resultados: un halo de inhibicién de crecimiento menor o igual a 16
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mm corresponde a S. saprophyticus. Un halo de inhibicién mayor de 16 mm corresponde a
otros estafilococos coagulasa negativos.

SISTEMAS DE IDENTIFICACION COMERCIAL

Las pruebas anteriormente descritas se utilizan en forma manual pero existen sistemas de
identificacién comercial para identificar las especies dentro del género Staphylococcus. Los
kits comerciales disponibles utilizan, para la identificacién, test de fermentacién de azicares
modificados, adaptacién de test manuales estdndar y substratos enzimaticos cromogénicos.
Estos sistemas de identificacién son adaptados a un formato particular utilizado por el fa-
bricante (por ej.: tira con microctpulas, tarjetas plasticas, pequefias bandejas, etc.). Existen
también sistemas de identificacién a nivel molecular. Para S. aureus existen sondas genéticas
para su deteccién rapida con un 100% de especificidad.
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