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RESUMEN

Introduccion. Cefoxitina es un potente inductor del gen
mecA. Actualmente es recomendado como método de detec-
cion presuntiva para la identificacion de aislamientos de Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). El objetivo
del estudio fue comparar la sensibilidad y especificidad de la
difusion en disco de cefoxitina (30pg) con la prueba de creci-
miento en agar suplementado con oxacilina frente a la detec-
cion del gen mecA por PCR.

Material y métodos. Trescientos treinta y una cepas de
S. aureus aisladas de hemocultivos de pacientes de hospita-
les de Lima fueron utilizadas en el estudio. Se realizaron las
siguientes pruebas a todas las cepas: crecimiento en agar su-
plementado con 4% de NaCly 6 mg/L de oxacilina, difusion de
cefoxitina (30 pg) y la PCR para amplificar el gen mecA.

Resultados. De los 331 aislamientos de S. aureus analiza-
dos, en 165 se detecto la presencia del gen mecA, lo que hace
una frecuencia de deteccion de SARM de 50%. Al evaluar la
prueba de difusion en disco de cefoxitina se observo una sensi-
bilidad y especificidad, 96,3% vy 90,9 %, respectivamente.

Conclusion. La prueba de difusion en disco de cefoxiti-
na correlaciond con la deteccion del gen mecA por PCR. Por
lo tanto, la prueba puede ser una alternativa a la PCR para la
deteccion de SARM en aquellos lugares con limitados recursos.
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ABSTRACT

Background. Cefoxitin is a potent inducer of the mecA
gene. It is currently as a screening recommended method for
presumptive identification of isolates of methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). The aim of the study was to
compare the sensitivity and specificity of the cefoxitin disc
diffusion (30ug) to oxacillin agar screening from detection of
the mecA gene by PCR.

Methods. Three hundred thirty-one strains of S. aureus
isolated from blood cultures of patients from hospitals in Lima
were used in the study. The following tests were performed:
oxacillin screening agar (plates were inoculated with 4% NaCl
and 6 mg/L of oxacillin), cefoxitin disc diffusion test (30 ug)
and PCR to amplify the mecA gene.

Results. The mecA gene was detected in 165 out of 331
S. aureus isolates. Thus, the frequency of detection of MRSA
was 50%. The evaluation of the cefoxitin disc diffusion test
showed a 96.3% and 90.9% of sensitivity and specificity, res-
pectively.

Conclusion. Cefoxitin disc diffusion test correlated well
with detection of the mecA gene by PCR. Therefore, this test
can be an alternative to PCR for detection of MRSA in limited
resources settings.

Key Words: mecA gene, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, heterore-
sistance, cefoxitin.

INTRODUCCION

La infeccién por Staphylococcus aureus es un problema de
salud publica. S. aureus resistente a meticilina (SARM) es un pa-
tégeno ampliamente diseminado en el ambiente hospitalario y
mas recientemente en la comunidad. La resistencia a meticilina
estd producida por la adquisicion del gen mecA que se encuen-
tra localizado en el cassette cromosomico estafilocdcico mec
(SCC-mec por sus siglas en inglés), el cual permite la codificacion
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de la proteina de union a penicilina 2a (PBP2a)'. Otros factores
ademds del gen mecA estan involucrados en modular la expre-
sion de la resistencia a meticilina (como los genes femy aux). Es-
ta variacion en la expresion del gen mecA explica la existencia de
poblaciones homogéneas y heterogéneas del SARM. Las cepas
de SARM hospitalarias frecuentemente presentan elevado nivel
de resistencia a oxacilina y corresistencia a numerosos antibioti-
cos, y son rapidamente detectados por métodos estandarizados
de sensibilidad antimicrobiana. Por el contrario, las infecciones
causadas por SARM adquiridos en la comunidad frecuentemen-
te presentan un variable grado de resistencia a oxacilina, de-
pendiendo de la expresion del gen mecA, y por tanto son mas
dificiles de detectar por los métodos de sensibilidad? Diferentes
métodos fenotipicos estan disponibles para detectar la resisten-
cia a meticilina, crecimiento en agar suplementado con oxaci-
lina, la difusion en disco de cefoxitina, y el test de aglutinacion
en latex para la deteccion de la PBP2a. Sin embargo, el método
considerado como estandar es la deteccion molecular del gen
mecA a través de técnicas de PCR®,

En este estudio, nosotros comparamos la sensibilidad y
especificidad de tres métodos sugeridos por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)* para la deteccion de
la resistencia a oxacilina en S. aureus (i) crecimiento en agar
suplementado con oxacilina, (ii) el disco de cefoxitina, el cual
se emplea como un sustituto de la oxacilina dado que el CLSI
2014 ha mencionado que la prueba de disco de oxacilina no es
fiable (iii) determinacion del gen mecA.

MATERIAL'Y METODOS

Recoleccion de muestras. Un total de 331 aislamientos
de S. aureus procedentes de hemocultivos de nueve hospita-
les de la ciudad de Lima fueron usados en este estudio. Los
aislamientos fueron identificados como S. aureus usando las
pruebas estandar como crecimiento en agar manitol salado,
catalasa, coagulasa en ldamina y tubo y tincion de Gram. La ce-
pa de S. aureus ATCC 25923 y la cepa de S. aureus resistente a
meticilina ATCC 43300 fueron empleadas para realizar el con-
trol de calidad en todos los ensayos de este estudio.

Crecimiento en agar suplementado con oxacilina. Se
prepararon placas de agar Mueller Hinton con 4 9% de cloruro de
sodio y 6 mg/L de oxacilina. Las placas fueron inoculadas con 1
uL de una suspension semejante a la escala 0,5 McFarland, la sus-
pension fue realizada a partir de un indculo de 24 horas de cre-
cimiento en placas de Tripticasa Soja Agar. Las placas fueron in-

(30 pg). Una suspension semejante a la escala 0,5 McFarland
fue realizada a partir de un indculo de 24 horas de crecimiento
y fue sembrada por diseminacion en una placa de agar Mueller
Hinton. Las placas fueron incubadas a 37°C por 18 horas. Un
aislamiento fue considerado resistente a meticilina si presen-
taba un halo de inhibicion de cefoxitina <21 mm.

Determinacion del gen mecA. Se detecto el gen mecA,
empleando la metodologia de PCR real time propuesta por
Donker et al®.

RESULTADOS

De los 331 aislamientos de S. aureus analizados, en 165 se
detecto la presencia del gen mecA, lo que hace una frecuencia
de deteccion de SARM de 50%. La mayor sensibilidad se ob-
tuvo con la prueba de crecimiento en agar suplementado con
oxacilina (98,1%), sin embargo fue la que tuvo mayor tasa de
falsos positivos (11,50%). Al evaluar la prueba de difusién en
disco de cefoxitina se observo una sensibilidad y especificidad
de 96,3 y 90,9%, respectivamente (tabla 1).

DISCUSION

De nuestros hallazgos podemos observar que la resisten-
cia a meticilina fue del 50%, resultados que son similares a los
obtenidos en estudios previos realizados en nuestro medio en
el que se ha informado un 58% de resistencia a nivel de tres
hospitales de Lima®. A nivel de paises de nuestra regién, como
Colombia, Ecuador y Venezuela se ha observado que la preva-
lencia de SARM fue del 45, 28 y 629, respectivamente’.

Al evaluamos los tres métodos para detectar cepas de SARM
observamos que de estos el crecimiento en agar suplementado
con oxacilina tiene una sensibilidad del 98,1% a diferencia del
método de difusion en disco de cefoxitina, sin embargo su espe-
cificidad fue del 88,5%. Estudios previos han demostrado que el
crecimiento en agar suplementado con oxacilina puede identifi-
car aquellos aislamientos que son mecA positivos, sin embargo,
ocasionalmente, aquellas cepas heteroresistentes no son detec-
tadas debido a la expresion disminuida de resistencia. Asi, en di-
versos estudios en los cuales se han incluido cepas cuya resis-
tencia es heterogénea, estas no han sido detectadas. Ademas, se
ha observado que las diluciones en agar y el método difusion en
disco de oxacilina podrian ser afectados por varios componentes
del agar Mueller Hinton, asi como de la temperatura y duracion
del tiempo de incubacion®®.

cubadas a una temperatura de
33°C a 35°C y observadas con
luz transmitida para visuali-
zar el crecimiento. Cualquier

Tabla 1

Sensibilidad y especificidad de los métodos de diagnostico
para la deteccion de SARM

crecimiento a las 24 horas fue

. . Método diagnéstico Detectadas como SARM  Sensibilidad (%)  Especificidad (%)
considerado como resistente a
oxacilina. Cefoxitina disco difusion (30 pg) 159 96,3 909
Prueba de difusion en Crecimiento en agar suplementado con oxacilina (6 mg/L) 162 98,1 88,5
disco de cefoxitina. Se em- PCR para deteccion del gen mecA 165 100 100

learon discos de cefoxitina ’ I
P Namero total de aislamientos de S. aureus

Rev Esp Quimioter 2015;28(2): 98-100 99



G. Horna, et al.

Evaluacion de métodos fenotipicos para la deteccion de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Respecto a la sensibilidad y especificidad de la prueba de
difusion en disco de cefoxitina observamos que fue del 96,3
y 90,9%, respectivamente. Anand et al. obtuvieron un 100%
de sensibilidad y especificidad para esta prueba en 50 cepas
analizadas mientras que los resultados del crecimiento en agar
suplementado con oxacilina fueron igual de precisos. Asimis-
mo se observo que los resultados de la difusion en disco de ce-
foxitina se encontraron en concordancia con la deteccion del
gen mecA por PCR, tal como fue observado en nuestro estudio.
Ademas, se ha observado que la prueba con el disco de cefoxi-
tina es mas fiable que el disco de oxacilina para la deteccion
del SARME,

Las cefamicinas (cefoxitina) son antibioticos B-lactamicos
que tienen una elevada afinidad por la PBP4 de S. aureus; vy
experimentos previos han mostrado una relacion entre PBP2,
PBP4, y la resistencia a meticilina®'. Caulwelier et al. proponen
que la cefoxitina seria un mejor inductor de la expresion del
gen mecA, lo cual podria explicar por qué poblaciones hetero-
géneas del SARM que variablemente expresan el gen mecA se
detectan mejor por difusion en disco con cefoxitina que con
oxacilina, el cual es un inductor débil de la produccion de la
PBP2a?.

En conclusion, la difusion en disco de cefoxitina es muy
adecuada para la deteccion del SARM vy la prueba puede ser
una alternativa a la PCR para la deteccién del SARM en con-
textos de restriccion de recursos. La prueba difusion en disco
de oxacilina podria fallar para detectar poblaciones heterogé-
neas de SARM, un problema que es eliminado por el uso de
cefoxitina, el cual como se ha mencionado es un buen inductor
de la produccion de la PBP2a en aislamientos de S. aureus que
portan el gen mecA. Por otro lado en nuestro estudio a pesar
de incluir un nimero importante de cepas de S. aureus desco-
nocemos la diversidad genética de estas lo cual nos permitiria
conocer la presencia de poblaciones heteroresistentes.
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