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Background: Staphylococcus aureus is capable of acquiring resistance
against all antimicrobial agents. Vancomycin has been the cornerstone
therapy for serious methicillin-resistant S. aureus infections. However,
vancomycin treatment failures have been reported.

Methods: From March to August 2010, S. aureus blood isolates were
included to determine methicillin-resistance and the vancomycin suscep-
tibility by using a standard microdilution method. To detect methicillin-
resistance, a Mueller-Hinton agar plate added with oxacillin 4 ug/mL and
2 % NaCl, and an agglutination test were used. Growth of S. aureus on
the agar plate and/or reactive agglutination defined a methicillin-resistant
organism. Vancomycin susceptibility was assessed by determining the
minimal inhibitory concentration (MIC) in Muelller-Hinton agar plates pre-
pared with dilutions ranging from 16 to 0.5 pg/mL.

Results: A total of 25 blood-isolates of S. aureus were included. A
60 % was methicillin-resistant. All isolates were vancomycin-susceptible
(MIC = 2 pg/mL) showing the next MICs distribution: 48 % < 0.5 pg/mL;
44 % 1 pg/mL, and 8 % 2 pg/mL.

Conclusion: The high proportion of methicillin-resistance among
S. aureus and the presence of vancomycin susceptible phenotypes (MIC
of 2 pg/mL) not only claim for an enforcement of standard precautions
and antimicrobial control, but also for a regular surveillance of vancomy-
cin susceptibility pattern using a reference method.
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1 Staphylococcus aureus (SA) ha demos-

trado que tiene una gran capacidad tanto

para desarrollar resistencia a todos los anti-
microbianos como para causarle infecciones gra-
ves al hombre, particularmente cuando la bacteria
adquiere resistencia a la meticilina (SARM).! Para
tratar estas infecciones, principalmente las nosoco-
miales, la vancomicina ha sido el glucopéptido de
eleccion durante casi 50 afos. Sin embargo, desde
1999 se estan reportando casos de falla terapéu-
tica>34>% entre pacientes infectados por SARM
cuya concentracion minima inhibitoria (CMI) a van-
comicina no solo se ha determinado como resistente
(CMI >16 pg/mL) e intermedia (CMI 4-8 pg/mL),
sino también dentro del rango de susceptibilidad
(CMI <2 pg/mL). Aunque la disminucién en la sus-
ceptibilidad al glucopéptido es un rasgo que suele
ocurrir en la SARM, también puede generarse entre
S. aureus sensibles a meticilina.” Para determinar la
resistencia a la meticilina y el perfil de susceptibili-
dad a vancomicina de S. aureus mediante un método
de referencia, se efectud el presente estudio.

Métodos

De marzo a agosto del 2010, se incluyeron los Sta-
phylococcus aureus aislados de hemocultivos, en el
laboratorio de Bacteriologia del Hospital de Infecto-
logia del Centro Médico Nacional La Raza, pertene-
ciente al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).
Los microrganismos se identificaron por el método
estandar.®

La susceptibilidad a antimicrobianos se determin6
mediante la dilucion del antimicrobiano en agar, de
acuerdo con los lineamientos del Instituto para los
Estandares de los Laboratorios Clinicos (CLSI, por
sus siglas en inglés).’

La meticilino-resistencia se investigd de dos for-
mas. La primera, mediante una placa de agar Mue-
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Introduccion: el Staphylococcus aureus es capaz de
desarrollar resistencia a todos los antimicrobianos. La
vancomicina es clave para tratar infecciones graves cau-
sadas por S. aureus meticilino-resistente. Sin embargo,
Ultimamente se reportan fallas terapéuticas. El objetivo
fue establecer la resistencia a la meticilina y el perfil de
susceptibilidad a la vancomicina del S. aureus.

Métodos: de marzo a agosto del 2010, se determin6
la meticilino-resistencia y la susceptibilidad a vancomi-
cina de S. aureus aislados de hemocultivos, mediante
el método estandar de microdilucion. Para la metici-
lino-resistencia se utilizé una placa de agar Mueller-
Hinton con 4 pg/mL de oxacilina, mas NaCl al 2 % y
una prueba de aglutinacion. El desarrollo bacteriano o
la aglutinacién positiva identificaron al microorganismo

meticilino-resistente. Para la susceptibilidad a vanco-
micina se determin6 la concentracién minima inhibito-
ria (CMI) en placas de agar Mueller-Hinton con dilucién
de 16 a 0.5 pg/mL.

Resultados: en total se incluyeron 25 S. aureus. El
60 % fue meticilino-resistente; el 100 % sensible a van-
comicina (CMI < 2 pg/mL), con las siguientes CMI: el
48 %, < 0.5 pg/mL; 44 %, 1 pg/mL;y el 8 %, 2 pg/mL.

Conclusion: la proporcion alta de meticilino-resistencia
y la evidencia de fenotipos sensibles a la vancomi-
cina, pero asociados a falla terapéutica (CMI 2 pg/mL),
demandan no solo el reforzamiento continuo de las pre-
cauciones estandar y el control de antimicrobianos sino
también la vigilancia sistematica del patron de suscep-
tibilidad a la vancomicina con un método de referencia.

Resumen

ller-Hinton con sal analitica de oxacilina (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos) a una concentracion de 4 pg/mL més NaCl
al 2 %. El indculo se prepard a base de una suspen-
sion equivalente al estandar 0.5 de McFarland, de las
bacterias estudiadas con 24 horas de desarrollo en
gelosa sangre; se efectuaron diluciones para obtener
un in6culo final de 1x10* UFC, el cual se deposito en
la placa. Las cepas control fueron S. aureus ATCC
29213, meticilino-sensible, y S. aureus ATCC
43300, meticilino-resistente. Previo secado al aire,
las placas se incubaron a 35 °C, durante 24 horas.
El desarrollo de > 1 UFC defini6 al aislado como
resistente a la meticilina. La segunda determinacion
de resistencia se llevo a cabo al detectar la PBP2a
codificada por el gen de la meticilino-resistencia
(mecA), mediante la prueba Slidex MRSA, en la que
particulas de latex sensibilizadas con un anticuerpo
monoclonal contra la PBP2a se pusieron en contacto
con los microorganismos, de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante (bioMerieux, Durham, North
Carolina, Estados Unidos). La evidencia de aglutina-
cién defini6 a la bacteria como meticilino-resistente.

La susceptibilidad a la vancomicina se determin6
en placas de agar Mueller-Hinton con sal de vanco-
micina (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mis-
souri, Estados Unidos) diluida a concentraciones
decrecientes de 16 a 0.5 pg/mL. Previa preparacion
de una suspension equivalente al 0.5 de MacFar-
land, las placas se inocularon con 10* UFC de los
aislados clinicos, con posterior incubacion a 35 °C
durante 24 horas. El Enterococcus faecalis ATCC
29212, sensible a vancomicina, y E. faecalis ATCC
51299, también resistente a vancomicina, se inclu-
yeron como controles. El crecimiento de al menos
1 UFC caracterizé al microorganismo como resis-
tente. Las categorias consideradas fueron: sensible
(CMIX<2 pg/mL), intermedia (CMI de 4-8 ng/mL)
y resistente (CMI > 1 pg/mL) a vancomicina.
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Resultados

Durante seis meses se detectaron 25 aislados de Sta-
phylococcus aureus en hemocultivos. E1 60 % de los
estafilococos expreso resistencia a meticilina, tanto
por su desarrollo en la placa de oxacilina como por
aglutinacion. Las CMI a vancomicina se distribuye-
ron de la siguiente forma: 48 %, < 0.5 ng/mL; 44 %,
1 pg/mL; y 8 %, 2 pg/mL. La CMI50 y la CMI90
fueron de lpg/mL. Por lo tanto, los 25 aislados
se categorizaron como sensibles a la vancomicina
(CMI <2 pg/mL).

Discusion

Entre las bacteriemias nosocomiales, el Staphylococ-
cus aureus ocupa los primeros lugares como agente
causal, tanto en América como en Europa,'® con una
morbimortalidad mayor cuando el microorganismo
es resistente a meticilina.!'"!> Por esto, la vancomi-
cina se ha considerado de eleccidon para tratar las
infecciones graves causadas por el SARM desde
hace mas de cuatro décadas. Sin embargo, el decre-
mento de susceptibilidad al glucopéptido en dichos
microorganismos!? y la asociacién con fallas tera-
péuticas>* han preocupado a los médicos durante los
ultimos afios.

En el presente estudio se encontrd que aunque un
60 % de los S. aureus aislados de sangre fue meti-
cilino-resistente, el 100 % fue sensible a la vanco-
micina.

Con respecto a la meticilino-resistencia, la pro-
porcién encontrada fue mayor a lo observado en
otras comunidades, como, por ejemplo, la Union
Europea, donde la tasa entre los paises oscila de 1
a mas del 40 %,'*y Australia, donde dicha propor-
cion fue del 20 %.'5 En México, la tasa reportada del
2000 al 2004, en el Instituto Nacional de Ciencias
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Meédicas y de la Nutricion Salvador Zubiran, alcanzd
el 45 %.'° Tal diferencia pudiera ser determinada
por la flexibilidad con que se aplican las medidas de
control epidemioldgico intrahospitalarias, si se con-
sidera que los principales reservorios de SARM son
los sujetos infectados o colonizados, y que la trans-
mision de la bacteria se lleva a cabo, predominante-
mente, de persona a persona.!” El método estandar
para el control epidemiolégico del SARM endémico
implica las siguientes estrategias: identificar los por-
tadores, eliminar los reservorios, detener la transmi-
sién y reducir el uso de antibiéticos.!” Aunque tales
estrategias son complementarias, el apego estricto a
las precauciones estandar (tercera estrategia), parti-
cularmente la desinfeccion de las manos de los tra-
bajadores de la salud después de tener contacto con
los pacientes o de manejar materiales contaminados,
pudiera impedir la mayoria de transmisiones cruza-
das del SARM, sin la necesidad primaria de identifi-
car a los portadores. Sin embargo, el apego promedio
del personal de la salud a la recomendacion sobre la
higiene de las manos se aproxima al 40 %.'8 Por lo
tanto, en comunidades donde las politicas de con-
trol del SARM incluyen el cribaje universal de este,
combinado con aislamiento fisico y descolonizacion
del paciente portador, las tasas de bacteriemia por
SARM se han reducido,'® mientras que en los pai-
ses donde solo se aplican las precauciones estandar,
dichas tasas se mantienen altas. Aumentar el apego
por la higiene de las manos es una meta codiciada,
pero dificil si se considera que los determinantes de
dicha conducta, aunque han sido estudiados,?’ toda-
via no se han definido.

Con respecto a la susceptibilidad a la vancomi-
cina, todos los estafilococos fueron sensibles. Sin
embargo, la tasa de microorganismos con CMI >
lug/mL represento el 52 % (13 de 25). Esta pro-
porcién es inferior al rango de 86-92 %, referido
por el Programa de Vigilancia Antimicrobiana del
SENTRY (programa universal para monitorear las
enfermedades infecciosas), durante 2002-20006,
respectivamente, para otros centros meédicos lati-
noamericanos.?! Tal diferencia pudiera estar deter-
minada por dos caracteristicas intrinsecas de las
unidades médicas: la presion selectiva ejercida por
el uso de la vancomicina o el método con el cual
se determina la susceptibilidad a dicho antimicro-
biano. La presion selectiva de la vancomicina data
de 1958, cuando se aprobo su empleo en la clinica.
Sin embargo, no fue sino hasta 22 afios después que
se inicio6 el gradual incremento en la utilizacion del
antimicrobiano, hasta 100 veces mayor de 1975 a
1995.22 Predominantemente, dos entidades clinicas
han justificado el extenso empleo de la vancomicina,
la colitis pseudomembranosa y las infecciones cau-

sadas por el SARM vy el Streptococcus pneumoniae,
que es resistente a penicilina.??> En la primera, el
glucopéptido parenteral se empezd a emplear oral-
mente antes de salir al mercado. En las segundas,
particular importancia tienen las infecciones causa-
das por el SARM, para las cuales la vancomicina se
ha considerado desde 1980 como el glucopéptido de
eleccion en el tratamiento parenteral de las infeccio-
nes graves.?* El procedimiento utilizado para deter-
minar la susceptibilidad a la vancomicina depende
de los recursos de las unidades médicas. EI método
de referencia es la dilucién en caldo o en agar.’ Sin
embargo, la prueba £ y los métodos automatizados
son los mas utilizados en los laboratorios clinicos.
Mientras que la prueba E categoriza los microorga-
nismos susceptibles como “intermedios”, los méto-
dos automatizados, como el Vitek 2, clasifican las
bacterias con susceptibilidad intermedia como “sen-
sibles a la vancomicina”.?%26

Por consiguiente, ya que tanto en el presente tra-
bajo como en el SENTRY la susceptibilidad a la van-
comicina se determiné con el método de referencia, la
menor proporcion de los aislados con CMI > 1 pg/mL
encontrada (52 frente a 86-92 %) pudiera relacionarse
con una presion selectiva menor sobre la poblacion
bacteriana estudiada.

Finalmente, todos los aislados estudiados fue-
ron sensibles a la vancomicina; sin embargo, el 8 %
(2 de 25) mostr6 una CMI de 2 pg/mL. Este dato es
relevante porque se evidencia la existencia actual de
un fenotipo asociado con mayor mortalidad entre los
enfermos con bacteriemia causada por SARM cuya
CMI a la vancomicina es > 1pg/mL cuando son trata-
dos con dicho glucopéptido.®

Conclusion

Aunque son pocos los aislados estudiados, la propor-
cion de meticilino-resistencia y la existencia de feno-
tipos sensibles a la vancomicina, pero relacionados
con pobre respuesta terapéutica entre los pacientes
con bacteriemia por Staphylococcus aureus deman-
dan no solo el reforzamiento continuo de las pre-
cauciones estandar y del control de antimicrobianos,
sino también de la vigilancia sistematica del patron
de susceptibilidad a la vancomicina con un método
de referencia.
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