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Género Staphylococcus
1880
Staphyle - racimo
*Kokkos - granos

“My delight may be conceived when there were revealed to me beautiful
tangles, tufts and chains of round organisms in great numbers, which stood out
clear and distinct among the pus cells and debris...”

nters for Disease Control an Prevention

Alexander Ogston
University of
Alberdeen
Scotland
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Geénero Staphylococcus

Otras caracteristicas Variedad de especies
« (atalasa positiva 51 especies
e Anaerobios facultativos o 27 subespecies

 Oxidasa negativa
 Sensible lisostafina
 Resistente bacitracina




Taxonomia

Stomatococcus

Gemella Staphylococcus* Micrococcus* \
phy (Rothia)
Jeotgalicoccus* I i
Salinicoccus* Macrococcus* Kocuria
Kytococcus 1) NCBI Taxonomy Browser
Nesterenkonia 2) Taxonomic Outline of the
99 %* Prokaryotes Bergeys Manual of
Aliicoccus Arthrobacter Systematic Bacteriology, Second
Edition.
Nosocomiicoccus*

Planococcus*Y Alloiococcus*Y Aerococcus




Staphylococcus coagulasa negativo

* Microbiota de la piel y las mucosas

— S. haemolyticus (glandula apocrinas) S. capitis (cabeza), S.
saprophyticus (Tracto Genitourinario)

 Oportunistas
— Formacion biofilm dispositivos meédicos
* Clinicamente frecuentes
— S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis

 Infecciones hospitalarias asociadas a insercion de dispositivos
invasivos

— S. saprophyticus
 Infeccion urinaria en mujeres sexualmente activas
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Importancia clinica de la identificacion

o S. epidermidis
— Componente permanente de la microbiota de la piel
— Mas frecuente SCN causando infecciones humanas
— Infecciones relacionadas biofilm - persistencia
— Alta resistencia a los antimicrobianos (mayor que S. Aureus)
 Diseminacion resistencia a linezolid Américas y Europa
e Resistencia intermedia y tolerancia (biofilm) vancomicina

Otto M.Nat Rev Microbiol. 2009 Aug;7(8):555-67
de Almeida LM et al. JAC. 2012 Mar;67(3):768-9.
Mendes et al. AAC. 2012, 56(9):4656.

Seral C et al. Int ] Med Microbiol. 2011301(4):354-8




Importancia clinica de la identificacion

e S. lugdunensis
— También positivo factor de clumping
— SCN atipico - mayor virulencia infecciones mas agresivas
— Baja resistencia a los antimicrobianos

e S. saprophyticus
— Segunda causa mas frecuente de ITU comunitaria
— Baja tasa de resistencia a los ATB
— Aislados novobiocina resistencia aislados de otros sitios **




FITl

Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2008) 62, 1222-1226
doi:10.1093/jac/dkn375

Advance Access publication 4 September 2008

Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus strains causing
nosocomial bloodstream infection in Brazil

Izabel Cristina Vanzato Palazzo!-%, Pedro A. d’Azevedo®*, Carina Secchi?,

Antonio Carlos C. Pignatari* and Ana Liicia da Costa Darini®*
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Flujograma de identificacion manual

Cocos Gram positivos

2H,0, Streptococcus, Enterococcus, otros
‘ Catalasa (-)
2H, + O, (+)

—> Otras pruebas

A . Oxidasa.
l \ Micrococcus y correlacionados

Staphylococcus
Fibrindgeno \L
i/i Prueba de Coagulasa (-) 5 | Staphylococcus Coagulasa negativo

Fibrina (+) i

Staphylococcus Coagulase positivo (R)  Novobiocina (S)
S. aureus - S. saprophyticus - S. epidermidis
S. intermedius (mordedura) - S homl.t.ns (novobio.) - S. haemolitycus
S. schleiferi - 5. cohnii - S. lugdunensis

S. hyicius - S. sciuri - Outros




Prueba de catalasa

* Formacion de burbujas
— Positivo: Staphylococcus
» Ausencia de burbujas
— Negativo: Streptococcus, Enterococcus y otros

Catalasa

S. aureus en TSA




Prueba de coagulasa y aglutinacion

Coagulasa ligada (clumping factor) Aglutinacion - Clumping Factor y Proteina A
y Capsula

Shake the TEST LATEX
Place one drop on the slide

S. lugdunensis 'y S. schleiferi positivos
Pick up 2-5 isolated
colonies with a stirrer

Emulsify them with
the TEST LATEX a

Apply a rotating movement

Coagulasa libre

and read within I minute
S. lugdusensis negativo
Otros SCP - S.

intermedius, S. hyicius y - l

S. schleiferi POSITIVE NEGATIVE




Otras pruebas S. aureus vs SCN

Termonucleasa Fermentacion Manitol
Staphylococcus epidermidis

e S. aureus produce nucleasa
termoestable

— S. lugdusensis negativo

— Otros SCP - S. intermedius,
S. hyicius y S. schleiferi -
positivos

Staphylococcus aureus . — -::- — —

Agar Manitol (7.5% - 10% NaCl)




Micrococcus y relacionados

* Microbiota de piel humana - raramente aislado en infecciones humanas
— M. luteus, Kocuria kristinae y Rothia mucilaginosa

» Pigmento amarillo - Micrococcus

e Agrupacion - Tétrada

» Oxidasa - Micrococcus y Kocuria

» Sensibles bacitracina

=

microdase Sensibilidad bacitracina




Paneles de identificacion
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Meétodos automatizados

» Precision entre 70% - >90% (species level)
e Meta-analisis - 9 estudios incluidos para SCN

Identificacion Correcta de SCN (%)
ID P value
N aislados Phoenix N aislados Vitek2
Género 670 98.7 372 99.7 0.113
Especie 895 88.4 740 91.9 0.489

Chatzigeorgiou KS et al. J Clin Microbiol. 2011 Sep;49(9):3284-91.




Meétodos automatizados

* Problemas (entre SCN relevancia clinica)
— S. hominis = no identificado o identificado erroneamente
— S. epidermidis = identificado como S. hominis u otras especies
— S. capitis = identificado como S. haemolyticus

— S. haemolyticus = S. lentus o S. warneri

F. Layer et al. JCM, Aug. 2006, p. 2824-2830
Carroll KC et al. JCM, Jun 2006, p. 2072-2077
Hwang SM et al. JCM, Dec. 2011, p. 4142-4149




Identificacion molecular

e 165 rDNA
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Identificacion molecular
e 16S rDNA

200 210
G 6 6 ATOG GG CT CGCGOGOCTCTATCGCATQG

> 99% - Identificacion especie

T <99% - 295% - ldentificacién género
Publicos

e GenBank / BLAST (NCBI / NIH)

* RDP - Ribossomal Data Project

e DDBJ - DNA Data Bank of Japan

* RIDOM - Ribossomal Differentiation of Medical Microorganisms
Comerciales

* MicroSeq (Applied Biosystems)

o _SmortGene IDNS.(Smart. Gene Bosshard et al. J. Clin. Microbiol. 2003;41:4134-4140.




Otros blancos para secuenciacion

Blancos Moleculares

Secuenciacion Parcial

Poder discriminatorio l
BLAST (NCBI)

———
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Identificacion por Multiplex PCR

Basado en el gen nuc

hominis
epidermidis
aureus
haemolyticus
capitis
lugdunensis
saprophyticus
warneri
caprae

0 - Control negativo

Marker 1 Z 3 4 5 6 7 8 9 10
(bp)
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Shintaro Hirotaki et al. J. Clin. Microbiol. 2011;49:3627-3631




Identificacion por MALDI-TOF

* Ventajas: proceso rapido con buena precision
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Implementacion MALDI-TOF en la rutina

e Johns Hopkins - 12 semanas, 952 aislados testeados
e |D MALDI vs Rutina (Phoenix + Manual)

% of ldentified Organisms

Py Ol MALDI-TOF Standard Protocol
1St day 87.2% 9.4%
2nd day 92.8% 61.5%

Tan KE et al. J Clin Microbiol. 2012;50(10):3301-8.




Tiempo de identificacion reducido
en hasta 1.45 dias, en promedio

I 0
Implementacion MALDI-TOF en la rutina

10
e=Q==Standard-Protocol
=D=NMAILDI-Protocol

9

0

Tan KE et al. J Clin Microbiol. 2012;50(10):3301-8.
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Implementacion MALDI-TOF en la rutina

Costos
Standard protocol MALDI protocol
[tem cost ($) cost ($)
Annual reagent costs 158,645.33 29,613.84
Annual labor costs (based on 31,323.98 26,669.34
reagent time)
Fixed annual costs of 31,272.53
MALDI protocol”
$ 102,413.00
Total® 189,969.31 87,555.70

Tan KE et al. J Clin Microbiol. 2012;50(10):3301-8.




MALDI-TOF Identificacion de SCN

e ATCC (n=25) y aislados clinicos (n=117)
 MALDI-TOF - Bruker Daltonics (BioTyper V3 database)
e Secuenciacion tuf utilizada como estandar para casos discordantes

Tasa de especies de SCN correctamente identificadas

Método (%)
MALDI-TOF 99.3*
VITEK2 92.3
API ID32 Staph 85.9
16S rDNA 70.4

*1 S. hominis no fue identificado

Loonen AJ et al. J Clin Microbiol. 2012 Apr;50(4):1437-9




Impacto de la rapida identificacion por MALDI-TOF combinada con intervencion
antimicrobiana en pacientes adultos con bacteremia y candidemia

Preintervention

l I | |
[ | 1 ! >
Elood culture Gram stain Identification Susceptibilities
drawn : (Conventional)

"""""

Preintervention: 87.3+45.9 h
Intervention: 76.9+62.1 h

Preintervention: 84+70.4 h
Intervention: 55.9+35.9 h

Preintervention: 30.1+£50.1 h
Intervention: 32.5261.0 h

P= 621 P= 001 P= 051
Intervention
I | L 1
I | | 1 >
Blood culture Gram stain ldentification Susceptibilities
drawn (MALDI-TOF)
l | | | | |
| 1 | | 1 | =
0 20 40 &0 80 100
(hours)

Huang AM et al. Clin Infec Dis 2013;57(9): 1237-45




Impacto de la rapida identificacion por MALDI-TOF combinada con intervencion
antimicrobiana en pacientes adultos con bacteremia y candidemia

Table 3. Clinical and Treatment-Related Dutcomes

10 =
s — Intervention
Total L e— b :
Preintervention  Intervention P 0.8 - Pfeintaweniiun e —
Cutcome in=256) in=245  Value
Clinical outcomes P=.020
30-day all-cause mortality 52 (20.3) N 021 F 06+
Time to microbiclogical 33+48 33567 28 ;
clearance, ¢ 2
Length of 142+ 2086 114+129 066 E
hospitalization, g® @ 0.4+
Length of ICLI stay, d® 149+ 242 g§3+9.0 014
Recurrence of same BS 15(5.9) 5(2.0) 038
30-day readmission with 9(3.5) 4(16) 262 0.2+
same BS|
Treatment-related cutcomes
Time to effective 301677 204207 021 0.0 -
Haotapy, b 1 T T T T T T
Timetooptimal therapy,h 803+ 754 473+ 1215 <001 0 5 10 15 20 o5 an
Dat are Mo. (%) or mean = standard deviation, 2o

Abbreviations: B3I, bloodstream infection; ICU, intensive care unit _ _ _ - m
* Length of hospitalization and |CU stay were defined as time from blood Figure 3. Kaplan-Mm_ﬁ:r Sun'r_""al analy‘sm_: overall sunival in both study
culture positivity to discharge groups, censored for patients discharged prior to 30 days.

Huang AM et al. Clin Infec Dis 2013:;57(9): 1237-45




Conclusiones

« Tests automatizados it . '
— Buena precision kY III }H ‘\.

— l|dentificacion de especies ﬂlﬂtﬂl‘

e MALDI-TOF
— Precision semejante o mejor que los ! IEEtE
testes automatizados Hnttﬂr
— Rapido y simple en la rutina
— Posible impacto clinico " s I:ﬂql‘ﬂ
* Molecular - s N e

— Mejor precision - Gold Standard

— Laboratorios referencia (mayor
complejidad) L —a
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