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RESUMEN

Introduccion. Los Staphylococcus coagulasa negativos
(SCN) forman parte de la microbiota humana y estan impli-
cados en infecciones de materiales protésicos, dispositivos in-
travasculares o bacteriemias relacionadas con el catéter. Pre-
sentan mayor resistencia que Staphylococcus aureus frente a
las diferentes familias de antimicrobianos, y existe un aumento
de la morbi-mortalidad de los pacientes cuando se instaura un
tratamiento inadecuado.

Material y métodos. Analizar los resultados obtenidos
mediante diferentes técnicas comerciales: dos sistemas de
microdilucion automatica en placa (MicroScan y Vitek2 Com-
pact), aglutinacion de la PBP2a con v sin induccion previa con
disco de oxacilina de 1 g, y deteccion del gen mecA mediante
técnicas de amplificacion de dcidos nucleicos, para realizar el
diagnostico de resistencia a meticilina en 170 aislados de SCN
provenientes de hemocultivos.

Resultados. Se detecto la resistencia a meticilina en las
170 cepas mediante MicroScan, en 167 por Vitek 2 Compact,
en 115 mediante PBP2a sin induccion con oxacilina de 1ug y
en 168 tras la induccion. Finalmente, se detectd la presencia
del gen mecA en 167 cepas mediante amplificacion de acidos
nucleicos.

Conclusiones. Es necesario realizar una induccion con
oxacilina Tpg antes de realizar la deteccion de PBP2a para evi-
tar falsos negativos. Existe una gran variabilidad fenotipica en
la expresion de la resistencia a meticilina en SCN.
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ABSTRACT

Introduction. Coagulase-negative staphylococci (CoNS)
take part of the human skin and mucous membranes, but they
are also involving in infections with the increasing use of pros-
thetic, in-dwelling devices or intravascular catheter-related
bacteraemia. They are more resistance than Staphylococcus
aureus against a wide range of antimicrobial agents, and it
have been observed an increase in morbidity and mortality of
patients with incorrect treatment.

Material and methods. To analyze the results obtained
by different commercial techniques: two automatic microdilu-
tion systems (MicroScan and Vitek2 Compact), PBP2a aggluti-
nation test, with and without 1 pg oxacillin disk induction, and
detection of mecA gene by nucleic acids amplification tech-
niques, for the diagnosis of methicillin resistance staphylococ-
ciin 170 strains of CoNS isolated from blood cultures.

Results. One hundred and seventy methicillin resistance
staphylococci were detected by MicroScan, 167 strains by
Vitek 2 Compact, 115 strains were PBP2a positive without ox-
acillin induction and 168 after oxacillin induction. Finally, 167
strains were mecA gene positive detected by nucleic acids am-
plification techniques.

Conclusions. It is necessary to do oxacillin induction be-
fore PBP2a test to avoid false negatives. There are a great var-
iability in the phenotypic expression of methicillin resistance
in CoNS.

Keywords: Coagulase-negative staphylococci, methicillin resistance, diag-
nostic methods
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INTRODUCCION

El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococ-
caceae, junto con Micrococus, Stomatococcus y Planococcus.
Actualmente estan descritas mas de 40 especies y subespecies
de origen tanto humano como animal (tabla 1). Los Staphylo-
coccus coagulasa negativos (SCN) forman parte de la micro-
biota de la piel y mucosas, y estan considerados como uno de
los mayores gérmenes oportunistas en pacientes con materia-
les protésicos, dispositivos intravasculares, y bacteriemias re-
lacionadas con el catéter, sobre todo en pacientes diabéticos,
nifos prematuros y grandes inmaduros, inmunodeprimidos y
en pacientes con tratamientos quimioterdpicos'.

Tabla 1 Taxonomia de los Staphylococcus

coagulasa negativos.

Especies frecuentemente

asociadas con enfermedad ~ Subespecies Habitat natural
Humanos, mamiferos

S. epidermidis domésticos

S. haemolyticus Humanos, primates

S. lugdunensis Humanos

S. saprophyticus Humanos, mamiferos

Especies raramente

asociadas con enfermedad ~ Subespecies Habitat natural

S. auricularis Humanos, primates

S. capitis capitis Humanos

S. capitis ureolyticus Humanos, primates

S. caprae Humanos, caprinos

S. carnosus Cérnicas y pescados

S. cohnii cohnii Humanos

S. cohnii urealyticum Humanos, primates

S. hominis Humanos

S. pasteuri Humanos, mamiferos

S. petrasii Humano

S. pettenkoferi Humano

S. pulvereri Humanos, pollo

S. saccharolyticus Humanos

S. schleiferi schleiferi Infecciones humanas

S. schleiferi coagulans Perros

S. simulans Humanos, mamiferos
Humanos, primates,

S. warneri mamiferos domésticos

S. xylosus Humanos, mamiferos, aves

Tabla tomada de: Rupp ME® y Kloos WE?.

A la dificultad para diferenciar entre colonizacion e in-
feccion por SCN en los aislamientos de muestras clinicas, se
suma el hecho de que presentan un elevado porcentaje de re-
sistencia frente a diferentes familias de antimicrobianos®. Los
antibidticos del grupo de los betalactamicos son el tratamiento
de eleccion en cepas sensibles a meticilina. Sin embargo, existe
una gran variedad fenotipica en cuanto a la producciéon o no
de resistencia por diferentes mecanismos, siendo su deteccion
mas problematica y menos fiable que para Staphylococcus
aureus®”. Ademds, existe un aumento de la morbi-mortalidad
de los pacientes con tratamientos inadecuados frente a estos
microorganismos.

Por estos motivos, se hace necesario asegurar la fiabilidad
del antibiograma para todas las familias de antibioticos, y en
especial para los betalactamicos, frente a los diferentes feno-
tipos de SCN.

El objetivo del estudio fue comparar los resultados obteni-
dos mediante diferentes métodos comerciales para detectar la
resistencia a meticilina en distintas cepas de SCN.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 170 cepas de diferentes especies de SCN
provenientes de hemocultivos considerados clinicamente sig-
nificativos. La identificacion de especie y la sensibilidad a oxa-
cilina se realizaron de forma estandarizada en el laboratorio
mediante las pruebas biogquimicas y microdilucion automatica
contenidas en los paneles PC 37 de MicroScan (Beckman Coul-
ter). Este sistema es el que se emplea de forma sistémica en
nuestro laboratorio.

Estas cepas se congelaron a -80°C para posteriormente
estudiar la resistencia a betalactamicos mediante:

e Tarjeta de antibiograma GP para Vitek 2 Compact 15 (Bio-
Merieux).

e Aglutinacion en latex frente a la proteina PBP2a (Oxoid), sin
y con induccion mediante disco de oxacilina de 1 pg en MH2
con 0.5 de McFarland.

® Medicion del halo de sensibilidad mediante cefoxitina 30 pg
en MH2 con 0.5 de McFarland.

e Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NAATs del in-
glés) mediante el kit GenomEra™ MRSA/SA Blood Culture, y
procesado en el sistema Abacus, Alere para la deteccion del
gen mecA.

En los casos en que fue necesario, se testd la produccion
de beta-lactamasa mediante disco de nitrocefina (Remel, UK)
con procesamiento y lecturas a los 5y 60 minutos, segun las
indicaciones del fabricante.

RESULTADOS

De las 170 cepas estudiadas, 123 (72%) fueron Staphylo-
coccus epidermidis, 39 (23%) Staphylococcus hominis, 3 Sta-
phylococcus simulans, 2 Staphylococcus intermedius, y un
Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus saprophyticus y
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Tabla 2 Numero (%) de SCN identificados como resistentes a meticilina segtin el
método empleado.
MicroScan PBP2a PBP2a Vitek GP Deteccion gen mecA
Ne de cepas
Sin oxacilina 1ug ~ Con oxacilina Tug
170 170 (100%) 115 (68%) 170 (100%) 168 (98%) 167 (98%)

Tabla 3 Ne de cepas y porcentajes por especie de SCN sin aglutinacion a la PBP2a antes y
después de la induccion mediante oxacilina 1pg.
Especie de SCN Ne de cepas Ne de cepas PBP2a negativas sin induccion Ne de cepas PBP2a negativas tras induccion
S. epidermidis 123 20 (360%) 1
S. hominis 39 29 (23%) 0
S. simulans 3 1 (29%) 0
S. intermedius 2 2 (3%) 0
S. schieiferi 1 1 (2%) 1
S. saprophyticus 1 1(2%) 0
S. cohnii 1 1(2%) 1

Staphylococcus cohnii. En la tabla 2 se observa el numero de
cepas, y sus porcentajes, identificadas como resistentes a meti-
cilina por diferentes métodos comerciales. 53 de las 170 cepas
no aglutinaban a la PBP2a sin induccion previa con oxacilina 1
ug. Tras la induccion sequian sin aglutinar dos cepas: un S. epi-
dermidisy un S. schleiferi que ademads eran oxacilina resisten-
te, cefoxitina sensible, y mecA y PBP2a negativas. Otra cepa,
un S. cohnii era oxacilina y cefoxitina resistente, mecAy PBP2a
negativa (tabla 3). La resistencia a oxacilina y cefoxitina solo
mostro discrepancia en las dos cepas anteriormente sefialadas.

DISCUSION

Los sistemas comerciales automatizados que se emplean
en los laboratorios de microbiologia clinica identifican las prin-
cipales especies productoras de infecciones en humanos, es-
tando limitados a la hora de identificar a nivel de especie y
subespecie otros SCN. Para lograr una mayor identificacion a
nivel de especie, hoy dia se emplean NAATs y espectrometria
de masa. La identificacion definitiva se realiza mediante tar-
jetas de dcidos nucleicos que incluyen DNA recombinante®® o
por estudios de polimorfismo de ARN', si bien estas ultimas
no se suelen emplear en los laboratorios de diagnostico clinico.

S. epidermidis es el microorganismo mas frecuentemen-
te aislado en bacteriemias relacionadas con catéteres y otros
materiales protésicos. Staphylococcus lugdunensis esta consi-
derado como el SCN mas virulento, produciendo infecciones
de gravedad similar a S. aureus. Staphylococcus haemolyticus
suele tener una CMI elevada o resistente frente a glicopépti-
dos, lo que dificulta aun mas instaurar tratamientos antibio-

ticos adecuados. S. saprophyticus causa infecciones no com-
plicadas del tracto urinario por su capacidad de adhesion al
epitelio vesical. Otros SCN se encuentran mas raramente aso-
ciados a la produccién de infecciones en humanos®.

En nuestro estudio, la sequnda especie aislada con mayor
frecuencia fue S. hominis. Aunque no sea uno de los SCN con-
siderado como patogeno habitual, cada vez es mas frecuente
encontrarlo en muestras clinicas, como ocurre en el estudio de
Mendoza et al.", que relacionan este microorganismo con la
produccion de bacteriemias relacionadas con el catéter, endo-
carditis y endoftalmitis, sobre todo en pacientes pedidtricos e
inmunodeprimidos.

Las infecciones por SCN estan relacionadas con algunas
caracteristicas fisiopatoldgicas particulares: a) Estan presentes
en toda la superficie cutanea del cuerpo en cantidades varia-
bles, desde 10 a 10° UFC/cm?en areas mas secas como son las
extremidades, hasta 10°a 108 UFC/cm? en fosa nasal anterior,
axilas, ingles o region perineal'?; b) Los avances tecnologicos y
la mayor supervivencia de pacientes graves hacen que se pro-
duzcan numerosas disrupciones de la barrera cutdneo mucosa,
debido a la implantacion de marcapasos, valvulas cardiacas,
protesis traumatologicas, catéteres, sondas, tratamientos qui-
mioterdpicos, etc, que aprovechan los microorganismos que
colonizan esas regiones anatomicas; c) La habilidad de adherir-
se a biomateriales y producir biofilm, que impide el buen fun-
cionamiento de los antimicrobianos y favorece la aparicion de
émbolos sépticos; d) La presencia de otros factores de virulen-
cia como maduracion extracelular del DNA, peptidoglicanos,
acidos poliglutamicos y toxina delta, que modulan el sistema
inmunologico del huésped, o de exoenzimas modificadoras de
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acidos grasos, lipasas, proteasas y elastasas, que producen des-
truccion de los tejidos del huésped, y los denominados “lanti-
bioticos", sustancias que interfieren en la normal colonizacion
cutdnea de la flora saprofitica®.

Por otro lado, las resistencias adquiridas frente a dife-
rentes familias de antimicrobianos son mas frecuentes que en
S. aureus y otros cocos grampositivos, 1o que limita amplia-
mente la capacidad para instaurar un tratamiento adecuado.
Asi, en dos estudios realizados en Estados Unidos™™" y Reino
Unido'™, se describen tasas de resistencias del 73-88% fren-
te a meticilina, 70-73 % frente a eritromicina, 35-52% frente
a clindamicina o 35-48% frente a cotrimoxazol'®. Cifras que
coinciden con las encontradas en nuestro entorno: 69% frente
a ciprofloxacino o 18% frente a linezolid (datos de estas cepas
no publicadas en este trabajo).

La expresion fenotipica de la resistencia a beta-lactamicos
testada mediante oxacilina es mucho mas heterogénea en los
SCN que la observada en S. aureus. El punto de corte para una
cepa sensible determinado mediante microdilucion tanto por
EUCAST como por CLSI es < 0,25 mg/L, salvo para S. lugdunen-
sis que es la misma que para S. aureus (CMly, < 2 mg/L). Para
evitar falsas cepas sensibles a oxacilina, el CLSI recomienda la
utilizacion de cefoxitina, mejor inductor de la produccion de
PBP2a. Aun asi, los discos de cefoxitina siendo muy sensibles
pueden no ser especificos'”'®, por lo que el método que se con-
sidera de referencia para evitar esta heterogeneicidad es iden-
tificar la presencia del gen mecA mediante NAATs?,

En nuestro estudio, 55 cepas, el 32% del total, no aglu-
tinaron a la PBP2a sin induccion previa mediante disco de
oxacilina de 1 ug. Estas pueden ser cepas con una resistencia
heterogénea a la meticilina, con presencia del gen mecA, y por
lo tanto PBP2a, pero en una pequefia proporcion de la colonia,
que solo se detectarian una vez que se seleccionen tras la in-
duccién con el disco de oxacilina®.

Dos cepas (S. epidermidis y S. schleiferi) mostraron dis-
crepancias entre oxacilina (resistentes) y cefoxitina (sensibles).
Estas cepas, al igual que las denominadas bordeline oxacillin-
resistant S. aureus (BORSA), se caracterizan por presentar una
CMI una dilucion por encima del punto de corte de resistencia
a meticilina. Se pueden dividir en dos categorias en funcion de
si presentan o no el gen mecA. Si lo presentan, son cepas muy
heterorresistentes que deben ser informadas como resistentes
a meticilina. Si no lo presentan, puede deberse a una hiperpro-
duccion de beta-lactamasa o a una modificacion de las PBPs 1,
2, 4. En nuestro caso, al ser la lectura del disco de nitrocefina
positiva, se trata de una hiperproduccion de beta-lactamasa.
Ambas cepas, que debieron ser informadas como sensibles a
meticilina, lo fueron como resistentes, limitandose innecesa-
riamente la capacidad terapéutica del médico.

Un S. cohnii presentd resistencia a oxacilina y cefoxitina con
ausencia del gen mecAy PBP2a. La prueba con disco de nitroce-
fina fue negativa. Esta situacion, aunque poco frecuente, ya la
describieron Aleixandre-Gorriz et al. en 2014, quienes afirmaron
que el gen mecA no es el unico responsable de la resistencia a
meticilina, sino que pueden existir factores cromosdmicos, como

los genes implicados en la sintesis de proteinas femXAB, que in-
tervienen en la expresion de la resistencia a meticilina®.

Finalmente, el sistema Vitek informo un S. epidermidis
y un S. schleiferi subespecie coagulans con CMly, para ce-
foxitina de 2 mg/L como sensible a meticilina en lugar de
resistentes. Este sistema utiliza cefoxitina en lugar de oxa-
cilina y presenta una sensibilidad del 98% y especificidad
del 100% para S. epidermidis, mientras que para S. homi-
nis la sensibilidad disminuye hasta el 66%?2'. Mediante NA-
ATs no se detecto la presencia del gen mecA. Estas cepas
productoras de beta-lactamasa, serian cepas homogéneas,
como las descritas por Tomasz et al.?, con una CMI borde-
line entre sensible y resistente (en nuestro caso de 2 mg/L)
que presentarian < 10°células con CMlg,> 50 mg/L que les
conferirian resistencia a meticilina mediante la hiperpro-
duccion de PBP1, 2 y 4 modificadas.

Como conclusiones, podemos destacar la necesidad de
realizar en todas las cepas de SCN una induccion con oxa-
cilina antes de detectar la presencia de PBP2a, para evi-
tar resultados de falsos negativos. Y debido a la variedad
fenotipica de resistencias a meticilina, que podemos en-
contrar en estos microorganismos, existe un pequefio por-
centaje de SCN catalogados como resistentes a meticilina
cuando en realidad son sensibles.
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