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RESUMEN

Los Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) forman parte de la
microbiota hak tual del t acto aenital (1asculinc, su preser cia_en semen
plaede depersc a ccntaniia:iér o colonizzcicn. Efta it acidn genera
"1ce Ldi nbre ¢abrziaie pcrtenci 12 CN 2 ociado |2 fe il dar 'y sobi -
el tratamierito de la infecciCn. .0 cual podria empeorar el estado de
infertilidad. En este sentido, se consideré relevante identificar a nivel de
especie nueve aislados clinicos de SCN de pacientes que acudieron a
consulta en el Centro de diagnéstico de infertiidad y enfermedades
ginecologicas (CEDIEG) “Dr. Giovanny Vivas-Acevedo” por problemas de
fertilidad y determinar su perfil de susceptibilidad frente a los
antimicrobianos, con deteccion fenotipica de mecanismos de resistencia.
La identificaciébn se realizO mediante el sistema comercial APl Staph
(Biomirux®), obteniéndose como resultado cinco especies, entre las que
destaca S. epidermidis con mayor frecuencia (4/9), seguida de S. caprae
(2/9), S. haemolyticus (1/9), S. lugdunensis (1/9) y S. schleiferi (1/9). El
antibiograma interpretado arrojé6 nueve antibiotipos, en su mayoria
resistentes a la Penicilina (88,8%), cuatro aislados (44,44%) expresaron el
gen mecA gue media la resistencia a la Oxacilina, y solo un aislado
(11,1%) expreso resistencia inducible a la Clindamicina (fenotipo iIMLSg).
Se concluye que la especie mas frecuente asociado a patologia en el
hombre es S. epidermidis, que se debe realizar el antibiograma
interpretado para evitar fallas terapéuticas debido a la expresion de
mecanismos de resistencia y mantener la vigilancia epidemioldgica.

Palabras claves: Staphylococcus coagulasa negativa, S. epidermidis,
Tracto Reproductor, Pruebas de Susceptibilidad.



INTRODUCCION

El grupo de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) se encuentran
entre los microorganismos mas frecuentemente aislados en el laboratorio
de microbiologia. Sin embargo, su significado clinico en muchas
situaciones es dificil de establecer, pues pueden ser comensales
inofensivos o patdgenos invasores. El protagonismo de este grupo de
bacterias como patégeno ha ido en aumento y se los ha asociado con el
progreso de la tecnologia médica (Koneman E. y col., 2008; Tan T. y col.,
2006; Aldea Mansilla y col., 2006; Cunha My col., 2006).

Las especies de SCN se han reportado como agentes etiolégicos de
bacteriemias relacionadas a catéteres, peritonitis asociadas a
contaminacion del catéter, infecciones en valvulas derivativas ventriculo-
atriales o ventriculo-peritoneales, endocarditis de valvulas protésicas y
nativas, infecciones asociadas al empleo de otros dispositivos protésicos,
abscesos supe ficiales. ifecciones er piel v te idos blandcs, infecciones
citawo ¢gicas post-quirirgc cis ¢ afecciciies drinaias (Tari y ccCl.,
2006; Cunhu M. y col., 2006).

El comportamiento de los SCN frente a los diversos agentes
antimicrobianos, ha generado una expectativa a nivel mundial, debido al
incremento de la resistencia a las penicilinas resistentes a penicilinasas
(Oxacilina o Meticilina) y a los glucopéptidos (Dikiema y col., 2001,
Taconelli y col., 2001), limitando cada dia las opciones terapéuticas
empleadas contra estas bacterias.

La infeccion genital es la principal causa de infertilidad en el mundo, no
s6lo en patologia tubérica, sino que afecta también cada una de las
diversas partes de la anatomia genital, tanto masculina como femenina.
Varios estudios sugieren que uno o mas agentes infecciosos en el tracto
genitourinario podrian estar asociados con la infertilidad masculina (Rewy
et al., 2002).

Las patologias asociadas a infertilidad masculina son muy variadas,

siendo las mas frecuentes el varicocele, las infecciones de testiculos y via



seminal y los procesos de autoinmunidad con produccion de anticuerpos
antiespermaticos (Lozano y col. 2012).

Las infecciones del tracto reproductivo masculino se pueden clasificar
en tres tipos: 1) las infecciones de transmision sexual, 2) las infecciones
del tracto urinario, debido a que ambos tractos, genital y urinario,
comparten varias porciones anatomicas, y 3) las infecciones asociadas a
desequilibrios en la microbiota bacteriana. Un gran numero de bacterias
puede colonizar el tracto reproductivo masculino y desencadenar
procesos infecciosos con multiples consecuencias. Este tipo de
infecciones se caracterizan por ser comunes pero generalmente
autolimitadas y en la gran mayoria de los casos asintomaticos, lo que le
da el caracter de infeccion cronica acompafiada en algunas ocasiones de
inflamacion persistente, que puede finalmente generar alteraciones en la
fertilidad. Estas alteraciones pueden desarrollarse bien sea por dafio
directo de la célula esperméatica o de su nicho, o como vehiculo para el
ascenso de un gran numn 2ro de miciroc ‘ganismc s en el tract » reproductivo
I cu2 rromoverii proe o ineccicsez e iiflamtoros /S0 le GR
2000).

Diversos organismos se han identificado en el semen de hombres
infértiles donde se destacan Ureaplasma urealyticum, Chlamydia
trachomatis, Escherichia coli, Klebsiella, Proteus, Enterococcus,
Staphylococcus y Neisseria gonorroheae, entre otros. Sin embargo la
presencia de Staphylococcus o Streptococcus sigue generando dudas en
relacion a la patogenicidad, ya que su presencia en semen puede
deberse a contaminacion o colonizacion (Keck y col. 2002). Esta situacion
genera incertidumbre sobre la importancia de SCN asociado a la
infertilidad y sobre el tratamiento de la infeccién, lo cual podria empeorar
el estado de infertilidad. En este sentido, se considera relevante conocer
las caracteristicas fenotipicas de los aislados clinicos de especies del
grupo SCN de pacientes que acudieron a consulta en el Centro de

diagnéstico de infertilidad y enfermedades ginecolégicas CEDIEG “Dr.



Giovanny Vivas-Acevedo” por problemas de fertilidad y determinar su

perfil de susceptibilidad frente a los antimicrobianos.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Las infecciones del tracto urinario son producidas generalmente por
bacterias y en menor proporcion por hongos y virus. Estudios recientes
han comprobado que un porcentaje de las infecciones del tracto urinario
son producidas por bacterias del grupo SCN, posibles causantes de
infertilidad en hombres (Pigrau y cols., 2002; Hooton, 2000).

La infertiidad masculina afecta alrededor del 35% al 45% de las
parejas, la cual puede deberse a patologias urolégicas, congénitas, de
funcion sexual, trauméticas, inmunoldgicas, genéticas, neuroldgicas,
tumorales, idiopaticas o infecciosas, ademas se destacan los agentes
externos como los ambie 1tales v toxicc s (Teppe & Palacios: 2004).

L'r e acién a |1 stioocie inficiio a,~divirios e tuc o) S<iic an que
existen bacterias que tienen =fe_tos deletéreos en el tracto reproductor
masculino y que afectan la calidad seminal. En muestras espermaticas de
hombres con problemas de infertilidad se han encontrado especies como:
Streptococcus, Staphylococcus coagulasa negativa (SCN),
Staphylococcus  aureus, diferentes especies de  coliformes,
Corynebacterium, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae vy
Ureaplasma urealyticum, entre otros (Teppa & Palacios, 2004;
Abeysundara y cols., 2013).

Los SCN son microorganismos que forman parte de la microbiota
habitual del tracto reproductor masculino, se han aislado frecuentemente
en cultivos esperméticos cuando las muestras de semen son pretratadas
(remocion de agentes bacteriostaticos), lo cual despierta interés en su
estudio para poder precisar si su presencia en cultivos de muestras
anormales de semen se debe a contaminacion, infeccion o colonizacion.
(Koneman, 2008).



Dentro del grupo de los SCN como S. epidermidis y S. capitis son los
principales responsables de las infecciones del tracto reproductor
masculino, ya que poseen una serie de factores de virulencia: adherencia,
toxinas y polipéptidos implicados en su patogenicidad, como por ejemplo
las enterotoxinas, la hemolisina, y las leucocidinas. Existe una importante
relacion entre la bacteriospermia y el dafio a nivel espermatico, causando
un incremento en espermatozoides no moviles, dafio morfolégico y
vitalidad espermatica (Abeysundara y cols., 2013; Galarzo y cols 2015).

Los SCN constituyen un grupo heterogéneo de especies con
importancia clinica creciente como patdgenos oportunistas. La presencia
de estos microorganismos como microbiota habitual de piel y mucosa,
hace que sean contaminantes frecuentes en cultivos bacteriologicos, es
por esta razon que su aislamiento en muestras habitualmente estériles
representa un problema al momento de establecer la importancia
etiologica en ciertas infecciones (Ruiz & Guillén, 2006).

La prevalen :ia de SC\ na sido rep’rtada pc ' varios autc res como una
(e A, ducterics navorr e t¢ ais a lai eni uestras de se ma. Rodiny
cols. (2003) en Estados Unicns. describen que uno de los tres aislados
bacterianos mas comunes en espermocultivos son especies de SCN.

La prueba mas importante que se realiza para la identificacion de SCN
lo constituye la prueba de la coagulasa, la cual es muy practica y sencilla
de realizar en los laboratorios microbioldgicos. El diagnéstico de este
microorganismo ha evolucionado marcadamente y varios son los métodos
gue pueden realizarse para tales fines como son: el ensayo de la
coagulasa en tubo, ensayo en lamina, el ensayo de la nucleasa
termoestable, el empleo de latex, y por ultimo, el desarrollo de sistemas
inmunoenzimaticos (ELISA). (Llop A. y col., 2001; Colque-Navarro P. y
col., 2000; Haefliger J. y vol 2001).

Se han descrito varios esquemas para la identificacion a nivel de
especie del grupo de SCN, sin embargo, la prueba rapida galeria API
Staph (Biomerux), que cuenta con 20 sustratos y la lectura de 20 pruebas

metabdlicas, sigue siendo la mas practica.(Murray y Cols. 2003)



El comportamiento de SCN frente a los diversos agentes
antimicrobianos, ha generado una gran expectativa a nivel mundial,
debido al incremento de la resistencia a los antibioticos B-lactamicos tales
como la produccién de penicilinasas, expresion del gen mecA
(meticilina/oxacilina) y resistencia inducible a macrdélidos, lincosamidas y
estreptrogaminas B (MLSB)y a los glucopéptidos (Diekeman, 1997;
Taconelli, 2003).

En atencién a lo anteriormente expuesto surge la siguiente pregunta
de investigacion:
¢ Cudles son las especies mas frecuentes de SCN aisladas del tracto
genital masculino asociado a problemas de fertilidad, basadas en sus

caracteristicas fenotipicas y cual es su patrén de susceptibilidad?

Justificacién de la Investigacion

o gran narie o ¢ 2 | a:terias pL adecd o izar ltriicd regoducti o
masculino 'y desencadener._procesos infecciosos con multiples
consecuencias. Este tipo de infecciones se caracterizan por ser comunes
pero generalmente autolimitadas y en la gran mayoria de los casos
asintomaticos, lo que le da el caracter de infeccién cronica acompafiada
en algunas ocasiones de inflamacion persistente, que puede finalmente
generar alteraciones en la fertilidad. (Dohle GR, 2003).

La infertilidad masculina y las infecciones del tracto urinario son una
entidad médica frecuente que compromete aproximadamente a uno de
cada 20 hombres y en la que las infecciones del tracto reproductivo son
consideradas como la principal causa etiolégica (Lu y cols., 2013). Entre
el 5y el 12% de pacientes atendidos en las clinicas de infertilidad que
cursan con procesos inflamatorios relacionados con infecciones, se ha
reportado dafio en la calidad espermatica con reduccion de la movilidad,

la concentracion y la morfologia espermatica, e incluso se ha encontrado



la presencia de anticuerpos antiespermaticos en el 8% de esta poblacion.
(Andrade-Rocha., 2003).

La importancia que ha adquirido el grupo de Staphylococcus
coagulasa negativo (SCN) como agentes de infecciones, ha estimulado el
desarrollo de nuevos sistemas capaces de identificar rpidamente esos
organismos hasta el nivel de especie. Ademas de identificar el perfil de
susceptibilidad del microorganismo, para la aplicacion adecuada del
tratamiento.

La correcta identificacion a nivel de especie de SCN permite también
inferir sobre el perfil de sensibilidad, considerando que aun queda
bastante por estandarizar con respecto a los mejores y mas simples
métodos de deteccidn de resistencia a oxacilina, glucopéptidos, entre
otros., y a los puntos de corte de sensibilidad y resistencia en las distintas
especies, diferentes de S. epidermidis (Pedrari, 1991; Corso, 2004; CLSI,
2017).

Los laborat( rios de v crobiologia d :ben elal orar v reali; ar un proceso
ce dertivcacicn nornalica o en su activiaac ¢ aria, que uiliec e 2 forn @
secuencial ¢ simultdnea un canir.nto de pruebas cuyo proposito final sea
la identificacion del microorganismo a nivel de género y especie y que
incluya la mayoria de las bacterias desde el punto de vista infeccioso.

La importancia que ha tomado el grupo de Staphylococcus coagulasa
negativo (SCN) como agentes de infecciones genitales, en algunos casos
responsables de producir infertilidad ha estimulado a la investigacion del
siguiente trabajo, que se realizard con la finalidad de estudiar las
caracteristicas fenotipicas de SCN aisladas del tracto reproductor
masculino, el perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos B-lactdmicos
(Penicilinasas, gen mecA (oxacilina/meticilina), resistencia inducible a
macrélidos, lincosamidas y estreptograminas B (MLSB) (Eritromicina,

clindamicina), trimetoprim sulfametoxazol, tetraciclina y ciprofloxacina.



Objetivos de la Investigacién

Objetivo General

Evaluar las caracteristicas fenotipicas y perfil de susceptibilidad de
aislados clinicos de Staphylococcus Coagulasa Negativa asociado a

infecciones del tracto reproductor masculino relacionadas a fertilidad.

Objetivos Especificos

* ldentificar a nivel de especie los aislados clinicos de SCN,
mediante el sistema comercial API-Staph.

* Evaluar las infecciones del tracto reproductor masculino
ocasionado por SCN relacionado con problemas de fertilidad en el
hombre.

</ Determinar  IHatron d - susc pt bilidac alos al tim crbiciic s de los
aislacos clinicos de SCN..mediante el método de difusion en agar
con discos (Kirby Bauer).

Determinar de manera fenotipica la expresibn de mecanismos de
resistencia a los B-lactamicos: sintesis de penicilinasas y expresion del
gen mecA, ademas la resistencia inducible a los Macrélidos,

Lincosamidas y estreptograminas B (MLSg).

Alcances y Limitaciones de la Investigacién

De acuerdo a los resultados de esta investigacion se podria dilucidar la
importancia de los SCN asociado a procesos de infertilidad. Las
principales limitaciones para realizar la investigacion son la escasez de

reactivos y las escasas investigaciones realizadas en Venezuela en



cuanto a SCN en cultivos espermaticos, ya que la mayoria de los
especialistas en el area al aislarlos en este tipo de muestra lo consideran
como un contaminante y no como agente infeccioso. Sin embargo, estas
limitaciones no impiden el inicio y desarrollo de la investigacion, por lo

tanto, el proyecto es viable.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Maleygua Alvarez, Elsa Velazco, Beatriz Nieves, Evelyn Alviares,
Maria Araque, Elsa Salazar, Betty Gutiérrez. (2008). Caracterizacion
fenotipica de SCN aisladas de infecciones nosocomiales en neonatos. El
estudio comprendio 32 cepas de SCN aisladas de neonatos con infeccion
nosocomial en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto
Autonomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA), Meérida,
Venezuela; durante el periodo diciembre 1997-Abril 1999. El objetivo
general de este estudio fue caracterizar fenotipicamente las cepas de
SCN. Los resultados muestran que el aislamiento de SCN fue de 47,37%.
El 78,1% de las cep s estudiada se ai¢laron de ‘eonatos con
Face eria. Las esd cie r &sfrecLanesiuc 0 S. €dide r idiz\« 6,9%, y
S. warneri (54,4%). Todas lasicesas evaluadas mostraron resistencia a la
penicilina y en un 18,8% de ellas mediada por la produccion de [3-
lactamasa. El 68,8% de las cepas fueron resistentes a oxacilina y el
78,1% a gentamicina. La mayoria de las cepas resistentes a oxacilina
mostraron valores de CIM g/mL mayores de 0.5 ug/mL solé una cepa
mostré un calor de CIM < 0.25 pg/mL, y se detecto la presencia de la
PBP2a. Ninguna de las cepas fueron hiperproductoras de B-lactamasa.
Se observo una excelente actividad de la vancomicina y quinupristin-
dalfopristin sobre todas las cepas SCN evaluadas. Debido al papel que
tienen los SCN en la UARN del IAHULA, es necesario extremar las
medidas de asepsia durante los procedimientos de diagndstico y
terapéuticos invasivos, con el propdsito de evitar las infecciones causadas
por este grupo de microorganismos.

Erika Garcia, Pahola Ibarra (2012). Comportamiento de SCN en la

unidad de cuidados intensivos pediatrica y neonatal del Hospital Militar
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Central de Bogota entre Enero del 2009 y Julio 2011. Las muestras fueron
recolectadas en pacientes de la Unidad de Cuidados Intensivos neonatal
y pediatrica del hospital militar central, Bogota, Colombia, con el objetivo
de determinar la importancia de los SCN aislados de los pacientes que
ingresaron a la unidad de cuidados intensivos neonatal y pediatrica del
hospital militar central, revisando su caracterizacién, comportamiento y
perfil de resistencia. El tipo de investigacion empleada es experimental
para la elaboracion del presente estudio. Se revisaron las historias
clinicas y se extrajeron los datos, de acuerdo con la variable requerida,
finalmente se realiz6 un analisis estadistico con los datos obtenidos en el
programa Microsoft Excel para MAC 2008. Obteniendo como resultado
que se identificaran los datos completos de 32 pacientes, 17 se
clasificaron como neonatos y 15 como pacientes en edad pediatrica. De
los 32 pacientes el 84,3% de los aislados correspondié a S. epidermidis
los demas se considerarian como colonizacion-contaminacion.

Jenniffer P lerta Suirez, Mariluz ' Giraldo, Angela Cedavid, Walter
Carlena Maye (2)24). n2cciores kacttiicnes de trecte rcpiducti
masculino y su papel en la fertiidJad. Las muestras fueron recolectadas
en la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia. El estudio se realizé con el objetivo general de describir las
bacterias involucradas en la alteraciéon de la funcion reproductiva y sus
efectos sobre la calidad espermética, asi como la capacidad de los
espermatozoides para transportar las infecciones y diseminaciones al
trato reproductivo femenino. El tipo de investigacion empleada para este
estudio es documental. Al respecto, clasifican las infecciones bacterianas
que afectan el tracto reproductivo masculino en: infecciones de
transmision sexual, del tracto urinario y las asociadas a la microbiota
bacteriana. Donde estan implicadas una gran variedad de agentes
etiolégicos como Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Escherichia coli y los Staphyloccoccus coagulasa
negativa. Aun es controversial el efecto de estos gérmenes sobre los

pardmetros seminales asi como la presencia de microbiota en el semen;
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su diagndstico depende de la calidad de la muestra, de la sensibilidad de
la técnica de deteccion y de los factores de riesgo que presente el
individuo. Finalmente concluyen que los procesos inflamatorios e
infecciosos en el trato reproductivo masculino influyen en la fertilidad, por
lo que se requiere profundizar en el estudio de estos procesos, establecer
mas y mejores métodos diagndsticos y pautas para el autocuidado que
disminuyan la propagacion de estos agentes patdogenos.

Ricardo Lozano Hernandez, Judith Velasco, Rodriguez Maythe (2017).
Impacto de los Staphylococcus coagulasa negativa y otros gérmenes en
las formas espermaticas. En este estudio se analizaron 281 muestras de
semen pertenecientes a hombres infértiles; estos hombres fueron
atendidos en el Centro de Diagnostico de Infertilidad y Enfermedades
ginecoldgicas "Dr. Giovanny Vivas-Acevedo"(CEDIEG), en la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes. En este estudio, se
compara la morfologia del esperma mediante el manual de la OMS y el
criterio de Dav d modifici do en homor s infértil ‘s, con pres 2ncia de SCN
V' tosl gérmiencs piasertes en difticatis concn aciar S, e
observaron <n los diferentes ¢riir.os con resultados de cultivos negativos,
microbiota residente, y otros microorganismos con concentraciones > 10*
Ufc/mL  incluyendo SCN asi como muestras con anticuerpos
antiChlamydia trachomatis. Las cabezas alargadas se elevan en dos
puntos positivos, como son: grupos de especies bacterianas y en la
microbiota del grupo. Los defectos de cola se encuentran en los grupos
SCN, C. trachomatis, Enterobacter spp. y Enterococcus spp. Las
caracteristicas de los espermatozoides se analizaron en relacion con la
concentracion bacteriana expresada en Ufc/mL para todos los cultivos
positivos independientemente de las especies encontradas. Cuatro
grupos fueron categorizados: Negativo, < 102 (Microbiota residente),
10* y > 10° Ufc/mL. Los altos valores de células redondas se
encontraron en muestras con concentraciones bacterianas iguales a o
mayor que 10* Ufc/mL (p < 0.005). Usando el criterio morfolégico de

David, la microcefalia aumenta cuando las concentraciones bacterianas
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estan por encima de 10* Ufc/mL independientemente de la especie
bacteriana (p < 0.05). Alteraciones principales se observaron en el flagelo
anormal (p < 0.05), defectos de cola: doblez, ausente, enrollado, corto,
multiple (p < 0.05), irregular y citoplasma residual anormal (p < 0.05)
cuando las concentraciones bacterianas fueron superiores a 10° Ufc/mL.
Concluyendo

que el predominio de una forma anormal se debe informar en las
evaluaciones seminales, incluso con formas normales > 4%. La alta
concentracion de SCN en el semen puede tener un impacto negativo en la
celularidad, la morfologia de los espermatozoides y probablemente en
fertilidad. En el estudio del semen del hombre infértil, seria muy (atil
describir las alteraciones morfolégicas de la cabeza del espermatozoide
segun lo indicado por el criterio morfolégico de David como datos

adicionales para identificar la causa de la infertilidad.

£ n 2cedent 2s Hiswl cos

Los estafilococos son cocos grampositivos dispuestos en pares,
tétradas, cadenas cortas y racimos (del griego staphyle, racimo de uvas).
Fue Robert Koch en 1878 el primero en describir estafilococos en pus
humano. En 1880 Luis Pasteur los cultivd en medio liquido, en 1882 Sir
William Ogston demostrd su patogenicidad en ratdén y cobayo, y en 1884
se produjo el primer intento taxonémico por parte de Rosenbach, quien
describi6 dos especies: Staphylococcus aureus, asi denominada por el
pigmento amarillo-dorado de sus colonias, y Staphylococcus albus, que
formaba colonias de color blanco-yesoso. En 1930 Julianelle introdujo la
primera clasificacion basada en las caracteristicas antigénicas del género
y en 1942 Fisk desarroll6 un método de tipificacién por bacteri6fagos.
Pero no fue sino hasta fines de la década del 60 y principios del 70 que
los trabajos de G. Pulverer comenzaron a mostrar el caracter de

patogenos oportunistas de los SCN, y finalmente en la década del 70 los
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multiples trabajos de Wesley E., Kloos y Karl H. Schleifer dieron un vuelco
definitivo en esta materia y pusieron orden en la compleja taxonomia de
este grupo, al describir las numerosas especies que aun hoy
reconocemos (Kloos, 1975; Pulverer, 2003).

Los SCN son un grupo de microorganismos muy heterogéneo y
complejo, al que afio tras afio se van agregando especies nuevas e,
inclusive, nuevos fenotipos de especies ya conocidas. Tal es el caso de la
primera cepa de S. epidermidis anaerobia estricta, descrita por Rowlinson
et al., aislada de una infeccion de proétesis de cadera en cultivo puro,
caracterizada bioquimicamente y confirmada por estudios de
secuenciacion de los genes 16S ARNr y rpoB, que codifica la fraccion
altamente conservada de la subunidad “b” de la ARN polimerasa. La cepa
presentd ciertas caracteristicas bioguimicas muy poco compatibles con
una bacteria anaerobia estricta, como ser catalasa positiva, metronidazol
y penicilina resistente (Rowlinson et al., 2006).

Las infeccic 1es por S CN contintan siendo u | desafio di .gndstico para
riicio19gos, clincos € it fe stélgs. Sevinic -oorg wnis mHs gae actden
silenciosa Yy lentamente, pem.con firmeza y virulencia. La correcta
interpretacion de los hallazgos en el laboratorio y la adecuada valoracion
del cuadro clinico epidemiolégico, muchas veces crénico, permiten evitar
las consecuencias devastadoras en cuanto a morbilidad y hasta
mortalidad en las infecciones mas graves. Queda mucho por hacer, por
ejemplo, con respecto a la interaccion huésped microorganismos o a la
identificacion y expresion de factores de virulencia, sobre todo en
especies diferentes de S. epidermidis. Es necesario profundizar en el
conocimiento de la biodiversidad entre especies y lograr estandarizar las
pruebas de sensibilidad para cada una de ellas con parametros
confiables, formular nuevos y mejores antimicrobianos y prestar especial
atencion al campo de la prevencion.

Se los reconoce primariamente asociados a infecciones nosocomiales
con cepas de la propia flora (infecciones enddgenas) o provenientes del

personal de salud (contaminacion exdégena) en pacientes
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inmunocomprometidos o debilitados y en neonatos, con la excepcién de la
mayoria de los episodios de endocarditis de valvula protésica que se
manifiestan luego del primer afio del implante, algunos episodios de
peritonitis en dialisis peritoneal y de las infecciones urinarias causadas por
S. saprophyticus, en mujeres jovenes sexualmente activas. Por otra parte,
las infecciones nosocomiales enddgenas o exdgenas suelen ser con
cepas no solamente resistentes a la meticilina sino multirresistentes. Las
especies mas frecuentemente involucradas en patologia humana son: S.
epidermidis,S. haemolyticus y S. saprophyticus subsp. saprophyticus, que
en conjunto alcanzan hasta el 80% de los casos; el resto se debe a S.
lugdunensis, S. hominis subsp. hominis, S. warneri, S. simulans, S. capitis
subsp. urealyticus, S. auricularis, S. cohnii subsp. urealyticum y otros.
(Mansilla, 2006; Kloos, 1994; Tan, 2006).

Por otra parte, las infecciones del tracto reproductivo masculino se
pueden clasificar en tres tipos: 1) las infecciones de transmision sexual, 2)
las infecciones del tractc urinario, aet' do a qu - ambos tre :tos. genital y
Urinarc ‘comgarte ) varias porcion:s arwwni as, | 37 li s i cciones
asociadas a desequilibrios el |2 microbiota bacteriana. Un gran numero
de bacterias puede colonizar el tracto reproductivo masculino y
desencadenar procesos infecciosos con multiples consecuencias. Este
tipo de infecciones se caracterizan por ser comunes pero generalmente
autolimitadas y en la gran mayoria de los casos asintomaéticos, lo que le
da el caracter de infeccion crénica acompafada en algunas ocasiones de
inflamacion persistente, que puede finalmente generar alteraciones en la
fertilidad. Estas alteraciones pueden desarrollarse bien sea por dafio
directo de la célula espermética o de su nicho, o como vehiculo para el
ascenso de un gran nimero de microorganismos en el tracto reproductivo
femenino lo que promoveria procesos infecciosos e inflamatorios como es
el caso de la enfermedad inflamatoria pélvica. (Dohle GR. 2003).

Algunos sitios anatdbmicos presentan un recubrimiento especial con
bacterias conocidos como microorganismos saprofitos, los cuales se

aprovechan de los nutrientes que les proporciona el hospedero sin
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causarle dafio alguno; estos microorganismos actlan por inhibicién
competitiva y ocupacion de un sitio anatomico determinado en los cuales
generalmente impiden la colonizacibn por otros microorganismos
patdogenos que puedan alterar la arquitectura e integridad de los epitelios,
sin embargo cuando hay alteraciones en el organismo, como las
generadas por los cambios hormonales durante el ciclo menstrual
femenino o la alteracion en la cantidad de microorganismos ocupando un
sitio anatomico por la escasez de nutrientes, la relacién microorganismo —
humano puede tornarse de mutualista a parasitaria, desencadenando en
algunas ocasiones procesos infecciosos, como es el caso de la vaginosis
bacteriana causada por Gardnerella vaginalis debido al desequilibrio en la
microbiota de la vagina por una disminucion de Lactobacillus spp.
(Srinivasan et al., 2010). Un ejemplo de esta relacion la establecen los
cocos grampositivos, los cuales en su mayoria hacen parte de la
microbiota normal de la piel y de gran cantidad de sitios anatdbmicos, entre
ellos especialr ente los Jdenominacos SCN co no S. sapr phvticus y S.
€pic2 ruidis, re acicndo: € noliarieate cerna fe scioncs 02l razio Jrinar),
pero solo se establecen come.ir portantes durante el diagnostico cuando
el paciente presenta una sintomatologia claramente definida o un
recuento mayor a 10> Ufc/MI en cultivos cuantitativos de orina. Otro coco
grampositivo presente en este tipo de infecciones es S. aureus el cual se
ha relacionado con el aumento en el nimero de espermatozoides que
sufren apoptosis (Bailey, 1973; Villegas, 2005).

La correcta identificacion a nivel de especie del grupo SCN permite
también inferir sobre el perfil de sensibilidad, considerando que aun queda
bastante por estandarizar con respecto a los mejores y mas simples
métodos de deteccion de resistencia a oxacilina, glucopéptidos, entre
otros., y a los puntos de corte de sensibilidad y resistencia en las distintas
especies, diferentes de S. epidermidis (Pedrari, 1991; Corso, 2004; CLSI,
2015).
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Antecedentes Teodricos

Género Staphylococcus

Han transcurrido més de 100 afios desde que por primera vez fueron
observados cocos en heridas y en pus procedente de abscesos humanos.
En 1880, el cirujano escocés Sir Alexander Ogston, demostré que cocos
agrupados en forma de racimos eran la causa de ciertos abscesos
pibgenos en humanos. Louis Pasteur arribdé a una conclusion similar al
mismo tiempo, pero en Paris. En el afio 1882, Ogston llamo a estos cocos
“Staphylococcus”, derivando el nombre de los términos griegos staphile
(racimos de uvas) y kokkus (frutillas). Morfolégicamente, Ogston propuso
este término de manera de poder diferenciarlos de los estreptococos,
formadores de cadenas. Ogston, demostré que la inyeccidén a ratones de
pus contenienc 0_estos ¢ dcos producié los misiios sintom: s observados

enturaios (Seija 200€ .

Caracteristicas morfolégicas

Los miembros del género Staphylococcus son cocos gram positivos
cuyo tamafio varia entre 0,5-1,5 uym de diametro y crecen muy bien en
medios no selectivos (agar sangre o agar tripticasa soya); las colonias son
circulares, con bordes enteros, opacas y pueden ser blancas, amarillas o
anaranjadas. Muchas capas producen hemolisis en agar sangre; estos
microorganismos se disponen como cocos individuales, en pares, en
tétradas, en cadenas cortas y la tradicional disposicion en “racimos de
uva”. Los estafilococos son inmdviles, no forman esporas y usualmente
son catalasa positiva; normalmente no estan encapsulados o tienen

formacion limitada de capsula (Acero y cols., 2009).
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Otra caracteristica que presenta, es que no coagulan el plasma, por
ello se les denomina "coagulasa negativa" o SCN. Algunas especies de
SCN son agentes etiolégicos frecuentes de infeccion en el hombre,
principalmente S. epidermidis y S. saprophyticus, asi como S.
lugdunensis, S. schleiferi y S. haemolyticus. (Ruiz y cols., 2006).

Estos microorganismos son poco exigentes en sus requerimientos
nutricionales, toleran concentraciones elevadas de sal, resisten la
desecacion y crecen en medios de cultivos convencionales. Las colonias
que forman en 24 horas en medios con agar (Ruiz y cols., 2006).

En la actualidad, mas de 50 especies y subespecies de estafilococos
han sido caracterizadas. El género se divide basandose en su capacidad
para coagular el plasma en: coagulasa positiva y coagulasa negativa

(Pyorala y cols., 2009).

Patogenia

El grupo‘de SCN son con¢ide ados como microorganismos patégenos
oportunistas que se aislan frecuentemente en cuatro tipos de pacientes:
un primer tipo lo constituyen aquellos pacientes con rotura de la barrera
natural de la piel, como son los sujetos sometidos a cirugia, con lesiones
traumatologicas, o aquellos que presentan patologia dermatoldgica
(eccemas, psoriasis). Un segundo tipo esta constituido por pacientes con
dispositivos implantados como catéteres, proétesis, derivaciones, entre
otros. El tercer grupo lo conforman los pacientes inmunocomprometidos
y/o con enfermedad de base y el Ultimo grupo por neonatos (Boquete,
1996).

Las especies mas frecuentemente involucradas en patologia humana
ocasionadas por especies de SCN son: S. epidermidis, S. haemolyticus y
S. saprophyticus subsp. saprophyticus, que en conjunto alcanzan hasta el
80% de los casos; en el resto se encuentran S. lugdunensis, S. hominis

subsp. hominis, S. warneri, S. simulans, S. capitis subsp. urealyticus, S.
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auricularis, S. cohnii subsp. urealyticum (Pedrari, 2007). En la tabla N° 1,

a continuacion se describe las caracteristicas generales de algunas de las

especies de SCN de importancia clinica.

Tabla N° 1. Caracteristicas generales de algunas de las especies de

Staphylococcus cogulasa negativa de importancia clinica.

Especie

S. epidermidis

S. haemolyticus

S. warneri

S. hominis

Descripcion

Forman parte de la microbiota habitual de la piel y
de las mucosas, como fosas nasales, oido y
axilas. Es un microorganismo poco virulento, y en
personas sanas casi nunca causa infecciones; sin
embargo, puede comportarse como patdgeno en
pacientes que tienen disminuidas las defensa,
como son aqullos cor enfermed: des araves y
e p calm:n e dspace tesi muacdeonr idos en

guienex.ruede producir sepsis.

Integrante de la microbiota habitual de la piel. Se

encuentra también en animales.

Esta especie, que representa aproximadamente el
1% de los estafilococos encontrados normalmente
en la piel, en la actualidad, es una causa bien
reconocida de bacteriemia relacionada a catéteres
y de endocarditis de valvulas naturales.

Esta especie se encuentra en la piel y ha sido
aislada como causa de bacteriemia en pacientes

cancerosos.
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S. simulans

S. lugdunensis

S. capitis

S. schleiferi

S. pasteuri

Encontrado en la piel y en la uretra de mujeres
sanas. Ha sido identificado como causa de
septicemia, osteomielitis y artritis séptica posterior
a la reduccion de una fractura de peroné. Posee
una capsula que inhibe la fagocitosis in vitro y

contribuye a la virulencia in vivo.

Descrito por primera vez en 1988. Se ha
relacionado principalmente con endocarditis de
valvulas naturales y protésicas, con celulitis de la
piel y del tejido subcutaneo, con peritonitis, con
prétesis de cadera infectadas y con abscesos

mamarios.

Integrante de la microbiota habitual, se encuentra
a ‘ededer de s oland ilas sebAcc as.del cuero
c b llido 7 11fere. Reiente mete li esecie L€
ha dividizo en dos subespecies, S. capitis subsp.

capitis yS. capitis subsp. urealyticus.

Ha sido aislada a partir de varias infecciones, entre
ellas empiema cerebral, infecciones de heridas,
bacteriemia como complicacibn de una osteitis
vertebral, infeccién de una prétesis de cadera. La
especie ha sido dividida en dos subespecies; los
aislamientos humanos se denominan S. schleiferi
subsp. schleiferi y los aislamientos caninos
reciben el nombre de S. schleiferi subsp.

coagulans.

Especie que se encuentra en muestras clinicas

humanas y animales y en alimentos todavia no

20



S. auricularis

S. cohnii

S. xylosus

Fuente: Orteaga, 2009.

Identificacion

han sido asociadas con procesos infecciosos y es

fenotipicamente similar a S. warneri.

Esta especie se encuentra en el conducto auditivo
externo de los seres humanos y rara vez ha sido

implicada en infecciones.

Esta especie se ha subdividido en dos
subespecies denominadas S. cohnii subsp. cohni
ly S. cohnii subsp. urealyticum. Ambos
microorganismos pertenecen a la microbiota

habitual de la piel.

Este microorganismo se encuentra tanto en seres
hiimanes. coms ep.2qin ales .y ha ide-implicado
cm ) cauvsa di o ifreciches (e s vias | rinaric s

superici=¢ inferior.

Kloos y Schleifer, crearon un esquema mediante el cual los SCN,

pueden clasificarse facilmente en especies gracias a sus caracteristicas
bioguimicas. La caracterizacion bioquimica se ha simplificado aun mas
gracias a la comercializacion de equipos miniaturizados que facilitan la
identificacion rapida de los estafilococos. La clasificacion en especies
podria tener un valor clinico si se pudiese utilizar para su biotipificaciéon o
Si existiesen asociaciones evidentes entre ciertas especies, infecciones
concretas o patrones de sensibilidad a antibioticos especificos (Mandell y
cols., 2006).
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Todas las especies del género Staphylococcus spp., se identifican
basandose en caracteres fenotipicos convencionales, pero la mayoria de
las que tienen significacion clinica en humanos se tipifican e identifican en
relacion con unas caracteristicas que tienen una base molecular, tanto

fenotipica como genotipica.

Métodos de Diagndstico Microbiologico

* Pruebas Bioguimicas

Todas las especies del género Staphylococcus spp. se identifican
basandose en caracteres fenotipicos convencionales, pero la mayoria de
las que tienen significacion clinica en humanos se tipifican e identifican en
relacion con unas caracteristicas que tienen una base molecular, tanto
fenotipica con o _genati| ica. En_aiguos labc atorios de' microbiologia
c.inizic e utilizan e ¢ ualrietc sis enas ez rc ales Hari i ifchn ficacivn
que llevan “incorporadas preebas bioquimicas, que nos ofrecen los
resultados en un maximo de cuatro horas. La mayoria de los SCN
involucrados en las infecciones en humanos muestran diferencias
bioquimicas poco apreciables. Considerando que la mayor parte de los
aislamientos de SCN se identifican como S. epidermidis, interesa la
diferenciacion o patrén bioquimico que los distingan de S. haemolyticus
(Machado y cols., 2002).
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* Actividad de la fosfatasa

En los esquemas tradicionales para la identificacion de SCN, se
informé que la actividad fosfatasa es positiva para cepas de S.
epidermidis y S. xylosus y negativa para otros SCN. Sin embargo,
estudios posteriores demostraron que otras especies de SCN pueden

producir enzima fosfatasa (Koneman y cols., 2008).

* L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR)

La enzima L-pirroglutamilaminopeptidasa hidroliza el sustrato L-
pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) para producir una B-naftilamida. Cuando
la B-naftilamida se combina con un reactivo cinamaldehido se produce un
color rojo brillante (Forbes y cols., 2009). Se utiliza principalmente en la
identificacion ¢ 2 Strepto :occus pyoge ies v Erterococcus spp. También
en 'e dieren:iac ) d s(aphlc o cvc g duner sist 02 ccics SCN
(Fernandezy cols., 2010).

La identificacion bioquimica de S. lugdunensis solamente requiere la
realizacion de dos pruebas fundamentales para diferenciarlo del resto de
los SCN: la produccion de ornitina descarboxilasa (ODC), principal
caracteristica siempre presente en esta especie, y la positividad de la
prueba de la pirrolidonil arilamidasa (PYR). S. lugdunensis produce acido
a partir de trehalosa, manosa, maltosa y sacarosa permite diferenciar esta

especie de otras que también son PYR positivas (Cercenado, 2009
* Pruebadelaureasa
Algunos SCN son ureasa positivos, incluidos S. epidermidis, S.

intermedius y la mayoria de las cepas de S. saprophyticus. Para esta

prueba se puede usar el caldo ureasa comun o el cultivo inclinado de agar
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urea. Cualquiera de ellos se inocula y se incuba a 35°C durante 18-24
horas (Koneman y cols., 2008).

» Susceptibilidad a la novobiocina

La prueba de susceptibilidad a la novobiocina es un método confiable
para la identificacion presuntiva de S. saprophyticus (Koneman y cols.,
2008). Aungue otras tres especies estafilococicas humanas (subespecies
de S. cohnii, S. hominis subsp. novobiosepticus y S. xylosus) son
resistentes a la novobiocina. La prueba se realiza utilizando un disco de
novobiocina de 5 g, las cepas resistentes mostraran una zona de
inhibicion que mide de 6mm a 12mm; las cepas sensibles mostraran

zonas de 16mm a 27mm (Koneman y cols., 2008).

Ornitine de carbHix le sa (DI C

La prueba de la ODC es la mas util para confirmar la identidad de S:
lugdunensis, porque esta especie es la Unica ornitina descarboxilasa
positiva (Koneman y cols., 2008). Puede ser problematico la identificacion
de S. lugdunensis debido a que puede ser coagulasa positivo en placa
pero siempre es coagulasa negativa en las pruebas en tubo. No produce
la beta-hemdlisis del S. aureus, lo que hace que se diferencie de esta

especie (Forbes y cols., 2009).

Sistemas Comerciales
Se trata de celdillas aisladas con un sustrato liofilizado que se inoculan

individualmente y que permiten realizar simultdneamente entre 10 y 50

pruebas bioguimicas. Cada especie esta definida por un cédigo numérico,
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resultado de la codificacion de las reacciones a las pruebas que se
hubieran utilizado. ElI codigo numeérico se obtiene sumando los valores de
las tres pruebas. Los limites inferior y superior del coédigo son 0 y 7
respectivamente. Ante un microorganismo problema, se busca el cédigo
numérico y se comprueba a que bacteria pertenece. Algunos de los
sistemas comerciales disponibles en el mercado son: API (BioMérieux®),
Enterotube® (BBL), Oxi/Ferm® Tube (BD), RapIlD® systems y MicrolD
(Remel®), Biochemical® ID systems (Microgen), entre otras (Fernandez y
cols., 2010).

 El Sistema de Galeria API

Es el méas utilizado en la actualidad. De la lectura de las pruebas se va
obteniendo una puntuaciéon segun que cada prueba sea positiva o
neagativa, la ide ntificaciér numérica de'un perfil bbservado ¢ e apoya en el
calcu'o ¢2 su oroyiridal =lative & Ics Aisuates taxoines lesia iase e
datos y su proximidad al perfiim#s tipico en cada taxdn; a continuacion, la
clasificacion de los taxones permite proponer un resultado de
identificacion. Durante mucho tiempo, el APl ha representado la

identificacion de referencia en el laboratorio. (Gobernado y cols., 2003).

Factores de Virulencia

Los SCN pueden sintetizar enzimas como lipasas, termonucleasas,
ADNasas, hemolisinas y algunas exo-enzimas que degradan los tejidos y
contribuyen a la persistencia de la infeccién (Farifia y cols., 2013).
Ademas de su capacidad para adherirse a las superficies, diversos grupos
de microorganismos también producen wuna sustancia polimérica
extracelular llamada limo que forma una capa delgada alrededor de las

células conocida como biofilm, que se compone de células bacterianas y
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una sustancia polimérica extracelular denominada exopolisacarido (EPS),
esta sustancia presenta caracteristicas anidnicas, ya que esta compuesto
por &cidos uronicos (D-glucoronico, D-galacturénico y acidos
manuronicos) (Oliveira y cols., 2008).

La produccion de biopelicula por ciertas cepas de SCN esta
relacionada con su capacidad de adherencia a biomateriales confiriéndole
mayor virulencia, estudios indican que las cepas potencialmente mas
patogenas de SCN producen este polisacarido (Garcia y cols., 2004). La
formacién de esta biopelicula posibilita la adherencia a materiales vivos y
no vivos, como en el caso de las infecciones hospitalarias en pacientes
que utilizan catéteres u otros dispositivos protésicos, la formaciéon de esta
pelicula también puede estar influenciada por la interaccion de
componentes no microbianos que se encuentren en el medio, un ejemplo
es la acumulacion de los eritrocitos y la fibrina durante la formacién de
biofilm, otro ejemplo clasico de esta interaccién se observa en las valvulas
cardiacas natu ales, dor de las colonii's formar la biopelic ila a partir de
tna ‘natiz de plwcaetis, forina 'y =PS" > gue jer2r. suaa)cardi’s
infecciosa (Oliveira y cols., 2C08".

La capa de biopelicula se convierte en una reserva nutricional, la cual
utilizan las bacterias ante escases de nutrientes, también le confiere
proteccion ya que dificulta la accion de los antibiéticos porque los
mecanismos de adhesion, agregacion y coagregacion forman una masa o
biopelicula que dificulta el acceso de los farmacos, principalmente los
hidrofobos (Villafafie, 2008).
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Antibioticos

Molécula producida por un organismo vivo ya sea hongos o bacterias,
pueden ser sintéticos o semisintéticos capaz de producir la muerte o la
deteccidon del crecimiento de bacterias, virus y hongos (Vignoli y Seija,
2008).

Los antibi6ticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con
diferentes comportamientos farmacocinético y farmacodinamico, que
ejercen una accidén especifica sobre alguna estructura o funcion del
microorganismo a bajas concentraciones. El objetivo de la antibioterapia
es controlar y disminuir el nimero de microorganismos viables, de modo
que el sistema inmunoldgico sea capaz de eliminar la totalidad de los
mismos (Vignoli y Seija, 2008).

Dentro de su clasificacion tenemos:

e [B-lactamicos

Los B-lactamicos actuan inhibiendo la dltima etapa de la sintesis de la
pared celular bacteriana, constituyendo asi la familia mas numerosa de
antimicrobianos y la mas utilizada en la préactica clinica. Se trata de
compuestos de accion bactericida lenta, actian impidiendo la sintesis de
la pared bacteriana, inhibiendo la sintesis del péptidoglicano que es el
componente que le confiere estabilidad y rigidez a la bacteria,
protegiéndola de la ruptura osmoética. Los B-lactamicos actian activando
una autolisina bacteriana enddgena que destruye el péptidoglicano (Marin
y Gudiol, 2003).
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e Penicilinas

Es un grupo de antibidticos que es empleado para el tratamiento de
infecciones contra cepas sensibles de cocos grampositivos. La meticilina
es el grupo de penicilinas semisintéticas resistente a la enzima
penicilinasa, son eficaces contra S. aureus productor de dicha enzima
(Mendoza, 2005).

e Cefalosporinas

Las cefalosporinas han ascendido a una posicidon de distincion en el
mundo de los antibidticos y ha llegado adquirir gran importancia en el
tratamiento de infecciones bacterianas por su relativa baja toxicidad,
amplio espectro, actividad bactericida y actividad frente a las B-
lactAmasas (Z¢ mora y o s.1998).

€2 clasiica i en cLato relelaciuies 2n bise e gu ictivided
microbiana in vitro, cada cuai c2.1 su espectro de actividad mayor que la
anterior. Se diferencia en su union a las proteinas, nivel de concentracion,

vida media en el suero, ruta de excrecion y toxicidad (Sussmann, 2013).

¢ Inhibidores de las B-Lactamasas

Resulta de la combinacién de penicilinas con inhibidores de las -
lactamasas como lo son el acido clavulanico, sulbactam y lazobactam.
Estos antibiéticos son ideales para el tratamiento de infecciones de la
piely tejido blando ocasionado por microorganismos polimicrobianos
(Sussmann, 2013).

El sulbactam esta quimicamente relacionado con el &cido clavulanico y
cuando se afiade a la penicilina mejora el espectro antibacteriano de

dicho antibidtico, siendo efectivo contra una gama de bacterias
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gramnegativas y grampositivas incluyendo al S. aureus y S. epidermidis
(Sanchez y cols., 2004).

e Macrolidos y Lincosamidas

Vignoli y Seija en el 2008, expresan que el grupo de los macrélidos y
lincosamidas esta extendiéndose de forma importante durante los dltimos
afos, nuevos derivados se estan desarrollando, jugando un papel
importante en el tratamiento de infecciones.

Su mecanismo de accidn se basa en la unién a la sub-unidad 50S del
ARN ribosémico (ARNr) en forma reversible. La unién se realiza mediante
la formacion de puentes de hidrégeno entre diferentes radicales hidroxilo
del antimicrobiano y determinadas bases del ARNr; esto provoca un
bloqueo en las reacciones de transpeptidacion y translocacion (Vignoli y
Seiia. 2008).

L's.cs antib Stic)s actle 1 conm D Ja stenus &t cos « be ot ricida s segun
las diferent¢s especies bactiri=iias, la fase de crecimiento en que se
encuentra la bacterias, la densidad de la poblacion bacteriana y la
concentracion que alcanza el antibiético en el sitio de infeccion (Sanchez
y cols., 2004).

La eritromicina y clindamicina fueron indicados como una alternativa a
la penicilina debido a su actividad frente a organismos grampositivos,
tales como Staphylococcus spp. Neumococcus y Streptococcus, pero sus
efectos gastrointestinales, vida media corta y poca actividad frente a
microorganismos gramnegativos han limitado su uso. Cabe destacar que
existe una alta tasa de resistencia frente al género Staphylococcus
(Sanchesy cols., 2004).
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e Quinolonas

Se trata de un grupo de antimicrobianos que deriva de una molécula
bésica formada por una doble estructura de anillo, incluyendo residuos de
fldor, que bien sea fluoroquinolonas (Sussamann, 2013).

Serra en el 2008, indica que las quinolonas son antibiéticos
bactericidas que actuan inhibiendo el ADN girasa o gen topoisomesara 1V,
enzima que cataliza el superenrrollamiento negativo y procesarlo para el
empaqguetamiento del ADN cromosomico, asegurando una adecuada

division.

e Aminoglucésidos

Son un grupo importante de antibioticos que se caracterizan por tener
aminoazucares con unic nes alicosadis. Gene ralmente_e te _arupo son
ectives frante ¢ los Stapl ylhcocer s dien ca S. auret s 0 S SN etistentos
a meticilina también lo suelen =2 a los aminoglucosidos (Sanchez y cols.,
2004).

Su principal mecanismo de accion es dirigido a la subunidad
ribosémica 30S éstas constituyen el sito de union de ARNt al ribosoma
donde el aminoglucésido provoca una alteracibn en la unién codén-
anticoddn y lectura errénea del cédigo genético, con produccién de una
proteina andmala, la cual unida a las alteraciones de la membrana

producen la muerte bacteriana (Sanchez y cols., 2004).

e Glucopéptidos

Carcas describe en el 2009 que son un grupo de antimicrobianos con
estructura péptica que presenta un espectro de actividad similar,

restringido a las bacterias grampositivas aerobias y anaerobias. En las

dos ultimas décadas han adquirido una mayor importancia en él, la
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combinacion trimetropim-sulfametoxazol es sinérgica frente a un gran

namero de bacterias (Dagéan y Fox, 2012).

Resistencia Antimicrobiana

En relacion a la terapia antimicrobiana empleada, la meticilina es un
agente antimicrobiano de primera eleccion para el tratamiento de
infecciones estafilocécicas. Sin embargo, se conoce muy bien la
resistencia a este agente antimicrobiano por este género, la cual esta
mediada por el gen mecA, responsable de la sintesis de la proteina 2a de
unién a la penicilina (PBP2a). Esta proteina, no se une bien a las
penicilinas ni a las penicilinas resistentes a penicilinasas. Lo cual permite,
que la célula complete la formacion de la pared celular (Forbes, 2009).

Un aspecto importante a destacar es que la especie S. epidermidis ha
desarrollado re sistencia 1 1a meticiline en form 1 paralela ¢ la resistencia
(e . aleus e est2agete ¢tinic ok ars,p er» mo:tral dc t2=sa muci ¢
mas elevadas que esta Ultinia_<specie, y observandose un incremento
importante en los ultimos 20 afios. Mientras que a inicio de los afios 80 la
especie S. epidermidis revelo tasas de resistencia a la meticilina del 20%,
en 1999 éstas se elevaron a un 80%. Esta es la razon por la cual en la
actualidad, se considera que la vancomicina es el tratamiento de eleccion
para infecciones causadas por este microorganismo (Brefia y cols., 2009).

El gen mecA, presenta una alta similitud en S. aureus y SCN
resistentes a meticilina y esta ausente en aislamientos de estafilococos
sensibles a este agente antimicrobiano. Entre los SCN, la resistencia a
meticilina se expresa principalmente en S. haemolyticus con resistencia
heterogénea a vancomicina, dificultando una terapia exitosa en pacientes
neonatos, neutropénicos y de cuidados intensivos. Diversos estudios han
demostrado que las infecciones por SCN, son causadas por tipos

moleculares predominantes, los cuales estan ampliamente distribuidos en
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los hospitales, surgiendo contaminacion cruzada en su diseminacion.
(Castro y cols., 2006).

Para identificar in vitro las cepas de S. aureus que poseen una
resistencia inducible a la clindamicina, existe un método de laboratorio
conocido como test de difusion de doble disco (D-test). Este método
consiste en colocar en un cultivo de S. aureus, un disco de clindamicina y
uno de eritromicina a una distancia de 15 mm. Aquellas cepas con
resistencia inducible a clindamicina forman una letra D en la zona circular
de inhibiciébn alrededor del disco de clindamicina hacia el lado que
enfrenta al disco de eritromicina. El D-test es un método que ha
demostrado una sensibilidad y especificidad cercana al 100% al ser
comparado con el estudio de genotipificacion, el cual constituye el
estandar de oro para la identificacion de las cepas que presentan
resistencia inducible a clindamicina (CLSI., 2017).

Sin embargo, la Daptomicina se ha demostrado muy activa frente a las
cepas de SCN proceder es de pacien es con L acteriemia, ademas se ha
¢onn codo g e siactivid ic no se ve aftcw di por aresi tencic a otros
agentes antimicrobianos cueme Oxacilina, Linezolid, Ciprofloxacina,

Gentamicina y Teicoplamina (Picazzo y cols., 2010).

e Resistencia a las penicilinas por produccion de betalactamasa

Las betalactamasas son enzimas bacterianas capaces de hidrolizar el
enlace amida del anillo betalactamico de las penicilinas, cefalosporinas y
otros antimicrobianos betalactamicos, dando lugar a compuestos sin
actividad antibacteriana. En el caso concreto de los estafilococos, la
betalactamasa producida es una penicilinasa que hidroliza
exclusivamente las penicilinas. El fenotipo de resistencia a la penicilina

mediado por betalactamasa implica resistencia a todas las penicilinas
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excepto las semisintéticas, como la oxacilina y la cloxacilina.(Pallarés R. y
cols., 1995)

Actualmente este mecanismo de resistencia es muy frecuente tanto en
S. aureus como en las diferentes especies de SCN y su diseminacion es
mundial. La resistencia de los estafilococos a las penicilinas puede
detectarse mediante la prueba de nitrocefin, pero también mediante la
técnica de difusién con disco o por dilucién en caldo o en agar. Para la
deteccion de cepas de S. aureus resistentes a la penicilina es mas
adecuado utilizar un disco de 10 unidades de penicilina que un disco de
10 pg de ampicilina. Asimismo, el disco de penicilina se debe utilizar para
determinar la sensibilidad a todas las penicilinas labiles a la accion de la
penicilinasa, como ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina,
azlocilina, mezlocilina y piperacilina. En resumen, las cepas de
estafilococos que son resistentes a la penicilina pero sensibles a la
oxacilina producen penicilinasa, lo que implica resistencia a todas las
penicilinas per» no a la penicilinas <emisinté cas (oxacil na, meticilina,
c.oxa.iina, necilie g e podse:n Liarcsrustura mcle uls que Ios
protege frenie a la accion de=st. betalactamasa. Asimismo, estas cepas
son sensibles a las combinaciones de betalactamico con inhibidor de
betalactamasa, a las cefalosporinas y a las carbapenemas.(Herrero JE.,
2007).

e Resistencia a la meticilina (oxacilina): homogénea vy

heterogénea.

El fenotipo de resistencia a la meticilina (y a la oxacilina) es mucho
mas frecuente entre las diferentes especies de SCN (con la excepcion de
S. lugdunensis y S. saprophyticus) que en S. aureus. Esta resistencia se
debe a la adquisicion del gen mecA que codifica la proteina fijadora de

penicilina (PBP) PBP2a, que posee baja afinidad por los betalactamicos.
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La resistencia a la meticilina implica resistencia a todos los
betalactamicos, incluyendo penicilinas, combinaciones de betalactamico
con inhibidor de betalactamasa, cefalosporinas, monobactamicos vy
carbapenemos.(Lifiares J., y cols 2007)

La resistencia a la meticilina (oxacilina, meticilina, cloxacilina, nafcilina)
en estafilococos se debe a la adquisicion de ADN exdgeno que codifica la
produccion de una proteina fijadora de penicilina (PBP) supernumeraria,
de baja afinidad por los betalactdmicos y que no se inhibe por estos
antimicrobianos. S. aureus normalmente contiene 4 PBPs, de las cuales
las PBPs 1, 2 y 3 son esenciales. La PBP de baja afinidad denominada
PBP2a o PBP2’, de 78 kDa, esta codificada por el gen cromosdémico
mecA. La expresion fenotipica de la resistencia mediada por el gen mecA
es compleja y se afecta por diferentes factores como la temperatura, el
pH, la osmolaridad, la presencia de secuencias cromosomicas
reguladoras y de otros genes cromosomicos no relacionados.(Herrero JE.,
2007).

cl ot witin e un narcd r alte nitivd fcvic eser cia de mocr ya quee
es un inductor mas potentende sistema regulatorio de mecA que las
penicilinas y por ello mejora la expresion de este gen y en consecuencia,
mejora también la deteccion de la resistencia a la meticilina. La utilizacion
del disco de cefoxitin es especialmente Util y de preferencia sobre el disco
de oxacilina para detectar la resistencia a oxacilina mediada por el gen
mecA en las cepas heterorresistentes y se debe utilizar siempre en cepas
de SCN.(LifAares J., y cols 2007).

e Resistencia alos macrolidos y a la clindamicina

Los macradlidos, junto con las lincosamidas y las estreptograminas B
(MLSB) son tres grupos de antimicrobianos de estructuras quimicas
diferentes pero con mecanismos de accién similares. En los estafilococos,
la resistencia a los macrolidos (eritromicina, claritromicina, azitromicina,

midecamicina) puede asociarse a diferentes fenotipos de sensibilidad o de
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resistencia a las lincosamidas (clindamicina) que se pueden identificar en
el laboratorio mediante el método de difusién con discos de eritromicina y
clindamicina o mediante dilucion en caldo utilizando una combinacion de
ambos antimicrobianos. Los fenotipos que se observan mediante difusion
con discos son: 1) resistencia a la eritromicina y a la clindamicina; 2)
resistencia a la eritromicina y sensibilidad a la clindamicina pero con un
achatamiento del halo de la clindamicina en la proximidad de la
eritromicina (Dtest positivo); 3) resistencia a la eritromicina y sensibilidad a
la clindamicina sin achatamiento del halo (D-test negativo). En el primer
caso se trata de resistencia constitutiva a la eritromicina y a la
clindamicina (fenotipo cMLSB), en el segundo de resistencia constitutiva
de expresion inducible (fenotipo iIMLSB) y en el tercero de resistencia a la

eritromicina mediada por una bomba de expulsién activa (fenotipo MSB).

Staphvlococc Is coaau asa negative relacior ada con in ecciones del

t'actc ieoroducto 11as;:uiro

Un gran numero de bacterias puede colonizar el tracto reproductor
masculino y desencadenar procesos infecciosos con mdltiples
consecuencias. Estas infecciones son clasificadas en tres grupos:
infecciones de transmisién sexual, del tracto urinario y las asociadas a la
microbiota bacteriana. Algunos sitios anatoémicos presentan un
recubrimiento especial con bacterias conocidos como microorganismos
saprofitos, los cuales se aprovechan de los nutrientes que les proporciona
el hospedero sin causarle dafio alguno. Estos microorganismos acttan
por inhibicidbn competitiva y ocupacion de un sitio anatomico determinado,
en los cuales generalmente impiden la colonizacion por otros
microorganismos patdgenos que puedan alterar la arquitectura e

integridad de los epitelios (Puerta Suarez y cols., 2014).
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Definicion de Términos

Pareja Infértil

Es aquella que no es capaz de concebir tras un afo de relaciones
sexuales frecuentes y no protegidas (Amordés, 2011).

Bacteriospermia

Se define como la presencia de bacterias en el semen (Rosa, 2000).

Semen

Es un conjunto de fluidos aportados por las distintas glandulas que
conforman los Organos reproductores y sexuales del hombre. La
secrecion por parte de las glandulas de Cowper aportan cerca de 0,1 mL
a 0,2 mL, las vesiculas seminales aportan entre 1,5 mLy 2 mL y la

préstata contril uve con (5 mL (Catafi¢ y cols., '006).
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HIPOTESIS

Los denominados Staphylococcus coagulasa negativos como S.
saprophyticus y S. epidermidis, relacionados ampliamente con infecciones
del tracto urinario, pero solo se establecen como importantes durante el
diagnostico cuando el paciente presenta una sintomatologia claramente
definida (Bailey, 1973) o un recuento mayor a 10° Ufc/mL en cultivos
cuantitativos de orina. Otro coco grampositivo presente en este tipo de
infecciones es Staphylococcus aureus el cual se ha relacionado con el
aumento en el nUmero de espermatozoides que sufren apoptosis (Villegas
y cols., 2005).

De tal manera existe diversidad en las especies de SCN responsables
de las infecciones del tracto reproductor masculino asociado a problemas
de fertilidad, con diferentes patrones de susceptibilidad.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion

La investigacion es de tipo exploratoria y analitica, ya que se
identificara a nivel de especie los aislados clinicos y se determinara el

patrén de susceptibilidad de cada especie previamente identificada.

Poblacién y Muestra

Para el presente trabajo "de/investigacion se tomaran en cuenta 9
cepas de Staphylococcus coagulasa negativa aisladas de muestras de
semen de pacientes que asistieron a consulta en el Centro de Diagnostico
de Infertilidad y Enfermedades Ginecoldgicas (CEDIEG) “Dr. Giovanny
Vivas-Acevedo”, con la finalidad de realizar su identificacion a nivel de
especie y determinar su perfil se susceptibilidad frente a los
antimicrobianos con deteccion fenotipica de mecanismos de mecanismos
de resistencia, siendo la presente investigacion de tipo exploratoria,

caracterizada por presentar un disefio documental.
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Sistema de Variables

Las variables que guardan relacion con el objeto de esta investigacion
son las siguientes: variable dependiente (VD). especies de
Staphylococcus coagulasa negativa, variable independiente (VI): SCN.

Estas variables se relacionan con la linea de investigacion, por
corresponder a los nucleos semanticos del problema y permiten la

verificacion del fendmeno de estudio en la unidad de investigacion.

Identificaciéon

Cepas bacterianas

Se identificaron a nivel de especie 9 cepas de SCN, aisladas de
pacientes_que asistieror a la consult\ en el Centro de [ iagnostico de
Ifetiicad y E ferrwcdaczs Cinecolig tas~(C =[ IEG) 'Dr Ciovuin y Vives
Acevedo", con problemas de “nfe tilidad, durante el periodo enero 2015 —
diciembre 2016. Como cepa de referencia se utilizd6 S. aureus ATCC
25923.

Reactivacién de las cepas bacterianas

Las cepas de SCN se reactivaron en caldo infusién cerebro corazén
(BHI de sus siglas en inglés), a partir del agar conservacion descrito por
(Weng-Aleman y cols. 2003), el cual se encontraba a temperatura
ambiente. Los caldos BHI inoculados con cada cepa se incubaron a 37 °C
durante 24 horas, luego se sembraron en agar manitol salado para
verificar pureza, posteriormente se mantuvieron en agar tripticasa soya

(TS) para realizar todas las pruebas.
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Identificacion de los aislados clinicos

La identificacion de los aislados clinicos se realiz6 empleando el
sistema comercial API® STAPH (BioMérieux). El sistema miniaturizado
API® STAPH es un método rapido que permite la identificacion a nivel de
especie de miembros del género Staphylococcus, a través de la
realizacion de diferentes pruebas biogquimicas con sustratos
deshidratados contenidos en microtubos individuales en una tira
comercial.

El API®STAPH consta de 20 microtubos, la cubeta 0 es el control
negativo, incluye la produccién de acido a partir de: D-glucosa, D-
trehalosa, D-manitol, D-manosa, xilosa, maltosa, lactosa, sucrosa, N-
acetilglucosamina, D-raffinosa, D-fructosa, D-melibiosa, xilitol y metil-
glucosamina; reduccion de nitrato, fosfatasa alcalina, arginina dihidrolasa,
ureasa y produ :cion de ¢ cetoina.

La 1 culacon dc lo¢ riicrott o¢s v I=s cor diciol es de ircar acion y
lectura se rcalizaron segun lez iv strucciones del fabricante, las cuales se
describen a continuacién: Cada microtubo del sistema se inoculé con una
suspension de cada aislado clinico de SCN (cultivo fresco) en solucién
salina al 0,85%, con una turbidez equiparable al Patron de Mac Farland
N° 0,5 (1,5x10® Ufc/mL). En algunos casos estos microtubos se llenaron
completamente con la suspension, mientras que en otros se requirié del
afiadido de parafina liquida estéril, que proporcioné las condiciones
anaerobicas necesarias. Previo a la inoculacién, al envase donde se
coloco la galeria se le adicion6 agua para proporcionar la humedad
requerida. La galeria se incubé a 37 °C durante 24 horas.

La presencia de enzimas y/o de productos metabdlicos generados
durante el
Periodo de incubacion reaccionaron con los sustratos contenidos en los
microtubos y desarrollaron en los mismos una coloracion que pudo

aparecer en forma espontanea 6 con el agregado del reactivo para su
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revelado. La interpretacion de los resultados se baso en la observacion de
las coloraciones desarrolladas, ésta se llevd a cabo mediante la
comparacion del color obtenido en cada microtubo con el que muestra la
carta de colores. De acuerdo a esa interpretacion se logré establecer un

resultado positivo (+) o negativo (-) como se observa en la Fig. 1.

PRUEBAS NEGATIVAS
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@ \
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Fig. 1. Resultado de las pruebas positivas y negativas para el
sistema comercial API® STAPH (BioMérieux).

Después d»l periode c'e mculnEEn y comparar, I la carta de

gherve

Fig. 2. Ejemplo de la hoja de resultados de un sistema API®.

Los datos asi obtenidos pueden transformarse en un cédigo de 7
digitos denominado “perfil numérico” que resulta de la suma de los
valores correspondientes a las pruebas positivas asignados previamente
en la planilla. El codigo obtenido se correspondera a un determinado

género o especie de acuerdo a la informacion contenida en las bases de
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datos suministradas por el fabricante y que pueden encontrarse
disponibles en forma impresa y/o electrénica.

Determinacion de la sensibilidad de los aislados clinicos de SCN a

los antimicrobianos

La sensibilidad de los aislados clinicos de SCN frente a los
antimicrobianos se realizo por el método de difusion en agar con discos
conocido como Kirby Bauer. A partir de un cultivo fresco se preparé una
suspension de cada bacteria en solucion salina al 0,85%, con una
turbidez equiparable al Patrén de Mac Farland N° 0,5 (1,5x10® Ufc/mL).
Posteriormente con un hisopo estéril se impregno con la suspension y se
sembrd en la superficie de una placa de Petri con agar Mueller Hinton
(Himedia®), sobre el cual se colocaron los discos comerciales
impregnados con una concentracion conocida del antibiético. Las placas
seincitbaron d irante 15- 18 horas.a 35 37°C

Lirerce laicul ation e entib 5t co difunc 2 (adialten e Jesae el disc ¢
a través del agar, por lo que su-concentracidon va disminuyendo a medida
gue se aleja del disco. En un punto determinado, la concentracion del
antibiético en el medio es incapaz de inhibir el microorganismo en estudio.
El diametro del area de inhibicién alrededor del disco se expresé en mmy
se comparo con los parametros establecidos por el Instituto de estandares
clinicos y de laboratorio 2017 (Clinical and Laboratory Standars Institute,
CLSI de sus siglas en inglés), para establecer la categoria de sensibilidad
como: sensible, intermedio o resistente (S, I, 0 R).

Se utilizaron los siguientes agentes antimicrobianos: penicilinal0U
(BBL®), cefoxitin 30ug (Difco®), eritromicina 15ug (Oxo0id®),
clindamicina2ug (BBL®), ciprofloxacinab5ug (BBL®), moxifloxacina5ug
(BBL®),amikacina 30ug (Difco®), gentamicina 10ug (BBL®), netilmicina
30ug (Difco®), kanamicina 30ug (Difco®), tobramicina 10ug (Difco®),
tetraciclina30ug (BBL®), rifampicina 5ug (BBL®), linezolid 30ug(BBL®)
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cloranfenicol30pg (BBL®) y trimetoprin-sulfametoxazol1,25/23,75ug
(BBL®).

Deteccidn fenotipica de mecanismos de resistencia bacteriana

Mecanismos de Resistencia a Betalactamicos

Se realiz6 la deteccidn fenotipica de mecanismos de resistencia de los

aislados clinicos de SCN frente a los antibioticos betalactamicos:

* Resistencia a penicilinas por produccion de penicilinasa.

Para la deteccidn de esta Betalactamasa (Penicilinasa) se utilizo el
disco de Penicilina y la interpretacion de la sensibilidad se realiz6 de
acuerdo a lo descrito en el CLSI 2017: halos de inhibicion < 28 mm =
Resistente. El fenotipo de resistencia a la penicilina mediado por
betalactamasa en Staphylococcus implica resistencia a todas las
penicilinas 1ab es a la & :ci6n de la p :nicilinas a (ampicilin 1, amoxicilina,
carkeziinag, tizarc lina, i zlhclina n ez ocinie y oiper iciliia exce ito ales

isoxazolilperiicilinas: oxacilina.r eticilina (Morossi y col 2012).

* Resistencia a penicilinas estables a penicilinasas

(oxacilina/meticilina).

La resistencia de Staphylococcus a la Oxacilina/Meticilinase debe a la
adquisicion del gen mecA que codifica la proteina fijadora de penicilina
(PBP) PBP2a, supernumeraria, que posee baja afinidad por todos los
betalactamicos y por tanto implica resistencia a todos estos compuestos
(Morossi y col 2012). La deteccidén fenotipica de este mecanismo de
resistencia se realiz6 utilizando el disco de Cefoxitin, el cual es un
marcador de la presencia del gen mecA ya que es un compuesto inductor
del sistema regulador de dicho gen y la interpretacion del resultado se
efectud de acuerdo a lo establecido por el CLSI 2017:

S. aureus y S. lugdunensis halos de inhibicion de < 21 mm Resistente

SCN halos de inhibicién de < 24 mm Resistente
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Este resultado se extrapolé a la sensibilidad de los SCN frente a la
Oxacilina/Meticilina.

Mecanismos de Resistencia a Macrolidos, Lincosaminas vy

Streptograminas B (MLSg)

Los macrdlidos, las lincosamidas y las estreptograminas B (MLSB) son
tres familias diferentes de antimicrobianos que poseen mecanismos y
sitios de accién similares (subunidad 50S del ribosoma bacteriano). Los
Staphylococcus pueden expresar mecanismos de resistencia frente a este
grupo de antimicrobianos por modificaciones en la diana ARNr 23S
debidas a la accién de metilasas codificadas por los genes ermA, ermB,
ermC, con resistencia cruzada de alto nivel a todos los antimicrobianos
del grupo MLSs. La resistencia puede ser constitutiva fenotipo cMLSB o
resistencia inducible a las Lincosaminas (Clindamicina) por la Eritromicina,
fenotipo IMLSE

Bere dete mina le esistenca ircacilb 2 a la;  Linco samines
(Clindamicir.a) de los aisladou. clhicos de SCN, se emple6 el método de
difusiébn en agar con los discos de eritromicina y clindamicina a una
distancia de borde a borde de 15 — 20 mm, conocida como D-test, la
prueba se interpreté como positiva cuando se observé la distorsion del

halo de inhibicién de la clindamicina en forma de D (Fig. 3).
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Figura 1. Imagen de D test (+) en muestra de SAMR.

Fig. 3. Técnica de difusion en agar con los discos de eritromicinay
clindamicina para la deteccién fenotipica de resistencia inducible a
las Lincosaminas (FenotipoiMLSB).

45



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

En la tabla 2 se describe la identificacion a nivel de especie de los
nueve aislados clinicos de SCN empleando el sistema comercial API®
STAPH (BioMérieux). La especie aislada con mayor frecuencia fue S.
epidermidis (4/9), seguido de S. caprae (2/9), S. haemolyticus (1/9), S.
lugdunensis (1/9) y S. schleiferi (1/9).

Tabla 2. Identificacion a nivel de especie de Staphylococcus

coagulasa negativa aislados del tracto genital masculino

7310 S tarnylc ccus epi le mais
898-15 Staphylococcus haemolyticus
3538-15 Staphylococcus schleiferi
3983-15 Staphylococcus epidermidis
4780-15 Staphylococcus caprae
692-16 Staphylococcus caprae
698-16 Staphylococcus lugdunensis
1781-16 Staphylococcus epidermidis
1792-16 Staphylococcus epidermidis

La susceptibilidad de los nueve aislados clinicos de SCN a los
antimicrobianos se describen en la tabla 3, tomando en cuenta los
marcadores de resistencia a los antimicrobianos los resultados revelaron
ocho antibiotipos. Sélo la especie S. schleiferi (3538-15) fue sensible a

todos los antimicrobianos incluidos en este estudio (Tabla 3).
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Tabla 3. Antibiotipos obtenidos a partir de los aislados de SCN del

tracto reproductor masculino frente a los agentes antimicrobianos.

Aislados clinicos

373-15 Staphylococcus epidermidis P, E, K,TE

898-15 Staphylococcus P, CIP, MXF, SXT
haemolyticus

3538-15 Staphylococcus schleiferi

3983-15 Staphylococcus epidermidis P, TB, E

4780-15 Staphylococcus caprae E

692-16 Staphylococcus caprae P, O

698-16 Staphylococcus P, E, K, TB, CIP
lugdunensis

1781-16 Staphylococcus epidermidis P, O, E, CC, K, TB, CIP,

MXF, TE

1792-16 Staphylococcus epidermidis P,E, TE

Cepa de referencia

ATCC Staphylococcus aureus

25923

Penicilina (P); Oxacilina (O); Eritromicina (E); Clindamicina (C),
Kanamicina (KY; Tobramicina (TB);:Cinrofloxacina (CIP); NMoxifloxacina
(MY F)Tetracicivie (T Trmeerrim-C alfsainte @zol (SXT)

El andlisis de los resultadu=-ue sensibilidad por especie (Tabla 4) se
observa que los cuatro aislados de S. epidermidis fueron resistentes a la

penicilina y a la eritromicina.
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Tabla 4. Perfil de resistencia de los aislados clinicos de SCN en

tracto reproductor masculino frente a los agentes antimicrobianos

Penicilina 4(100%) 0(0%)  1(100%) 1(100%) 0(0%)
Oxacilina 1(25%) 1(50% 0(0%) 0(0%) 0(0%)
)
Eritromicina 4(100%) 1(50%  1(100%) 0(0%) 0(0%)
)

Clindamicina 1(25%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Ciprofloxacina  1(25%) 0(0%)  1(100%) 1(100%) 0(0%)
Moxifloxacina 1(25%) 0(0%) 0(0%) 1(100%) 0(0%)
Gentamicina 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Amikacina 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Kanamicina 2(50%) 0(0%)  1(100%) 0(0%) 0(0%)
Netilmicina 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Tobramicina 2(50%) 0(0%)  1(100%) 0(0%) 0(0%)
Tetraciclina | _3(75% " 0(0%) [ 0(0%)  0(Q% __ 0(0%)
T ire (pr.m- ()%, J)(0'0) 0(0% ) (10 0%0) 0(0%)
Sulfo nefoxaz

ol

Rifampicina 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Linezolid 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Cloranfenicol 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

En relacion a la sensibilidad de los aislados clinicos de SCN frente a

los antibidticos B-Lactdmicos se puede observar que un 88.8% fue

resistente a la penicilina y solo un 22.2% de las cepas resistentes a la

Oxacilina (Tabla 5).

El comportamiento de los aislados clinicos de SCN frente a los

antibiéticos cuyo mecanismo de resistencia en inhibir la sintesis protéica,

el méas efectivo fue clindamicina, observandose un caso de resistencia

inducible a las lincosamidas, Dtest+ (S. epidermidis 1781-16), le sigue

tetraciclina con un 33.3% de resistencia y por ultimo se encuentra

eritromicina con un 66.6% de resistencia (Tabla 5).
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En cuanto a las quinolonas (ciprofloxacina y moxifloxacina) hubo una
sensibilidad de 77.7% (Tabla 5).

Tabla 5. Susceptibilidad de los aislados clinicos de SCN del tracto
reproductor masculino frente a los diferentes agentes

antimicrobianos.

Penicilina 8/9 88.8%
Oxacilina 2/9 22.2%
Eritromicina 6/9 66.6%
Clindamicina 1/9 11.1%
Ciprofloxacina 3/9 33.3%
Moxifloxacina 2/9 22.2%
Gentamicina 0/9 0%
Amikacina 0/9 0%
Netilmicina 0/9 0%
Kanami' ina 4/¢ 44 4%
Tobramcinn . 0 C e 333% |
(Vetraciliind WA [ WA 1 WA ST T
Trimetoprim-Squameto;zol 1/9 11.1%
Rifampicina 0/9 0%
Linezolid 0/9 0%
Cloranfenicol 0/9 0%
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Discusion

Algunas especies de SCN forman parte de la microbiota habitual de la
uretra anterior masculina, por ello aun se discute su importancia como
patbgeno asociado a problemas de infertilidad. En tal sentido, en el
presente estudio se seleccionaron de manera aleatoria nueve cepas de
SCN aisladas de muestras de semen de pacientes que acudieron al
CEDIEG por problemas de fertilidad, con la finalidad de realizar su
identificacion a nivel de especie, empleando el método comercial
miniaturizado API® STAPH. La identificacién arrojo cinco especies siendo
S. epidermidis la més frecuente, este resultado es consistente con lo
reportado en la literatura, al respecto Alvarez y col 2008, en un estudio
realizado en el Servicio de alto riesgo neonatal del IAHULA Mérida,
Venezuela, observaron que las especies mas frecuentes de SCN fueron
S. epidermidis 16.9% v S warneri 34,4 4.

boriora perte, Farini 1 (ol 70 3 ine'dytrch en un 2susis aislados
identificados como SCN medi2ite la prueba de coagulasa en tubo,
provenientes de muestras clinicas de pacientes hospitalizados o
ambulatorios del Laboratorio San Roque de Asuncion-Paraguay, desde
marzo del afio 2009 hasta julio de 2011 y que fueron considerados
clinicamente significativos. Sus resultados sefialan a S. epidermidis como
la especie mas frecuente con 40,6%, seguido de S. haemolyticus 20,3% vy
S. lugdunensis 16,6%.

La patogenicidad de los SCN varia entre las diferentes especies, esta
relacionada con la capacidad de ciertas cepas de expresar adhesinas,
formar biopeliculas, sintetizar enzimas como lipasas, ADNasas,
termonucleasas, hemolisinas y demas exo-enzimas que degradan los
tejidos y contribuyen a la persistencia de la infeccion (Pfaller y Herwaldt
1998, Ribeiro de Souza y col 2006, Oliveira y Cunha 2008, Becker y col
2014). Al respecto, Farifia y col. 2013, ademas determinaron la expresion

de varios factores de virulencia en los aislados clinicos de SCN como la
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produccion de biopelicula, hemolisinas, lipasas, lecitinasas, ADNasas.
Con los siguientes resultados: El 73,1% de S. epidermidis, 53,8% de S.
haemolyticusy 40% de S. lugdunensis fueron productores de biopelicula.
La produccion de lipasa y lecitinasa fue de 53,8% para S. epidermidis y S.
haemolyticus de 61,5 y 46,2%, respectivamente. S. lugdunensis soélo fue
positiva para la produccion de lipasa en 60% y ningun aislado produjo
lecitinasa. La nucleasa de tipo ADNasa se detect6 en 100% de las cepas
de S. haemolyticus y de S. lugdunensis. Finalmente sugieren que la
identificacion a nivel de especie sea una practica habitual en los
laboratorios de rutina de microbiologia clinica, incluso los que no cuentan
con equipos automatizados de identificacion, para ayudar a valorar a esta
bacteria en su justa medida.

En este orden de ideas Lozano y col. 2018 evaluaron el impacto de S.
epidermidis en el tracto reproductor masculino del raton. Evaluaron los
pardmetros espermaticos e histologicos de testiculos de ratén después de
haber sido irbculados cun una suspension de S. efidermidis. Se
saleziivraron 12 ¢ ones mach)s & ¢erap) 2xpermete] ‘=) se ‘e
inoculd cada testiculo con 0,2.m'_ de la suspension bacteriana y al grupo
control (n=6) con 0,1 mL de SSF. Los animales fueron sacrificados a las
tres semanas, los testiculos fueron removidos, se pesaron y se
procesaron histolégicamente. Se determind la concentracién, la movilidad
y la morfologia espermatica en espermatozoides epididimarios. En los
ratones infectados la concentracién y la movilidad espermatica no se
alteraron, y el analisis citomorfolégico demostré la presencia de formas
anormales: amorfa, forma de banana con tendencia a la pérdida de la
forma normal (de gancho). En el epitelio germinal se observo
vacuolizacion con leve desprendimiento del mismo. A nivel intersticial se
observé leve hipertrofia en las células de Leydig. Estos hallazgos sugieren
considerar el impacto de estos microorganismos en la calidad seminal aun
en ausencia de leucocitos, porque el predominio de células redondas y el
aumento de formas globosas pueden ser indicadores de dafio oxidativo

en la espermatogénesis. El papel patogénico que puede ejercer SCN
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dependera de su concentracion y de la susceptibilidad de cada
hospedero.

Lozano y col. 2017 evaluaron el impacto de los SCN y otros

microorganismos en la forma de los espermatozoides, sus resultados
sefialan a este grupo de microorganismos como uno de los mas
frecuentes en 281 muestras de semen de hombres analizadas. Asociaron
la presencia de SCN en cultivos puros con contajes superiores a 10*
Ufc/mL y el impacto negativo en la celularidad: células redondas y
cabezas pequefias de los espermatozoides y posiblemente en la fertilidad.
Estos hallazgos resaltan la importancia de identificar a nivel de especie
los aislados clinicos de SCN, con la finalidad de profundizar en el
conocimiento de cada especie de este importante grupo bacteriano.
S. caprae la segunda especie con mayor frecuencia identificada en este
estudio es considerada comensal de la piel y de la mama en glandulas de
cabra, mayormente es aislada en la leche de cabra. Sorprendentemente,
esta especie ti mbién vie ne siendo rer ortado ¢t mo un patc geno humano
¢dqiiicc en e ho! ptal, ar wipal nent: irtoin @ o en infe cc orcs dseas y
articulares (5eng y col., 2014)

La otra especie identificada fue S. lugdunensis, se ha reportado con
frecuencias que oscilan entre 3 y 6% (De Pauilis y cols., 2003; Lorio y
cols., 2007). Cada vez se reporta con mayor incidencia y se la ha
asociado a un amplio espectro de infecciones, principalmente de piel y
tejidos blandos, como celulitis y abscesos subcutaneos. Ademas, ha sido
reportada como causa de endocarditis, artritis, infecciones de proétesis,
osteomielitis, infeccion urinaria y de heridas, en los que se describe la
naturaleza agresiva de esta bacteria, considerada mas virulenta que otras
especies de SCN (Mateo y cols.,2005; Farifia y col 2013). El incremento
de infecciones debidas a S. lugdunensis puede deberse tanto a un mejor
conocimiento de sus caracteristicas, o a un mayor indice de sospecha; sin
embargo, es posible que su incidencia siga aun subestimada e incluida

dentro del grupo de los SCN no identificados, o identificado como S.
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aureus, debido a que comparte con este ultimo, la capacidad de producir
coagulasa ligada y la similitud de sus colonias.

S. schleiferi que si bien no es frecuente, comparte con S. lugdunensis
la capacidad de producir coagulasa unida a infecciones similares a las de
S. aureus, por lo tanto en algunos casos puede pasar desapercibida
(Herbert., 1991).

La amenaza emergente de la resistencia a los antimicrobianos en
bacterias Gram positivas como los SCN se ha observado a nivel mundial y
el manejo de esta resistencia a multiples antimicrobianos implica un costo
mayor en la salud, especialmente en los paises subdesarrollados, donde
no existen lineamientos apropiados para el empleo de los antimicrobianos
y, por consiguiente, es frecuente la aparicion de bacterias
multirresistentes a los antibidticos. Estas cepas son altamente
transmisibles y se diseminan rapidamente, debido a esto, se requiere
tomar medidas de prevencién y control a nivel hospitalario (Sandrea L,
cols., 2007).

En cuaito a la siccep bid d 7y reiister:cia a I25 agentos
antimicrobianos se correlacicra.con lo descrito en la literatura ya que,
actualmente mas del 99% de los aislados de SCN son productores de (3-
lactamasa y por ello son resistentes a penicilina (Alvares, Velazco E.,
2008). La resistencia a oxacilina se observa con mayor frecuencia en las
diferentes especies de SCN, que en S. aureus. Esta resistencia se debe a
la expresion del gen meca que codifica la proteina fijadora de penicilina
(PBP) PBP2a, que posee baja afinidad por los B-lactamicos (Lowy y cols.,
2003). Més del 70% de los aislamientos de SCN a nivel mundial son
resistentes a oxacilina, en forma adicional estas cepas tienden a ser
resistentes a otros agentes antimicrobianos (Castillo y cols., 2013). Por lo
tanto, la deteccion de la resistencia a las penicilinas resistentes a
penicilinasas (oxacilina, meticilina), en especies de Staphylococcus es
indispensable, para evitar la administracion innecesaria de glucopéptidos

(Vancomicina), aunque los resultados de esta investigacion no se
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correlacionan con la literatura ya que solo el 22,22% de las cepas
mostraron resistencia a oxacilina/meticilina.

La resistencia a los antimicrobianos entre los estafilococos frente a los
antibioticos betalactamicos es un problema creciente. Esto ha llevado a
un renovado interés en el uso de macrolidos, lincosamidas vy
estreptogramina B (MLSB antibioticos) para tratar infecciones por
Staphylococcus. La resistencia a macrolidos se describio por primera vez
como problema clinico con S. aureus a mediados de los afios cincuenta,
poco después del desarrollo de la eritromicina. Desde entonces, la
resistencia de los estafilococos (S. aureus y SCN) oscila entre 1 al 25% o
mas, especialmente en cepas resistentes a oxacilina/meticilina (Lewis y
cols., 2000)

En cuanto al mecanismo de resistencia inducible a clindamicina se
convierte en una parte imprescindible de la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana rutinaria para todos los aislados clinicos, debido a que la
no deteccion ( e esta resistencia pue de cond icir a que a terapia con
cinlenicina sa ur frecesc clivico Skcaral y ccs., 20177 in ese
estudio, se ¢ncontré una bajatasa de resistencia inducible a clindamicina,
obteniéndose solo un caso de D-test positivo fenotipo iMLSB,

representando la clindamicina una alternativa terapéutica.

En los laboratorios de microbiologia cinica, en la mayoria de los casos
se estudia la sensibilidad de los estafilococos a la gentamicina, amikacina
y tobramicina, puesto que éstos son los de mayor utilizacién en la
practica clinica. La resistencia a este grupo de antibioticos se debe a la
produccién de enzimas modificadoras de aminoglucésidos, las cuales son
codificadas por genes localizados en plasmidos o transposones, por lo
tanto, la adquisicion o la pérdida de resistencia puede ocurrir mucho mas
rapido que con otros antibiéticos (Berger et al.,, 2002). En este estudio
todas las aislados clinicos de SCN fueron sensibles a la gentamicina,
netilmicina, y amikacina, por lo tanto estos antibioticos son buena opcion

para ser utilizados como tratamiento de eleccion. Ademas el 40% y 30%
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de las cepas mostraron resistencia a  kanamicina y tobramicina
respectivamente.

Debido a la baja resistencia a las fluoroquinolonas observada en el
presente estudio, Ciprofloxacina 33.3% y Moxifloxacina 22.2%, las
mismas representan una buena opcion terapéutica para tratar las

infecciones por SCN.

55



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El analisis de la identificacién y los antibiotipos de los aislados clinicos
de SCN sometidos a esta investigacion y la deteccion fenotipica de
mecanismos de resistencia bacteriana frente a los antimicrobianos
utilizados de primera linea para tratar las infecciones ocasionadas por

este grupo bacteriano, permiten concluir lo siguiente:

* El sisteria comerciar API® STA PH (Biolh érieux) pernitio_identificar
1200s los ai¢ le dos cl nicos de tiacto e productr n as criiic siende
la especie mas frecuant. S. epidermidis (4/9), seguido de S.
caprae (2/9) y el resto de los aislados clinicos: S. lugdunensis, S.
haemolyticusy S. scheleiferi.

* La mayoria de los aislados clinicos de SCN fueron resistentes a la
Penicilina por la presencia de la penicilinasa (88,8%) y en el caso
de S. epidermidis fue del 100%.

* Solo un aislado de S. epidermidis y uno de S. caprae fue resistente
a la oxacilina (44,4%) mediada por la expresion del gen mecA.

* Solo un aislado de S. epidermidis (11.1%) expresé resistencia
inducible a la clindamicina, D test positivo, fenotipo iMLSB.

* Los diferentes antibiotipos (8) observados en el presente estudio
permiten inferir que las cepas de SCN que circulaban en los
pacientes que asistieron a consulta en el CEDIEG por fertilidad
durante el periodo 2015-2016 son diferentes clones.
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Como la patogenicidad de los SCN varia con la especie, es
fundamental que los laboratorios clinicos identifiquen a nivel de
especie este grupo bacteriano, para realmente conocer su
importancia clinica-epidemiolégica.

La interpretacion de las pruebas de susceptibilidad de acuerdo al
CLSI 2017 en el género Staphylococcus depende en algunos
casos de la especie, esta afirmacion resalta la importancia de la
identificacion a nivel de especie de los SCN.

Cuando se realice el antibiograma de debe realizar de manera
rutinaria la deteccion fenotipica de mecanismos de resistencia
bacteriana en el género Staphylococcus, con la finalidad de evitar
fallas terapéuticas en el tratamiento de las infecciones ocasionadas
por estos microorganismos frente a los antimicrobianos utilizados

de primera linea (betalatdmicos, macrdlidos y lincosaminas).
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RECOMENDACIONES

* Realizar el estudio con mayor numero de aislados clinicos de SCN.
* Investigas la expresidon de factores de virulencia en aislados
clinicos de SCN.
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