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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la incidencia de cepas del género Staphylococcus aisladas
de exudados conjuntivales y analizar su resistencia frente a diferentes
antimicrobianos.

METODOS: Se realizd un estudio observacional descriptivo retrospectivo en el que
se revisaron 3554 exudados conjuntivales a pacientes que acudieron en el periodo
comprendido entre enero de 2002 a diciembre de 2003 y desde enero de 2005
hasta diciembre de 2007 al Instituto Cubano de Oftalmologia "Ramén Pando Ferrer”
por presentar un diagndstico de infeccidn ocular externa.

RESULTADOS: Se aislaron 874 cepas de Staphylococcus aureus para un 47,5 %y
965 cepas de Staphylococcus spp. coagulasa negativa con prueba de patogenicidad
positiva para un 52,4 %. En 69 de esos exudados los cultivos presentaron etiologia
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mixta con dos bacterias diferentes, para el 3,7 %. Se determinaron los porcentajes
de resistencia a las cepas aisladas pertenecientes al género Staphylococcus.
CONCLUSIONES: Se encontrd una alta incidencia de las especies del género
Staphylococcus en las infecciones oculares, asi como se pudo apreciar que la menor
farmaco-resistencia para Staphylococcus aureus y Staphylococcus spp. coagulasa
negativa correspondieron a los antimicrobianos ciprofloxacina y amikacina. La
mayor farmaco-resistencia de las cepas de Staphylococcus aureus correspondio a
eritromicina y tetraciclina y en Staphylococcus spp coagulasa negativa fue frente a
la tetraciclina.

Palabras clave: Exudados conjuntivales-Staphylococcus aureus Staphylococcus
spp. coagulasa negativa con prueba de patogenicidad positiva.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the incidence of Staphylococcus strains isolated from
conjunctival swaps and their resistance to several antimicrobial agents.
METHODS: A retrospective, descriptive and observational study was performed to
review 3554 conjunctival swabs from patients who went to "Ramoén Pando Ferrer"
Institute of Ophthalmology in the period from January 2002 to December 2009 due
to a diagnosis of external ocular infection.

RESULTS: From the total of conjunctival swabs, 874 Staphylococcus aureus strains
(47.5 %) and 965 (52.4 %) negative Staphylococcus spp. coagulasa strains were
isolated, being pathogenecity test positive in 52.4 %. In 69 swabs, the cultures
presented mixed etiology with two different bacteria accounting for 3.7 %.
Resistance percentages of Staphylococcus strains were estimated.

CONCLUSION: The incidence of Staphylococcus species in eye infections was high
and the drug resistance for Staphylococcus aureus and Staphylococcus spp.
coagulasa negative to Ciprofloxacin and Amikacyn was lower. The greatest drug
resistance of S. aureus strains corresponded to erythromycin and tetracycline
whereas Staphylococcus spp coagulasa negative were more resistant to
tetracycline.

Key words: conjunctival swaps - Staphylococcus aureus - Staphylococcus spp.
coagulase negative with positive pathogenecity test.

INTRODUCCION

La mucosa conjuntival de un individuo sano hospeda frecuentemente
microorganismos que pueden formar parte de la microbiota normal (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, etc.), sin embargo, algunos de ellos también
pueden ser causantes de diversas infecciones oculares entre las cuales se
encuentran conjuntivitis, blefaroconjuntivitis, dacriocistitis y queratitis.* De ellas la
conjuntivitis es la infeccion ocular mas frecuente, afecta a personas de cualquier
edad y es de distribucién universal. Entre los agentes mas comunes causantes de
conjuntivitis bacterianas en huésped inmunocompetente se encuentran
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, los cuales pueden alcanzar
hasta el 73 % del total de patdgenos bacterianos en estas infecciones.? Ademas,
dependiendo del tiempo de evolucion de la infeccion y del tratamiento instaurado
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inicialmente, se pueden generar complicaciones severas que conducirian a la
pérdida parcial o total de la visidon o inclusive a septicemias.’

Las caracteristicas propias de los microorganismos hacen que la lucha contra la
farmaco-resistencia se haya convertido en una carrera, en la cual se ha tenido la
necesidad de emplear todo tipo de estrategias. El uso excesivo e incontrolado de los
antibioticos ejerce una presidn selectiva sobre las bacterias y estimula en ellas la
creaciéon de mecanismos de resistencia.’

Se ha demostrado que la mayoria de las cepas de Staphylococcus aisladas de
muestras clinicas muestran resistencia frente a varios agentes antimicrobianos (uno
0 mas agentes), especialmente los empleados en tratamientos médicos humanos.*

En nuestro pais existen pocos trabajos cientificos relacionados con el estudio
microbioldgico de las conjuntivitis, por lo que son escasos los datos acerca de los
microorganismos patdgenos involucrados en estas infecciones. El Instituto Cubano
de Oftalmologia (ICO) “Ramén Pando Ferrer” que atiende a la poblacién de los
municipios de la Lisa, Playa y Marianao con cobertura nacional en algunas de las
especialidades, ha estado inmerso en la “Operacién Milagro” habiendo atendido a
miles de personas en su mayoria del tercer mundo y de escasos recursos con
diferentes patologias oculares.

Todo lo anteriormente expuesto fue la causa que motivé a la realizacién del
presente trabajo con el objetivo de determinar la incidencia de cepas
pertenecientes al género Staphylococcus aisladas de exudados conjuntivales en el
laboratorio de Microbiologia del ICO “Ramodn Pando Ferrer”, asi como analizar la
susceptibilidad de estas cepas frente a diferentes antimicrobianos.

METODOS

Se realizé un estudio observacional descriptivo retrospectivo. El universo para la
confeccion de este trabajo estuvo constituido por 3554 exudados conjuntivales
realizados a pacientes que acudieron a la consulta externa del ICO “Ramén Pando
Ferrer”, en el periodo comprendido entre enero de 2002 a diciembre de 2003 y
desde enero del 2005 hasta diciembre del 2007. El afio 2004 no se tuvo en cuenta
en este estudio por encontrarse el laboratorio de esta institucidon en reparacion.

Se incluyeron en esta investigacion todos los pacientes externos o ingresados a
quienes se les indico la realizacién de exudados conjuntivales con el diagnostico
clinico de infeccion ocular externa. Se excluyeron los pacientes sometidos a
tratamientos con antimicrobianos en los Ultimos siete dias. A cada paciente se le
realizd un exudado conjuntival en uno o en ambos ojos de acuerdo a los procederes
microbioldgicos establecidos.®

Las muestras se inocularon en placas Petri con agar sangre de carnero, agar
chocolate y tubos con caldo tioglicolato. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24
horas. Las placas con agar chocolate se incubaron en atmoésfera de 10 % de CO, y
las placas é:on agar sangre y los tubos con tioglicolato se incubaron en condiciones
aerodbicas.

Una vez aisladas las colonias, en todos los casos se procedié a realizar la
clasificacion de las mismas segun las normas establecidas en el laboratorio segun el
caso. Se les realizo la coloracion de Gram para observar las caracteristicas
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morfoldgicas y tintoriales de la célula bacteriana. A las colonias con caracteristicas
culturales y con resultados de la tincion de Gram sugestivas de pertenecer al
género Staphylococcus, se les realizd la prueba de catalasa para diferenciar los
géneros Staphylococcus y Streptococcus. Se realiz6 la prueba Oxidacion-
Fermentacion de dextrosa para diferenciar Staphylococcus de Micrococcus y por
Ultimo se procedid a realizar la prueba de la coagulasa.® Los aislados que dieron
coagulasa positiva se diagnosticaron como Staphylococcus aureus, y a las cepas
coagulasa negativas se les realizé la prueba de “slime” por el método de
Christinsen.* Los cultivos que dieron la prueba de patogenicidad negativa, se
informaron como microbiota normal. Las cepas que resultaron positiva la prueba de
slime se informaron como Staphylococcus spp. Coagulasa negativa con prueba de
patogenicidad positiva.

A todas las cepas de Staphylococcus se les realizé la prueba de susceptibilidad
frente a las drogas antimicrobianas por un método de difusion radial en medio
agarizado con discos de papel (Bauer y Kirby), segun las recomendaciones
descritas en el documento M100S17 del CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute).®

Las placas con medio agar Mueller-Hinton inoculadas y con los discos de
antibiogramas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, en condiciones aerdbicas. La
lectura se realizé usando luz transmitida. La lectura de los halos de inhibicion se
interpretd de acuerdo con las recomendaciones del CLSI. Cualquier crecimiento
observado dentro del halo de inhibicién en forma de colonias o llovizna se considero
como resistente en todos los casos. Los antimicrobianos utilizados fueron
cloranfenicol (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), amikacina (30 pug), gentamicina (10
UI), kanamicina (30 UI), eritromicina (15 UI), tetraciclina (30 UI), vancomicina (30
ig) procedentes de Liofilchem, Roma, Italy.

RESULTADOS

Durante el periodo en estudio se realizaron un total de 3554 exudados
conjuntivales. Del total de exudados conjuntivales realizados, 1 839 dieron cultivos
positivos al género Staphylococcus, lo cual representa un 51,7 %, distribuidos en
874 cepas de Staphylococcus aureus (para 47,5 % de los aislados de
Staphylococcus) y 965 cepas pertenecientes a Staphylococcus spp. coagulasa
negativa con prueba de patogenicidad positiva, que corresponden al 52,4 % de los
Staphylococcus restantes.

En la tabla 1 se puede apreciar el nUmero de cepas de Staphylococcus aureus y de
Staphylococcus spp. coagulasa negativa aisladas de los exudados oculares
realizados en cada ano de estudio, asi como los porcentajes de aislamientos con
relacion al nUmero de exudados conjuntivales realizados en cada afio.

En 69 exudados conjuntivales de los 1839 positivos, se aislaron simultdéneamente
dos cepas bacterianas diferentes para 3,7 % (tabla 2). Staphylococcus aureus se
aislo en 45 de estos cultivos mixtos, para 65,2 %, mientras que Staphylococcus
spp. coagulasa negativa se aislé en 27 de ellos para (39,1 %). En 3 de estos
cultivos se aislaron cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus spp.
coagulasa negativa.
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Tabla 1. Incidencia de cepas de 5. aureus y Staphylococcus spp. coagulasa negativa

2002
2003
2005
2006
2007
Total

con prueba de patogenicidad positiva

Total de Cepas de L Cepas de
exudados 2. aureus Staphylococcus
conjuntivales aisladas spp.coag
negativa PPP
375 140 20,7 164
1035 zaz2 27,2 280
o9& 286 28,7 287
441 Qa0 20,4 175
407 76 18,6 59
3554 874 24,5 965

24,2
27,0
28,8
29,6
14,4
27,1

Fuente: Libros de trabajo del laboratorio de Microbiologia del ICC0 “Ramén Pando

Ferrer"

Tabla 2. Combinacion de cepas bacterianas diferentes aisladas en cultivos mixtos

SCN PPP- Staphylococcus spp. coagulasa negativa con prueba de patogenicidad

de exudados conjuntivales

Asociacion No. aislamientos
Staphylococcus aureus-Citrobacter sp
Staphylococcus aureus-BNF
Staphylococcus aureus-Enterobacter cloacae
Staphylococcus aureus-Enterobacter aerogenes
Staphylococcus aureus-Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus-Proteus mirabillis

N NN W~ N

Staphylococcus aureus-Proteus vulgaris

-
N

Staphylococcus aureus-Haemophilus influenzae
Staphylococcus aureus-SBH no del grupo A
Staphylococcus aureus-Pseudomona sp
Staphylococcus aureus-SCN PPP

SCN PPP-Streptococcus pneumoniae

SCN PPP-Haemophilus influenzae

SCN PPP-Enterobacter aerogenes

SCN PPP-Klebsiella sp

SCN PPP-Escherichia coli

SCN PPP-Morganella morganii

SCN PPP-BNF

SCN PPP-Citrobacter sp.

SCN PPP-Proteus vulgaris

SCN PPP-Proteus mirabilis

HERIN RPN DNNNWO W R~

Fuente: Libros de trabajo del laboratorio de Microbiologia del ICO

“Ramoén Pando Ferrer”.

positiva. BNF - Bacilo no fermentador. SBH - no. del grupo A- Streptococcus sp. beta

hemolitico no perteneciente al grupo A.

http://scielo.sld.cu

572



Revista Cubana de Oftalmologia 2010;23(Sup 1):568-579

En la figura 1 se observan los porcentajes de resistencia de las cepas aisladas de
Staphylococcus aureus durante el quinquenio en estudio frente a los diferentes
antibioticos estudiados.Los porcentajes de resistencia mas altos correspondieron a
eritromicina y tetraciclina con 38,7 % y 39,1 % respectivamente, mientras los mas
bajos fueron para ciprofloxacina y amikacina con valores de 2,5 % vy 2,7 %
respectivamente.
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Fig. 1. Porcentajes de resistencia de & aureus a los diferentes antimicrobianos (2002
al 20072,

La figura 2 muestra los porcentajes de resistencia del conjunto de cepas de
Staphylococcus spp. coagulasa negativa con prueba de patogenicidad positiva,
aisladas durante el quinquenio estudiado frente a los diferentes antimicrobianos. El
mayor porcentaje de resistencia correspondio a la tetraciclina con 63,9 % mientras
que los menores porcentajes correspondieron a ciprofloxacina y amikacina, con 2,2
% y 3,1 % respectivamente.
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Fig. 2. Porcentaje de resistencia de Staphyloccus spp. coagulasa negativa con prueba
de patogenicidad positiva a diferentes antibioticas {2002 al 20077,

573
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Oftalmologia 2010;23(Sup 1):568-579

Se muestran los porcentajes de todas las cepas de Staphylococcus aureus y cepas
de Staphylococcus spp. coagulasa negativa con prueba de patogenicidad positiva
aisladas en el quinquenio que presentaron halos de inhibicion menor o igual a 14
mm a la vancomicina, en la figura 3. En la especie Staphylococcus aureus se
obtuvieron 87 cepas (9,9 %) mientras que en el caso de Staphylococcus spp.
coagulasa negativa con prueba de patogenicidad positiva se obtuvieron 110 cepas
(11,3 %).

% de cepas
11,5

11

10,5
10

9,5

o4

S. aureus ' SCHN PPP
cepas aisladas

Fig. 3. Porcentajes de cepas de Staphylococcus aureus v cepas de Staphylococcus
ssp. coagulasa negativa con prueba de patogenicidad positiva {SCH PPP) con halos de
inhibicion menor o igual a 14 mm a la vancomicina durante los afios 2002 al 2207,

DISCUSION

Al analizar la causa de la alta incidencia de Staphylococcus en los exudados
conjuntivales se recuerda que la conjuntiva carece de una microbiota basal, ya que
no existen interacciones estables entre esta mucosa y los gérmenes. Es una
mucosa en contacto con el medio ambiente y por lo tanto, el origen de la
microbiota conjuntival puede ser exdgeno o enddgeno. En el primer caso se
incluyen los microorganismos que a partir del aire, o por contacto con objetos,
secreciones del tracto respiratorio, manos, etc., llegan a la conjuntiva. En el
segundo caso, estan aquellos gérmenes que provienen de estructuras adyacentes
como la piel, parpados, nariz, etcétera.’

Una causa importante de que la conjuntiva esté colonizada fundamentalmente por
bacterias Gram positivas, (especialmente estafilococos), se debe a la facilidad con
que estas bacterias llegan al ojo por estar presentes en las proximidades y en el
resto de la piel, en la que son miembros habituales de la microbiota. Por otra parte,
S. epidermidis que es la bacteria mas frecuentemente aislada, es el
microorganismo predominante en la piel humana.® Esto justificaria el hallazgo de
que en el presente trabajo el 51,7 % de los exudados conjuntivales realizados
fueron positivos a este género bacteriano

Estos resultados coinciden con los obtenidos por el estudio realizado por Garcia-
Saenz,® donde se investigaban las posibles colonizaciones conjuntivales en
pacientes con diferentes grupos de edades, quienes encontraron que de las 46
cepas bacterianas aisladas, la mayoria fueron estafilococos y habia predominio de
Staphylococcus epidermidis, seguido de corinebacterias. Por otro lado Hernandez y
Quintero' establecieron que el 30,4 % de las conjuntivitis pueden estar asociadas
con Staphylococcus aureus.

En cuanto a los cultivos mixtos se debe sefialar que estas asociaciones se han
reportado en diferentes investigaciones donde se enfatiza la participacion de un
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agente etioldgico primario y un posible invasor secundario.’® En el presente trabajo
el 3,7 % de los exudados conjuntivales realizados eran cultivos mixtos donde al
menos uno de los aislados pertenecia al género Staphylococcus. En 45 de esos
cultivos mixtos uno de los aislados era Stphylococcus aureus y el segundo aislado
en estos casos correspondié en el 84,5 % a bacterias Gram negativas, lo que indica
la importancia de la presencia de esos agentes como patdgenos secundarios. En
cuanto a los cultivos mixtos en los cuales existian cepas de Staphylococcus spp.
coagulasa negativa con prueba de patogenicidad positiva, en 24 cultivos, lo cual
corresponde al 66,3 % de los casos el segundo germen eran bacterias Gram
negativas. La presencia de dos gérmenes simultdneamente en la conjuntiva podria
conducir al fallo terapéutico por la aplicacién del agente antimicrobiano
supuestamente orientado hacia el género Staphylococcus. Esto empeoraria la
situacion en el caso de que el segundo germen fuera un Gram negativo.

Los antibidticos tdpicos, ya sea en forma de gotas (colirios) o unglientos, se utilizan
en oftalmologia para tratar las conjuntivitis bacterianas, las blefaritis, los orzuelos y
las queratitis. Con ellos se logran niveles mas altos del medicamento en los tejidos
oculares. Para incrementar mas aun la concentracién de antibiodticos en el sitio de la
infeccion, se pueden indicar instilaciones mas frecuentes o utilizar gotas
fortificadas. Existen pocos trabajos en la literatura especializada donde se pueda
apreciar la sensibilidad frente a los diferentes antimicrobianos de las bacterias
aisladas de exudados conjuntivales, puede ser debido al uso de colirios que asocian
antibidticos de amplio espectro que suelen erradicar la infeccién facilmente.!!

El uso de los antibidticos topicos en la mayoria de las infecciones oculares es de
forma empirica, sobre todo en lo referente a muchas formas de conjuntivitis
bacterianas y blefaritis. Por el contrario, en las Ulceras corneales y endoftalmitis se
trata de identificar el agente etioldgico asi como determinar su susceptibilidad a los
antimicrobianos in vitro.

Seria conveniente destacar que tanto para Staphylococcus aureus como para
Staphylococcus spp. coagulasa negativa los porcentajes de resistencia mas bajos
correspondieron a ciprofloxacina y amikacina lo cual indica la sensibilidad de las
cepas del grupo de Staphylococcus estudiado frente a ambos antimicrobianos, por
tanto la seleccidn de tratamiento de infecciones oculares causadas por este grupo
bacteriano con alguno de estos dos antibiéticos, debe tener éxito terapéutico. La
ciprofloxacina pertenece a la segunda generacion de fluoroquinolonas
(ciprofloxacina y ofloxacina) dio muy buenos resultados en el tratamiento de las
infecciones oculares. Las fluoroquinolonas deben reservarse para infecciones
recurrentes y al igual que los aminoglucdsidos para las queratitis bacterianas.'?

En un estudio realizado por Niniou 1y otros,'? se determinaron los porcentajes de
resistencia a cepas de Staphylococcus aureus frente a diferentes antimirobianos,
entre ellos ciprofloxacina, y se obtuvo un valor muy similar al nuestro (4,3 %). Dar
J y otros,'* también determinaron porcentajes de resistencia y no solo a cepas de
Staphylococcus aureus sino también a cepas de estafilococo coagulasa negativa
frente a antimicrobianos, entre los que se encontraban ciprofloxacina y amikacina,
los valores obtenidos fueron un poco mas altos a los nuestros, pero todos por
debajo del 30%.

Por otra parte, la gran cantidad de cepas que presentaron resistencia frente a la
tetraciclina hace muy baja la posibilidad de controlar una infeccion ocular causada
por bacterias de este tipo si el antibidtico empleado fuera este ultimo. La
tetraciclina coincidié con el mayor valor de porcentaje de resistencia para los dos
grupos. Niniou I y otros'® obtuvieron porcentajes de resistencia de cepas de
Staphylococcus aureus frente a este antimicrobiano de 83,3 %.
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Un estudio realizado por Morales G y otros,'® encontraron porcentajes de
resistencia de Staphylococcus aureus y estafilococo coagulasa negativa frente a
ciprofloxacina, cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina y gentamicina superiores al
30 %.

Segun Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),® se hace imprescindible
para definir las cepas de Staphylococcus, con sensibilidad disminuida o resistencia a
la vancomicina, que se les determine la concentracidon minima inhibitoria, a las
cepas que hayan dado un halo de inhibiciéon, frente al disco que contiene 30 uG de
vancomicina, menor o igual a 14 mm.

El uso de ese agente se ha incrementado dramaticamente, principalmente por la
prevalencia de resistencia a la meticilina tanto en Staphylococcus aureus, como en
cepas de Staphylococcus spp. coagulasa negativa.*®’

La vancomicina es la alternativa terapéutica; para el tratamiento de infecciones
causadas por Staphylococcus spp meticilina resistentes. Sin embargo, las primeras
cepas de Staphylococcus aureus con sensibilidad disminuida a la vancomicina
fueron reportadas en Japon y en Estados Unidos en la década del 90.'8

En el afio 2001 se publico el primer caso de infeccién humana causada por una
cepa de Staphylococcus aureus resistente a la vancomicina, con una concentracién
minima inhibitoria de 32 mg/mL, en Michigan, Estados Unidos.*® Los primeros
hallazgos de resistencia a la vancomicina por estafilococo coagulasa negativa
ocurrieron en 1979 y en 1983. Aunque fueron causa de preocupacion, estos
hallazgos no generaron una atencion especial, ya que los estafilococos coagulasa
negativa eran considerados microorganismos relativamente no virulentos.?® Sin
embargo, el primer informe de un aislamiento con significado clinico ocurridé en
1987.%! Desde entonces se han informado por lo menos otros 5 casos de cepas de
estafilococo coagulasa negativa clinicamente relevante con susceptibilidad
disminuida a vancomicina.?*%®

La vancomicina es activa contra todos los aislamientos de S aureus en un estudio
realizado en Espafia desde 1986 hasta 2002, llevado a cabo en estudios de
prevalencia de los afio 1986, 1991, 1994, 1996 y 2002 donde tomaron parte 74
hospitales.?

La vancomicina presenta buena penetracion en los tejidos oculares lo cual la hace
un medicamento muy utilizable en procesos sépticos oculares como las
endoftalmitis, las blefaroconjuntivitis y otros.?’

El uso de este antibiotico es muy frecuente, constituyendo un arma muy eficaz en
las infecciones producidas por estafilococos, por lo que se considera que la
vigilancia ante la posible aparicidén de cepas de estafilococos resistentes a la
vancomicina seria de vital importancia.

Las concentraciones minimas inhibitorias de la vancomicina para las diferentes
cepas de Staphylococcus aisladas no se determinaron lo que conlleva a que no se
conozca la posible existencia de alguna cepa de Staphylococcus con sensibilidad
disminuida o con resistencia a la vancomicina que pudiera existir en nuestro medio,
aspecto a tener en cuenta en trabajos futuros.
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CONCLUSIONES

Se encontré una alta incidencia de cepas del género Staphylococcus en las
infecciones oculares externas, de las cuales el 47,5 % correspondid a
Staphylococcus aureus. En los exudados conjuntivales donde se aislaron cepas de
Staphylococcus. en cultivos mixtos, existido un predominio de bacterias Gram
negativas. La menor farmaco-resistencia para Staphylococcus aureus y
Staphylococcus spp. coagulasa negativa correspondieron a los antimicrobianos
ciprofloxacina y amikacina. La mayor farmaco-resistencia de las cepas de
Staphylococcus aureus correspondié a eritromicina y tetraciclina y en
Staphylococcus spp. coagulasa negativa fue frente a la tetraciclina.
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