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Resumen

Staphylococcus aureus es un patdgeno humano reconocido capaz de adquirir mecanismos de resistencia para distintos an-
tibioticos. La resistencia a oxacilina se debe principalmente al producto de los genes mecA o mecC que determinan una con-
centracion inhibitoria minima (CIM) de oxacilina >4 mg/L. La expresion de estos genes es variable y se han descrito aisla-
mientos portadores del gen mecA con CIM de oxacilina <2 mg/L (fenotipicamente susceptibles) denominadas OS-MRSA. A
partir de una nifia cursando una infeccion articular se obtuvieron aislamientos bacterianos de S. aureus del liquido articular y
de hemocultivo. El aislamiento de hemocultivo fue clasificado como resistente a meticilina (MRSA), mientras que el de liqui-
do articular fue sensible a meticilina (MSSA) utilizando el sistema automatizado Vitek 2. Ambos mostraron halos de inhibi-
cion para oxacilina >15 mm y para cefoxitina de 19 y 17 mm, respectivamente. En los dos aislamientos se demostré la pre-
sencia de los genes mecA, sea, seby el SCCmec tipo V. La comparacion genética por Smal-PFGE mostré perfiles idénticos
para ambos cultivos, sugiriendo que se trataba de la misma cepa. Este reporte informa la deteccion de un aislamiento de
OS-MRSA en Uruguay y destaca las limitaciones de algunos procedimientos de laboratorio para identificar correctamente
fenotipos de resistencia asociados al gen mecA en aislamientos clinicos de S. aureus.
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Caso clinico

Paciente de 7 afios que consultd por dolor en rodilla de-
recha y fiebre de 48 horas de evolucion. Con diagnosti-
co clinico de artritis infecciosa, ingreso a sala de cuida-
dos moderados. Se tomaron muestras para hemocultivo
y estudio bacterioldgico de liquido articular iniciando
luego tratamiento con cefuroxime y clindamicina por
via endovenosa.

En ambas muestras se obtuvo desarrollo de Staphylo-
coccus aureus identificado mediante sistema automatiza-
do Vitek 2 (bioMérieux). El estudio de la susceptibilidad
antibiotica usando el mismo sistema mostréd que el aisla-
miento del liquido articular (A) fue sensible a meticilina
(MSSA) con una concentracion inhibitoria minima (CIM)
de oxacilina de 2 mg/L y screening de cefoxitina negativo
(6 mg/L), mientras que el aislamiento del hemocultivo (S)
fue resistente a meticilina (MRSA) con CIM de oxacilina
>4 mg/L y screening de cefoxitina positivo. Ante los resul-
tados discordantes de ambas muestras se realizo prueba de
disco difusion para cefoxitina (30 pg), oxacilina (1 pug) y
prueba de latex para PBP2a (Oxoid). Los halos de inhibi-
cion de cefoxitina fueron de 19y 18 mm y los de oxacilina
de 17y 15 mm para los aislamientos A y S respectivamen-
te; el aislamiento A mostrd doble halo de inhibicion a oxa-
cilina. La deteccion de PBP2a positiva en ambos casos.
Los aislamientos se interpretaron como resistentes segun
normas CLSI®".

La paciente completo siete dias de tratamiento con
clindamicina endovenosa y luego continué el mismo
con trimetoprim-sulfametoxazol por via oral con buena
evolucion clinica.

Se estudid la presencia de los genes mecA, pvl
(leucocidina de Panton-Valentine), sea-see (enteroto-
xinas estafilocdccicas A-E) y £s¢ (toxina de sindrome
de shock-toxico 1) mediante técnica de PCR. El tipo
de elemento SCCmec se establecid usando el protoco-
lo de PCR multiple descrito por Oliveira y Kondo. La
comparacion genética se realizd6 por macrorrestric-
cion del acido desoxirribonucleico ADN bacteriano
con la enzima Smal y separacion posterior de los frag-
mentos obtenidos por electroforesis en campos pul-
santes (Smal-PFGE)*™®.

Los dos aislamientos resultaron positivos para los
genes mecA, sea, seb, el elemento SCCmec del tipo V'y
mostraron patrones de PFGE idénticos (tabla 1 y figura
1). Ademas, ambos cultivos resultaron negativos para
los genes sty pvl.

Discusion
Laresistencia a meticilina en S. aureus esta dada funda-

mentalmente por la sintesis de una proteina de union a
penicilina -PBP— supernumeraria, llamada PBP2a, co-

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de las cepas de S. aureus aisladas de
liquido articular (A) y hemocultivo (S).

Aislamiento A Aislamiento S
DD oxacilina (1 ug) S (17 mm) S (15 mm)
DD cefoxitina (30 pg) R (19 mm) R (18 mm)
Vitek 2 S R
(OXA2mg/L; FOX-) (OXA >4 mg/L; FOX +)

PBP2a + +
mecA + +

Tipo SCCmec \Y Vv

pvl

sea + +

seb + +

sec

sed

see

tst

DD: disco difusion; S: sensible; R: resistente; OXA: oxacilina;
FOX: cefoxitina.

dificada por el gen mecA. Este gen se encuentra inserto
en un elemento genético movil, llamado casete cromo-
somico estafilococcico (SCCmec). Hay descritas 11 va-
riantes de SCCmec (I-XI) reconocidas por el IWG-SCC;
los aislamientos hospitalarios poseen generalmente los
tipos I, II y III, mientras que los provenientes de la co-
munidad portan los tipos IV, V'y VII®.

En general, la resistencia mediada por mecA determina
CIM de oxacilina >4 mg/L. Sin embargo, en los ultimos
afios y en distintos paises se ha descrito la circulacion de
cepas de S. aureus portadoras del gen mecA con CIM de
oxacilina < 2 mg/L, denominadas OS-MRSA“'?. Estos
aislamientos se pueden categorizar errdbneamente como
susceptibles a meticilina por métodos microbioldgicos
convencionales. Como ocurrid en este caso, uno de
los aislamientos estudiado (A) fue definido como sen-
sible a meticilina por el sistema automatizado utiliza-
do. Sin embargo, en la prueba de disco difusion fue re-
sistente a cefoxitina, PBP2a positivo y portador del
gen mecA. Por lo tanto, se trata del primer aislamiento
de OS-MRSA reportado en Uruguay.

Ambos aislamientos (A y S) mostraron un patron de
Smal-PFGE idéntico, el elemento SCCmec tipo V'y los
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genes codificantes para las enterotoxinas A y B, sugi-
riendo que se trataria de la misma cepa con expresion
diferente del gen mecA. En Africa, Chung y colabora-
dores recuperaron aislamientos de OS-MRSA portado-
res del SSCmec V con fenotipos de heterorresistencia a
oxacilina en los cuales la mayoria de las bacterias re-
sultaron sensibles y una pequeiia parte de la poblacion
(1 cada 10*-10° bacterias) mostré fenotipo resistente.
La induccion con mupirocina permitié que estos culti-
vos heterorresistentes se transformaran en cultivos ho-
morresistentes para oxacilina con CIM >4 mg/L. Por
otra parte, la induccion con oxacilina fue menor en
aquellos aislamientos que no producian B-lactamasa,
portadores del SCCmec tipo V y pertenecientes al se-
cuencio-tipo 8 (ST8)"Y.

Si bien la poblacion mayoritaria de los aislamientos
OS-MRSA es susceptible a oxacilina, existe la chance
que durante el tratamiento de estas infecciones con beta-
lactamicos se seleccionen bacterias resistentes que de-
terminen fallas terapéuticas"''"?.

Las bases genéticas del fenotipo heterorresistente en
los aislamientos OS-MRSA no se conocen en detalle. Sin
embargo, se han mencionado factores cromosomicos rela-
cionados al promotor del gen mecA, expresion diferencial
de genes vinculados con la sintesis de la pared bacteriana y
también la participacion de factores ambientales que po-
drian afectar la expresion de dicho gen'?.

Habiendo detectado la circulacion de estas cepas en
nuestro medio, es importante que los laboratorios de mi-
crobiologia desarrollen estrategias para la deteccion de
OS-MRSA, fundamentalmente frente a aislamientos de
S. aureus de infecciones sistémicas, graves, aquellas
que ocurren en pacientes inmunocomprometidos y en
casos de falla terapéutica. Los métodos disponibles in-
cluyen las pruebas de susceptibilidad a cefoxitina por
disco difusion o determinacion de la CIM, deteccion de
la proteina PBP2a o del gen mecA. En nuestro pais se en-
cuentran disponibles para la deteccion de PBP2a prue-
bas de aglutinacion de latex, pruebas inmunocromato-
graficas y mas recientemente la espectrometria de masas
(MALDI-TOF). La deteccion del gen mecA puede reali-
zarse por PCR convencional o en plataformas cerradas
de RT-PCR. Las pruebas de susceptibilidad a cefoxitina
tienen la desventaja de que los halos de inhibicion se en-
cuentran cercanos al punto de corte, con lo cual algunas
cepas podrian incluso ser categorizadas como suscepti-
bles, como ha sido reportado"'?.

Por otro lado, la deteccion aislada de PBP2a o del
gen mecA no identifica las cepas resistentes a meticilina
portadoras del gen mecC .

Por lo tanto, la utilizacion de una combinacion de
técnicas teniendo en cuenta su disponibilidad y sus limi-
taciones seria adecuada para identificar correctamente
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Figura 1. Patrones de electroforesis en campos
pulsantes de las cepas analizadas. Flecha 1: cepa S.
Flecha 2: cepa de S. aureus de coleccion. Flecha 3:
aislamiento A.

los aislamientos MSSA, OS-MRSA o MRSA y asi reali-
zar el tratamiento antimicrobiano adecuado.

Conclusion

Este es el primer reporte en Uruguay a propo6sito de un
aislamiento clinico definido como OS-MRSA.

Se precisan mas estudios para establecer la prevalen-
cia local de estas cepas (OS-MRSA y MRSA por mecC)
y para conocer sus caracteristicas microbiologicas.

Abstract

Staphylococcus aureus is a common human pathogen that
is able to acquire resistance mechanisms for different anti-
biotics. Oxaxicillin resistance mainly results from mecA
or mecC genes which determine an oxacillin minimum in-
hibitory concentration (MIC) >4 mg/L. Expression of the-
se genes is variable and the isolation of mecA gen with
oxacillin MIC <2 mg/L (phenotypically susceptible) have
been described carriers has been described, having been
named OS-MRSA. S. aureus bacteria was isolated from
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the synovial fluid and blood culture in a girl with a joint in-
fection. Isolation of the blood culture was classified as
methicillin resistant (MRSA) while thet of the synovial
fluid was methicillin sensitive (MSSA), by using the auto-
matized Vitek 2 system. Both of them present oxacillin in-
hibition halos > 15 mm, and inhibition halos of 19 and 17
mm for cefoxitin, respectively. Both isolations proved
mecA, sea, seb and type V SCCmec genes were present.
Genetic comparison by Smal-PFGE showed identical pro-
files for both cultures, suggesting it was the same strain.
These report informs the identification of an OS-MRSA
isolation in Uruguay and points out the limitation of a few
laboratory procedures to correctly identify resistant phe-
notypes associated to mecA gene in clinical isolations of S.
aureus.

Resumo

O Staphylococcus aureus ¢ um agente patogénico humano
conhecido capaz de adquirir mecanismos de resisténcia
para distintos antibidticos. A resisténcia a oxacilina ¢ devi-
da principalmente ao produto dos genes mecA ou mecC
que determinam uma concentragdo inibitoria minima
(CIM) de oxacilina >4 mg/L. A expressdo destes genes ¢
variavel e isolamentos portadores del gen mecA com CIM
de oxacilina <2 mg/L (fenotipicamente susceptiveis) de-
nominadas OS-MRSA foram descritos. Com material ex-
traido de um menina com infecgdo articular foram obtidos
isolamentos bacterianos de S. aureus do liquido articular e
de hemocultura. O isolamento da hemocultura foi classifi-
cado como resistente a meticilina [MRSA] e o do liquido
articular foi sensivel a meticilina [MSSA] utilizando o sis-
tema automatizado Vitek 2. Ambos mostraram halos de
inibigdo para oxacilina >15 mm e para cefoxitina de 19 ¢
17 mm, respectivamente. Nos 2 isolamentos a presenca
dos genes mecA, sea, seb e 0 SCCmec tipo V foi demons-
trada. A comparagdo genética por Smal-PFGE mostrou
perfis idénticos para ambos cultivos, sugerindo que se tra-
tava da mesma cepa. Este artigo descreve a detecgdo de
um isolamento de OS-MRSA no Uruguai ¢ destaca as li-
mitagdes de alguns procedimentos de laboratorio para
identificar corretamente fendtipos de resisténcia associa-
dos ao gen mecA em isolamentos clinicos de S. aureus.
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