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Resumen

Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) es el microorganismo que se aisla con mayor fre-
cuencia en los hemocultivos. Sin embargo, es poco el conocimiento que se tiene sobre los factores
de virulencia producidos por SCN que contribuyen a la patogénesis de las infecciones causadas por
estos microorganismos. El presente estudio se realizé para determinar la producciéon de enteroto-
xinas estafilococicas, la produccion de biofilm y la resistencia a los agentes antimicrobianos. Con
este propdsito, un total 48 cepas de SCN aisladas de hemocultivo en el Hospital Universitario de
Maracaibo, Zulia, Venezuela fueron estudiadas. Las enterotoxinas estafilococicas fueron detecta-
das por aglutinacion en latex pasiva reversa. La produccion de biofilm fue evaluada por un ensayo
cuantitativo usando microplacas. La susceptibilidad contra los agentes antimicrobianos fue pro-
bada por el método de difusion del disco. Seis cepas (12,5%) aisladas de estafilococos fueron ente-
rotoxigénicas. De estas, 3 fueron positivas para enterotoxina estafilocécica D (EED), 2 para ente-
rotoxina estafilococica A (EEA) y 1 de los aislamientos fueron positivos para enterotoxina estafilo-
cocica B (EEB), enterotoxina estafilococica C (EEC) y EED. Veintiuno de los aislamientos (44%)
fueron productores de biofilm. Alta frecuencia de resistencia fue observada contra oxacilina
(90%), gentamicina (83%) y eritromicina (67%). Ningan aislamiento mostro resistencia a vanco-
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micina. Teniendo en cuenta que la importancia etiol6gica de SCN a menudo ha sido ignorada, la
presente investigaciéon confirmd que estos microorganismos no deben ser ignorados o clasificados
como contaminantes.

Palabras clave: Staphylococcus coagulasa-negativa, enterotoxinas, biofilm, resistencia,
hemocultivo.

Abstract

Coagulase-negative staphylococci (CNS) have been identified as the etiological agent in vari-
ous infections and are currently the microorganisms most frequently isolated in blood cultures.
However, little is known about the virulence factors produced by CNS that contribute to the patho-
genesis of infections caused by these microorganisms. This study was designed to determine the
production of staphylococcal enterotoxins, biofilm production and resistance to antimicrobial
agents. For this purpose, a total of 48CNS strains isolated from blood cultures at the University
Hospital in Maracaibo, Zulia, Venezuela, were studied. Staphylococcal enterotoxins were detected
by reversed passive latex agglutination. Biofilm production was assessed in a quantitative assay
using a microtiter-plate. Susceptibility against antimicrobial agents was tested by the disk diffu-
sion method. Six strains of staphylococci isolates (12.5%) were found to be enterotoxigenic. Of
these, 3 strains were positive for staphylococcal enterotoxin D (SED), 2 for SEA and 1 of the iso-
lates was positive for SEB, SEC and SED.Twenty-one isolates (44%) were found to be biofilm pro-
ducers. A high frequency of resistance was observed with oxacillin (90%), gentamicin (83%) and
erythromycin (67%). None of the isolates showed resistance to vancomycin. Taking into consid-
eration that the etiological importance of CNS has often been neglected, the present investigation
confirmed that these microorganisms should not be ignored or classified as mere contaminants.

Key words: Coagulase-negative, staphylococcus, enterotoxins, biofilm, resistance, blood
culture.

Introduccion Las especies de SCN més involucradas

en patologia humana son: Staphylococcus

Por muchos anos, se consider6 como epidermidis, S. haemolyticus y S. sa-

contaminante la presencia de Staphylo-
coccus coagulasa negativa (SCN) en hemo-
cultivos motivo por el cual no se le daba im-
portancia al aislamiento de este tipo de mi-
croorganismo en las muestras de sangre (1).
No obstante, en las tltimas décadas se ha de-
finido el papel patégeno que tienen los SCN
en el torrente sanguineo. Actualmente, son la
principal causa de bacteriemia y sepsis en ni-
fos recién nacidos, en los pacientes ingresa-
dos en centros hospitalarios, especialmente
en las areas donde el uso de catéteres venosos
centrales es muy frecuente (2).
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prophyticus subsp. saprophyticus, que en
conjunto alcanzan hasta el 80% de los casos;
el resto se debe a Staphylococcus lugdunen-
sis, Staphylococcus hominis subsp. hominis,
S. warneri, S. simulans, S. capitis subsp.
ureolyticus, S. auricularis, S. cohnii subsp.
urealyticum, entre otras (3).

El factor de virulencia mas importante de
las especies de SCN asociadas a procesos infec-
ciosos es la capacidad de producir biofilm. El
biofilm beneficia a los microorganismos que lo
forman, al conferirle proteccion frente a los
mecanismos de defensa del hospedador y pro-
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tegerlos de la accion de los agentes antimi-
crobianos (4). En los altimos anos, se ha re-
portado un incremento de la resistencia a los
agentes antimicrobianos por parte de los
SCN especialmente contra los antibioticos
b-lactdmicos (5), siendo actualmente uno de
los microorganismos multiresistentes que ocu-
pa los primeros lugares como patogeno intra-
hospitalario en todo el mundo (6).

Recientemente, se le ha atribuido a los
SCN su papel enterotoxigénico en los proce-
sos infecciosos en los que esta involucrado al
demostrarse la presencia del gen se y la pro-
duccidén de enterotoxinas (SE) en estas cepas
(7-9). La presente investigacion se realizo
con el fin de determinar la capacidad entero-
toxigénica, la produccion de biofilm y la re-
sistencia a los agentes antimicrobianos en ce-
pas de SCN aislados en hemocultivos de pa-
cientes hospitalizados en el Hospital Univer-
sitario de Maracaibo.

Materiales y Métodos

Se estudiaron un total de 48 cepas de
SCN aisladas de hemocultivo. Los hemoculti-
vos fueron analizados bacteriolégicamente
por el personal que labora en el Centro Regio-
nal de Referencia Bacteriologica del Hospital
Universitario de Maracaibo, para ello utiliza-
ron técnicas de diagnoéstico convencionales
descritos por Koneman y col. (10). Para la
identificacion a nivel de especie se utilizo el
sistema automatizado VITEX (GPI-bioMé-
rieux, Lyon, France). Las 48 cepas se recolec-
taron durante los meses de abril a julio del
aflo 2010 y los meses de septiembre a octubre
del afio 2012; y fueron identificadas de la si-
guiente manera: S. epidermidis (20), S. hyi-
cus (6), S. hominis (3), S. sciurt (3), S. simu-
lans (1), S. saprophyticus (1), S. capitis (1), S.
lentus (1) y 12 cepas de SCN que no pudieron
identificarse por VITEX. Para la seleccion de
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las cepas de SCN no se tomo6 en cuenta ni la
edad ni el sexo de los pacientes. Los criterios
de inclusion de las cepas fueron: a) aisla-
mientos provenientes de hemocultivos posi-
tivos (2 frascos por pacientes); y b) aisla-
mientos procedentes de pacientes sin catéter.

La sensibilidad y la resistencia a los
agentes antimicrobianos se determinaron
por el método de difusion del disco en agar de
Bauer-Kirby siguiendo los lineamientos del
Instituto de Estandares Clinicos y de Labora-
torio (IECL) (11). El in6culo se preparo por el
meétodo de suspension directa de colonias en
solucion fisiologica estéril, la turbidez se
ajusto espectrofotométricamente a una lon-
gitud de onda de 625nm, cuando la suspen-
sion bacteriana present6 una absorbancia
entre 0,08 y 0,1, equivalente al patrén 0,5 de
MacFarland. El in6culo estandarizado se
sembro en placas de agar Mueller Hinton en
forma homogénea por toda la superficie, pos-
teriormente se colocaron los discos impreg-
nados de antibioticos a concentraciones ya
estandarizadas, para luego incubar las placas
a 37°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo
de incubacion, se procedié a medir en mili-
metros los halos formados alrededor de cada
disco impregnado con el antibi6tico. Como
control se utilizo la cepa de S. aureus ATCC
25923. Los antibioticos utilizados incluye-
ron: penicilina (10 UI, OXOID), oxacilina (1
ug, OXOID), vancomicina (30 ug, OXOID),
tetraciclina (30 ug, BBL), gentamicina (10 pg,
BBL), tobramicina (10 ug, BBL), amicacina
(30 ug, BBL), eritromicina (15 ug, BBL), clin-
damicina (2 pg, BBL), cloranfenicol (30 pg,
BBL), ciprofloxacina (5 ug, BBL) levofloxaci-
na (5 ug, BBL), lomefloxacina (10 ug, BBL),
norfloxacina (10 pg, BBL), trimetoprim sul-
fametoxazol (1,25 ug/23,75 ug, BBL) y rifam-
picina (5 ug, BBL). El criterio de sensibilidad
o resistencia a cada agente se determino se-
guan las especificaciones del IECL (11).

Kasmera41(2): 106-114,2013



Enterotoxinas, biofilm y resistencia a los agentes antimicrobianos de cepas de Staphylococcus... 109

Para la determinacion inmunologica de
enterotoxinas (SEs) las cepas de SCN se ino-
cularon en caldo soya tripticasa (CST) e incu-
baron a 37°C durante 18-24 horas. Tras el
crecimiento, el caldo se centrifugd a 9oog du-
rante 20 minutos, el sobrenadante se utiliz6
para la deteccién de las enterotoxinas A, B, C
y D mediante la técnica de aglutinacion en 1a-
tex en fase reversa, SET-RPLA (Oxoid, Ltd.,
Basingstoke, United Kingdom), siguiendo las
especificaciones del fabricante.

Con el método en microplaca resefiado
por Christensen y col. (12) se determind en
forma cuantitativa la producciéon de biofilm.
Previo a este ensayo las cepas fueron activa-
das en CST suplementado con 0,25% p/v de
glucosa y crecidas toda una noche a 36 + 2°C.
Al siguiente dia, las cepas se diluyeron en
proporcion 1:1000 en CST glucosado
(0,25%), para lo cual 200 pl de la suspension
microbiana se inocul6 por triplicado en los
pozos de las placas de microtitulaciéon y se in-
cubd por 48 horas a 36 + 2°C, como control
negativo y de esterilidad, se colocaron 200 pul
de CST glucosado sin inocular y como control
de adhesion positivo se colocaron 200 pl de
una dilucién 1:1000 en CST glucosado de la
cepa de S. aureus ATCC 25923®. Transcurri-
do el tiempo, los cultivos se decantaron y los
pozos se lavaron tres veces con buffer PBS pH
7.4, con el fin de remover del sistema las bac-
terias plancténicas. El biofilm formado por
las bacterias adheridas a las paredes de cada
pozo se fijo con acetato de sodio al 2% p/v por
15 minutos y seguidamente fueron tenidas
con cristal violeta al 1% p/v. El exceso de co-
lorante se eliminé con cuatro lavados con
agua desionizada. Finalmente, las placas se
dejaron secar a temperatura ambiente.

Para la cuantificacién de adhesion, las
placas se llevaron a un lector de ELISA (Bio-
rad, modelo 680) para medir la densidad 6p-
tica a una longitud de onda de 630 nm
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(DOs30). Los valores promedios de DOg3o ob-
tenidos de cada cepa se consider6 como el in-
dice de adhesion bacteriana a la superficie de
cada pozo al producir biofilm, cuyos valores
previamente se corrigieron al restarles el
promedio de la DOgj30 obtenidas en los pozos
controles no inoculados. Para cuantificar el
poder de adhesion y formacion de biofilm so-
bre las microplacas se sigui6 lo propuesto por
Manijeh y col. (13) con las modificaciones de
Riveray Zabala (14): - Cepa no productora de
biofilm: cepas con DOe3zo < DOcs30; -Cepa dé-
bil productora de biofilm: DOc < DOg30 £
2(DOc¢); -Cepa moderadamente productora
de biofilm: 2DOc¢ < DOe¢3z0 £ 3(DOc) y Cepa

fuerte productora de biofilm: 3DO¢ < DOsg3o.

Resultados

De las 48 cepas de SCN examinadas
para la deteccion de SEs clasicas, 6 (12,5%)
resultaron ser productoras de uno o mas ti-
pos de SEs, la SE més frecuentemente detec-
tada en las 6 cepas enterotoxigénicas fue la
SED (3/6; 50,0%), seguida por la SEA (2/6;
33,3%), mientras que una cepa (1/6; 16,6%)
se caracterizo por sintetizar tres tipos dife-
rentes de SEs (SEB+SEC+SED) (Tabla 1).
Las especies enterotoxigénicas fueron 2 de S.
epidermidis, 2 de S. simulans y 2 de SCN sin
identificar.

En la Tabla 2 se puede apreciar que el
44,0% (21/48) de las cepas fueron producto-
ras de biofilm, siendo el 86,0% (18/21) de las
cepas débiles productoras, cuyos valores de
DOeso oscilaron entre 0,06 — 0,12 mientras
que, el 14,0% (3/21) fueron catalogadas como
moderadas formadoras de biofilm al arrojar
valores de DOej3o en el rango de 0,13 — 0,18;
ninguna cepa resulté ser fuerte productora
de biofilm. Las especies productoras fueron:
S. epidermidis (57%), S. hominis (10%), S.
sciurt (10%), S. haemolyticus y S. Simulans
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Tabla 1. Distribucion de las 48 cepas de SCN en base a la produccion de enterotoxinas.

Producciéon No Tipo de Enterotoxina
SEs (%) SEA SEB SEC SED  SEB+SEC+SED
Cepas no productoras 42 (87,5)" - - - - -
Cepas productoras 6 (12,5)° 2 (33,3 o0(0,0 o0(0,00” 3(50,0 1(16,6)

* Porcentaje en base a las 48 cepas. ** Porcentaje en base a las cepas enterotoxigénicas.

Tabla 2. Distribucion de las 48 cepas de SCN en base a la produccién de biofilm por el método de

microplaca.
Produccion de biofilm No Tipo de Produccién
(%) Moderada Fuerte
Cepas no productoras 27 (56,0) - -
Cepas productoras 21 (44,0) 18 (86,0)" 3 (14,0)" 0 (0,0)
Total 48 (100) 18 (38)™ 3(6)” o (o)

“Porcentaje en base a las cepas productoras de biofilm. *Porcentaje en base al total de cepas.

(5%, respectivamente) y SCN no identifica-
dos (13%). No se detect6 adherencia sobre las
placas de poliestireno en las cepas de S. capi-
tis, S.lentus y S. saprophyticus.

Las frecuencias fenotipicas de resistencia
y susceptibilidad a los diferentes antibi6ticos
evaluados sobre las cepas de SCN se resumen
en la Tabla 3; donde se observa que el 100% de
cepas fueron susceptibles solo a vancomicina y
resistentes a penicilina, siendo el fenotipo de
resistencia mas frecuente, seguido por la resis-
tencia a oxacilina (43/48, 90%), gentamicina
(40/48, 83%), eritromicina (32/48, 67%) y tri-
metoprim/sulfametoxazol (30/48, 63%).

Discusion

El primer estudio que report6 el aisla-
miento de SCN productores de SEs en huma-
nos fue el trabajo de Crass y Bergdoll (15), los
cuales describieron cepas de S. epidermidis
capaces de producir SEC, ademas de otros
SCN productores de SEA. Posteriormente,
Cunha y col. (16), encontraron capacidad en-
terotoxigénica en 44 cepas (37,6%) de SCN

aislados de hemocultivos de recién nacidos
en Brasil. Por otra parte, De Oliveira y col.
(7), al estudiar el perfil toxigénico en aisla-
mientos clinicos de SCN obtuvieron que el
54,4% de las cepas presentaban uno o mas
genes de enterotoxinas.

El porcentaje de cepas de SCN enteroto-
xigénicas detectado en este estudio (12,5%)
es un hallazgo importante si tomamos en
cuenta que se utilizo6 el método de SET-
RPLA, el cual s6lo permite detectar las ente-
rotoxinas clésicas (SEA, SEB, SEC y SED); la
SEE y el resto de las 18 enterotoxinas recien-
temente descritas no son detectadas por
SET-RPLA (17), desconociéndose la verdade-
ra capacidad enterotoxigénica de las cepas
estudiadas. Ademas, hay que considerar que
cuando se usan métodos inmunolégicos, es-
tos no detectan SEs cuando son producidas
en una concentracion por debajo del limite de
deteccion del método utilizado (0,5 ng/mL).

Las SEs no solo ocasionan intoxicacion
alimentaria, ellas se caracterizan por ser su-
perantigenos (SAgs). Los SAgs a diferencia
de los antigenos convencionales, se unen a
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Tabla 3. Susceptibilidad y resistencia a los agentes antimicrobianos de las 48 cepas de Staphylo-
coccus coagulasa negativaaisladas de hemocultivos.

Antimicrobianos Resistencia (%) Susceptibilidad (%)
Penicilina 48 (100) o (0)
Oxacilna 43 (90) 5 (10)
Amicacina 18 (38) 30 (62)
Tobramicina 25 (52) 23 (48)
Gentamicina 40 (83) 8 (17)
Tetraciclinas 8 (17) 40 (83)
Rifampicina 14 (29) 34 (71)
Vancomicina o (0) 48 (100)
Cloramfenicol 6 (13) 42 (87)
Eritromicina 32 (67) 16 (33)
Clindamicina 13 (27) 35 (73)
Levofloxacina 27 (56) 21 (44)
Lomefloxacina 23 (48) 25 (52)
Ciprofloxacina 25 (52) 23 (48)
Norfloxacina 18 (38) 30 (62)
Trimetoprim/ sulfametoxazol 30 (63) 18 (37)

ciertas regiones de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase II de
las células presentadoras de antigenos, fuera
de la hendidura cléasica de unién del antige-
no. Esta interaccion da lugar a una masiva ac-
tivacion de las células T, que se traduce en la
produccidén y secrecion de grandes cantida-
des (anormales) de citoquinas las cuales ac-
tlian normalmente a nivel local pero, cuando
existen altas concentraciones de citoquinas
proinflamatorias como interleucina 2 (IL-2),
interferon gamma (INF-g) y factor de necro-
sis tumoral (TNF-a) por via sanguinea pue-
den desencadenar una respuesta inflamato-
ria intensa causando dano a los tejidos del
huésped, produciendo una variedad de sinto-
mas como nauseas, vomitos, fiebre alta, dafo
capilar, insuficiencia multiorganica, shock y
muerte, la magnitud de las citoquinas libera-
das determina la gravedad del paciente (17).
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Con relacion a la produccion de biofilm
diversos estudios han mostrado que la pro-
porcion de cepas de SCN productoras de este
mecanismo de patogenicidad en muestras cli-
nicas pueden variar de 22 a 89% (16, 18-21).

En el pasado se pensaba que la capaci-
dad de adherirse y crecer en las superficies de
plastico era exclusiva de las cepas de
Staphylococcus involucradas en las infeccio-
nes asociadas con catéteres u otro tipo de dis-
positivo médico (12). Sin embargo, la pro-
duccidon de biofilm también ha sido observa-
da en cepas provenientes de pacientes con
ausencia de material protésico, en portado-
res y en cepas ambientales (20). Incluso se
han reportado clones endémicos de SCN aso-
ciados con enfermedad productores de bio-
film y que han sido persistentes por 10 anos
en una unidad de cuidados intensivos (22).
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Aunque los estudios relacionados con
determinantes de virulencia como el biofilm
principalmente se han enfocado en S. epider-
midis (18, 23, 24) por ser la especie mas co-
mun, la produccién de biofilm ha sido repor-
tada también en S. hominis, S. haemolyticus,
S. saprophyticus, S. simulans, S. sciuri, S.
xylosus, S. warneri (4, 25-27).

Es importante enfatizar que en el estu-
dio conducido por Iorio y col. (28) en Brasil,
los autores determinaron que el 77,8% de las
cepas de S. epidermidis productoras de bio-
film estaban relacionadas con bacteremia
verdadera, demostrando asi la relevancia del
aislamiento de esta especie en hemocultivos.
Del mismo modo, Granslo y col. (29) ya ha-
bian reportado en Noruega en el afio 2008,
que los aislamientos de SCN en catéteres in-
travasculares presentaban una mayor inci-
dencia de produccién de biofilm que los ais-
lados de la piel, argumentando los autores
que la capacidad de producir biopelicula pue-
de ser utilizado para distinguir cepas de SCN
contaminantes de los SCN “reales” o asocia-
dos al proceso infeccioso.

En cuanto a la susceptibilidad y resis-
tencia a los agentes antimicrobianos, actual-
mente mas del 99% de los aislados de SCN
son productores de b-lactamasay por ello son
resistentes a penicilina (1), la resistencia a
oxacilina se observa con mayor frecuencia en
las diferentes especies de SCN (1, 21, 23, 25,
20-31), que en S. aureus. Esta resistencia se
debe a la adquisicion del gen mecA que codi-
fica la proteina fijadora de penicilina (PBP)
PBP2a, que posee baja afinidad por los beta-
lactamicos (5). Mas del 70% de los aislamien-
tos de SCN a nivel mundial son resistentes a
oxacilina, en forma adicional estas cepas
tienden a ser resistentes a otros agentes anti-
microbianos (31).
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La elevada resistencia de las cepas estu-
diadas frente a oxacilina y gentamicina, es si-
milar a lo reportado por Klingenberg y col.
(24) en aislamientos de SCN provenientes de
neonatos recluidos en unidad de cuidado in-
tensivo. Estos dos grupos de antibi6ticos for-
man parte del esquema de tratamiento empi-
rico en pacientes con bacteriemia, los fenoti-
pos de resistencia observados son el reflejo
de la presion de seleccion ejercida debido al
uso de antimicrobianos. La resistencia a gen-
tamicina es atribuida a enzimas modificado-
ras de aminoglucosidos las cuales son codifi-
cadas por genes localizados en plasmidos o
transposones, por lo tanto, la adquisicion o la
perdida de resistencia puede ocurrir mucho
mas rapido que con otros antibioticos (32).

Afortunadamente, no se observo resis-
tencia a vancomicina su uso debe estar res-
tringido, siendo justificado solo en aquellos
pacientes con infecciones graves por cepas
resistentes a oxacilina, comprobadas me-
diante antibiograma y concentracion inhibi-
toria minina (33).

Se observo la capacidad enterotoxigénica
y de produccién de biofilm en las cepas estu-
diadaslas cuales ademas se caracterizaron por
ser resistentes a diversos antimicrobianos, es-
tos resultados contribuyen a determinar la re-
levancia clinica de estas cepas en los aislados
de cultivos de sangre. Se recomienda realizar
otras investigaciones para caracterizar genoti-
picamente los aislamientos clinicos de SCN.
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