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RESUMEN

Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) se encuentran entre los microorganismos
méas frecuentemente aislados en el laboratorio de microbiologia. Su significado
clinico en muchas situaciones es dificil de establecer, ya que son comensales de la
piel y de las mucosas y generalmente se han considerado inocuos o patégenos
oportunistas con escasa virulencia. El objetivo de este estudio fue evaluar la
produccién de factores de virulencia en cepas de Staphylococcus coagulasa negativo
procedentes de pacientes con diferentes patologias del tracto genital masculino en el
Laboratorio de Investigaciones bacteriologicas “Roberto Gabaldon” de la Facultad y
Bioanalisis de la Universidad de los Andes. Se identificaron a nivel de especie 9
cepas de SCN, aisladas de las muestras de semen de pacientes que asistieron a la
consulta en el Centro de Diagnostico de Infertilidad y Enfermedades Ginecoldgicas
(CEDIEG) "Dr. Giovanny Vivas Acevedo", con problemas de infertilidad, durante el
periodo de enero de 2020 a abril de 2021. Los resultados de esta investigacion
revelaron que La produccion de factores de virulencia en cepas de Staphylococcus
coagulasa negativo, del 100% de las muestras arrojaron resultado negativo para la
produccién de DNasa y Hemolisinas, mientras que para la produccion de Ureasa se
obtuvo que el 77,77% de las muestras dieron negativo y el 22,22% mostraron
resultados indeterminados, el 55,5 % de las cepas, presentaron produccién de
Biopelicula alta o fuerte segun el método cualitativo de tubo, 22,2% moderada y 22,2
% restante muy débil o no produjo.

Palabras clave: Staphylococcus coagulasa negativo, Liquido seminal, Tracto genital
masculino, Infecciones urinarias, Factores de virulencia



INTRODUCCION

Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) se encuentran entre los
microorganismos mas frecuentemente aislados en el laboratorio de microbiologia. Su
significado clinico en muchas situaciones es dificil de establecer, ya que son
comensales de la piel y de las mucosas y generalmente se han considerado inocuos o
patdgenos oportunistas con escasa virulencia. Las infecciones por SCN suelen

asociarse a la presencia de dispositivos artificiales como prétesis y sondas.

Existen numerosas infecciones bacterianas que afectan el tracto reproductor
masculino, donde estan implicados una gran variedad de agentes etioldgicos, por ello
es de vital importancia determinar la presencia de SCN como agente causal de
infecciones en el tracto genital masculino, ya que esto nos ayudaria a comprender los
factores implicados en el éxito reproductivo, asi como su diagndstico, tratamiento y

prevencion.

Entre las parejas en edad reproductiva se considera que del 10% al 15% son
infértiles, alrededor de un 50% de ellas se puede detectar la participacién del hombre
como causa unica o asociada de la infertilidad, dentro de las posibles causas, se
discute el rol que pueden tener las infecciones agudas y cronicas del aparato genital
masculino. Un proceso infeccioso que lo afecte puede causar dafio testicular primario,
obstruir el tracto de salida de la via seminal o afectar la funcionalidad de los

espermatozoides (Davaro My Greco M, 2020).

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 mdaltiples 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 caréacter de infeccion
crénica 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 espermatica o de su nicho, 0 como
vehiculo para el ascenso de un gran numero de microorganismos en el tracto
reproductivo lo que promoveria procesos infecciosos e inflamatorios. (Davaro M y
Greco M, 2020).

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.(Lozano R, 2017). Esta situacion genera
incertidumbre sobre la importancia de SCN asociado a la infertilidad y sobre el
tratamiento de la infeccion, 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 diagnostico de infertilidad y enfermedades ginecologicas CEDIEG “Dir.
Giovanny Vivas-Acevedo” por problemas de fertilidad y determinar sus factores de

virulencia. (Lozano R, 2017).



Los SNC poseen una serie de factores de virulencias, que si bien no los hace
ser tan agresivos como S. aureus, pero que si contribuyen al desarrollo de la
infeccion. Las infecciones por SNC ocurren debido a algunas caracteristicas
fisiopatoldgicas: estdn presentes en toda la superficie cutanea del cuerpo, en
cantidades variables, desde 10 a 10° UFC/cm? en areas mas secas como son las
extremidades hasta 10° a 10 UFC/cm? en fosa nasal anterior, axilas, ingle o region

perineal.

Los avances tecnologicos y la mayor supervivencia de pacientes graves hacen
que se produzcan numerosas disrupciones de la barrera cutdnea mucosa, debido a la
implantacion de marcapasos, valvulas cardiacas, protesis traumatologicas, catéter,
sondas, tratamientos quimioterapicos que agrietan las mucosas, entre otros.,
situaciones que aprovechan los SNC que colonizan esas regiones anatomicas.
(Hidalgo O, 2016).

Esta tesis estuvo sistematizada bajo las normas de la Academia Americana de
Psicologia (APA), y esta estructurado en Il Capitulos; el Capitulo I, denominado el
problema, contiene el planteamiento del problema, justificacion e importancia,
objetivos, alcances y limitaciones de la investigacion. EI Capitulo 1, llamado marco
tedrico abarca trabajos previos, antecedentes historicos y bases tedricas. EI Capitulo
I11, titulado marco metodoldgico comprende el tipo de investigacion, disefio de
investigacion, poblacién y muestra, procedimientos de la investigacion y disefio de
analisis.Asi mismo el capitulo IV llamado Resultados y discusion, el cual engloba

ambos elementos y por ultimo el capitulo V, Conclusiones y Recomendaciones.

En el presente trabajo de investigacion, tiene como objetivo evaluarla
colonizacion de Staphylococcus coagulasa negativa causante de infeccion del tracto



genital masculino asi como la produccion de diferentes factores de virulencia en
muestras recibidas en el laboratorio de investigaciones en bacterioldgica ~ Roberto
Gabaldon™ de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes
durante el mes de Enero de 2020.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

En todas las regiones del mundo, hay una elevada proporcién de bacterias
responsables de infecciones frecuentes que son capaces de resistir la accion de los
antibidticos (por ejemplo, muchas bacterias son causantes de infecciones de las vias
urinarias, pulmonares e infecciones sanguineas). Estos microorganismos afectan la
integridad fisica y constituyen una de las formas de vida mas numerosas en la tierra
(OMS, 2011).

Los microorganismos estan presentes en todas las superficies de los utensilios,
el aire, agua, alimentos y en las cavidades internas del cuerpo que tienen conexion
con el exterior (tracto respiratorio y tracto digestivo). En condiciones normales, los
Organos y cavidades internas carecen de microorganismos, ya que son estériles
(OMS, 2011).

Hidalgo M.(2016), Sefala que el género Staphylococcus fue identificado en
1880 por Pasteur y Ogston, quienes describieron cocos agrupados en racimos a los
que llamaron ”Staphylococcus” en una muestra de pus. Son cocos Gram positivos con
un didmetro aproximado de una micra, catalasa positiva, oxidasa y coagulasa
negativos (salvo S. aureus que es coagulasa positivo), no moviles, no formadores de

esporas, no capsulados y aerobios y anaerobios facultativos.



Actualmente estan descritas un total 47 especies de las que 38 son
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN). Las ultimas especies identificadas son S.
jettensis, S. massilliensis, S. petrasii y S. pettenkoferi (Beker, Heilmann y Peters,
2014).

Los SCN son un grupo de microorganismos muy heterogéneo y complejo, por
lo que representa un gran desafio para su diagnostico y tratamiento, ya que acttan

silenciosa y lentamente, pero con firmeza y virulencia.

El Staphylococcus coagulasa negativa se encuentra entre los
microorganismos mas frecuentemente aislados en el laboratorio de microbiologia; sin
embargo, su significado clinico en muchas ocasiones es dificil de establecer, puesto
que pueden ser comensales inofensivos o patdgenos invasores. El protagonismo de
este grupo de bacterias como patégeno ha ido en aumento y se le ha asociado con el

progreso de la tecnologia médica (Aties L,. et al 2020).

La infeccién del tracto urinario (ITU) es considerada generalmente como la
existencia de microorganismos patdégenos en el tracto urinario con o sin presencia de
sintomas. EIl origen bacteriano de la ITU es el mas frecuente (80%-90%); en este
caso, la definicion exacta exige no solo la presencia de gérmenes en las vias urinarias,
sino también su cuantificacion en al menos 10° unidades formadoras de colonias
(UFC)/mL de orina. Sin embargo, varios estudios han establecido que un tercio 0 mas
de los pacientes, mayoritariamente mujeres sintomaticas, tiene conteos de UFC por
debajo de este nivel y presentan ITU. En los hombres —tienen menor probabilidad de
contaminacion— sintomaticos, se considera como indicativo de infeccion una cifra de
10° UFC/mL. EIl diagnéstico de bacteriuria significativa en pacientes cateterizados se
hace con valores de 102 UFC/mL (Echeverria, Aguilar y Osores, 2006).



Entre las infecciones mas importantes del ser humano, la ITU constituye un
importante problema de salud que afecta a millones de personas cada afio. Es la
segunda causa de infeccion més frecuente en los humanos, es solo superada por las

infecciones del tracto respiratorio (Echeverria, Aguilar y Osores 2006).

Las infecciones del tracto urinario son producidas generalmente por bacterias
y en menor proporcién 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 infertilidad masculina afecta alrededor del 35% al 45% de las parejas, la
cual puede deberse a patologias uroldgicas, congénitas, de funcién sexual,
traumaticas, inmunoldgicas, genéticas, neuroldgicas, tumorales, idiopaticas o
infecciosas, ademas se destacan los agentes externos como los ambientales y toxicos

(Teppa y Palacios; 2004).

Los SCN son microorganismos que forman parte de la microbiota habitual del
tracto reproductor masculino, se han aislado frecuentemente en cultivos espermaticos
cuando las muestras de semen son pre tratadas (remocién 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 et al, 2008).

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 y Ureaplasma urealyticum, entre

otros (Teppa y Palacios, 2004; Abeysundara y cols., 2013).

Dentro del grupo de los SCN como Staphylococcus epidermidis, Yy
Staphylococcus capitis son los principales responsables de las infecciones del tracto
reproductor masculino, ya que poseen una serie de factores de adherencia, toxinas y
poli péptidos implicados en su patogenicidad, como por ejemplo las entero toxinas, la
hemolisina, y las leucocidinas. Existe una importante relacion entre la
bacteriospermia y el dafio a nivel espermatico, causando un incremento en
espermatozoides no maviles, dafio morfolégico y vitalidad espermatica (Galarzo et al.
2015).

La virulencia estd fundamentalmente relacionada con la capacidad de ciertas
cepas de expresar adhesinas y formar biopelicula en los dispositivos protésicos y
catéteres, en cuya intimidad los microorganismos se agregan y forman macro
colonias que crecen protegidas de la accion de antimicrobianos, anticuerpos, y de
otros mecanismos de defensa del hospedero. La produccion de biopelicula es
considerada un factor importante de virulencia en algunas cepas de SCN habiéndose
reportado mayor dificultad en erradicar una infeccion crdnica asociada a este
fendbmeno como también la frecuente asociacion con una disminucion de la

susceptibilidad a los antimicrobianos.

Después de describir la situacion actual del problema de esta investigacion, se
plantea el siguiente enunciado holopraxico:
¢Habra presencia de SCN productores de diferentes factores de virulencia aislados en
cultivos de muestras procedentes del tracto genital masculino con diferentes

patologias infecciosas?



Justificacion de la investigacion

La justificacion de un trabajo de investigacion, nos permite sefialar las razones
por las cuales se lleva a cabo el mismo, asi como también, sus aportes desde el punto

de vista teorico o practico. (Arias, 2012).

Los SCN estan implicados en infecciones del torrente sanguineo
relacionados con la implementacion de cuerpos extrafios (catéteres y sondas), como
es el caso de S. epidermidis, el cual es causante de endocarditis y bacteriemia con
complicaciones valvulares. En casos de meningitis asociadas a drenaje nosocomial,
los SCN son responsables del 73% de las infecciones asi como en casos de peritonitis
en el cual demostré ser el mas frecuente representando alrededor del 30% de todos

los episodios (Beker, Heilmann y Peters, 2014).

Los SCN son también aislados en los casos de endoftalmitis en inicio tardio,
luego de la implantacion de lentes intraoculares artificiales después de la catarata; en
el caso de los neonatos pueden presentarse infecciones invasivas debido a su sistema
inmunitario inmaduro, asi como la alteracién de piel y mucosas ya que regularmente
estdn expuestos a procedimientos invasivos, incluyendo la insercién durante el
cuidado intensivo neonatal donde las especies mas prevalentes son S. epidermidis, S.

warneriy S. haemolyticus (Beker, Heilmann y Peters, 2014).

Los SCN se encuentran principalmente asociados a infecciones
intrahospitalarias, estas son cepas de la propia microbiota (infecciones endogenas) o
provenientes del personal de salud (contaminacion exdgena) en pacientes

inmunocomprometidos o debilitados y en neonatos (Pedrari C, 2007).
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En el caso de S. saprophyticus es considerado causante de la infeccion del
tracto urinario, las complicaciones incluyen pielonefritis aguda y nefrolitiasis, en el
caso de pacientes masculinos, uretritis, epididimitis y prostatitis (Beker, Heilmann y
Peters, 2014).

En décadas anteriores, los aislamientos microbiol6gicos de SCN no eran
centro de atencion, pues la gran mayoria de casos eran considerados contaminacion, a
través del tiempo se les ha reconocido como causa importante de infecciones, entre
ellas las del tracto genital masculino. Actualmente en los paises desarrollados la gran
mayoria de aislamientos microbioldgicos intrahospitalarios en sangre son de cocos
Gram positivos, incluyendo los aislamientos de SCN (Rogers K, Fey and Rupp,
2009)

Se estima que globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de ITU por
afio (Echeverria, Aguilar y Osores, 2006). La infertilidad masculina y las infecciones
del tracto wurinario son wuna entidad medica 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 etiologica (Lu et al., 2013).

Un gran namero de bacterias puede colonizar el tracto reproductivo masculino
y desencadenar procesos infecciosos con mdltiples consecuencias como la
infertilidad, por ello es de vital importancia determinar la presencia de SCN
productores de diferentes factores de virulencia como agente causal de infecciones en
el hombre, para contribuir al diagndstico, tratamiento y prevencion de las mismas.
Finalmente, se debe resaltar la importancia de estudiar con mayor profundidad los
procesos infecciosos e inflamatorios que se dan a nivel del tracto masculino, esto nos

ayudaria a comprender aun més los factores implicados en el éxito reproductivo.
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Objetivos de la investigacion

Objetivo General
Evaluar la produccion de factores de virulencia en cepas de Staphylococcus coagulasa
negativo procedentes de pacientes con diferentes patologias del tracto genital
masculino en el Laboratorio de Investigaciones bacterioldgicas “Roberto Gabaldon”
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, durante el

periodo de

Objetivos especificos

Establecer la produccion de hemolisinas como factor de virulencia utilizando el
medio de agar sangre en cepas de SCN provenientes de pacientes con diferentes
patologias del tracto reproductor masculino.
Determinar la produccion de DNasa como factor de virulencia utilizando un medio
adecuado para su identificacion en cepas de SCN provenientes de pacientes con
diferentes patologias del tracto reproductor masculino.
Demostrar la produccion de Ureasa como factor de virulencia utilizando un medio
adecuado para su identificacion en cepas de SCN provenientes de pacientes con
diferentes patologias del tracto reproductor masculino.

Detectar la produccién de Biopelicula (Biofilm) en cepas de SCN provenientes de

pacientes con diferentes patologias del tracto reproductor masculino.
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Alcances y Limites de la Investigacion
Alcances de la Investigacion

El alcance de una investigacion se relaciona con la profundidad del
conocimiento sobre el fendmeno de estudio. Establece la visién que posee el
investigador para lograr los objetivos. Del alcance depende la estrategia de
investigacion, asi, el disefio, los procedimientos y otros componentes del proceso
seran distintos en estudios con alcances exploratorio, descriptivo, correlacionar, o

explicativo (Hernandez, Fernandez y Batista 2010).

El alcance de esta investigacion, fue evaluar la produccion de factores de
virulencia por parte de los SCN en muestras provenientes de pacientes con patologias

en el tracto genital masculino.
Limitaciones de la Investigacion

Segun Hernandez, Fernandez y Batista. (2010), las limitaciones de una
investigacién estan relacionadas con los recursos teoricos, técnicos y de presupuesto
econdémico. En tal sentido, durante esta investigacion se presentaron algunas
limitaciones en cuanto a la disponibilidad y adquisicién de reactivos y antibioticos.
Otra de las limitaciones estuvo relacionada con los recursos monetarios debido al
conflicto econdmico del pais. Sin embargo, las limitaciones mencionadas no

impidieron la realizacion de la investigacion.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

En una investigacion es de suma importancia examinar los trabajos previos
referentes al tema que se estudio, para utilizarlos de soporte y lograr un buen
desarrollo del mismo. Es por ello que Arias (2006) expresd lo siguiente: “los
antecedentes reflejan los avances y el estado actual del conocimiento en un area
determinada y sirven de modelo o ejemplo para futuras investigaciones” (p.106). De
acuerdo a lo expresado por el autor, se afirma la importancia de los mismos para

evitar redundancias en investigaciones a futuro.

Ortega et al., 2019, desarrollaron un trabajo de investigacion titulado:
Prevalencia y factores de virulencia de Staphylococcus coagulasa negativo de
infeccion de protesis articulares en un hospital ortopédico de México. El objetivo fue
estudiar la prevalencia y los factores de virulencia de Staphylococcus coagulasa
negativos (SNC) de infecciones de protesis articular (IPA). Los SCN se aislaron de
66 pacientes con IPA de cadera y rodilla. Se determinaron la sensibilidad
antimicrobiana y la produccion de biopelicula de los SNC. En los resultados
obtenidos, la IPA de cadera fue el 80%. Se aislaron en alta proporcion S.epidermidis
(82%) y S. hominis (80%), y en baja frecuencia S.lugdununsis, S. haemolyticus,
S.capitis, S. caprae, S. sciuri y S. lentus. La mayoria de los aislamientos fueron
resistentes a los betalactamicos, las fluoroquinolonas y la eritromicina. Los autores

concluyeron que S. haemolyticus, S. sciuriy S. lentus son asilamientos nuevos de IPA
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no reportados que poseen factores de virulencia, igual que las otras especies de SNC
aisladas.

Lozano et al. (2017). Publico un trabajo titulado: Impacto de los
Staphylococcus coagulasa negativa y otros gérmenes en las formas espermaticas. Se
estudiaron muestras de semen de 281 hombres infértiles; estos hombres fueron
atendidos en el Centro de Diagndstico de Infertilidad y Enfermedades ginecologicas
"Dr. Giovanny Vivas-Acevedo"(CEDIEG), en la Facultad de Farmacia y Bioandlisis,
Universidad de Los Andes. En este estudio, comparan la morfologia del esperma
mediante el manual de la OMS vy el criterio de David modificado en hombres
infértiles, con presencia de Staphylococcus coagulasa negativa y otros gérmenes
presentes en diferentes concentraciones. Se observaron en los diferentes grupos con
resultados de cultivos negativos, microbiota residente, y otros microorganismos con
concentraciones > 10* UFC/mL incluyendo SCN asi como muestras con anticuerpos
antiChlamydia trachomatis. En casi todos los grupos positivos con bacteriospermia.
Las cabezas alargadas se elevan en dos puntos positivos, 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 CFU/mL para todos los cultivos positivos
independientemente de las especies encontradas. Cuatro grupos fueron categorizados:
Negativo, < 10> (Microbiota residente), 10* y > 10° UFC/mL. Los altos valores de
células redondas se encontraron en muestras con concentraciones bacterianas iguales
a 0 mayor que 10* UFC/mL (p < 0.005). Usando el criterio morfolégico de David, la
microcefalia aumenta cuando las concentraciones bacterianas 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
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(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 util describir las alteraciones morfoldgicas de la cabeza del
espermatozoide segun lo indicado por el criterio morfolégico de David como datos

adicionales para identificar la causa de la infertilidad.

Por otro lado, Aties et al., 2016, desarrollaron un trabajo de investigacion titulado;
Deteccion de biofilm en Staphylococcus coagulasa negativa y su relacion con
variables clinicas epidemioldgicas. El objetivo fue determinar la relacion entre la
produccién de biofilm por cepas de Staphylococcus coagulasa negativa y variables
clinicas epidemioldgicas. Se realiz6 un estudio observacional, analitico y transversal,
en cepas de en Staphylococcus coagulasa negativa y la relacion entre la produccién de
biofilm y variables clinico-epidemioldgicas seleccionadas de los pacientes infectados,
en el laboratorio de Microbiologia del Hospital Provincial Saturnino Lora de Santiago
de Cuba, de enero a diciembre de 2012. En los resultados se observé que en el grupo
de edades donde maés aislamientos hubo a Staphylococcus coagulasa negativa, tanto
en el sexo masculino como femenino, en rangos de edades entre 50 y 60 afos.
Respecto a las enfermedades crénicas no transmisibles asociadas que presentaron los
pacientes, se observo que el mayor nimero de personas afectadas fueron las que
presentaron diabetes mellitus y nefropatias cronicas. La mayor cifra de aislamientos
de Staphylococcus coagulasa negativa correspondio a pacientes que amerita servicio
de nefrologia. Los antimicrobianos que mostraron menor porcentaje de resistencia
fueron la vancomicina, cloranfenicol y doxiciclina. Los autores concluyeron que la

infeccion por Staphylococcus coagulasa negativa, es frecuente en pacientes con edad
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avanzada, con diabetes mellitus y nefropatias, estos son factores a tener en cuenta. Se
demostro que el medio agar rojo Congo por su sencillez, alta sensibilidad y
especificidad, puede sumarse al arsenal diagnodstico de los laboratorios para la

deteccién de biofilm.

Galarzo et al., 2015, desarrollaron un trabajo de investigacién titulado;
Efectos de los factores solubles de Staphylococcus aureus, Staphylococcus capitis y
Staphylococcus epidermidis sobre la funcionalidad espermaética. El objetivo fue
determinar el efecto de los factores solubles (productos del metabolismo bacteriano)
en cepas de S. aureus, S. capitis y S. epidermidis sobre la funcionalidad espermatica.
Incubaron los factores solubles producto del metabolismo bacteriano de las cepas de
S. aureus y S. capitis sensible a oxacilina y S. aureus y S. epidermidis resistente a
oxacilina con las muestras de semen de 20 voluntariosy se cuantificaron los
pardmetros seminales convencionales y funcionales por microscopia y citometria
de flujo, respectivamente. En los resultados obtenidos, se observo una disminucién en
la movilidad espermatica con los factores solubles de S. aureus, Los factores solubles
de las cuatro cepas de bacterias, se obtuvieron incubando durante 30 minutos un
indculo de cada bacteria a una concentracion de 0,5 Macfarland en solucion salina.
Posteriormente, el medio se centrifugd a 600 g¢g/10 minutos, se recolectd el
sobrenadante y se filtr6 por una membrana de 0,2 um (Advantec Industries, China),
se alicuoto y se almacené a -20°C hasta su uso, esta disminucion fue mayor con la
cepa sensible y el efecto negativo sobre la movilidad fue inmediato. Concluyeron que
al incubar los espermatozoides con los factores solubles de S. aureus sensible
a oxacilina, se afectaron todos los parametros funcionales excepto la integridad de la
cromatina y se observo menor liberacion de especies reactivas de oxigeno; con los
factores solubles de la cepa de S. aureus resistente a oxacilina se observd una
disminucion en la lipoperoxidacion de membrana y en la expresion de anexina V. Los

autores concluyeron, este estudio da cuenta del efecto negativo de los factores
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solubles de la bacteria S. aureus tanto sensible como resistente a oxacilina sobre los
parametros espermaticos convencionales y funcionales, y por ende en su funcion

reproductiva.

En consiguiente, Pinilla et al., 2017, desarrollaron un trabajo de investigacion
titulado; Determinacion de factores de adhesion asociados a la formacion de
biopelicula en aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermitidis. Los factores de adhesion son determinantes de virulencia que se
expresan en microorganismos que tienen la capacidad de formar biopelicula,
contribuyendo a la gravedad de infecciones intrahospitalarias. Dentro de estos
componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de adhesion de
matriz conocidas como MSCRAMNMs, se incluyen el factor de union a fibronectina A
y B, (FnbA y B) factor de aglutinacion A y B (CIfA y B) y factor de unién a
fibrindgeno (Fib), que se han descrito en Staphylococcus aureus y reaccionan con
proteinas de la matriz extracelular humana. El objetivo de este estudio fue determinar
la presencia de estos factores de adhesion relacionados con la formacién de
biopelicula en Staphylococcus.Se caracterizaron fenotipica y genotipicamente 30
aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis, provenientes de pacientes inmunocomprometidos en tres instituciones
hospitalarias de Bogota. La produccion de Biopelicula se determind mediante Rojo
Congo y Cristal violeta y mediante PCR convencional y multiplex se amplificaron los
genes FnbAy B, CIfAy By Fib, asi como los genes del operonica ADBC. Los
resultados obtenidos fueron, todos los aislamientos clinicos fueron positivos
genotipica y fenotipicamente para la produccion de Biopelicula, encontrandose la
presencia del operon completo en el 88.9%, los factores CIfAy ClfBen un
70%; Fib en un 60%, FnbB en un 23% y FnbA en el 17%. Los autores concluyeron,
En este estudio se evidencio la presencia de estos factores de virulencia enS.

epidermidis, los cudles hasta el momento se han reportado Unicamente enS.
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aureus. Este hallazgo es importante ya que se sugiere la relacion con transferencia
horizontal de genes entre estas especies, siendo el S. epidermidis un importante
reservorio genético, y un importante patobionte causal de infecciones nosocomiales,

asociado con dispositivos médicos.

Antecedentes Historicos

Han transcurrido mas de 100 afios desde que por primera vez Robert Koch en
1878 fue el primero en describir estafilococos en pus humano y en el afio de 1880
Luis Pasteur los cultivd en medio liquido donde se observaron cocos en heridas y en
pus procedente de abscesos humanos. Pero hasta 1880, fecha en la que Alexander
Ogston publica sus datos donde mostraba la existencia de numerosas infecciones
piogénicas causadas por cocos, no se empieza a utilizar el término Staphylococcus,
nombre derivado de las palabras griegas staphyle y coccus cuyo significado

etimoldgico es respectivamente, racimo de uvas y grano (Pedrari C, 2007).

Rosenbach en 1884, fue probablemente la primera persona que creci6 el
Staphylococcus en un cultivo puro y que estudid sus caracteristicas en el laboratorio.
Observo que los aislados formaban dos tipos de colonias, unicamente diferenciables
por el color: naranjas y blancas. Propuso el nombre de Staphylococcus aureus para la
primera y Staphylococcus pyogenes para la segunda.(Murray, Rosenthal y Pfaller
2017).

Hucker en 1948, al realizar la revision de la sexta edicion del Manual de
Bergey concluy6 que los estafilococos y micrococos no eran distintos, dio prioridad
al nombre genérico de Micrococcus e incluy6 a los Staphylococcus dentro de éste
género, a pesar de que el manual habia reconocido al género Staphylococcus en todas

sus ediciones anteriores, desde la primera a la quinta (1939). En este mismo afio,
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Abd-El-Malek y Gibson (1948) llamaron al grupo de Staphylococcus y micrococos
“complejo Staphylococcus-Micrococcus, considerando a los Staphylococcus como

patdgenos y a los micrococos como saprofitos” (Murray, Rosenthal y Pfaller 2017).

Baird-Parker (1963), fue el primero en reconocer tipos especificos dentro del
grupo heterogéneo de los SCN. Divididé a los Staphylococcus en seis subgrupos
basandose en pruebas fisioldgicas y bioquimicas; asi, el subgrupo 1 contenia la
especie S.aureus: coagulasa y fosfatasa positivas que generalmente producian acido a
partir de manitol aerobica y anaerébicamente; los subgrupos Il hasta VI contenian
una Unica especie: S. epidermidis, que se diferenciaba en la produccion de fosfatasa y
acetoina, asi como en la capacidad de producir acido aer6bicamente a partir de la
lactosa, maltosa y manitol. En 1965, Baird Parker defini6 al subgrupo del Il hasta el
VI como biotipos del 1 al 5, e indic6 que la mayoria de estos biotipos merecerian
tener el rango de especies. Luego en la octava edicion del Manual de Bergey,
Micrococcus saprophyticus fue transferido al género Staphylococcus. En esta misma
edicion, basandose en la produccion de acetoina, actividad fosfatasa y produccion
anaerdbica de &cido a partir de la lactosa, maltosa y manitol, se reconocen tres
especies de Staphylococcus: aureus, epidermidis, biotipos 1-4, y S. saprophyticus. En
las décadas de los afios 80 y los 90 es donde tiene lugar la descripcion de una gran
cantidad de nuevas especies de SCN. Asi Skerman y cols., en 1980, determinan la
existencia de trece especies dentro del género Staphylococcus. La Gltima resefia de
una nueva especie de SCN la encontramos en 1995, afio en el que Zakrzewska y
colaboradores describen la especie S. pulvereri aislada tanto en hombre como en
animales. En la actualidad, el género Staphylococcus comprende méas de cuarenta

especies diferentes. (Murray, Rosenthal y Pfaller 2017)
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ANTECEDENTES TEORICOS

Bases teoricas

Aproximacion teorica sobre el Género Staphylococcus

El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, con un
diametro de 0.5 a 1.5 pm, agrupados como células unicas, en pares, tétradas, cadenas
cortas o formando racimos de uvas. Ogston introdujo el nombre de Staphylococcus,
del griego staphyle que significa racimo de uvas, para describir a los cocos
responsables de inflamacion y supuracion. Son bacterias no mdviles, no esporuladas,
no poseen cépsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan una cépsula de limo,
son anaerobias facultativas. La mayoria de los Staphylococcus producen catalasa
(enzima capaz de desdoblar el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre);
caracteristica que se utiliza para diferenciar el género Staphylococcus de los géneros
Streptococcus y Enterococcusque son catalasa negativos. Los Staphylococcus fueron
clasificados inicialmente en un género comdn en la familia Micrococacea ademas de
los géneros Micrococcus, Stomacoccus y Planococcus. Sin embargo, en estudios
recientes se observaron diferencias con estos géneros, una de las principales es la
cantidad de guanina-citocina (G+C de 30 a 39%), mientras que los Micrococcus
tienen un contenido mayor de G+C de 63 a 73%. Los estudios de homologia genética,
secuenciacion del DNA, hibridacion DNA-rRNA, y la secuenciacién comparativa del
RNAr 16S, han permitido demostrar que los géneros Staphylococcus y Micrococcus
estan poco relacionados. Por otro lado, la pared celular de los Staphylococcus tienen
unidos los acidos teicoicos , los cuales no existen en los micrococos; otra diferencia
es la composicion del citocromo y menaquinona de la cadena respiratoria presentes
en los Staphylococcus. Estudios recientes demuestran que el género Staphylococcus

se encuentra mas cercano a los géneros Bacillus y Streptococcus. ElI género
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Staphylococcus contiene 32 especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en los
humanos, algunas forman parte de la microbiota de piel y mucosas en humanos, y
otras se encuentran solo entre la flora de otros mamiferos y aves. Algunas de estas
especies son patogenas cuando existe predisposicion e inmunosupresion en el
huésped o en presencia de cuerpos extrafios. Por lo general, cada especie tiende a
ocupar una localizacion anatomica especifica en el huésped que coloniza. Entre las
especies que colonizan al humano, las de mayor importancia clinica son: S. aureus y
Staphylococcus lugdunensis; en tanto que en animales se encuentra ademas de S.
aureus a Staphylococcus intermedius. El Staphylococcus epidermidis y el
Staphylococcus saprophyticus son comdnmente responsables de infecciones
relacionadas con dispositivos e infecciones del tracto urinario, siendo éstos menos
infecciosos que S. aureus. Algunas especies tienen preferencia por sitios especificos,
los cuales son indicados por su nombre como Staphylococcus epidermidis que
coloniza la piel, Staphylococcus capitis que coloniza el cuero cabelludo, el S. aureus
se encuentra ampliamente distribuido entre los primates, pero no estd restringido
Unicamente a ellos; por ejemplo, les produce mastitis en el ganado bovino y ovino. En
el hombre, la localizacion nasal del S. aureus permite su diseminacion y, como
consecuencia, la multirresistencia a los antibiéticos como a la meticilina. (Cervantes-

Garcia E, Garcia-Gonzélez R y Salazar-Schettino. 2014).

Aproximacion teodrica sobre las Principales especies de Staphylococcus coagulasa

negativo

Las especies mas frecuentemente involucradas en patologia humana
son: Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus y S. saprophyticus que, en
conjunto, alcanzan hasta 80% de los casos; el resto se debe a colonizacion por S.

lugdunensis, S. hominis, S. warneri, S. simulans, S. capitis, S. auricularis, S. cohnii y
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otros. La patogenicidad de SCN varia entre las diferentes especies; asi, (Thean Yen
Tan et al.,2006) identificaron a S. lugdunensis como la especie méas virulenta, con
91% de los aislados asociados con infecciones clinicamente significativas (Farifia et
al., 2013).

Tabla N°1. Identificacion de las diferentes especies aisladas segln origen de la

muestra
Orina Secreciones Hemocultivos, Total
purulentas, punta de catéteres,
abscesos, heridas huesos
S. epidermidis 10 (45.5%) 7 (25.9%) 9 (60.0%) 26
S. haemolyticus 6 (27.3%) 5 (18.5%) 2 (13.3%) 13
S. lugdunensis 0 10 (37.0%) 0 10
S. capitis 3 (13.6%) 0 2 (13.3%) 5
S. warneri 1 (4.5%) 1 (3.7%) 1 (6.7%) 3
S. caprae 1 (4.5%) 1 (3.7%) 0 2
S. simulans 0 2 (7.4%) 0 2
S. xylosus 1 (4.5%) 1 (3.7%) 0 2
S. hominis 0 0 1(6.7%) 1
Total 22 27 15 64

Fuente: Farifia et al. 2013
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Aproximacion tedrica sobre el Diagndstico Microbioldgico

Actualmente, la identificacién bacteriana se realiza por medio de métodos
convencionales, basados en las caracteristicas fenotipicas que se basan en las
caracteristicas observables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo,
propiedades bioquimicas y metabdlicas, ademas de que se trata de pruebas sencillas y
de bajo costo. El sitio y tipo de infeccion es de gran ayuda en la identificacion del
microorganismo asi como la experiencia del microbiélogo que también juega un
papel importante para la eleccion de una prueba o una bateria de pruebas, el método
diagnostico de eleccion mas factible es el cultivo, ya que permite el aislamiento del
microorganismo implicado, su identificacion y el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos (Fernandez et al., 2010).

Inicialmente se seleccionan aquellas que se consideran pruebas primarias, que
son répidas y sencillas de realizar, como la morfologia en la tincion de Gram u otras
tinciones, crecimiento en varios tipos de medios de cultivo, un ejemplo de ello son los
medios que son diferenciales y selectivos al mismo tiempo, es el caso del agar
manitol, selectivo para bacterias del género Staphylococcus y diferencial para
Staphylococcus aureus (fermenta el manitol y sus colonias aparecen de color amarillo
sobre el agar como resultado de la acidificacion del medio). Para la identificacion del
género Staphylococcus se utilizan pruebas, con lectura inmediata como la prueba de
la catalasa, una enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen
citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el perdxido de hidrogeno
en agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas, el principal objetivo
de esta prueba es separar Staphylococcus (positiva) de Streptococcus spp Yy
Enterococcus spp. (negativa). Otra prueba de lectura rapida es la coagulasa que
permite determinar la capacidad de coagular el plasma por la accién de la enzima
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coagulasa, se utiliza para diferenciar S. aureus (coagulasa positivo) de otras especies

de Staphylococcus (coagulasa negativo) (Fernandez et al., 2010).

Aproximacion teorica sobre los Factores de Virulencia

Los factores de virulencia son los mecanismos con los que cuenta un
microorganismo para ingresar al organismo, invadir los tejidos y provocar alguna
infeccion. La virulencia esta fundamentalmente relacionada con la capacidad de
ciertas cepas de expresar adhesinas y formar biofilms en los dispositivos protésicos y
catéteres, en cuya intimidad los microorganismos se agregan y forman macro
colonias que crecen protegidas de la accion de antibidticos, anticuerpos, y del resto de
los mecanismos de defensa del huésped. También pueden sintetizar enzimas como
lipasas, proteasas, hemolisinas y demas exoenzimas que degradan los tejidos y

contribuyen a la persistencia de la infeccién (Pedrari C., 2007).

Estos microorganismos cuentan con la capacidad de colonizar e infectar
humanos ya que poseen estrategias para permitir la adhesion, la agresion, la invasion,
la persistencia y la evasion de la inmunidad innata y adaptativa. Sin embargo, en
comparacién con S. aureus, se sabe menos sobre mecanismos de virulencia
responsables de la agresion en SCN, con excepcion de la expresion de adhesinas por

parte de S. epidermidis (Beker, Heilmann y Peters, 2014).
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Tabla N°2. Factores de virulencia de SCN

Hemolisinas DNASA Produccién de Ureasa

La o-hemolisina tiene | Actia como una enzima | La ureasa es una enzima
efectos letales sobre una | hidrolitica reduciendo la | que cataliza la hidrolisis
gran variedad de tipos | viscosidad de los residuos | de urea a amonio Yy
celulares, incluidos los | de células muertas del | carbamato, este ultimo se
leucocitos hospedero (pus) y por lo | hidroliza

polimorfonucleares y | tanto, ayuda a la | espontaneamente y
eritrocitos. La B- | propagacion de la bacteria | genera bicarbonato y un
hemolisina es una | a un area mas extensa de | segundo ion amonio. La

esfingomielinasa activa en
una gran variedad de
células ya que es una
exotoxina proteica que
tiene actividad hemolitica.
La 0-hemolisina actla
como un agente
tensoactivo que rompe la
membrana celular, por lo
cual  posee  actividad
hemolitica lisando células
de forma eficiente

dafio en el hospedero.

actividad de la ureasa
permite que las bacterias
sobrevivan a ambientes
acidos, condicion que
impera en los tejidos
preferentemente

colonizados por estas
bacterias, de alli que la
ureasa juega un papel

importante en la
patogénesis de  estas
bacterias. Durante la
colonizacion del tracto
urinario, el amonio
producido por la
actividad ureasa causa
dafio celular e
inflamacion, condicién
que favorece el

establecimiento de la
infeccion.

Fuente: Farifia et al., 2013; Aguirre et al. 2016
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Tabla N°3. Pruebas bioquimicas de identificacion de S. aureus y algunas especies de SCN

auféus epideSr.midis schl?e.iferi S. haemolyticus  S. lugdunensis

Clumping factor + - + - +
DNAasa + - + - -
Coagulasa en + - + - +
porta

Coagulasa en tubo + - - - -
Fosfatasa alcalina + + + - -
PYR - - + + -
OoDC - V - - +
Ureasa \Y + + ) v
B-galactosidasa - - + Y -

Simbolos. —: prueba negativa; +: prueba positiva; V: variable. Abreviaturas en el
texto.Fuente: Molinos S y Gimenez M. (2006)

Biofilm (Biopelicula)

Las biopelicula son comunidades microbianas complejas que contienen

bacterias y hongos, su funcion es proteger a los microorganismos de las amenazas

externas. Los microorganismos sintetizan y secretan una matriz de proteccion que

adhiere firmemente la biopelicula a una superficie bidtica o abidtica, pueden consistir

en una sola especie bacteriana o fungica o, mas comunmente, pueden ser

polimicrobiana, es decir, contienen muchas especies distintas. Al nivel mas bésico,

una biopelicula puede describirse como un conjunto de bacterias incrustadas en una

barrera densa y viscosa de azucares y proteinas (Phillips et al. 2010).
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En el biofilm, los aglomerados de células bacterianas estan encerrados en un
medio extracelular amorfo el cual consta de un material compuesto de productos
bacterianos, tales como acidos teicoicos, proteinas, polisacaridos, ADN extracelular y
productos hospedadores. Para facilitar la adhesion intercelular, los miembros del
género Staphylococcus producen diversas proteinas y no proteinas adhesinas; las
adhesinas proteinicas se agrupan en proteinas covalentemente ancladas en la
superficie, también denominadas células (CWA), incluyendo las autolisinas, a su vez
las adhesinas no proteinicas incluyen la adhesina intercelular de polisacarido (P1A),
también conocida como poli-N-acetilglucosamina, asi como los acidos teicoicos y
lipoteicoicos. Por su parte la adhesion a las superficies abioticas esta determinada por
las propiedades superficiales de las bacterias y los cuerpos extrafios, se trata de
fuerzas fisicoquimicas tales como interacciones hidrofébicas, fuerzas de van der
Waals y cargas, estas interacciones pueden estar mediadas por las proteinas CWA que

estan covalentemente unidas al peptidoglicano (Beker, Heilmann y Peters, 2014).

La adherencia inicial se atribuye a las proteinas bacterianas tales como la
adhesina autolisina (AtIE) de S. epidermidis, dicha proteina de divide en dos
dominios activos como el complejo amidasa (AM) y una glucominidasa (GL), en la
porcién central de la proteina contiene tres repeticiones (R1, R2 y R3) que parecen
mediar la orientacion de la superficie celular bacteriana. La adhesion inicial
probablemente no sélo es mediada directamente por la proteina AtIE, sino también
indirectamente, a través de su enzima la cual hidroliza la pared celular de
peptidoglicano que conduce a la autolisis y por lo tanto a la liberacion de DNA, que
es un componente importante de los biofilms estafilococicos, lo que sugiere que el
DNA es de gran importancia como una matriz durante las primeras etapas de la
formacion de biofilm de S. epidermidis. La adhesion a las superficies bioticas tiene
lugar poco después de la insercién o implantacién de un dispositivo médico ya que
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este se cubre con proteinas del plasma, tales como fibrindgeno, fibronectina,
trombospondina, colageno, vitronectina o con células del huésped, tales como
plaquetas por lo cual algunos de estos factores del huésped pueden servir como
receptores para fijar especificamente estafilococos que expresan las respectivas
adhesinas sobre la superficie celular, asi en la ultima etapa del proceso de adhesion
de SCN in vivo los factores del huésped pueden ser cruciales (Beker, Heilmann y
Peters, 2014).

Formacion de Biopeliculas

En la primera fase ocurre la adhesion reversible a la superficie, los
microorganismos normalmente se perciben como seres solitarios que flotan
libremente, es decir, en estado plancténico. Sin embargo, en condiciones naturales, la
mayoria de microorganismos tiende a adherirse a superficies y finalmente conforman
las biopelicula. La adherencia inicial esta mediada por una adhesina polisacarida
Ilamada (PS/A) la cual, se trata de un polimero de galactosa-arabinosa de alto peso
molecular y otras proteinas de superficie (SSP-1, SSP-2, Bhp) (Phillips et al. 2010).
En la segunda fase ocurre la adhesion irreversible a la superficie a medida que las
bacterias se multiplican, se adhieren mas firmemente y se diferencian, cambiando los
patrones de expresion génica en formas que promueven la supervivencia, esto suele
ser el resultado de un tipo de comunicacién bacteriana conocida como deteccion de

quorum o de autoinduccion. (Phillips et al. 2010).

En la tercera fase se forma una biopelicula 0 matriz protectora viscosa, una
vez bien adheridas, las bacterias comienzan a segregar una matriz circundante
conocida como sustancia polimérica extracelular (SPE), se trata de una matriz

protectora o “limo”. A partir de ahi, las pequefias colonias bacterianas empiezan a
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formar una biopelicula inicial, la composicion exacta de la SPE varia segun los
microorganismos presentes, pero por lo general, consta de polisacaridos, proteinas,
glucolipidos y ADN bacteriano, se cree que el ADN bacteriano que liberan las
bacterias vivas 0 muertas proporciona un componente estructural importante para la
matriz de la SPE de la biopelicula (Phillips et al. 2010).

Varias proteinas y enzimas secretadas facilitan la adhesién a la herida, de
esta manerael biofilm crece y madura en una capa gruesa y estructurada. Un biofilm
maduro contiene canales que estan llenos de liquido para asegurar la entrada de
oxigeno y nutrientes a las células bacterianas localizadas en las capas mas profundas

de la biopelicula (Beker, Heilmann y Peters, 2014).

Las biopelicula se forman de manera rapida ya que las bacterias planctonicas
se adhieren al cabo de unos minutos, formando micro colonias fuertemente adheridas,
en un plazo de 2 a 4 horas desarrollan la SPE inicial y presentan cada vez mas
resistencia a los antibioticos, antisépticos y desinfectantes, en un plazo de 6 a 12
horas evolucionan en colonias de biopelicula maduras extremadamente resistentes y

excretan bacterias planctdnicas (Phillips et al. 2010).

La virulencia estd fundamentalmente relacionada con la capacidad de ciertas
cepas de expresar adhesinas y formar biopelicula (slime)en los dispositivos
protésicos y catéteres, en cuya intimidad los microorganismos se agregan y forman
macro colonias que crecen protegidas de la accion de antimicrobianos, anticuerpos, y
de otros mecanismos de defensa del hospedero. La produccién de esta biopelicula es
considerada un factor importante de virulencia en algunas cepas de SCN habiéndose
reportado mayor dificultad en erradicar una infeccion crdnica asociada a este

fendbmeno como también la frecuente asociacion con una disminucion de la
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susceptibilidad a los antimicrobianos. Ademas los SCN pueden sintetizar enzimas
como lipasas, ADNasas, termonucleasas, hemolisinas y demas exoenzimas que
degradan los tejidos y contribuyen a la persistencia de la infeccion. (Farifia et al.,
2013).

Desorcién
Célula plancténica
Exopolisacarido (libre)
i /
T Céluasési ¥ \
(adherida) “
O O J D |
3 g 558 | .
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px 4
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i ; Adsorcion Formacion de ; : : 7 i -
Adsorcion reversible kreversihle kbl d Fonn::ugu ;n"gs'uarsamén Disgregacién Inicio de ciclo
Enzimas
Analogos de Ty PN
Medificacién de materiales, - antibidticos,
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g ng bacteridfagos

Figura 1; Fases de formacion de biopelicula y estrategias de dispersion. La formacion de
biopelicula ocurre como una serie de eventos secuenciales que dependen de la interaccién de
microorganismos sobre superficies inertes o vivas, venciendo las fuerzas de repulsion hasta
lograr la adsorcién irreversible seguida de la formacion de una micro colonia. Al alcanzar una
densidad de poblacion determinada, se induce la sintesis de metabolitos secundarios (quorum
sensing) que produce la formacion de un exopolisacarido hasta lograr la maduracion de la
biopelicula. La disgregacion permite la formacién de una nueva colonia o su eliminacién. Se

muestran las opciones de tratamiento segln la fase de desarrollo de la biopelicula. (Castillon
L, Palma Alejandro y Padilla M. 2010).
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Aproximacion tedrica sobre las Infecciones asociadas a la Microbiota Bacteriana

Algunos sitios anatdmicos presentan un recubrimiento especial con bacterias
conocidas como microorganismos saprofitos, los cuales se aprovechan de los
nutrientes que les proporciona el hospedero sin causarle dafio alguno; estos
microorganismos actGan por inhibicion competitiva y ocupacién de un sitio
anatémico determinado en los cuales generalmente impiden la colonizacion por otros
microorganismos patdgenos que puedan alterar la arquitectura e integridad de los
epitelios. Un ejemplo lo establecen los cocos Gram positivos, los cuales en su
mayoria hacen parte de la microbiota normal de la piel y de gran cantidad de sitios
anatémicos, entre ellos especialmente los denominados SCN como S. saprophyticus y
S. epidermidis, relacionados ampliamente con infecciones del tracto urinario, pero
solo se establecen como importantes durante el diagnéstico cuando el paciente
presenta una sintomatologia claramente definida o un recuento mayor a
100.00 UFC/mL en cultivos cuantitativos de orina. (Puerta et al,. 2014).

Aproximacion teorica sobre el Tracto Genital Masculino

El sistema reproductor masculino esta formado por un conjunto de 6rganos:
testiculos, epididimo, conductos deferentes, vesicula seminal, conducto eyaculador,
préstata y pene, este conjunto de estructuras cumplen un rol importante en el proceso
de reproduccion del hombre destacandose el espermatozoide, célula altamente
especializada encargada de llevar el material genético paterno hasta el tracto
reproductivo femenino en bdsqueda del ovocito, no obstante durante su
desplazamiento puede interactuar con sustancias, otras células e incluso
microorganismos que puede transportar desencadenando procesos infecciosos,

ocasionando consecuencias que alteran el éxito reproductivo.(Puerta et al., 2014).
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Diferentes factores etioldgicos estan implicados en la alteracion funcional del
tracto genital masculino, entre los cuales se destacan los procesos infecciosos de tipo
bacteriano, los cuales producen diversas patologias: orquitis, uretritis, prostatitis y
epididimitis ocasionando deterioro de la funcion espermatica. (Puerta et al., 2014).

o ureter

o vesicula seminal
o recto

o glandula prostatica

0 glandula bulbouretral (de
Cowper)

o ano

o conducto deferente
o epididimo

o testicuio

@ escroto

0 pene

@ uretra

@ vejiga urinaria

Figura 2. Aparato reproductor masculino. (Thibodeau GA y Patton KT. 1998)

Las infecciones bacterianas en los hombres son una causa comdn de
infertilidad. La infeccién bacteriana de los érganos del aparato reproductor puede
afectar la produccién de esperma o causa obstruccion de los tibulos que transportan

el esperma, causando la infertilidad (Puerta et al, 2014).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la infeccién como la
presencia de mas de 1.000 bacterias por ml de semen. La presencia de un gran
numero de leucocitos polimorfo nucleares en el semen (méas de un millén por ml)

también puede indicar que hay una infeccion.
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Definicion operacional de términos

Infecciones urinarias

En las personas sanas, la orina de la vejiga es estéril, no hay en ella bacterias
ni otros microorganismos infecciosos. El conducto que lleva la orina desde la vejiga
hacia el exterior del cuerpo (uretra) no contiene bacterias o contiene muy pocas, por
lo que no es posible que causen infeccidn. Sin embargo, cualquier segmento de las
vias urinarias puede infectarse; la infeccion en cualquier punto a lo largo de las vias
urinarias se denomina infeccion urinaria (IU) (Talha, 2020). Por lo general, las
infecciones urinarias se clasifican en altas y bajas (ver tablas 3 y 4) segln el lugar de las
vias urinarias donde se producen, aungue a veces a los médicos les resulta dificil e incluso

imposible determinar el lugar exacto.

Uretritis

La uretritis es la infeccion de la uretra, el conducto que transporta la orina desde la
vejiga hacia el exterior del cuerpo que puede ser causada por bacterias, hongos o
virus. Tanto en hombres como en mujeres la miccion suele ser dolorosa y la
necesidad de orinar se vuelve mas frecuente y urgente, en algunos casos se pueden

presentar secrecion mucosa ((Talha, 2020).
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Tabla N°4. Tracto urinario bajo

Sitio Anatomico

Situacion Clinica

Agente etioldgico

Uretra

Uretritis

Escherichia coli
Chlamydia

Neisseria gonorrhoeae

Sindrome uretral

Candida spp
Trichomonas

Virus del herpes simple

Vejiga

Cistitis

Escherichia coli

Klebsiella y Proteus
Staphylococcus saprophyticus
Serratia marcescens
Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecalis

Prostata

TRACTO

Fuente; Puerta et al., 2014

Prostatitis

Enterococcus spp
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Pseudomona aeruginosa

Staphylococcus aureus
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Tabla N°5. Tracto urinario alto

Uréteres

Uretritis

Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis
Mycoplasma genitalium

Rinén

TRACTO URINARIO ALTO

Pielitis y Pielonefritis

enfisematosa

Corynebacterium urealyticum
Escherichia coli
Klebsiella spp

Proteus spp

Pielonefritis aguda

Escherichia coli
Klebsiella spp

Proteus spp
Enterococcus spp
Streptococcus agalactiae

Staphylococcus spp

Glomerulonefritis

Streptococcus pyogenes
Staphylococcus spp
Salmonella spp
Mycoplasmaspp
Klebsiella spp

Fuente; Puerta et al., 2014
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Prostatitis

La prostatitis se refiere a un grupo dispar de trastornos prostaticos que se
manifiestan con una combinacién de sintomas urinarios principalmente irritativos u
obstructivos y dolor perineal. Algunos casos se deben a una infeccidn bacteriana de la
préstata y otros, mas frecuentes, a una combinacién poco comprendida de factores
inflamatorios no infecciosos o espasmo de musculos del diafragma urogenital. El
diagnostico es clinico, junto con la observacion microscopica y el cultivo de muestras
de orina obtenidas antes y después de un masaje prostatico. Se desconoce como estos
patdgenos entran en la prostata y la infectan. Las infecciones crénicas pueden estar

causadas por bacterias atrapadas que los antibi6ticos no han erradicado.

La prostatitis se clasifica en 4 categorias. Estas categorias se diferencian por
las manifestaciones clinicas y por la presencia o ausencia de signos de infeccion e
inflamacion en 2 muestras de orina. La primera muestra corresponde al chorro
medio de la miccidn. Luego se realiza un masaje prostatico digital, y el paciente
orina inmediatamente; los primeros 10 mL de orina constituyen la segunda
muestra. La infeccion se define como el crecimiento bacteriano en el urocultivo; la
inflamacion se define como la presencia de leucocitos en la orina. Se desaconseja
el uso del término prostatodinia para la prostatitis sin inflamacidn, tipicamente
involucran algln grado de irritacion u obstruccién urinaria y dolor. La irritacion se
manifiesta con polaquiuria y tenesmo, obstruccion, sensacién de vaciamiento
incompleto de la vejiga, necesidad de orinar nuevamente poco después de haberlo
hecho o nocturia. El dolor tipico se presenta en el pering, pero puede percibirse en
el extremo del pene, la zona lumbar o los testiculos. Algunos pacientes informan

sentir dolor durante la eyaculacion.
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Entre las categorias de mayor interés tenemos:

La prostatitis bacteriana aguda a menudo causa sintomas sistémicos como
fiebre, escalofrios, malestar y mialgias. La prostata esta extremadamente sensible al
dolor y edematosa en forma focal o difusa, pastosa, indurada, 0 una combinacién.
Puede producirse un sindrome de sepsis generalizada, caracterizado por taquicardia,
taquipnea y, a veces, hipotension.

La prostatitis bacteriana crdnica se manifiesta con episodios recurrentes
de infeccion con o sin resolucién completa entre los brotes. Los signos y sintomas
tienden a ser mas leves que en la prostatitis aguda.

La prostatitis crénica/sindrome de dolor pélvico croénico tipicamente se
manifiesta con dolor como sintoma principal, a menudo incluyendo dolor durante la
eyaculacion. La incomodidad puede ser muy importante, y a menudo interfiere con
la calidad de vida del paciente. Pueden presentarse sintomas de irritacion u
obstruccién urinaria. En el examen, la prostata puede ser dolorosa, pero en general
no se la nota pastosa ni edematosa. Clinicamente, los tipos inflamatorio y no
inflamatorio de la prostatitis cronica/sindrome de dolor pélvico crénico son
similares (Gerald A, 2019)

Epididimitis

La epididimitis consiste en un proceso inflamatorio y/o infeccioso localizado
en el epididimo testicular, que en caso de progresar puede extenderse al testiculo,
denominandose orquiepididimitis. En la mayoria de los casos en pacientes menores
de 35, los agentes son Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis, y la
infeccion suele comenzar como una uretritis. Las causas no bacterianas son poco
habituales. EI diagnostico es fundamentalmente clinico, sin embargo debe
considerarse la posibilidad de una torsion testicular y realizarse una ecografia para
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descartarlo. Clinica habitual: escroto hinchado, hiperémico, dolor testicular a menudo
localizado, sindrome miccional y tenesmo, dolor en parte inferior del abdomen y
secrecion uretral. Para el tratamiento habitualmente se emplean antibioticos de amplio
espectro, como ceftriaxona + doxiciclina, o levofloxacino, junto a antiinflamatorios
(Cifuentes et al., 2018)

Orquitis

Se define como la inflamacion del testiculo, es muy comin en hombres sexualmente
activos por C. trachomatis y N. gonorroeae y en hombres mayores con menor
actividad sexual y con antecedentes de patologia obstructiva urinaria o
instrumentacion reciente debido a patégenos urinarios como E. coli, Pseudomonas y
SCN. En cuanto a sintomas el paciente describe hemospermia, secrecion a través del
pene, fiebre, dolor inguinal, dolor en la relacién sexual o durante la eyaculacion,
disuria, inflamacion del escroto, &rea inguinal inflamada, testiculo sensible, inflamado
y con sensacion de pesadez, dolor testicular que empeora por las defecaciones o el

esfuerzo al defecar (Borregales, Giordano y Contreras, 2011).
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Operacionalizacion de variables

Tabla N°6: Operacionalizacion de variables

variable Definicion conceptual | Definicion operacional Dimensiones Indicadores
Variable Son cocos Gram Son colonizantes habituales - Coloracién - Morfologia
independiente | positivos, agrupados en | de la piel y las mucosas y han de Gram. - Diferencial
Staphylococcus | pare, tétradas, cadenas, | recibido nombres como - Medios de de género y
coagulasa forma de racimos de Staphylococcus epidermidis y cultivos, especie
negativo uvas. No son moviles, Staphylococcus diferencial y

no esporuladas, no saprophyticus que pueden selectivo

poseen capsula, son llevar a la creencia que no - Pruebade la

anaerobios facultativas. | causan enfermedades catalasa y

Producen catalasa, coagulasa.

coagulasa negativo.
Variable Son los mecanismos con | Son moléculas producidas por - Capacidad de - Hemolisinas
dependiente los que cuenta un un patogeno, que influye ciertas cepas - DNAsa
Factores de microorganismo para especificamente en las de expresar
virulencia ingresar al organismo, funciones del hospedante, adhesinas y - Ureasa

invadir los tejidos y para permitir al patdgeno formar - Biofilm

provocar alguna crecer; eso aumenta su Biofilm

infeccion. efectividad y les permite - Formacion

lograr la colonizacién de un de macro
nido en el huésped. colonias

FUENTE: Alviarez, Suarez y Torres 2021
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

En este capitulo se presenta de forma detallada cada uno de los aspectos
relacionados con la metodologia que se seleccioné para llevar a cabo la investigacion.
Al respecto Arias (2006) afirma que: “La metodologia del proyecto incluye el tipo o
tipos de investigacion, las técnicas y los instrumentos que seran utilizados para llevar
a cabo la indagacion”; es el como se realizé el estudio para responder al problema

planteado”.

Tipo de Investigacion

Pertenece al tipo de investigacién evaluativa. La cual Hurtado (2010), refirid
que “su objetivo es evaluar los resultados de uno o mas programas, que han sido, o
estan siendo aplicados dentro de un contexto determinado”. Este tipo de investigacion
se diferencia de la confirmatoria en que los resultados que intenta obtener son mas
especificos y se orientan hacia la solucién de un problema concreto en un contexto

social o institucional determinado”.

Por consiguiente, la investigacion planteada es de tipo Evaluativa, ya que
consistié en indagar si los objetivos que se plantearon fueron o no alcanzados, y
descubrir cuales aspectos del proceso contribuyeron o entorpecieron el logro de

dichos objetivos.
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Disefio de la Investigacion

Avrias Fidias, (2012), “el disefio de investigacion es la estrategia general que
adopta el investigador para responder al problema planteado”. Con base a esto, se
recolectaron datos en la realidad directamente del fendbmeno para asi analizar la
causa-efecto del SCN sobre el tracto genital masculino, por lo tanto se realiz6 un
disefio experimental, el cual, segin Arias (2012), define la investigacion experimental
COMO un proceso que consiste en someter a un objeto o grupo de individuos, a
determinadas condiciones, estimulos o tratamiento (variable independiente), para
observar los efectos o reacciones que se producen (variable dependiente). Es decir, se

pretende establecer con precision una relacion causa-efecto.

Poblacion y Muestra
Poblacién: Conjunto de pacientes del centro diagndstico de infertilidad y
enfermedades ginecoldgicas CEDIEG de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de los Andes.
Muestra: Liquido espermatico proveniente del centro diagnéstico de infertilidad y
enfermedades ginecologicas CEDIEG de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de los Andes, que firmaron estar de acuerdo con la participacion en la
investigacion.

Unidad de investigacion

La unidad de estudio estuvo representada por cepas de SCN previamente
identificadas de espermocultivos provenientes de pacientes masculinos en edad fértil
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que acudieron a consulta en el centro diagndstico de infertilidad y enfermedades
ginecologicas CEDIEG de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de

los Andes.

Criterios de inclusion:
Muestras de liquido seminal de paciente que asistieron al centro diagndstico de
infertilidad y enfermedades ginecolégicas CEDIEG de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de los Andes.
e Los pacientes no deben estar recibiendo tratamientos médicos que puedan
alterar los resultados de dicho estudio.

e Pacientes con edades comprendidas entre 15 y 60 afios.

Criterios de exclusion:
e Pacientes menores de 15 afos.
e Pacientes mayores de 60 afos.

e Pacientes que no deseen participar en dicha investigacién

Seleccion del tamafio muestral

El tamafio de la muestra se selecciond a conveniencia, es decir, se analizaron un
numero de muestras de acuerdo a la disponibilidad de reactivos en el laboratorio. Por
lo tanto se tomo la decision de trabajar con 9 cepas de SCN provenientes de una
coleccion previamente identificada proveniente de pacientes masculinos en edad
fértil.
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Procedimiento o Metodologia

Cepas bacterianas

Se identificaron a nivel de especie 9 cepas de SCN, aisladas de las muestras
de semen de pacientes que asistieron a la consulta en el Centro de Diagnostico de
Infertilidad y Enfermedades Ginecoldgicas (CEDIEG) "Dr. Giovanny Vivas
Acevedo", con problemas de infertilidad, durante el periodo enero 2015 — diciembre
2016. Y como cepa de referencia se utilizé S. aureus ATCC 25923.

Reactivacion de las cepas bacterianas

Las cepas de SCN se reactivaron en caldo infusion cerebro corazéon (BHI de
sus siglas en inglés), a partir del agar conservacion descrito por (Weng, Junco y Diaz
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.

Identificacion de los aislados clinicos

La identificacion de los aislados clinicos se realizd 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 bioguimicas
con sustratos deshidratados contenidos en microtubos individuales en una tira

comercial.
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El API®STAPH consta de 20 micro tubos, incluye la produccion de acido a
partir de:D-glucosa, D-trehalosa, D-manitol, D-manosa, xilosa, maltosa, lactosa,
sucrosa, N-acetilglucosamina, raffinosa, D-fructosa, D-melibiosa, xilitol y metil-
glucosamina; reduccién de nitrato, fosfatasa alcalina, arginina dihidrolasa, ureasa y

produccién de acetoina.

La inoculacién de los micro tubos y las condiciones de incubacion y lectura se
realizaron segun las instrucciones del fabricante, las cuales se describen a
continuacion: Cada micro tubo del sistema se inoculd con una suspension de cada
aislado clinico de SCN (cultivo fresco) en solucidn salina al 0,85%, con una turbidez
equiparable al Patrén de Mac Farland N° 0,5 (1,5x108 UFC/mL). En algunos casos
estos micro tubos se llenaron completamente con la suspensién, mientras que en otros
se requirio del afadido de parafina liquida estéril, que proporcioné las condiciones
anaerdbicas necesarias. Previo a la inoculacion, al envase donde se colocé la galeria
se le adiciond agua para proporcionar la humedad requerida. La galeria se incubd a 37

°C durante 24 horas.

La presencia de enzimas y/o de productos metabolicos generados durante el
Periodo de incubacion reaccionaron con los sustratos contenidos en los micro tubos y
desarrollaron en los mismos una coloracion que pudo aparecer en forma espontanea o
con el agregado del reactivo para su revelado. La interpretacion de los resultados se
basé en la observacion de las coloraciones desarrolladas, ésta se llevd a cabo
mediante la comparacion del color obtenido en cada micro tubo con el que muestra la
carta de colores. De acuerdo a esa interpretacion se logro establecer un resultado

positivo (+) o negativo (-) como se observa en la Fig. 1.
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PRUEBAS NEGATIVAS
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FIGURA 3. Resultado de las pruebas positivas y negativas para el sistema comercial
API® STAPH (BioMérieux).
Después del periodo de incubacion y comparar, con la carta de colores, los resultados

obtenidos en cada microtubo se colocaron en la hoja de resultados que suministra el
fabricante (Fig. 3).
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FIGURA 4. Ejemplo de la hoja de resultados de un sistema API®.

Los datos asi obtenidos pueden transformarse en un codigo de 7 digitos
denominado “perfil numérico” que resulta de la suma de los valores correspondientes
a las pruebas positivas asignados previamente en la planilla. EI codigo obtenido se
corresponderd a un determinado género o especie de acuerdo a la informacion
contenida en las bases de datos suministradas por el fabricante y que pueden

encontrarse disponibles en forma impresa y/o electronica.
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Determinacion de la coagulasa

Esta prueba se emplea para determinar y diferenciar especies dentro del género
Staphylococcus, asi como para probar la existencia de Staphylococcus aureus. Dicho
microorganismo tiene la capacidad de coagular dicha enzima. La coagulasa es un
factor de agregacion y constituye una prueba muy sensible y especifica para esta
bacteria. Esta proteina representa un importante factor de virulencia. La coagulasa
puede unirse al fibrindgeno y convertirlo en fibrina insoluble, la cual tiende a formar
depdsitos donde los Staphylococcus pueden agregarse. La prueba puede hacerse de
dos maneras: en portaobjeto, en la cual la solucion se ha tratado previamente con
acido etilendinitrilo tetraacético (EDTA) y plasma de conejo. Por otra parte, la prueba
se puede realizar en tubo, para lo cual se inoculan 0.5 ml de una dilucién de plasma
de conejo con la colonia sospechosa.(Zendejas-Manzo, Avalos-Flores & Soto-Padilla,
2014)

Determinacién de la catalasa

Seguidamente, al observar la presencia de cocos Gram positivos se realizd la
prueba clave para este grupo de microorganismos “prucba de la catalasa”,
permitiendo diferenciar las catalasas positivas de las catalasas negativo, siendo de
interés para efectos de esta investigacion las bacterias catalasa positivas
correspondientes al género Staphylococcus.

Se utiliza para probar la capacidad del microorganismo para producir la enzima
catalasa, la cual facilita la conversion de perdxido de hidrdégeno en agua y oxigeno,
siendo de utilidad para evitar la formacion de radicales toxicos por el sistema de la

mieloperoxidasa en las células fagociticas. La prueba es positiva cuando la bacteria
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reacciona produciendo la liberacion de burbujas, que es la caracteristica dada por la

descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno.(Zendejas et al., 2014)

Método del portaobjetos:

Es una prueba de rutina de la catalasa a temperatura ambiente. Procedimiento En
un portaobjetos se depositan una o dos gotas de agua oxigenada al 30% y se pone en
contacto con ella una colonia de los microorganismos a estudiar. La muestra se
recoge con el asa de siembra y se toma preferentemente el centro de una colonia pura
de 18-24 horas. Revelado Observar la formacion inmediata de una efervescencia
répida con desprendimiento de burbujas (resultado positivo). Desechar el portaobjetos
en un recipiente con desinfectante. Si se invierte el orden del método (extender la
colonia sobre el agua oxigenada) pueden producirse falsos positivos. Precauciones: Si
se utilizan para esta prueba cultivos procedentes de agar sangre, se debe tener la
precaucion de no retirar algo de agar con el asa al retirar la colonia ya que los
eritrocitos del medio contienen catalasa y su presencia dara un falso resultado

positivo.

Método del tubo de ensayo:

Agregar 1 ml de H202 al 3% directamente a un cultivo de agar densamente

inoculado. Observar la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo).
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Identificacion de factores de virulencia

Determinacion de la ureasa

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 urea. Cualquiera de ellos se inocula y se
incuba a 35°C durante 18-24 horas (Konemanet al., 2008).

Produccion de hemolisina

Se determind en placas de agar sangre, incubada en una atmoésfera de 5% de
COy, a 35 °C. La formacion de una zona de hemdlisis alrededor de las colonias

aisladas se interpreta como una prueba positiva.

Produccién de DNasa

Se determind en placas de agar DNA, se incubo durante 48 h a 35° C, con el
objetivo de detectar la produccion de pequefias cantidades y se revelo con &cido

clorhidrico 1N, el aclaramiento del medio alrededor de la estria se considerd positivo.
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Produccion de Biofilm o Bipelicula

Método de tubo: Descrito por Christensen et al.1982 Método cualitativo en la
deteccion de biofilm. Se incuba el microorganismo estudiado en 10 mL de medio de
caldo de soya trupticasa con 1% de glucosa en tubos. Se incuba a 37°C por 24 hrs.
Posterior a incubacién, los tubos se decantas y lavan con sol salina buffer fosfato
(pH7.3) y se seca. Se tifien los tubos con cristal violeta (0.1%) EIl exceso de tincion se
lava con agua desionizada, Se secan los tubos y se invierte su posicion. Se considera
formacion de biofilm positivo cuando se visualiza una pelicula en la pared en el
fondo del tubo. La cantidad de biofilm formada se mide como 1- débil/ninguna, 2-

moderada y 3- alta/fuerte. El experimento se realiza en triplicado.

Disefno de Analisis

Los resultados de esta investigacion fueron analizados a través del enfoque
cuantitativo. Tal como lo propusieron Palella y Martins (2010), se recolectaron los
datos relacionados con el problema de investigacion: en relacion a la deteccion de
Staphylococcus coagulasa negativa en el tracto genital masculino. En tal sentido, los
datos obtenidos fueron medidos numéricamente y se interpretaron mediante técnicas

estadisticas.
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Pruebas de identificacion

Cepas de SCN procedentes de ﬁl’l_‘w\\,:

espermocultivos de pacientes que \ '
asisten al CEDIEG con diferentes k- \\'\ =
patologias en el tracto reproductor Reactivacion
masculino.
Caldo BHI 37°C U
Prueba de la catalasa Prueba de la coagulasa Fermentacion del manitol

(+) -v -)Staphylococcus .
Staphylococcusk: (+) Amarillo: S. aureus
aureus Coagulasa
(+)Staphylococcus sp negativa (-) Rosado: Staphylococcus

coagulasa negativa

Figura 5. Pruebas bioquimicas convencionales para el aislamiento de cepas de

Staphylococcus coagulasa negativa
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Produccién de hemolisina

l

Inoculacion de SCN mediante &\T
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18 a 24 horas
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como una prueba positiva.

FIGURA 6. Produccion de hemolisinas utilizando placas de agar sangre.
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Produccién de DNAsa
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FIGURA 7. Produccion de DNAsa utilizando un medio adecuado para su identificacion.
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Produccién de Ureasa

Inoculacion de SCN
mediante estria en la
superficie inclinada

Agar urea de Christensen.

Se incuba a 37°C durante

24 horas

Las bacterias que
hidrolizan la urea hacen
que el medio de cultivo
tome color fucsia,
considerandose como
positiva la prueba.

FIGURA 8. Produccion de Ureasa utilizando un medio adecuado para su identificacion.
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Formacion de Biofilm

Inoculacion de SCN.

Se incuba a 37°C por 24 hrs. se decanta y lavan con sol
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FIGURA 9. Formacion de Biofilm utilizando un medio adecuado para su identificacion.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

En el Laboratorio de Investigaciones Bacterioldgicas “Dr Roberto Gabaldon™.
Adscrito al departamento de bacteriologia y parasitologia, de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis de la Universidad de los Andes, se procesaron 9 cepas de SNC, que
cumplian con los criterios de inclusion provenientes del Centro Diagndstico de
Infertilidad y Enfermedades Ginecolégicas CEDIEG, las cuales se estudiaron y
analizaron utilizando diferentes metodologias, con el fin de desarrollar los objetivos

del presente trabajo de investigacion.

En la identificacion de especie, realizada previamente por Mendoza, Suéarez H
y Velasco 2018, se obtuvo una prevalencia de Staphylococcus epidermidis (44,44%),
seguido por Staphylococcus caprae (22,22%), Staphylococcus haemolyticus
(11,11%), Staphylococcus schleiferi (11,11%) vy Staphylococcus lugdunensis
(11,11%), las muestras provenian del tracto genitourinario y tracto genital masculino,

dichas muestras fueron identificadas mediante la Galeria Api 20Staph (Tabla N°7).
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Tabla N° 7: Identificacidbn de especie de Staphylococcus coagulasa negativo,

provenientes del tracto genital masculino.

N° de Cepa Fecha de Especie
procedencia

692 19/09/2018 Staphylococcus caprae

898 05/11/2018 Staphylococcus
haemolyticus

4780 30/06/2018 Staphylococcus caprae

3538 21/07/2018 Staphylococcus schleiferi

3983 11/06/2018 Staphylococcus
epidermidis

698 17/09/2018 Staphylococcus
lugdunensis

373 17/07/2018 Staphylococcus
epidermidis

1792 27/10/2018 Staphylococcus
epidermidis

1781 25/10/2018 Staphylococcusepidermidis

Fuente: Mendoza, Suarez y Velasco, 2018.
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Referente a las pruebas confirmatorias, en la prueba de la catalasa se observd
que 9/9 (100%)de las muestras dieron resultados positivos confirmando el
crecimiento puro de cepas pertenecientes al género Staphylococcus, mientras que para
la prueba de la coagulasa 9/9 (100%) de las muestras arrojaron resultado negativo

demostrando la presencia de Staphylococcus coagulasa negativo.(Tabla N° 8).

Continuando con la determinacion de los factores de virulencia, el 100% de
las muestras arrojaron resultado negativo para la produccién de DNasa y
Hemolisinas, mientras que para la produccion de Ureasa se obtuvo que el 77,77% de
las muestras dieron negativo y el 22,22% mostraron resultados variables (Tabla N°
9).

En relacion a la produccion de Biofilm o biopelicula por las cepas de SCN,
provenientes de patologias del tracto genital masculino, de los pacientes que asisten a
la consulta del CEDIEG, el 55,5 % de las cepas, presentaron produccion de
Biopelicula segin el método cualitativo de tubo, alta o fuerte , 22,2% moderada y
22,2 % restante no produjo o muy débil. En cuanto a la especie de SCN que mas
estuvo relacionada con la produccion de Biofilm esta S. epidermidis con un
porcentaje del 57,14% , que corresponde a 4 cepas, de las 7 que verdaderamente

formaron bipelicula.(Tabla N° 10.)
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Tabla N° 8: Pruebas microbioldgicas confirmatorias catalasa y coagulasa

Negativo proveniente del tracto genital masculino.

N° de Especie de Catalasa  Coagulasa
Cepa SNC
692 Staphylococcus caprae Positivo Negativo
898 Staphylococcus Positivo Negativo
haemolyticus
4780 Staphylococcus caprae Positivo Negativo
3538 Staphylococcus schleiferi Positivo Negativo
3983 Staphylococcus Positivo Negativo
epidermidis
698 Staphylococcus Positivo Negativo
lugdunensis
373 Staphylococcus Positivo Negativo
epidermidis
1792 Staphylococcus Positivo Negativo
epidermidis

1781 Staphylococcusepidermidis  Positivo Negativo

ATCC S. aureus sub esp. aureus Positivo Positivo
25923

Fuente: Alviarez, Suarezy Torres, 2018.
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Tabla N° 9: Factores de Virulencia en cepas de Staphylococcus coagulasa negativo

provenientes del tracto genital masculino.

N° de Especie DNasa Hemolisina Ureasa
Cepa
692 Staphylococcus caprae Negativo  Negativo  Positivo(débil)
898 Staphylococcus Negativo  Negativo Negativo
haemolyticus
4780 Staphylococcus caprae Negativo  Negativo Negativo
3538 Staphylococcus schleiferi  Negativo ~ Negativo  Positivo(débil)
3983 Staphylococcus Negativo  Negativo Negativo
epidermidis
698 Staphylococcus Negativo  Negativo Negativo
lugdunensis
373 Staphylococcus Negativo  Negativo Negativo
epidermidis
1792 Staphylococcus Negativo  Negativo Negativo
epidermidis
1781  Staphylococcusepidermidis Negativo ~ Negativo Negativo
ATCC ATCC 25923 Negativo Positivo Negativo
25923 (Beta)

Fuente: Alviarez, Suarezy Torres, 2018.
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Tabla N° 10. Produccion de Biofilm en cepas de Staphylococcus coagulasa negativo

provenientes del tracto genital masculino.

N° de Cepa Especie de Biofilm Biofilm
SCN ler Tubo  2do Tubo
692 Staphylococcus caprae 3 3
898 Staphylococcus 3 3
haemolyticus
4780 Staphylococcus caprae 1 1
3538 Staphylococcus schleiferi 1 1
3983 Staphylococcus 2 2
epidermidis
698 Staphylococcus 2 2
lugdunensis
373 Staphylococcus 3 3
epidermidis
1792 Staphylococcus 3 3
epidermidis
1781 Staphylococcusepidermidis 3 3
ATCC S. aureus sub esp.Aureus 1 1
25923

1: Debil 0 ninguna, 2: Moderada, 3: Alta/fuerte.
Fuente: Garcia-Diego P. 2013; Alviarez, Suarez y Torres, 2018.
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Discusién

Un gran numero de bacterias puede colonizar el tracto reproductivo masculino
y desencadenar procesos infecciosos con mdltiples consecuencias como la
infertilidad, por ello es importante, los objetivos planteados en este trabajo de
investigacion que permiten determinar la presencia de SCN productores de diferentes
factores de virulencia como agente causal de infecciones en el hombre, para
contribuir al diagnostico, tratamiento y prevencion de las mismas. Es importante
mencionar que en paises en vias de desarrollo como el nuestro, la identificacion del
género Staphylococcus se realiza en la mayoria de los laboratorios de microbiologia,
con pruebas sencillas de identificacion como la catalasa, uso del manitol salado, y con
la prueba de coagulasa en tubo; si ésta es positiva se informa como S. aureus y si
resulta negativa se identifica como SCN. Sin embargo, debido al aumento de las
infecciones producidas por estos microorganismos, se deberian identificar a nivel de
especie, por lo menos los méas frecuentemente asociadas con patologias. Coincidimos
con numerosos trabajos que han enfatizado la importancia de realizar identificacion
de especie en todo aislado que se considere significativo, por lo que se propone la
implementacion del método simple y econdmico, que utiliza medios con lo que
habitualmente cuentan los laboratorios de microbiologia y que permite diferenciar las
especies mas frecuentemente implicadas en infecciones como son S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. lugdunensis e inclusive, S. capitis subesp.capitis. Las demas especies
como S. hominis, S. warneri, S simulans y S. capitis subesp. ureolyticus son mas
dificiles de identificar por esquemas simples, pues dan variables a algunas de las
pruebas y muchas veces son necesarias otras pruebas suplementarias. En esta

investigacion, se estudié 9 muestras que cumplian con los criterios de inclusién
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provenientes del Centro Diagnostico de Infertilidad y Enfermedades Ginecoldgicas
CEDIEG, con la finalidad de realizar su identificacion a nivel de especie, empleando
el método comercial miniaturizado API® STAPH. La identificacion arrojé cinco
especies siendo Staphylococcus epidermidis (44,44%), seguido por Staphylococcus
caprae (22,22%), Staphylococcus haemolyticus (11,11%), Staphylococcus schleiferi
(11,11%) y Staphylococcus lugdunensis (11,11%), este resultado es consistente con
lo reportado en la literatura, al respecto Ortega et al (2019) en un estudio realizado de
infecciones de prétesis articulares en un hospital ortopédico de México, observaron
que las especies mas frecuentes de SCN fueron S. epidermidis (82%) y S. hominis
(80%). En este estudio nuestros hallazgos coinciden con numerosos trabajos que
reportan a S. epidermidis como el SCN més frecuentemente implicado en infecciones,
seguido por S. haemolyticus. S. lugdunensis fue identificado en 11% de las cepas,
frecuencia gue consideramos alta cuando la comparamaos con lo reportado por estos
mismos autores, de 3 a 6%. Esta especie esta reportdndose cada vez con mayor
frecuencia 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
sefialada 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 otros SCN. 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 aln subestimada e incluida dentro del grupo de los SCN no
identificados, o identificado como S. aureus, debido a que comparte con este Gltimo,
la capacidad de producir coagulasa ligada y la similitud de sus colonias. En
frecuencia de aislamiento sigue S. capitis subesp. capitis, frecuencia comparable a lo
encontrado por otros autores, quienes lo reportan como causante de infecciones

varias, abscesos y endocarditis. Como era de esperarse, las demdas especies, S.
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warneri, S. caprae, S. hominis subespecie hominis y S. simulans, fueron aisladas en
baja frecuencia; existen, en cambio, reportes que revelan un aumento de S. hominis y
S. warneri como causantes de bacteriemia e infecciones intrahospitalarias. No se
obtuvo aislamiento de S. schleiferi, que, si bien no es frecuente, comparte con S.
lugdunensis la capacidad de producir coagulasa unida e infecciones similares a las de
S. aureus (Farifia N et al. 2013).

Referente a las pruebas confirmatorias, en la prueba de la catalasa se observé que
9/9 (100%)de las muestras dieron resultados positivos confirmando el crecimiento
puro de cepas pertenecientes al género Staphylococcus, mientras que para la prueba
de la coagulasa 9/9 (100%) muestras arrojaron resultado negativo demostrando la
presencia de Staphylococcus coagulasa negativo.(Farifia N et al. 2013).En relacion a
los métodos de identificacion del género Staphylococcus se realiza en la mayoria de
los laboratorios de microbiologia, con la prueba de coagulasa en tubo; si ésta es
positiva se informa como S. aureus y si resulta negativa se identifica como SCN. Sin
embargo, debido al aumento de las infecciones debidas a estos agentes se los deberia
identificar a nivel de especie, por lo menos a las méas frecuentemente asociadas con
patologias. Coincidimos con numerosos trabajos que han enfatizado la importancia de
realizar identificacion de especie en todo aislado que se considere significativo, por lo
que se propone la implementacion del método simple y economico, que utiliza
medios con lo que habitualmente cuentan los laboratorios de microbiologia y que
permite diferenciar las especies mas frecuentemente implicadas en infecciones como
son S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensise inclusive,S. capitis sub

especie capitis.

En relacion a los factores de virulencia, el 100% de las muestras arrojaron

resultado negativo para la produccion de DNasa y Hemolisinas, mientras que para la
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produccién de Ureasa se obtuvo que el 77,77% de las muestras dieron negativo y el
22,22% mostraron resultados variables, las cuales fueron S. caprae (11,11%) y S.
schleiferi. En consiguiente, (Farifia N et al. 2013).Si bien la prueba de ADNasa,
utilizada para la identificacion de especies de Staphylococcus es negativa para S.
lugdunensis como para S. haemolyticus con incubacion de 24 h, al estudiar ALDNasa
como un factor de virulencia, con una incubacion prolongada de 48 h, se encontro
que todos los aislados, tanto de S. lugdunensis como de S. haemolyticcus, produjeron
ADNasa, observandose una produccion menor con respecto a S. aureus.En relacion a
la produccion de Biofilm o biopelicula por las cepas de SCN, provenientes de
patologias del tracto genital masculino, de los pacientes que asisten a la consulta del
CEDIEG, el 55,5 % de las cepas, presentaron produccion de Biopelicula segun el
método cualitativo de tubo, alta o fuerte , resultando: 22,2% moderada y 22,2 %
restante no produjo o muy débil. En cuanto a la especie de SCN que mas estuvo
relacionada con la produccion de Biofilm esta S. epidermidis con un porcentaje del
57,14%, que corresponde a 4 cepas, de las 7 que verdaderamente formaron
biopelicula. Por otro lado, Farifia et al. 2013, ademé&s determinaron la expresion de
varios factores de virulencia en los aislados clinicos de SCN como la produccién 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 615 y 46,2%,
respectivamente. S. lugdunensis sélo fue positiva para la produccion de lipasa en 60%
y ningun aislado produjo lecitinasa. La nucleasa de tipo ADNasa se detectd en 100%
de las cepas de S. haemolyticus y de S. lugdunensis.En consiguiente (Ortega et al.
2019) Finalmente sugieren que la identificacién a nivel de especie sea una préactica
habitual en los laboratorios de rutina de microbiologia clinica, incluso los que no

cuentan con equipos automatizados de identificacién, para ayudar a valorar a esta
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bacteria en su justa medida. Encontramos que la produccion de biopelicula es uno de
los més importantes, especialmente en S. epidermidis, causante de infecciones de
implantes de dispositivos médicos, lo cual estd directamente relacionado a la
capacidad que posee de expresar adhesinas y formar multicapas de biopelicula en
cuerpos extrafios como superficies lisas de plastico, catéteres, valvulas cardiacas

protésicas y marcapasos.

Ortega et al. En el 2019 sefialaron en su investigacion que los factores de
virulencia que han sido identificados en SCN son la produccién de biopelicula y la
resistencia antimicrobiana. Con respecto a la produccion de biopelicula, los estudios
han demostrado que puede variar entre especies e intraespecie. En nuestros
aislamientos de S. epidermidis encontramos variaciones de produccién de biopelicula,
e inclusive hubo mas casos de aislamientos no productores de biopelicula que de
aislamientos productores de biopelicula (p = 0.0021), y esta fue la Gnica especie que
produjo biopelicula de nivel fuerte. Los cinco casos de aislamiento de S. hominis
fueron mas consistentes, ya que todos fueron productores de biopelicula de nivel
débil.

Lasa et al. en el 2005, encontraron que a formacion de biofilms representa un
problema para aquellos pacientes que requieran un implante. Los microorganismos
del biofilm son muy dificiles de tratar con agentes antimicrobianos y la liberacion de
bacterias desde el biofilm puede provocar una infeccion, sobre todo si el paciente esta
inmunocomprometido. Es necesario desarrollar nuevos métodos para detectar la
presencia de biofilms en el implante y nuevos métodos para evaluar la respuesta
frente a las estrategias de control. Finalmente, necesitamos desarrollar nuevas
estrategias de control que en combinacién con los antibiéticos nos ayuden a combatir
biofilms ya formados. Todos los esfuerzos dirigidos a la identificacién de genes que

66



sean necesarios para la formacién del biofilm, la busqueda de enzimas capaces de
degradar especificamente la matriz polisacaridica del biofilm, métodos fisicos como
ultrasonidos que perturben la estabilidad de la matriz o los estudios dirigidos a
descifrar los patrones de expresion génica entre las bacterias plactonicas y las
bacterias del biofilm deben de ser considerados como fuente de posibles estrategias
qgue nos ayudaran a comprender y combatir mejor las infecciones producidas por

biofilms bacterianos.

En cuanto a la formacion de biopelicula como factor de virulencia de los
estafilococos mediante su adherencia y colonizacion de células, tejidos y materiales
inertes, su determinacién in vitro en cepas clinicas ha evolucionado e incluye desde
métodos poco reproducibles, como el agar de rojo Congo, hasta los métodos
espectrofotométricos semicuantitativos sobre superficies inertes. EI método empleado
en el presente trabajo presenté una buena reproducibilidad y permitié establecer en
los dos grupos tres niveles de formacion de biopelicula, predominantemente el
moderado. En diversos estudios se ha demostrado que tanto S. aureus como y los
Staphylococcus coagulasa negativa de origen clinico tienen la misma capacidad de
formar biopelicula. En cepas clinicas de S. aureus, resistentes y sensibles a meticilina
se ha detectado un nivel moderado de formacion de biopelicula, en menor medida, un
nivel alto, y en muy pocas cepas, un nivel bajo, sin que se pudiera establecer una
correlacion entre la resistencia a la meticilina y la capacidad de produccion de
biopelicula. Las cepas de S. aureus aisladas de la piel de pacientes presentaron una
mayor capacidad de producir biopelicula, hecho que favoreceria las condiciones para
la colonizacion y la persistencia en el humano si se considera que se trata de uno de
los principales microorganismos de la microbiota de la piel. EI operdn ica es un
elemento importante en la formacion y acumulacion de biopelicula; consta de cuatro

genes que codifican para la adhesina intercelular de polisacarido de las bacterias. En
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este estudio se encontrd que el 91 % de las cepas del grupo de S. aureus y el 92 % de
las del grupo de Staphylococcus coagulasa negativa presentaron los genes icaADBC.
La capacidad de formar biopelicula depende, en parte, de la actividad del locus
icaADBC vy del gen icaR implicados en la produccién de la adhesina intercelular de
polisacarido la cual es necesaria funcionalmente para la adherencia entre células y
para la acumulacién de biopelicula. Estos resultados coinciden con los de otro
estudio, en el que se obtuvo una alta frecuencia de genes icaADBC en todos los
aislamientos clinicos. Aunque esta adhesina es un factor muy importante en la
formacion de biopelicula, se identificaron cepas que no codificaron para los genes
icaADBC vy, por lo tanto, no sintetizan el polisacarido. Este resultado no implica que
no tengan la capacidad de formar biopelicula, sino que otros genes no incluidos en el
estudio citado, como el SigB , el SarA y el LuxS, que también participan en la

produccién de biopelicula, podrian estar implicados. (Garcia et al, 2019).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las especie de SNC aisladas con maés frecuencia en cepas provenientes de
pacientes con diferentes patologias del tracto genital masculino mediante el
diagnéstico microbioldgico convencional, son Staphylococcus epidermidis
(44,44%), seguido por Staphylococcus caprae (22,22%), Staphylococcus
haemolyticus (11,11%), Staphylococcus schleiferi (11,11%) y Staphylococcus
lugdunensis (11,11%),

La produccién de factores de virulencia en cepas de Staphylococcus coagulasa
negativo procedentes de pacientes con diferentes patologias del tracto genital
masculino en el Laboratorio de Investigaciones bacteriologicas “Roberto
Gabaldon” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, del 100% de las
muestras arrojaron resultado negativo para la produccion de DNasa y
Hemolisinas, mientras que para la produccion de Ureasa se obtuvo que el
77,77% de las muestras dieron negativo y el 22,22% mostraron resultados
indeterminado.

El 55,5 % de las cepas, presentaron produccion de Biopelicula segun el
método cualitativo de tubo, alta o fuerte, 22,2% moderada y 22,2 % restante

no produjo o muy débil.
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Recomendaciones
Con este estudio contribuimos al conocimiento de un patégeno emergente
que puede causar enfermedades graves, muchas veces dificil de erradicar.
Proponemos que la identificacion a nivel de especie sea una practica
habitual en los laboratorios de rutina de microbiologia clinica, incluso los
gue no cuentan con equipos automatizados de identificacion, para ayudar a
valorar a esta bacteria en su justa medida.
La investigacion fue limitada por la situacién econdmica actual que vive el
pais de manera general, afectando la utilizacion de los insumos necesarios
para la realizacién de pruebas mas avanzadas, recomendando a futuros
estudios buscar apoyo de organismos publicos y privados, para aportar
mayores conocimientos en el area de microbiologia, significando un
avance intelectual para las Escuelas de Bioanalisis del pais.
Realizar un diagnostico microbioldgico certero y oportuno es fundamental
para conocer la incidencia y las posibles estrategias terapéuticas para los
pacientes.
Tener precaucion con el contacto y la consecuente dispersion de
patdgenos resistentes.
Para trabajos posteriores, el CLSI del 2020 indica sustituir el nombre de
Staphylococcus coagulasa negativo por Staphylococcus sp.
Se recomienda realizar otras pruebas confirmatorias, ya sea por
microscopia electrénica o por medicion de absorbancia.
Se debe resaltar la importancia de estudiar con mayor profundidad los

procesos infecciosos e inflamatorios que se dan a nivel del tracto

70



masculino, esto nos ayudaria a comprender ain mas los factores

implicados en el éxito reproductivo.
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