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Resumen

En infecciones crénicas y recurrentes por Staphylococcus aureus se han
descripto subpoblaciones de colonias pequefias (VCPSa). El objetivo de
este trabajo fue reconocer las caracteristicas fenotipicas de VCPSa para
optimizar su deteccién y caracterizacién a partir de materiales clinicos
provenientes de infecciones crénicas. Se analizaron n=3 VCPSa de pa-
cientes adultos con infecciones crénicas de tejidos blandos. Las mues-
tras se inocularon en agar nutritivo, agar sangre; agar chocolate y agar
Schaedler suplementado. Se realizaron tincién de Gram, catalasa, coagu-
lasa libre, pruebas de dependencia para hemina, menadiona y timidina
y, desarrollo/ataque del manitol en agar manitol salado. La sensibilidad
antibiética se efectu6é en agar Mueller Hinton suplementado, segln las
pruebas de dependencia. Se investigd la presencia de proteina ligadora
de penicilina anémala (PBP2") por aglutinacion con latex. Las VCPSa se
detectaron en los medios de cultivo enriquecidos. Estas bacterias dieron
positivas las pruebas de catalasa y coagulasa, y eran dependientes de
menadiona y hemina. En los tres aislamientos se observd resistencia a
cefoxitina y se detect6 la PBP2".

Palahras clave: Staphylococcus aureus; Variante colonias pequeiias; Infeccio-
nes crénicas de tejidos blandos; Caracterizacion fenotipica

Phenotypic characterization of small colony variants
of Staphylococcus aureus: a new challenge

Abstract

In chronic and recurrent infections, small colonies of Staphylococcus au-
reus subpopulations (SCVSa) have been observed. The objective of the
present study was to recognize the phenotypic characteristics of SCVSa
isolated from patients with chronic infections to optimize their detection.
SCVSa of adult patients n=3 with chronic soft tissue infections were an-
alyzed. Samples were inoculated on nutritive agar, blood-agar, chocolate
agar and supplemented Schaedler agar. Subsequently, Gram stain, cat-
alase, free coagulase, dependence tests for hemin, menadione and thy-
midine, and growth/fermentation of mannitol on salt mannitol agar were
performed. Antibiotic susceptibility tests were performed by the agar dif-
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fusion method on supplemented Mueller Hinton agar, according to dependence assays results. Anom-
alous penicillin binding protein (PBP2’) was investigated by latex agglutination. SCVSa were detected
in all enriched culture media. They showed catalase and coagulase activities, and menadione and
hemin dependence. By the agar diffusion test, cefoxitin resistance was found in all isolates; PBP2’
was detected as well.

Keywords: Staphylococcus aureus; Small colony variants; Chronic soft tissue infections; Phenotypic charac-
terization

Caracterizagao fenotipica de pequenas variantes de Staphylococcus aureus:
um novo desafio

R esumo

Nas infecgbes cronicas e recorrentes por Staphylococcus aureus, subpopulagbes de pequenas col6-
nias (VCPSa) foram descritas. O objetivo desse trabalho foi reconhecer as caracteristicas fenotipicas
de VCPSa para otimizar sua deteccdo e caracterizacdo a partir de materiais clinicos provenientes de
infecgdes crénicas. Foram analisados n=3 VCPSa de pacientes adultos com infec¢des crbnicas de
tecidos moles. As amostras foram inoculadas em agar nutritivo, agar sangue; agar chocolate e agar
Schaedler enriquecido. Foram realizados testes de coloracdo de Gram, catalase, coagulase livre, tes-
tes de dependéncia para hemina, menadiona e timidina, e desenvolvimento/fermentacao do manitol
em agar manitol salgado. A sensibilidade antibidtica foi realizada em agar Mueller Hinton suple-
mentado, de acordo com os testes de dependéncia. Foi investigada a presenga de proteina ligante
de penicilina anémala (PBP2°) por aglutinagdo com latex. Os VCPSa foram detectados em meios de
cultura enriquecidos. Estas bactérias deram positivas nos testes de catalase e coagulase positivos e
eram dependentes de menadiona e hemina. A resisténcia a cefoxitina foi detectada nos trés isolados
e detectou-se a PBP2’.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; Variante colénias pequenas; Infeccdes crénicas de tecidos moles;

Caracterizagao fenotipica

Introduccién

Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva
que coloniza la piel y mucosas del hombre y que pue-
de ocasionar infecciones de la comunidad y asociadas a
los cuidados de la salud. El espectro de patologias que
puede producir abarca desde infecciones agudas locali-
zadas leves hasta enfermedades con elevada morbi-mor-
talidad, como son neumonia, osteomielitis y endocar-
ditis. Cuando S. aureus es agente causal de infecciones
crénicas y recurrentes, han sido descriptas subpoblacio-
nes visualizadas en los medios de aislamiento como co-
lonias pequenas (variantes colonias pequenas, VCPSa)
y que se pueden originar por mutaciéon espontanea o
pueden estar inducidas por la presencia de antibioti-
cos. Las mutaciones suceden en genes implicados en la
biosintesis de menadiona, hemina o timidina, sustratos
involucrados en la cadena transportadora de electro-
nes y en la sintesis de ADN. Esta anomalia tiene como
consecuencia una producciéon disminuida de ATP. Las
VCPSa presentan crecimiento lento con rasgos distinti-
vos fenotipicos y patogénicos (1-4).

El grupo con riesgo para adquirir infecciones con
VCPSa esta integrado por pacientes con terapia anti-
microbiana prolongada como los que padecen fibrosis
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quistica, infecciones osteoarticulares croénicas e infec-
ciones originadas por la introducciéon de dispositivos
médicos permanentes como marcapasos (5-7).

Ellentoy deficiente crecimiento in vitro de las VCPSa
representa un desafio para el laboratorio de Microbio-
logia Clinica, ya sea para su aislamiento inicial y caracte-
rizacion fenotipica de especie como para la realizaciéon
de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos. Un
problema particular para la terapia antimicrobiana es
la combinacion del fenotipo VCPSa y la resistencia a la
meticilina (8). El objetivo de este trabajo fue reconocer
las caracteristicas fenotipicas de VCPSa para optimizar
su deteccion y caracterizacion a partir de materiales cli-
nicos provenientes de infecciones cronicas.

Materiales y Métodos

Caracteristicas de los pacientes y muestras
clinicas

Se analizaron tres aislamientos significativos prove-
nientes de muestras clinicas obtenidas durante dos anos,
del 1 de julio de 2016 al 30 de junio de 2018, de pa-
cientes adultos atendidos en el Hospital Ramoén San-



tamarina de la Ciudad de Tandil (Provincia de Buenos
Aires). Todos los pacientes fueron de género masculi-
no, mayores de 65 anos, con infecciones crénicas de te-
jidos blandos y habian recibido terapia antimicrobiana
previa prolongada. Todos presentaron enfermedades
de base: dos pacientes con diabetes tipo I y uno con
insuficiencia renal crénica.

Muestras clinicas: Un absceso en tejido blando adya-
cente a protesis de rodilla izquierda (HRS16341); un
absceso en tejido blando adyacente a protesis de cadera
derecha (HRS17352), y una coleccién en tejido subcu-
taneo adyacente a marcapasos (HRS18378).

Aislamiento y caracterizacion fenotipica
de VCPSa

Para la deteccion de VCPSa las muestras se inocu-
laron en agar nutritivo, agar base Columbia sangre de
carnero al 5% y agar chocolate. Los cultivos se incuba-
ron 96 h a 35 °C+2 °C en atmoésfera ordinaria y enrique-
cida con 5% de CO, con observacion diaria. Ademas,
las muestras se inocularon en agar Schaedler (Biokar
Diagnostics) con 0,1% de vitamina K, y 5% de sangre de
carnero desfibrinada y fueron incubadas en microaero-
biosis.

Para la caracterizacion fenotipica de los aislamientos
compatibles con VCPSa se efectué: tincion de Gram,
prueba de catalasa (H,O, al 3%), coagulasa libre en
tubo (plasma de conejo estéril con EDTA) con lectura a
las 2 h, 24 h, 48 h, 72 h y desarrollo y ataque al manitol
en agar manitol salado (Laboratorios Britania, Buenos
Aires, Argentina). De forma simultanea se realiz6 la ca-
racterizacion de género y especie mediante el sistema
automatizado VITEK Compact 2 (bioMeérieux®, Argen-
tina). Se consideraron a las colonias como puntiformes
cuando su diametro fue diez veces menor (<0,5 mm)
que el fenotipo normal de la bacteria.

Auxotrofia para hemina, menadiona y timidina

Para los ensayos de dependencia se utiliz6 agar Mue-
ller Hinton (MH) suplementado con timidina (MHT,
5 pg/mL), menadiona (MHM, 1 pg/mL) y con hemi-
na (MHH, 1 pg/mL), de acuerdo a Precit et al. (9).
Ademas, se utilizaron combinaciones de suplementos
(MHMH, MHMT, MHTH). Los medios se incubaron
en atmosfera ordinaria a 35+2 °C durante 24 h y se re-
incubaron hasta 72 h en caso de resultado negativo. Un
aislamiento fue considerado dependiente cuando cre-
ci6 en el medio MH suplementado con el correspon-
diente sustrato y no en agar MH sin suplemento.

Sensibilidad antimicrobiana

Lasensibilidad antimicrobiana fue estudiada median-
te el sistema VITEK (panel GP, bioMérieux®, Argenti-
na) y por difusion con discos (Laboratorios Britania,
Buenos Aires, Argentina) en medio MH suplementado,
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segun el resultado de las pruebas de dependencia. Se
ensayaron los discos de cefoxitina (30 pg), eritromici-
na (15 pg), clindamicina (2 pg), linezolid (30 pg), ci-
profloxacina (5 pg), minociclina (30 pg), gentamicina
(10 pg), trimetoprima-sulfametoxazol (1,25/23,75 pg)
y rifampicina (5 pg), de acuerdo a las recomendaciones
del CLSI (10).

Como complemento para la busqueda de resisten-
cia a meticilina, en los tres aislamientos se investigo la
presencia de la proteina ligadora de penicilina anémala
(PBP2”) mediante aglutinaciéon con latex (Oxoid) con
un in6culo bacteriano equivalente al tubo Nro. 2 de la
escala de McFarland (6 x 108 UFC/mL), siguiendo pos-
teriormente las instrucciones del fabricante.

Para el control de calidad de todos los ensayos feno-
tipicos se utiliz6 la cepa S. aureus ATCC 25923.

Aspectos éticos

Los aislamientos bacterianos analizados provinieron
de muestras clinicas utilizadas para el diagnéstico mi-
crobiolégico de infecciones de tejidos blandos. Fueron
manipulados en forma anénima, asegurando la absolu-
ta confidencialidad de la informacién obtenida y a los
unicos fines de la presente investigacion, de acuerdo
a la Ley de Proteccion de Datos Personales N° 25.326,
art. 11, inciso 3, punto d, en linea con la Declaracién
de Helsinki.

Resultados

Las VCPSa se detectaron como pequenas colonias
puntiformes (<0,5 mm) blancas en agar sangre y agar
chocolate, en atmoésfera ordinaria o enriquecida con
CO, al 5%, a partir de las 48 h de incubacién. No se
obtuvo desarrollo en agar nutritivo y agar MH. Las co-
lonias incubadas con atmoésfera enriquecida con COQ
no tuvieron mayor tamano que las que desarrollaron en
atmosfera ordinaria. Ninguno de los aislamientos pre-
sent6 hemolisis ni pigmento. En los tres aislamientos la
inoculacion en agar Schaedler suplementado permitié
restaurar el fenotipo normal de S. aureus. Cuando se
realizo la coloracion de Gram de las colonias desarro-
lladas en todos los medios de aislamiento enriquecidos
se observaron cocos gram positivos compatibles con Sta-
phylococcus spp.

En su caracterizacién fenotipica no se obtuvo desa-
rrollo en agar manitol salado en ninguno los tres aisla-
mientos en relacién a su caracterizacion fenotipica. La
catalasa fue positiva débil y la prueba de coagulasa libre
dio positiva en todos los aislamientos en forma retarda-
da, entre las 48-72 h de incubacién (Tabla I).

En relacion a su caracterizacion fenotipica, no se obtu-
vo desarrollo en agar manitol salado en los tres aislamien-
tos. La catalasa fue positiva débil y la prueba de coagulasa
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Tabla |. Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos de VCPSa.

Aislamiento Desarrollo en: Catalasa Coagulasa (h) Desarrollo en: PBP2°
As/Ach ATS/MH ~ Sch 2 24 48 72 |\T M H MH MTHT
HRS16341 + - + + débil - -+ o+ - - -+ - - +
HRS17352 + - + + débil S S T +
HRS18378 + - + + débil - - - + |- - -+ - - +

As/Ach, agar sangre/agar chocolate. Sch, agar Schaedler enriquecido. ATS, agar nutritivo, Agar MH con: T, timidina; M, menadiona, H, hemina;
MH, menadiona y hemina; MT, menadiona y timidina; HT, hemina y timidina. PBP2’: proteina ligadora de penicilina anémala.

Figura 1. Ensayos de dependencia.
A: MH sin suplementar. B: MH suplementado con menadiona y hemina
(MHMH), luego de 24 h de incubacién en atmdsfera ordinaria.

libre dio positiva en todos los aislamientos de forma retar-
dada, entre las 48-72 h de incubacién (Tabla I).

Las lecturas de los resultados utilizando el sistema
VITEK (tarjetas GP) fueron las siguientes: HRS16341
y HRS18378, Kocuria kristinae y HRS17352, sin identifi-
cacion.

Sensibilidad a los antibiéticos

Mediante el método de difusion en agar MHMH los
tres aislamientos resultaron resistentes a gentamicina y
cefoxitina. En uno de ellos (HRS18378), ademas, se ob-
servo resistencia a ciprofloxacina. Se detect6 la PBP2’ en
los tres aislamientos. El sistema VITEK informé a los tres
aislamientos como sensibles a todos los antimicrobia-
nos ensayados, interpretandolos como S. aureus sensi-
bles a meticilina.

Discusion y Conclusiones

En esta investigacion se han descripto las caracteris-
ticas fenotipicas de tres VCPSa aisladas de infecciones
crénicas de piel y partes blandas. Este fenotipo ha sido
observado por otros autores en infecciones respirato-
rias provenientes de pacientes con fibrosis quistica, in-
fecciones osteoarticulares y otras relacionadas con dis-
positivos médicos permanentes (5) (8) (11).

En los pacientes del presente estudio el tinico fenoti-
po presente en el cultivo inicial fue VCPSa. Sin embar-
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go se ha descripto que las VCPSa en ocasiones pueden
coexistir con S. aureus de apariencia normal. La utiliza-
cion de medios suplementados y la incubacién prolon-
gada son fundamentales para su deteccién (2).

En el presente estudio todos los pacientes con VCPSa
habian recibido gentamicina (local en la protesis o sis-
témica) de forma prolongada y presentaron dependen-
cia de menadiona y hemina. Kahl (12) observé que la
exposicion continua a los aminoglucoésidos favorece la
selecciéon de VCPSa dependientes de hemina y mena-
diona; la disminucién en el potencial transmembrana
observado en estas bacterias afecta la actividad de los
aminoglucésidos (11). Este evento es mas frecuente en
pacientes con infecciones de piel y tejidos blandos. La
reversion obtenida en los tres aislamientos con el agre-
gado de suplementos, menadiona y hemina, concuerda
con lo que ha sido descripto en la literatura (6) (12) (13).
Proctor et al (2) postularon que se originan a través de
mutaciones en los genes menD y hemB que bloquean la
sintesis de menaquinona, menadiona y hemina.

En esta investigacion se comprobé que un medio in-
definido, nutricionalmente rico, como el agar Schaed-
ler suplementado, fue adecuado para restaurar el feno-
tipo normal de S. aureus, probablemente porque es una
fuente de precursores metabolicos para la poblacion
de VCPSa. Este hecho también fue observado por otros
autores (5) (14). Sin embargo, Delgado-Valverde et al.
(15) con aislamientos de VCPSa dependientes de timi-
dina, provenientes de pacientes con fibrosis quistica no
observaron la reversion fenotipica.

Es importante destacar que también han sido des-
criptos aislamientos de VCPSa que solamente eran de-
pendientes de CO,. Estos fenotipos pueden revertir a
uno normal cuando se incuban en atmosfera con CO,
(16). No ha sido el caso de los aislamientos de este tra-
bajo de investigacion.

De acuerdo a la apariencia de las colonias de la
VCPSa en los medios enriquecidos (agar sangre, agar
chocolate) se pudieron caracterizar inicialmente como
corinebacterias comensales o estreptococos no hemoli-
ticos. La coloracion de Gram habilité la presuncion de
pertenencia al género Staphylococcus. Ademas, la prue-
ba de catalasa positiva permiti6 diferenciar inicialmen-
te VCPSa de Enterococcus spp. y Streptococcus spp., que
son catalasa negativos.



Las caracteristicas de desarrollo, con colonias pe-
quenas no hemoliticas y no pigmentadas, asi como la
produccion lenta de coagulasa y la ausencia de ataque
al manitol observados en este trabajo estan en linea con
lo encontrado por otros autores (6). La ausencia de he-
molisis y la reaccion de coagulasa lenta pueden estar re-
lacionadas en parte con la disminucion de la biosintesis
de aminoacidos y son las responsables de la identificacion
errénea como estafilococo coagulasa negativo (17) (18).

En esta investigacion el sistema VITEK fall6 en la iden-
tificacién y resistencia antimicrobiana en todos los aisla-
mientos. Otros autores también han encontrado que los
sistemas de identificacion automaticos a menudo no lo-
gran caracterizar las VCPSa a nivel de género y especie.
El lento desarrollo y su actividad bioquimica reducida po-
drian ser la causa del error. También se ha resaltado la
falla en la determinacion de la resistencia antimicrobiana
de los sistemas automaticos (15) (19).

Kipp et al. (20) demostraron que los métodos de di-
fusion y de microdilucion pueden dar resultados de fal-
sa sensibilidad a meticilina; la bisqueda de la proteina
PBP2” result6 un método confiable para su pesquisa. En
este trabajo de investigacion la resistencia a meticilina con
la utilizacion de medio suplementado (MHMH) coincidio
con la presencia de la PBP2". Delgado-Valverde et al. (15)
y Precit et al. (9) también comprobaron la utilidad del me-
dio MH suplementado para las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana.

Las VCPSa son mas resistentes a algunos grupos de an-
tibioticos que la cepa salvaje, como es el caso de los ami-
noglucésidos (9) (21) (22). Ademas, su lento crecimiento
reduce la efectividad de los antibiéticos B-lactamicos, con
actividad sobre la pared celular en fase logaritmica de cre-
cimiento (23).

En la actualidad hay evidencias que demuestran que S.
aureus, y en especial las VCPSa, pueden persistir intracelu-
larmente en el huésped por décadas (18). Esto modifica
el concepto de S. aureus como un patoégeno extracelular a
uno con posibilidad de persistencia intracelular (24).

Finalmente, el tiempo de generaciéon de VCPSa es de
seis a nueve veces mas prolongado que el de los fenotipos
normales de S. aureus, lo que resulta en pequenas colonias
que con frecuencia no son visibles antes de 48 a 72 h de in-
cubacion. La utilizacion de agar Schaedler suplementado
es una herramienta util para su pesquisa. En consecuen-
cia, el aislamiento, la identificacién bioquimica y las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana representan
un desafio para el laboratorio de Microbiologia Clinica
ya que puede ocurrir una subestimacion en su diagnos-
tico y por lo tanto contribuir asi a la falla terapéutica.
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