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Deteccion de cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina
mediante una prueba de aglutinacion
con latex

Sr. Director. Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM)
es un importante patégeno, funda-
mentalmente nosocomial, que produce
infecciones graves en servicios médi-
cos y unidades de alto riesgo de infec-
cion y que se aisla con frecuencia en
muestras de sangre, orina y tracto res-
piratorio inferior!. Segun los datos del
Cuarto Estudio Nacional de Staphylo-
coccus (1996), la prevalencia en
Madrid y Cataluiia de SARM fue del
27,7% y del 30,4% respectivamente!.

El mecanismo de resistencia de S.
aureus a la meticilina, estda determi-
nado por el gen mecA que codifica la
produccién de la PBP2a; en estas
cepas de SARM la PBP2a tiene una
baja afinidad para unirse a los anti-
biéticos B-lactamicos. Esta resistencia
puede ser homogénea o heterogénea, y
en este dltimo caso se observa en una
de cada 10%7 células de una poblacién
y s6lo se expresa en determinadas
condiciones de temperatura, pH y
osmolaridad. Algunos aislados pueden
presentar resistencia homogénea a
meticilina borderline por sobreproduc-
cion de B-lactamasas o de la PBP42,

Para detectar la resistencia a meti-
cilina en Staphylococcus aureus, dis-
ponemos de diferentes métodos; el de
referencia es la deteccién de mecA
mediante hibridacién de ADN o por

reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), pero ninguna de las dos técni-
cas esta al alcance de todos los labo-
ratorios de microbiologia debido a su
alto coste y a la dificultad de realiza-
cion®.

Otros métodos disponibles usados
comunmente para detectar la resis-
tencia a la meticilina son el agar con 6
ug/ml de oxacilina, la difusién con dis-
co y la microdilucién en caldo. Algu-
nas modificaciones como la incubacién
a 30-35°C en lugar de a 37°C, la adi-
cion de NaCl al 2% al medio de culti-
vo y la prolongacién del periodo de
incubaciéon a 24 o 48 horas en vez
de las 16-18 horas habituales, facili-
tan la deteccion de la resistencia.
Otros métodos rapidos automatizados
de microdilucién aportan resultados
en varias horas (3,5-11 horas). Estos
métodos pueden presentar problemas
para la deteccion de cepas con resis-
tencia heterogénea?.

Aparte de éstos, existe en el merca-
do microbioldgico la posibilidad de de-
tectar mediante una prueba de agluti-
nacién, la existencia de la PBP2a de
SARM, utilizando particulas de latex
sensibilizadas con anticuerpos mono-
clonales dirigidos frente a la PBP2a.
Algunos estudios han demostrado que
esta prueba tiene una sensibilidad del
97% y una especificidad del 100%*.

Debido pues a los datos de preva-
lencia observados en nuestro medio!
y a la diversidad de cuadros clinicos
que este microorganismo puede
generar (bacteriemia, endocarditis,
infeccion metastasica, enfermedad
mediada por toxinas [sindrome del
shock toxico, impétigo, sindrome de
la piel escaldada, enterocolitis, into-
xicacién alimentarial)® su identifica-
cién debe realizarse de forma rapida
y correcta.

Nosotros hemos realizado un estu-
dio, utilizando esta prueba de agluti-
nacién citada (que detecta la PBP2a
de SARM), denominada comercial-
mente MASTALEX-MRSA. Se estu-
diaron 96 aislados de Staphylococcus
spp. procedentes de sangre, catéteres
y secreciones respiratorias, recogidas
durante el periodo de 1999-2000. La
prueba se realizé siguiendo las reco-
mendaciones descritas por la casa
comercial (MAST DIAGNOSTIC;
Francisco Soria Melguizo). Para ex-
traer la PBP2a de las colonias éstas se
resuspenden en cuatro gotas de un
reactivo de extraccion 1y se someten
a 100°C durante 3 minutos, se deja
enfriar a temperatura ambiente y a
continuacién se afiade una gota del
reactivo 2. La suspension se centrifu-
ga a 3.000 rpm durante 5 minutos y se
mezclan 50 pl del sobrenadante con
una gota del latex sensibilizado; una

aglutinacién positiva a los 3 minutos
indica la presencia de la PBP2a.

Las personas encargadas de la rea-
lizacion de esta técnica no conocian
previamente la identificacion de la
cepa a aglutinar.

La identificaciéon microbiolégica
rutinaria de las cepas correspondien-
tes a S. aureus tuvo lugar observando
el crecimiento en placas de agar san-
gre de colonias pigmentadas amari-
llentas, visualizando la fermentacion
del medio con manitol salado, resul-
tando positiva la prueba de la coagu-
lasa y confirmandolo con el sistema
WIDER (Francisco Soria Melguizo).

La resistencia de S. aureus a meti-
cilina se determiné mediante la difu-
sion con disco a oxacilina y la deter-
minacién de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) mediante el ante-
riormente citado sistema automatico
WIDER.

De las 96 cepas estudiadas, 48 ha-
bian sido identificadas en nuestro
laboratorio de forma rutinaria como S.
aureus, 24 sensibles a oxacilina (CMI
menor de 2 ug/ml) y 24 resistentes a
oxacilina (CMI mayor de 4 pg/ml) y las
otras 48 cepas restantes correspondian
a Staphylococcus coagulasa negativa,
24 sensibles a oxacilina (CMI < 0,25
ug/ml) y 24 resistentes a oxacilina. No
se incluyeron en el estudio cepas de S.
aureus con resistencia borderline.

Los 24 SARM presentaron una aglu-
tinacién con latex claramente positiva,
observiandose una sensibilidad del
100%. Ningan S. aureus sensible a la
oxacilina ni Staphylococcus coagulasa
negativa sensible o resistente a oxaci-
lina dio un resultado positivo con la
prueba de latex, obteniendo por tanto
una especificidad del 100% aunque
consideramos necesario ampliar el
estudio a cepas con resistencia border-
line para verificar esta especificidad y
no obtener falsos positivos.

Para nosotros ha resultado una téc-
nica de metodologia sencilla, donde se
necesita escaso material (colonias del
microorganismo, tubos eppendorf,
bafio de agua a 100°C, centrifuga a
3.000 rpm y los reactivos especificos
incluidos en el kit comercial) y que
aporta resultados de facil interpreta-
cién en un tiempo maximo de 20
minutos con buena sensibilidad y
especificidad. Ademds presenta la
ventaja de poder ofrecer al clinico,
datos de posible resistencia a la meti-
cilina desde el mismo momento en que
disponemos de colonias compatibles
con S. aureus en las placas de agar
sangre y por lo tanto susceptibles de
ser aglutinadas con particulas de
latex sensibilizadas.

Como conclusiéon final podemos
extraer la idea de que MASTALEX
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MRSA nos ofrece la posibilidad de
detectar SARM en la rutina microbio-
légica, de una forma réapida, con muy
buenos datos de sensibilidad y especi-
ficidad y sin necesitar tecnologia com-
pleja ni personal especializado debido
a su procedimiento sencillo.

Carmen Pazos, Susana Hernando
y Francisca Sanz

Servicio de Microbiologia. Hospital
Universitario 12 de Octubre. Madrid.

Bibliografia

1. Cercenado E, Sanchez-Carrillo C, Alcala L,
Bouza E y Grupo de Trabajo para el estudio
de Estafilococos. Situacién actual de la resis-
tencia de Staphylococcus en Espana. Cuarto
estudio Nacional (1996). Rev Clin Esp 1997;
197 (Supl 2): 18-24.

2. Chambers HF. Methicillin resistance in Staphy-
lococci: molecular and biochemical basis and
clinical implications. Clin Microbiol Rev 1997;
10: 781-791.

3. Van Griethuysen A, Pouw M, Van Leeuwen
N, Heck M, Willense P, Buiting A, Kluytmans
J. Rapid slide latex agglutination test for de-
tection of methicillin resistance in Sthaphylo-
coccus aureus. J Clin Microbiol 1999; 37: 2.789-
2.792.

4. Van Leeuwen WB, Van Pelt C, Luijendijk A,
Verbrugh HA, Goessens WHF. Rapid detec-
tion of methicillin resistance in Sthaphylococ-
cus aureus isolates by the MRSA-screen latex
agglutination test. J Clin Microbiol 1999; 37:
3.029-3.030

5. Lowy FD. Staphylococcus aureus infections. N
Engl J Med 1998; 339: 520-532.

Infarto esplénico asociado con la
presencia de inhibidor lipico en un
paciente con sida

Sr. Director. Los infartos del bazo
pueden ser de origen embdlico o trom-
bético. Los émbolos son habitualmente
de naturaleza infecciosa y se producen
durante el curso evolutivo de una
endocarditis o de cuadros sépticos. Los
trombos suelen ocluir las ramas de la
arteria esplénica y pueden objetivarse
en diversas enfermedades infecciosas;
sin embargo, algunos infartos son con-
secutivos a trombosis de las venas
esplénicas. La mayoria de los infartos
tienen forma de cuna y asientan en la
periferia del 6rgano.

Clinicamente deben sospecharse
ante la existencia de dolor en el hipo-
condrio izquierdo acompafiado de
esplenomegalia y frote audible.

Presentamos un paciente con enfer-
medad por el virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH)/sida que desa-
rrollé un infarto esplénico asociado
con altos titulos de inhibidor lipico.
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Un paciente de 25 afios, consumidor
de drogas por via intravenosa (CDVI),
con diagnéstico de sida, sin anteceden-
tes de tratamientos antirretroviricos
previos, ingresa por presentar cuadro
de fiebre, tos productiva y dolor en el
hipocondrio izquierdo. El examen fisi-
co revelé un paciente con mal estado
general, adelgazado, con temperatura
axilar de 38,5°C, candidiasis oral, dis-
minucion de entrada de aire en base
izquierda, hepatomegalia y espleno-
megalia con dolor a la palpacién en el
cuadrante superior izquierdo del abdo-
men. En la analitica presentaba:
hematocrito de 31,2%, glébulos blan-
cos 4.200 x 1091 con 58% de neutrdfi-
los; 4% eosinoéfilos; 0% baséfilos; 26%
linfocitos y 12% monocitos, plaquetas
101.000 x 1091, sin evidencias de
hemolisis. Velocidad de sedimentacién
globular (VSG) 111 mm en la primera
hora y linfocitos T CD4 < 50 cel x 10%/1.
El electrocardiograma fue normal,
igual que el ecocardiograma bidimen-
sional. Un aspirado y biopsia de médu-
la 6sea revel6 una médula ésea reacti-
va, con aumento de megacariocitos y
células plasmaticas, sin visualizacién
de microorganismos en los examenes
directos ni crecimiento en los cultivos.
En los hemocultivos para microorga-
nismos comunes crecié Staphylococcus
coagulasa negativa resistente a metici-
lina; en el cultivo de esputo por BAC-
TEC igual que en los hemocultivos
para micobacterias crecié6 Mycobacte-
rum tuberculosis. La ecografia abdo-
minal mostré una hepatomegalia
homogénea con aumento de ecogenici-
dad compatible con esteatosis y/o fibro-
sis, vesicula biliar con litiasis de 6 mm,
adenopatias isoecoicas en hilio hepati-
co y esplenomegalia importante con
imagen triangular hipoecoica en polo
superior de 60 x 63 mm, con area liqui-
da central, compatible con infarto
esplénico (fig. 1) e imagen ecogénica en
el interior de la rama superior de la
vena esplénica, con doppler positivo de
aspecto lineal, compatible con trombo-
sis. Los estudios de hemostasia mos-
traron los siguientes resultados: el
tiempo de Quick fue de 12”, concentra-
cién de protrombina de 100% y razén
internacional nomenclada (RIN) 0,95;
el tiempo de tromboplastina parcial
con kaolin (KPTT) fue prolongado, de
58”, sin correccién con plasma normal;
indice de Rosner positivo; la prueba de
neutralizacién de plaquetas (PNP)
mostré un KPTT prolongado que acor-
ta con el agregado de plaquetas; tiem-
po de trombloplastina diluida (TTI)
index: negativo; tiempo de veneno de
vibora Russell (dRVVT) dentro de ran-
gos normales. La determinacion de
proteina S total (PS) fue de 100% (en
rango 1), fibrinégeno 279 mg/dl y anti-

trombina III biolégica 102%. Los resul-
tados de estas pruebas son compatibles
con la presencia de inhibidor ldpico.

El paciente evolucioné de manera
favorable, con buena respuesta al tra-
tamiento antituberculoso més vanco-
micina a la dosis de 2 g/dia por via
intravenosa.

La existencia de autoanticuerpos
con especificidad por fosfolipidos car-
gados en forma negativa se ha descri-
to desde hace mucho tiempo en
pacientes con lupus eritematoso sisté-
mico (LES) en los que se asocian con
complicaciones trombéticas. Los tér-
minos anticoagulante lupico y anti-
cardiolipinas también se usan para
describir este tipo de anticuerpos®.

A pesar de que los pacientes con
infeccién por el VIH-1 tienen con fre-
cuencia altos titulos de anticuerpos
anticardiolipinas, el verdadero signifi-
cado clinico de este hallazgo de labo-
ratorio no es bien conocido®?. Entre los
factores de riesgo identificados para
infarto esplénico se citan, entre otros:
la endocarditis, las bacteriemias, el
CDVI, la insuficiencia cardiaca, el
LES, diversas neoplasias sélidas, los
linfomas y leucemias, la sarcoidosis y
las hemoglobinopatias*®.

Nuestro paciente presentaba antece-
dentes de CDVI y tuvo diagnéstico con-
firmado de bacteriemia por Staphylo-
coccus coagulasa negativo resistente a
meticilina con hemocultivos positivos y
tuberculosis (TBC) diseminada con
hemocultivos y cultivo de esputo posi-
tivos para M. tuberculosis, con sensibi-
lidad conservada a los farmacos anti-
tuberculosos. El ecocardiograma no
mostré evidencias de endocarditis con
leve dilatacion del ventriculo izquierdo.

La presencia de un infarto espléni-
co en un paciente joven debe hacer

Figura 1. Ecografia abdominal: importante es-
plenomegalia con didmetro longitudinal de 175
mm, con imagen triangular hipoecoica en polo
superior, de aproximadamente 60 x 63 mm con
drea liquida central, compatible con infarto es-
plénico y trombosis de la rama superior de la
vena esplénica.



