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Resumen

Introduccion: Staphylococcus saprophyticus es un patdogeno
frecuente de infecciones urinarias y suele ser susceptible a los
antimicrobianos de primera linea. Por ello, las guias CLSI no
recomiendan realizar antibiogramas rutinarios para esta especie.
Objetivo: Evaluar la susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos
de aislados urinarios de S. saprophyticus, determinar la frecuencia
de resistencia a oxacilina y detectar la presencia del gen mecA.
Meétodos: Se analizaron 140 aislados de S. saprophyticus mediante el
método de difusion en disco de Kirby-Bauer segiin normas del CLSI.
Se ensayaron penicilina, cotrimoxazol, ciprofloxacina, gentamicina,
nitrofurantoina y cefoxitina como predictor de resistencia a oxacilina.
La deteccion del gen mecA se realizo por RPC en aislados resistentes
a oxacilina por difusion. Resultados: Las tasas de resistencia fueron
de 29,2% (41/140) para penicilina, 6,4% (9/140) para oxacilina y
14% (17/140) para cotrimoxazol; 1,4% (2/140) dio intermedio frente
a este ultimo antimicrobiano. El 100% de los aislados fue sensible
a nitrofurantoina, ciprofloxacina y gentamicina. Se detect6 el gen
mecA en todos los aislados resistentes a oxacilina. Conclusion: El
aumento de la resistencia a penicilina, oxacilina y cotrimoxazol
refuerza la importancia de la vigilancia continua de la sensibilidad
de S. saprophyticus para guiar terapias empiricas y prevenir fallos
en el tratamiento.
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Abstract

Background: Staphylococcus saprophyticus is a common pathogen
in urinary tract infections and is generally susceptible to first-line
antimicrobials. Therefore, CLSI guidelines do not recommend routine
antibiograms for this species. Aim. To assess the in vitro sensitivity
of urine isolates of S. saprophyticus to antimicrobials, ascertain the
resistance rate to oxacillin, and detect the presence of the mecA4 gene.
Methods: 140 isolates of S. saprophyticus were analyzed using the
Kirby-Bauer disk diffusion method according to CLSI standards.
Penicillin, cotrimoxazole, ciprofloxacin, gentamicin, nitrofurantoin,
and cefoxitin were tested as predictors of resistance to oxacillin.
Detection of the mecA gene was performed by PCR in oxacillin-
resistant isolates by diffusion. Results: Resistance rates were 29.2%
(41/140) for penicillin, 6.4% (9/140) for oxacillin, and 14% (17/140)
for cotrimoxazole. 1.4% (2/140) showed intermediate resistance to
cotrimoxazole. 100% of the isolates were sensitive to nitrofurantoin,
ciprofloxacin, and gentamicin. The mecA gene was detected in all
oxacillin-resistant isolates. Conclusion: The increase in resistance to
penicillin, oxacillin, and cotrimoxazole underscores the importance
of continuous monitoring of S. saprophyticus susceptibility to guide
empirical therapies and prevent treatment failures.

Keywords: Staphylococcus saprophyticus; urinary tract infection;
antibiotic resistance; oxacillin; methicillin; mecA gene
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Introduccion

taphylococcus saprophyticus, es uno de los mas
importantes agentes causales de infecciones no
complicadas del tracto urinario en mujeres se-
xualmente activas y solo superadas por Escherichia coli
en esta poblacion'?. Forma parte de la microbiota que
coloniza el recto, la uretra, cérvix y tracto gastrointestinal,
no produce coagulasa ni hemolisinas, no reduce nitrato
a nitrito y presenta resistencia a novobiocina®. Expresa
adhesinas (Aas, Ssp, UafA, UafB, Sdrl, Sssf), que faci-
litan la union al epitelio vesical, lo que es esencial para
colonizar la vejiga y el rifidon; ademas posee otros factores
de virulencia como la capacidad de producir capsula,
ureasa y biopeliculas, los que aumentan su capacidad de
adherencia, evasion a la respuesta inmune y resistencia
al tratamiento antimicrobiano®>

A diferencia de otros estafilococos coagulasa negativa
se ha caracterizado por presentar buena sensibilidad a
los antimicrobianos activos contra microorganismos
grampositivos®’. Sin embargo, publicaciones recientes
han revelado aumento de resistencias a algunos antimicro-
bianos como penicilina, cotrimoxazol, aparicion de cepas
resistentes a meticilina y aumento de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de cefotaxima®'®

En un estudio anterior realizado en el periodo com-
prendido entre 2002 y 2004 se ha detectado muy buena
sensibilidad a todos los antimicrobianos obteniéndose
98% de sensibilidad a penicilina y todos los aislados
fueron sensibles a meticilina®.

En Paraguay ni en la Region se dispone de datos actua-
lizados de la sensibilidad de S. saprophyticus; tampoco
se conoce la frecuencia del gen mecA en estos aislados.

Es objetivo de este estudio vigilar la susceptibilidad
in vitro a antimicrobianos de S. saprophyticus aislados
de urocultivo, determinar la frecuencia de la resistencia
a oxacilina y evaluar la presencia de gen mecA en estos
aislados.

Materiales y Métodos

Se realizd un estudio observacional, descriptivo,
prospectivo, con muestreo de casos consecutivos desde
agosto de 2018 a julio de 2025, donde se estudiaron los
aislados de S. saprophyticus provenientes de muestras de
orina de pacientes adultos que concurrieron al Laboratorio
San Roque, de Asuncidn, Paraguay, con pedido médico
para estudio de urocultivo.

Se realizd el examen microscopico del sedimento
urinario, y la determinacion de pH y nitritos mediante
tiras reactivas siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las muestras fueron cultivadas utilizando técnicas
microbioldgicas convencionales, en agar eosina azul de

metileno y agar sangre de oveja al 5% e incubadas a 35°C.
Para la identificacion bacteriana se realizo coloracion de
Gram, prueba de catalasa, coagulasa, manitol, ureasa,
ADNasa y resistencia a novobiocina (5 pg) La confir-
macion de especie se realizo mediante la produccion de
acidos a partir de xilosa, manosa, arabinosa y sacarosa'’
Fueron incluidos los urocultivos con desarrollo de S.
saprophyticus y recuento mayor a 10.000 ufc/mL.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos

Fue realizada en agar Mueller-Hinton, seglin el méto-
do de difusion de discos de Kirby-Bauer, siguiendo las
recomendaciones y puntos de cortes del CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute). Se ensayaron discos
(Oxoid) de penicilina (10UI), cotrimoxazol (1,25/23,7
ug), ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), nitro-
furantoina (300 pg), y discos de cefoxitina (30 pg), este
ultimo como predictor de la resistencia a oxacilina'?.

Todos los aislados identificados como S. saprophyticus
fueron conservados en caldo cerebro corazon-glicerol
15% a —20°C para la realizacion de los estudios com-
plementarios de sensibilidad, como determinacion de la
CIM a oxacilina y deteccion del gen mecA por reaccion
de polimerasa en cadena (RPC).

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima

Se realizo la determinacion de la CIM a oxacilina por
el método Vitek 2%, a todos los aislados que por difusion
de disco resultaron ser resistentes a meticilina, siguiendo
el procedimiento estandarizado, segin recomendaciones
del fabricante.

Deteccion molecular del gen mecA

La caracterizacion genotipica fue realizada en el Dpto.
de Microbiologia del IICS, UNA. Los aislados identifica-
dos como S. saprophyticus y resistentes a meticilina por
métodos fenotipicos fueron sub cultivados en agar sangre
de cordero e incubados a 35°C por 24-48 horas. La extrac-
cion de ADN se realizo empleando kit comercial (Wizard
Genomic, Promega, Madison, E.U.A.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La deteccion del gen mecA
se llevo a cabo por RPC mediante la amplificacion del gen
mecA, empleando oligonucledtidos (Macrogen Inc., Seul,
Corea) y condiciones de ciclado descritos por Murakami
y cols. (1991), obteniéndose un producto de 533pb'. La
amplificacion fue realizada en termocicladores Veriti
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, E.U.A.).

La visualizacion de los productos de RPC se realizod
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (Invitro-
gen, Massachusetts, E.U.A.), mediante tincion con agente
intercalante Novel Green Plus de (BioHelix, Taipéi,
Taiwan) y utilizando marcador molecular de 50 pb (Jena
Bioscience, Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Alemania)
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para estimar el tamafio de los productos obtenidos. Los
resultados fueron analizados y registrados en formato de
fotos digitales.

Cepas de referencia

Fueron utilizadas cepas de referencia de la American
Type Culture Collection (ATCC), S. aureus ATCC 25923
para control de las pruebas de identificacion, pruebas de
sensibilidad y control negativo para el gen mecA, y S.
aureus ATCC 43300 como control positivo para el gen
mecA.

Gestion y andlisis de los datos

Los datos fueron consignados en una hoja de calculo
de Microsoft Excel y posteriormente analizados con el
paquete estadistico Epi Info version 7.2.5.0. Se utilizo
estadistica descriptiva como analitica. Se empled la
prueba de y?, considerando un valor de p < 0,05 como
estadisticamente significativo.

Aspectos éticos

Se respetaron los principios basicos de ética en inves-
tigacion. Los aislados de S. saprophyticus obtenidos en el
presente estudio provenian de pacientes que concurrieron
libremente y por indicacion médica a realizarse las
pruebas analiticas. Por tanto, el este estudio no conllevo
a la extraccién de muestras adicionales al paciente, ni
riesgo alguno para su salud. Los datos se obtuvieron de
una fuente secundaria, respetando la confidencialidad de
los pacientes.

Resultados

Durante el periodo de estudio de siete afios, se obtu-
vieron 140 urocultivos positivos para S. saprophyticus.
Todas estas muestras de orina dieron un resultado negativo
a la prueba de nitrito, y el pH estuvo en un rango de 5 a
8 con un valor medio de 6,3.

Los aislados identificados presuntivamente como S.
saprophyticus mediante las pruebas de catalasa, coagula-
sa, manitol, ureasa, ADNasa y resistencia a novobiocina
fueron confirmados con las pruebas de azlicares (sacarosa
positiva, manosa, arabinosa y xilosa negativas).

Los aislados procedian de mujeres, de edad compren-
dida entre 18 a 86 afos, con una edad media de 35 y una
mediana de 34 aflos.

La distribucion de los aislados de S. saprophyticus por
rango de edad se presenta en la Tabla 1. El grupo de 26 a
35 afos es el de mayor frecuencia, seguido por el grupo de
<25 afios y la suma de los tres primeros grupos representa
87,5% del total. En mayores de 55 afios, la frecuencia
disminuyé marcadamente. Se observa una asociacion
significativa entre de S. saprophyticus y la edad.

La frecuencia de aislados de S. saprophyticus segin
las estaciones del ano se muestra en la Figura 1. Se evi-
dencia un notable incremento de los aislamientos de S.
saprophyticus en las estaciones de invierno (41%), segui-
do de otofio (33%), totalizando en las dos estaciones el
74% de los casos. A su vez, los meses en que se registraron
el mayor numero de aislamientos fueron junio, seguido
de julio y en tercer lugar mayo, con 25,7; 20,7; y 12,9%,
respectivamente.

En la Figura 2 se observa la distribucion de resistencia
de S. saprophyticus a los antimicrobianos ensayados. Se
obtuvo 41 (29,2%) de aislados resistentes a penicilina, 9
(6,4%) resistentes a oxacilina, 17 (14%) mostro resistencia
a cotrimoxazol y 2 (1,4%) dio intermedio a este Gltimo
antimicrobiano. Todos los aislados resultaron ser sensibles
a nitrofurantoina, ciprofloxacina y gentamicina.

Los valores de CIM a oxacilina obtenida para los
aislados resistentes a meticilina fueron de >4 pg/mL para
8 aislados y 2 pg/mL para un aislado.

Todos los aislados resistentes a oxacilina por el método
de difusion con disco de cefoxitina, dieron positivos para
el gen mecA.

Microbiologia Clinica

Tabla 1. Distribucion de S. saprophyticus por grupo etario

Grupo etario (anos) N° de aislados Porcentaje
<25 36 28,1%
26-35 42 32,8%
36-45 34 26,6%
46-55 15 11,7%
56-65 9 7.0%
> 66 4 3,1%
p < 0,001.
Figura 1. Frecuencia de

aislados de S. saprophyticus
segun estaciones del ano;
p < 0,001.
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En la Figura 3 se muestra el resultado de RPC para
la deteccion molecular de seis muestras, carriles 4 al 9,
las que fueron consideradas positivas por deteccion de
producto de RPC del tamaiio esperado para el gen mecA
(533pb).

Discusion

La infeccion del tracto urinario por S. saprophyticus
sigue siendo una infeccion prioritaria en mujeres jovenes y
adultas, y la gran mayoria ocurre en mujeres sexualmente
activas' En el presente trabajo, 87,5% de los aislados
procedieron de mujeres menores de 45 afios, y se observo
una marcada disminucion de la frecuencia en mayores
de 55 afios.

Cabe destacar una notable variacion de frecuencia de
aislamiento de S. saprophyticus en relacion a los meses del
afio. Se registrd un aumento significativo del nimero de
casos en invierno y otofio, especialmente en los meses de
mayo, junio y julio. Esta variacion estacional ya habia sido
observada por otros autores como Lathan y cols., quienes
reportaron mayor nimero de aislamientos a finales de
verano y en otoflo, Orden Martinez y cols., observaron
un incremento de los casos entre junio y noviembre, que
corresponderia igualmente a las estaciones de verano
y otofio en Madrid, donde tuvo lugar el estudio'>!¢. En

L
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cambio en Iran se reportd mayor frecuencia en verano,
68,6% de los casos'’.

Coincidimos con Raz y cols., quienes explican que
la variacion estacional en la incidencia de la infeccion,
podria ser debida, a que la colonizacion gastrointestinal
ocurre principalmente durante la estacion de la gas-
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Figura 2. Frecuencia de resistencia de S. saprophyticus.
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Figura 3. Reaccion de polimerasa en cadena para la deteccion del gen mecA. Electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Carriles: 1) Marcador de peso molecular de 50 pb;
2) Control negativo (H,0); 3) Control positivo para el gen mecA (533pb) Carriles 4 al 9) Muestras 4, 5, 6, 7, 8 y 9, respectivamente.
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troenteritis bacteriana, en verano y principio de otofio,
lo que llevaria al aumento de casos de infecciones
posteriormente'*.

Es importante resaltar, que en las infecciones urina-
rias por S. saprophyticus, la prueba de nitrito en la orina
es negativa, debido a que esta bacteria no reduce nitrato
a nitrito y, por lo tanto, un diagndstico de infeccion
urinaria basada en la prueba de nitritos podria pasar
por alto las infecciones del tracto urinario causadas
por S. saprophyticus. E1 100% de las muestras de orina
resultaron negativas a la prueba de nitrito en nuestro
estudio. En cuanto al pH urinario, la mayoria de los casos
de infecciones urinarias por S saprophyticus tienden
hacia la alcalinidad, debido a la produccion de ureasa y
descomposicion de urea a amoniaco que eleva el pH, y
favorece la persistencia de la infeccion; sin embargo, la
alcalinidad que confiere a las orinas es débil en relacion a
especies de Proteus*, el valor medio del pH de las orinas
estudiadas fue de 6.3.

Staphylococcus saprophyticus mantiene excelente
susceptibilidad a ciprofloxacina, nitrofurantoina y genta-
micina, como se habia reportado en Paraguay dos décadas
atras’, y coincidente con numerosos otros estudios!'®!8-2¢
En cambio, se observo un incremento de resistencia
frente a los demas antimicrobianos analizados; penicilina,
oxacilina y cotrimoxazol.

Frente a penicilina, S. saprophyticus mostré un
significativo aumento de la frecuencia de resistencia,
en relacion al estudio realizado anteriormente, desde
2 a29,2%?. En las diferentes regiones geograficas, se
han reportado valores muy variables de resistencia a
penicilina. En Latinoamérica, hemos encontrado un
solo estudio relativamente reciente, realizado en el
afno 2017 por Sousa y cols. en Rio de Janeiro, Brasil,
donde la resistencia a penicilina por método de difu-
sion fue de 16,4%; en dicho estudio solo un tercio de
los aislados provenian de muestras urinarias y habian
sido recolectadas con antelacion, entre 2005 y 2006,
el resto correspondia a aislados que provenian de la
microbiota y de muestras ambientales’. Un estudio
reciente realizado en Marruecos en aislados urinarios
menciona un porcentaje muy elevado de resistencia
a penicilina de 93,5%, mediante deteccion del gen
blaZ, y una producciéon de biopelicula en 89,1% de
los aislados".

En el presente estudio, por vez primera se ha detectado
en Paraguay, S. saprophyticus resistentes a meticilinay se
ha caracterizado genéticamente mediante la biisqueda del
gen mecA. Todos los aislados que dieron resistentes por
el método de difusion con el disco de cefoxitina fueron
confirmados con la deteccion del gen mecA, obteniendo
un valor de 6,4%. Valores comparables al del presente
estudio se han publicado recientemente, reportandose
frecuencias de 5,6 a 10,9% en estudios realizados en pai-

ses pertenecientes a distintos continentes como Oceania,
América y Africa?®?""°, como también un valor bastante
mas elevado, de 25% de resistencia, en Asia®

Asimismo, una tendencia al incremento de resistencia
de S. saprophyticus a cotrimoxazol se ha constatado, de
2% en el estudio anterior?, a 14% en el actual; ademas se
obtuvo en 1,4% de los aislados un valor intermedio. Los
resultados obtenidos deben alertarnos, debido a que este
antimicrobiano, junto con nitrofurantoina y ciprofloxa-
cina, son los recomendados para el tratamiento de las
infecciones urinarias por S. saprophyticus, sin necesidad
de realizar antibiograma de rutina. Con respecto a la
frecuencia de resistencia a cotrimoxazol, valores diversos
han sido publicados, desde frecuencias menores: 5%?',
6%"'%, 9%, y 13%", hasta frecuencia mayores, de 17%’.
en relacion a este estudio.

Si bien, en el presente trabajo solo se probaron
los antimicrobianos mas utilizados para infecciones
urinarias, es importante destacar que algunos autores
mencionan el notable incremento de resistencia de
S. saprophyticus a macrélidos'®!’; también se ha
reportado un aumento en la CIM de ceftriaxona para
S. saprophyticus sensibles a meticilina, con un rango
de 4 a> 32 mg/mL, valores bastante mas elevados que
los reportados para S. aureus sensibles a meticilina.
Ademas, se menciona en dicho estudio que un tercio
de los aislados eran provenientes de pielonefritis, por lo
que un importante nimero de pacientes habia recibido
tratamiento empirico inapropiado'’.

A pesar de que actualmente CLSI no recomienda el
antibiograma de rutina para S. saprophyticus, el presente
trabajo revela la importancia de continuar con la vigilan-
cia de la sensibilidad de este uropatdogeno, que permita
actualizar el tratamiento empirico de las infecciones
urinarias no complicadas debidas a S. saprophyticus, de
manera de prevenir fallas en el tratamiento, considerando
que uno de los antimicrobianos recomendados, cotri-
moxazol, tiende a perder su eficacia como tratamiento
empirico en Paraguay.

Por otra parte, el aumento de la resistencia a oxaci-
lina, exige una evaluacion periddica de la resistencia a
meticilina, ya que los aislados resistentes a meticilina
son inactivos a aminopenicilinas, con o sin inhibidores,
a cefalosporinas y a carbapenemes'? y segun las guias®
podrian complicar el tratamiento de infecciones mas
graves y bastante frecuentes como la pielonefritis causada
por S. saprophyticus'>.

Basados en los resultados del trabajo, se puede concluir
que el tratamiento empirico segiin lo recomendado con
nitrofurantoina, cotrimoxazol y ciprofloxacina sigue
siendo apropiado; sin embargo, el aumento de la resis-
tencia a penicilina, oxacilina y cotrimoxazol refuerza la
importancia de la vigilancia continua de la sensibilidad
in vitro de S. saprophyticus.
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