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Resumen

Objetivo. Investigar la prevalencia de Staphylococcus aureus
meticilino-resistente (MRSA) en aislados clinicos y determinar
la concordancia entre los métodos de deteccion de MRSA en
un laboratorio con recursos y personal limitado. Material y
métodos. Se analizaron 140 cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de muestras clinicas de diferentes departamentos
mediante pruebas convencionales: produccion de 3-lactamasa,
sensibilidad a oxacilina con MIC-Vitek 2-XL, ChromID MRSA,
difusion en agar para discos de 30 pg de cefoxitina, deteccién
de PBP2ay PCR para el gen mecA. Se determiné el indice kappa
de Cohen, para evaluar la concordancia entre los diferentes
métodos utilizados. Resultados. La prevalencia encontrada
fue de 90.7%. La sensibilidad y especificidad para los diferentes
métodos de deteccion fue: difusion en disco para cefoxitina 97
y 92% respectivamente, MIC Vitek 2-XL 97 y 69%, ChromolD
MRSA 97y 85% y deteccion de PBP2a 98y 100%. Conclusio-
nes. Todos los métodos son muy buenos para la deteccion de
MRSA; la eleccion en el uso de cada método dependera de la
infraestructura de cada laboratorio.
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Abstract

Objetive.To estimate the prevalence of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in clinical isolates and to com-
pare different methods for detection of MRSA in a lab with
limited available personnel and resources. Material and
Methods. 140 Staphylococcus aureus strains isolated from
patients in several departments were assayed for 3-lactamase
production, MIC-Vitek 2 oxacillin, ChromlD MRSA, disk dif-
fusion in agar for cefoxitin 30 ug and PBP2a detection. The
results of conventional tests were compared with the “gold
standard” PCR test for mecA gene. Cohen'’s kappa index was
also calculated in order to evaluate the intra assay agreement
between the used methods. Results. The found prevalence
was 90.7%. Sensitivity and specificity were: disk diffusion for
cefoxitin 97 and 92% respectively, MIC Vitek 2-XL 97 and
69%, ChromolD MRSA 97 and 85%, and PBP2a detection
98 and 100%. Conclusions. All methods are very good for
detecting MRSA, choosing a method to use will depend on
each laboratory infrastructure.
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Un fendmeno creciente es la resistencia de los
gérmenes a los antibiéticos convencionales y es
considerado un problema de salud ptiblica debido a las
implicaciones que en los tltimos afios ha tenido la apari-
cién de bacterias multirresistentes, lo que ha dificultado
el tratamiento de las infecciones y reducido las opciones
terapéuticas. Esto es particularmente cierto para Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Este
microorganismo es uno de los principales causantes de
infecciones tanto nosocomiales como comunitarias. Es
el agente etiol6gico de varias patologias que incluyen
infecciones de tejidos blandos y piel, bacteremias, en-
docarditis, asi como infecciones del sistema nervioso
central y del tracto genitourinario.®

La causa de la resistencia a la meticilina y a todos los
p-lactdmicos es el gen mecA, que codifica para la proteina
de 78 kDa: PBP2a (penicillin binding protein 2a), y estd situa-
do en un elemento genético mévil denominado SCCmec
(staphylococcal cassette chromosome mec). Hasta ahora se han
descrito siete diferentes tipos de este gen.® En ausencia de
la PBP2a, los antibidticos f-lactémicos se unen a la PBP
nativa de la pared celular bacteriana, lo que resulta en la
interrupcién de la sintesis de la peptidoglicana. En los
MRSA, la PBP2a estd presente pero posee tan baja afinidad
por los antibidticos f-lactdmicos que no existe interrupcién
en la sintesis de peptidoglicanas.” En las infecciones por
MRSA, el CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute)
recomienda no administrar ningtin antibiético f-lactdmico
debido a que en la préctica se han observado fallas en la
terapéutica.®

Desde su primera aparicién en el Reino Unido en
1961, los MRSA se han distribuido por todo el mundo
y su prevalencia en los tltimos 40 afios se ha incremen-
tado, sin embargo, esto varia entre paises. En Europa, la
prevalencia reportada oscila entre 25 y 50%.> En 1991,
Tomasz y col. describieron cuatro clases fenotipicas de
resistencia sobre la base de la CMI (concentracién mi-
nima inhibitoria) in vitro para meticilina. Tres de éstas
fueron heterogéneas (clase 1-3) y una homogénea. Las
CMI para las clases 1-3 se encuentran entre 1.5a 100 ug/
ml, mientras que para la clase 4 son >100 ug/ml.*2 Ello
implica que pueden existir colonias que muestren un
fenotipo dela clase heterogénea y que sean erréneamen-
te clasificadas como sensibles, lo que crea la necesidad
de contar con metodologia adecuada para la correcta
identificacion de estas cepas.

Debido ala enorme disparidad de reactivos existen-
te en los hospitales de primero, segundo y tercer nivel
de la institucién estudiada, se planteé el objetivo de
determinar la prevalencia de MRSA en aislados clinicos
mediante diferentes métodos diagndsticos, asi como su
sensibilidad y especificidad, y la concordancia entre dos
rangos en categorias mutuamente exclusivas, mediante

el indice kappa, con la finalidad de identificar la mejor
opcién para el trabajo diario en los hospitales.

Aunque en el plano internacional existen mtiltiples
trabajos en los que se comparan diversos métodos de
deteccién de MRSA contra el estdndar de oro, que es la
PCR para el gen mecA,'> en México no hay un solo tra-
bajo reportado bajo las condiciones de los laboratorios
clinicos de las instituciones del sector salud.

Material y métodos

Este proyecto fue evaluado y avalado por el Comité local
de investigacion y ética reunido el dfa 11 de diciembre
de 2008 registrado con el niimero R-2008-3609-31.

Cepas bacterianas. Se estudiaron 140 cepas de Staphylococ-
cus aureus aisladas de muestras clinicas del laboratorio
de bacteriologia médica del Hospital General Regional
No. 1 Dr. Carlos Mac Gregor Sdnchez Navarro, del Insti-
tuto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en la Ciudad de
Meéxico. Las cepas se identificaron mediante la tincién de
Gram y las pruebas de catalasa y coagulasa, entre enero
y febrero de 2009 y se mantuvieron congeladas a -70°C
hasta su uso. Se cultivaron a 37°C en medio Columbia
suplementado con 5% de sangre de carnero, para después
ser comprobadas con la tincién de Gram y la prueba de ca-
talasa, antes de ser estudiadas con la finalidad de verificar
la pureza de las cepas. Las cepas usadas como controles
en todos los experimentos incluyen MSSA ATCC 25923
(B-lactamasa negativa) y la MRSA ATCC 43300.
Identificacién. Se corrieron pruebas de identificacién y
sensibilidad utilizando tarjetas Vitek GPI y GPS-61 del
sistema automatizado Vitek 2-XL bajo las condiciones
del fabricante. Se tomaron las lecturas automaticamente
cada 15 minutos, en ambos casos. Los puntos de corte
utilizados para cepas sensibles a oxacilina fueron < 2
ug/mly >4 ug/ml para cepas resistentes, de acuerdo
con las recomendaciones de la CLSIL.8

Deteccion de B-lactamasa. A todas las cepas se les deter-
min6 la produccién de p-lactamasa mediante el uso de
una cefalosporina cromogénica comercial denominada
Cefinace bajo las condiciones del fabricante.

Prueba de difusion en disco para cefoxiting. La prueba de
susceptibilidad a cefoxitina se realizé con discos de ce-
foxitina de 30 ug sobre placas de agar Mueller-Hinton de
acuerdo con las especificaciones de la CLSI. Las placas
se incubaron 18 h a 35°C y los halos de inhibicién se
midieron en mm. Los puntos de corte para cefoxitina
fueron los reportados por la CLSI: resistente < 21 mm
y sensible > 22 mm.®

Deteccién de PBP2a. Se utiliz6 la prueba Slidex MRSA
detection que se basa en la aglutinacién de particulas
de latex sensibilizadas con anticuerpos monoclonales
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contra PBP2a y se siguieron las especificaciones del
fabricante.

ChromID MRSA. Paralelamente a las otras pruebas, se
inocularon placas de medio cromogénico para MRSA
con cada uno de los aislados estudiados y las cepas
control. Se incubaron a 35°C durante 24 h, siguiendo
las especificaciones del fabricante.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para la detec-
cién del gen mecA se prepararon suspensiones de culti-
vos de 20 horas con 350 millones/ml de cada aislado y
cepas control de S. aureus; se llevaron a 10 minutos de
ebullicidon y se centrifugaron durante 2 minutos a 12 000
rpm para utilizar 5 ml de sobrenadante conteniendo
ADN bacteriano. Se realiz6 la PCR con las siguientes
secuencias como iniciadores: mecA plus: (5'-TGG CTA
TCGTGT CACAAT CG-3') y mecA minus: (5-CTG GAA
CTT GTT GAG CAG AG-3). El producto de PCR gene-
rado tiene un tamario de 310 pb. Cada muestra también
se prob6 con la secuencia de 370 pb del gen ribosomal
16S; los iniciadores fueron: 16S plus: (5-AGG AGG TGA
TCC AAC CGC A-3') y 16S menos (5'-AAC TGG AAG
AAG GTG GGG AT-3'). Se utilizaron el Master Mix kit
y un termociclador. Las reacciones se corrieron bajo las
siguientes condiciones: 5 min a 94°C, seguidos de 30
ciclos de 30s a 94°C, 30s a 52°C y 30s a 72°C, y la exten-
sién final fue de 5 min a 72°C. Los productos resultantes
se visualizaron en geles de agarosa a 2% con bromuro
de etidio, bajo luz ultravioleta. Se incluyeron controles
positivo y negativo en cada PCR. Los datos se tabularon
y se analizaron con el programa SPSS.

Andlisis estadistico. Se utiliz6 el indice kappa como coefi-
ciente de concordancia para escalas nominales que mide
la confiabilidad y validez del diagndstico. Se utiliz6 una
tabla de contingencia 2x2, donde las celdas diagonales
ay d representan concordancia, y las b y c representan
discordancia. El indice kappa corrige el porcentaje de
concordancia entre intervalos tomando en cuenta la
proporcién de concordancia esperada al azar.

k = concordancia observada- concordancia al
azar/1-concordancia al azar = Po-Pc/1- Pc. Un valor de
0 para k indica no concordancia y un valor de 1 indica
concordancia perfecta. Un buen método diagndstico
exhibe buena concordancia; los criterios para la inter-
pretacién de la fuerza de concordancia del indice kappa
van de acuerdo con el valor de k: <0.20 pobre, 0.21-0.40
débil, 0.41-0.60 moderada, 0.61 - 0.80 buena, 0.81- 1.00
muy buena.

Resultados

Delos 140 aislados de S. aureus, se identificaron por PCR
127/140 (90.7%) como portadores del gen mecA (MRSA)
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y 13/140 (9.3%) fueron negativas para el gen (MSSA).
Se encontré que 131/140 (93%) de las cepas de S. aureus
fueron productoras de -lactamasa.

Prueba de difusion en disco para cefoxitina. 124 /140 cepas
fueron resistentes a cefoxitina. Los didmetros de las zo-
nas de inhibicion entre las cepas MRSA y MSSA fueron
muy distintos. Para los MSSA estuvieron entre 22-34
mm y para los MRSA se encontraron entre 6 y 20 mm.
La prueba de difusién para cefoxitina (Kirby-Bauer)
mostré una sensibilidad de 97%, una especificidad de
92% y un porcentaje de concordancia del indice kappa
de 0.77% que significa una fuerza de concordancia buena
(cuadro I). Tres cepas portadoras del gen mecA fueron
sensibles por este método (cuadro II).

ChromID MRSA. 125/140 cepas crecieron en este me-
dio de cultivo. La sensibilidad obtenida con la prueba
ChromID MRSA fue de 97%, y la especificidad de 85%;
el porcentaje de concordancia observado para kappa fue
sustancial, con un valor de 0.76, que es bueno (cuadro).
Tres cepas que no crecieron en este medio mostraron el
gen mecA (cuadroIT). Una cepa que crecid en este medio
fue negativa para el gen mecA (cuadro II).

Deteccion de PBP2a. 124/140 cepas expresaron la pro-
tefna PBP2a. El método de deteccién de PBP2a detect6
todos los aislados mecA positivos en un periodo de 20
a 30 minutos, excepto por tres cepas mecA positivas en
las que no se encontrd la PBP2a (cuadro II). Todas las
cepas mecA negativas también resultaron negativas para
PBP2a. Este método mostr6 98% de sensibilidad y 100%
de especificidad, con un valor de k de 0.88, que es muy
bueno (cuadro I).

Vitek 2-XL. 127/140 cepas fueron resistentes a oxacili-
na por este método. Todos los aislados MSSA fueron
ChromID MRSA negativos, y las CMI para oxacilina
de todos los aislados MSSA se encontraron entre 0.25
y 2.0 ug/ml. Todas las cepas MRSA aisladas mostraron
concentraciones de oxacilina mayores a >4 ug/ml. Este
método mostré 97% de sensibilidad, con especificidad
de 69%. El porcentaje de concordancia observado para
el indice kappa fue sustancial, con un valor de 0.66,
que es bueno (cuadro I). En el cuadro II se muestran
los resultados de 11 cepas con discrepancias. Todos
los ensayos mostraron resultados satisfactorios con las
cepas de referencia.

Discusion
La utilizacién de cefoxitina en lugar de oxacilina como
antibiético de eleccién tiene la ventaja de ser mejor
inductor de la expresién del gen mecA, y mads sensible

con las poblaciones MRSA de bajo nivel de resistencia,
clasificadas erréneamente como MSSA .15 En las prue-
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Cuadro |

EVALUACION DE LA CONCORDANCIA DIAGNOSTICA DE LOS METODOS PARA LA DETECCION DE AISLADOS
DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS METICILINO-RESISTENTE (MRSA) MEDIANTE iNDICE KAPPA. HOSPITAL GENERAL REGIONAL

No. | DR. CARLOS MACGREGOR SANCHEZ NAVARRO. ENERO-FEBRERO 2009.

Prueba Sensibilidad Especificidad kappa Significancia P
. 97% 92%
Kirby-Bauer 123/127 1213 0.77 0.001
. 97% 69%
Vitek 2 123/127 913 0.66 0.001
97% 85%
ChromID MRSA 123/127 13 0.76 0.001
. 98% 100%
Slidex MRSA 124/127 1313 0.88 0.001
Kappa: Indice de concordancia kappa
ES: Error estandar
ChromID MRSA: Medio cromogénico para MRSA
Slidex MRSA: Kit de deteccion de PBP2a
Cuadro Il

CARACTERISTICAS DE | | AISLADOS ERRONEAMENTE CLASIFICADOS MEDIANTE VITEK 2 0 CHRoMID MRSA. HospiTAL
GENERAL ReGIONAL No. | DRr. CArRLos MACGREGOR SANCHEZ NAVARRO. ENERO-FEBRERO 2009.

ﬁ;ﬁage Cefinase Ki ’b({n i‘q’)“ er’ ‘('J;fnﬁ: ChromID MRSA Pb. fenotipo
2% (+) 20 (R) 0.5 (5) s BORSA
28 (+) 6(R) 025 (5) s hetzEZQneo
29 +) 3() =4 R) R MSSA
30 -) 2% (5) >4 R) s MSSA
39 +) 6(R) =4 R) s MRSA
64 (+) 30(5) 4R R MSSA
67 +) 34 (9) 20(5) s MSSA
2 +) 30 (9) 025 (5) s MSSA
13 +) 24 (5) =4 R) s MSSA
118 +) 28(9) 025 (5) R MRSA
121 +) 25 (5) =4 R) R MSSA

R, cefoxitina (= 21 mm indica resistencia)

®R, oxacilina (CMI = 4pg/ml indica resistencia)
ChromID MRSA: Medio cromogénico para MRSA

Slidex MRSA: Deteccién de PBP2a

bas de este estudio se encontraron cuatro cepas (26, 64,
67, 92) que muestran inconsistencias en los resultados.
Tres de ellas (cepas 64, 67, 92) presentan el gen mecA,
pero no expresan la proteina PBP2, no crecen en el
medio cromogénico y son sensibles para la prueba de

difusién en disco. Aunque genotipicamente estas cepas
se comportan como MRSA, desde el punto de vista epi-
demiol6gico deben considerarse como MSSA. La cepa
26 se comporta como MSSA ya que no tiene el gen mecA,
no expresa la PBP2a, no crece en el medio cromogénico y
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muestra una concentracién de 0.25 ug /ml de oxacilina,
pero en la prueba de difusién en disco para cefoxitina es
resistente. Probablemente, esta cepa posee un fenotipo
de clase BORSA o conocidas como cepas hiperproduc-
toras de f-lactamasa. El efecto inductor de la cefoxitina
en lugar de la oxacilina favorece su reconocimiento
como MRSA.*16No se encontraron 4reas de inhibicién
en disco, lo que conduce a pensar que las poblaciones
MRSA en nuestro hospital son homogéneas y por lo
tanto las CMI en estas cepas podrian estar por arriba
de los 800 ug/ml.12

En las pruebas Vitek y ChromID MRSA se encontré
una sensibilidad de 97% y una especificidad de 69 y
85% respectivamente. En los presentes hallazgos existen
cuatro cepas (29, 31, 113 y 121) que de manera consis-
tente son negativas para mecA y PBP2a, y sensibles por
Kirby-Bauer con disco de cefoxitina. La CMI encontrada
en estas cepas fue >4 pg/ml. Debido a que de manera
consistente estas cepas se comportan fenotfpicamente
como MSSA, bien podrian estar mal clasificadas por
parte del equipo Vitek como MRSA. Aunque las pruebas
Vitek y Chromo ID MRSA presentan la sensibilidad y
especificidad mds bajas de los métodos probados, los
resultados se pueden obtener a partir de las 7 h de
incubacién con el equipo Vitek-2, lo que representa
una enorme ventaja con respecto a los otros métodos.
Estos resultados estan en concordancia con lo reportado
internacionalmente.!*17

La deteccién de PBP2a por el método de ldtex
mostrd una sensibilidad de 98%, consistente con el
reportado por otros autores que encontraron 97-100%
de sensibilidad, con una especificidad de 100%.' La
prueba de aglutinacién en latex Slidex MRSA es muy
sencilla de realizar y proporciona excelentes resultados
en sensibilidad y especificidad, sin embargo, no es de
fécil incorporaciéon en un laboratorio de diagndstico
clinico debido al costo aproximado de 75 pesos MN (US$
6) por prueba, lo que podria impactar en el limitado
presupuesto de los laboratorios en pafses en desarrollo,
aunque el beneficio clinico puede rebasar su costo, como
se ha observado en otros estudios.

En conclusion, se comprobd la existencia de una
alta prevalencia de MRSA en las muestras estudiadas
en nuestro hospital (90.7%). Ademds, todos los métodos
estudiados son muy buenos para la identificacién de
MRSA. EI PCR para la deteccién del gen mecA requiere
equipo, instalaciones adecuadas y personal capacitado
para su realizacién, por lo que su uso solamente es viable
en laboratorios de investigacién. El sistema Vitek 2-XL,
aligual que el kit de deteccion Slidex MRSA son costosos
y requieren instalaciones y personal capacitado para su
empleo, pero tienen la ventaja de obtener resultados en
un lapso de 7 hr y 20 min., respectivamente. El sistema
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Vitek 2-XL es ideal para el trabajo en hospitales de se-
gundo y tercer nivel. Existe una versién mds pequefia
de este sistema llamado Vitek 2 COMPACT que podria
usarse en unidades de medicina familiar. EI kit Slidex
MRSA se recomienda para aquellas cepas aisladas a
partir de liquidos estériles como sangre, liquido cefalo-
rraquideo, liquidos peritoneales, etc., por lo que estas
pruebas son adecuadas para hospitales de segundo y
tercer nivel. El ChromoID MRSA proporciona muy bue-
nos resultados y su utilizacién serfa ideal como prueba
de “screening” en la bisqueda de portadores nasales
asintomaticos de MRSA en pacientes o en el personal de
los hospitales y unidades de medicina familiar. La técni-
ca de difusién en disco (Kirby-Bauer), usando un disco
de cefoxitina de 30 ug, es con mucho la mds accesible
de todas y tiene una alta sensibilidad y especificidad.
Finalmente, se recomienda el uso combinado del sistema
Vitek 2-XL conjuntamente con la técnica de Kirby-Bauer,
con el disco de cefoxitina de 30 ug, para aquellas cepas
identificadas como MSSA por el sistema Vitek 2-XL.

Declaracién de conflicto de intereses: Los autores declararon no tener conflicto
de intereses.
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