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Determinacion de la susceptibilidad a la vancomicina en cepas de
Staphylococcus aureus meticilino-resistente (SARM) aisladas en un
hospital de tercer nivel de complejidad de Medellin mediante varias
pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Vancomycin susceptibility determination through various antimicrobial
susceptibility tests in Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
strains isolated from a tertiary care hospital in Medellin.
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RESUMEN

INTRODUCCION

La vancomicina ha sido el antibiético mas eficaz contra las infecciones causadas por Staphylococcus anreus resistente a la meticilina
(SARM). En Colombia, hasta la fecha, no se han reportado aislamientos con sensibilidad intermedia o resistentes a vancomicina, no
obstante se presenta una prevalencia alta de SAMR y un alto consumo de vancomicina, condiciones que favorecerian su aparicion.
Adicionalmente, los métodos automatizados y de difusién en disco, empleados de rutina para la deteccién de estas cepas presentan
limitaciones.

OsJETIVO
Determinar la susceptibilidad a vancomicina en una coleccion de aislamientos de SARM obtenidos de pacientes durante los afios
2008-2010 en un hospital universitario de la ciudad de Medellin.

MATERIALES Y METODOS
Se seleccionaron 150 aislamientos de SARM en los cuales la susceptibilidad a vancomicina se determiné empleando agar de
tamizacion BHI-vancomicina y la concentracion Inhibitoria minima (CIM) se determiné por Vitek-2 y Etest.

REesuLTADOS

La totalidad de los aislamientos evaluados fueron sensibles a vancomicina. Se observaron diferencias entre los métodos evaluados,
59,3% de los aislamientos (n=89), presentaron una CIM = 1 ug/mlL, por Etest, mientras que por Vitek2 solo el 22% (n=33)
presentaron este valor.

CoNcLUSION

Se determiné un numero importante de aislamientos con una CIM 2 1 pg/ml, las cuales se han asociado con mayor riesgo de
falla terapéutica. Estos resultados evidencian la importancia de establecer una vigilancia constante de la resistencia a antibiéticos,
para lograr el establecimiento de estrategias adecuadas de control.
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SUMMARY

BAcKGROUND

Vancomycin has been the most effective antibiotic
against infections caused by methicillin resistant
Staphylococcns aurens (MRSA). To date there are no
reports of Intermediate Vancomycin-Intermediate
Staphylococcus aurens (VISA) or Vancomycin-Resistant
Staphylococcns anreus (VRSA) in Colombia; however
there is a high prevalence of MRSA and increased
vancomycin use, which are contributing factors to
their emergence. Additionally, routine methods used
for detection of these strains such as automated and
disc diffusion have limitations.

OBJECTIVE

To evaluate vancomycin susceptibility in a collection
of MRSA strains isolated from patients between
2008-2010 in a University hospital of Medellin.

MATERIALS AND METHODS

150 MRSA isolates were selected. The vancomycin
minimum inhibitory concentration (MIC) was
performed by Vitek-2 and Etest. Additionally,

vancomycin screen agar plates were employed.

ResuLts
All of the isolates tested were susceptible to
vancomycin, however, differences between the

evaluated methods were observed: the 59.3% of the
isolates (n = 89) showed an MIC = 1 pg/mL by Etest,
whereas by Vitek2, only the 22% (n = 33) of the
isolates had this value.

CoNCLUSIONS

We found a significant number of isolates with an
MIC = 1 pg/ml., which have been associated with
increased risk of treatment failure. These results
show the relevance of permanent surveillance of
antibiotic resistance, to achieve the establishment
of appropriate control strategies.

KEey worps

Antimicrobial Susceptibility Testing. Methicillin-re-
sistant Staphylococcus anrens (MRSA). Resistance. Van-
comycin.

INTRODUCCION

Staphylococcus anrens es uno de los principales patdge-
nos humanos, responsable de un amplio espectro de
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cuadros clinicos que van desde infecciones leves en
piel hasta infecciones invasivas que pueden compro-
meter la vida de los pacientes.” Parte del éxito de este
microorganismo como patdgeno se debe a que pro-
duce gran variedad de factores de virulencia estruc-
turales y secretados, los cuales le permiten colonizar,
invadir y diseminarse.** Asi mismo, el tratamiento de
las infecciones originadas por esta bacteria se hace
cada vez mas complejo debido a su notoria habilidad
de desarrollar mecanismos de resistencia a practica-
mente la mayoria de antibidticos disponibles.”™ Uno
de los principales problemas ha sido la emergencia de
cepas de Staphylococcns anrens resistentes a meticilina
(SARM)."?

Desde su aparicién en 1961, y hasta la fecha, las
infecciones ocasionadas por esta bacteria han au-
mentado vertiginosamente. Actualmente SARM es
endémico en hospitales de todo el mundo, llegando
a producir proporciones de morbilidad y mortalidad
importantes y emergiendo como una de las princi-
pales causas de infecciones asociadas a la comuni-
dad.» """ Desde la emergencia de SARM, la vanco-
micina ha sido el agente terapéutico mas eficaz y
una de las ultimas opciones contra las infecciones
causadas por esta bacteria.'* La carga cada vez ma-
yor de estas infecciones en los hospitales condujo
al aumento del uso de la vancomicina, hecho que
ha generado una intensa presién selectiva sobre la
bacteria, dando lugar a la emergencia de cepas de
8. anrens con sensibilidad intermedia (VISA por la
sigla en inglés Vancomycin-Intermediate Szaphylococ-
cus anrens) o resistentes a este antibiético (VRSA por
la sigla en inglés Vancomycin-Resistant Szaphylococ-
cus anrens).”* Como consecuencia se presenta una
mayor probabilidad de fracaso de la vancomicina
para erradicar la infeccién, incluso cuando se admi-
nistra en dosis y perfodos de tiempo adecuados.’
Adicionalmente, esta situacién puede complicar la
curacién del paciente o representar una exposiciéon
innecesaria a los efectos téxicos secundarios al uso
de este antibidtico.”” Hasta la fecha, se han reportado
aproximadamente 12 cepas de . aureus resistente a
vancomicina® en su mayoria en Estados Unidos;"®*
y pese a que se han reportado numerosos casos de
cepas con resistencia intermedia a vancomicina pro-
venientes de Europa, Asia, Estados Unidos y Brasil,

actualmente su incidencia es desconocida.!#118:21-22
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No todos los métodos de susceptibilidad a anti-
microbianos detectan los aislamientos VISA o VRSA.
Prueba de esto es que varios de los aislamientos con-
firmados de VRSA no fueron detectados por méto-
dos automatizados.?*

Segtin las guias patra la deteccion de resistencia a
vancomicina del instituto de estandares clinicos y de
laboratorio (CLSI por la sigla en inglés Clinical Labo-
ratory Standards Institute) para la deteccion de ais-
lamientos VRSA se pueden utilizar varios métodos,
el método de referencia de microdilucion en caldo,
métodos de diluciéon en agar y difusién en disco, el
método epsilométrico (Etest® Biomérieux), métodos
automatizados [Vitek® (Biomérieux) y MicroScan
(MicroScan)], y la prueba de dilucién en agar BHI con
vancomicina.”® En el caso de los aislamientos VISA,
los métodos de difusiéon en disco no detectan estas
cepas, por lo tanto no estan indicados para este uso.
En general, los métodos que detectan las cepas VISA
son métodos no automatizados que permiten la detet-
minacién de CIM. Estos métodos incluyen, métodos
de dilucién en agar, Etest y el método de referencia de
microdilucion en caldo.'®#2225-27

En Colombia, el panorama es preocupante, ya que
existen porcentajes de resistencia a meticilina que van
hasta el 70%, con variaciones segin la ubicacién geo-
grafica y el area de hospitalizacién; siendo la unidad
de cuidados Intensivos (UCI) el servicio donde se
presenta mayor tesistencia.®®** Como factor agravan-
te, el uso de antibidticos es indiscriminado y no esta
debidamente regulado. Adicionalmente, los métodos
automatizados y de difusién en disco, empleados de
rutina para la deteccién de estas cepas presentan li-
mitaciones.

A pesar de que en el pais no se han presentado re-
portes de cepas de S. aureus intermedias o resistentes a
vancomicina, se hace necesario mantener una vigilan-
cia constante de este fenémeno, dado que existen las
condiciones propicias para su aparicion, tales como
los altos porcentajes de resistencia a meticilina y el
alto consumo de vancomicina. Teniendo en cuenta las
consideraciones anteriores, en este trabajo se propuso
determinar la susceptibilidad a vancomicina emplean-
do BHI-vancomicina y la concentracién Inhibitoria
minima (CIM) por Vitek-2 y Etest, en una coleccién
de aislamientos de SARM recolectados durante los
afios 2008-2010 en un hospital universitario de la ciu-

dad de Medellin.
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MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTOS BACTERIANOS

A partir de una coleccién de 345 aislamientos de
SARM obtenidos en un estudio previo realizado en el
Hospital Universitario San Vicente Fundacion (HUS-
VF) de la ciudad de Medellin durante los afos 2008-
2010, se seleccion6 una muestra representativa de 150
aislamientos de SARM.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La toma y procesamiento inicial de las muestras fueron
realizados en el laboratorio clinico del hospital por pet-
sonal calificado de acuerdo con los protocolos para el
diagnéstico de infeccién por S. aurens de la institucion,
conforme a lo descrito en los estandares del CLSI. Bre-
vemente, las muestras se sembraron en agar sangre, a las
colonias sugestivas y que presentaran morfologfa tipica
de Staphylococcus al gram, se les realiz6 prueba de cata-
lasa y coagulasa, para confirmar la presencia de . aureus.

CONFIRMACION MOLECULAR DE ESPECIE

Y RESISTENCIA A METICILINA

La confirmacién molecular de especie y de la suscep-
tibilidad a meticilina de todos los aislamientos se reali-
z6 en el laboratorio de Microbiologfa Molecular de la
Universidad de Antioquia mediante un protocolo de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR del inglés
polymerase chain reaction) multiple descrito por Me-
hrotra et al,, el cual permiti6 la identificacién del gen
JemA especifico de S. anrens, y del gen mecA, respon-
sable de la resistencia a la meticilina.** Posteriormente,
las cepas fueron conservadas por el método de crio-
preservacion a -70°C en caldo de enriquecimiento con
glicerol al 15%.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA A VANCOMICINA
Prueba de crecimiento en agar infusién cerebro cora-
z6n con vancomicina:

Esta prueba se realizé siguiendo las recomenda-
ciones de los Centros para la prevencién y el control
de enfermedades de Estados Unidos CDC (Del In-
glés Centers for Disease Control and Prevention).
Se emplearon medios de agar BHI (Infusién cere-
bro corazdén) con 6 ng/ml de vancomicina comer-
cialmente preparados (MDM Cientifica® Medellin,
Colombia). Los medios fueron inoculados mediante
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micropipeta con 10 pl de una suspension directa de
colonias ajustada al 0,5 de McFarland, provenientes
de cultivo puro; posteriormente fueron incubadas
a 37°C por 24 horas en ambiente aerébico. Termi-
nado el tiempo de incubacidn, las placas de cultivo
fueron examinadas cuidadosamente, utilizando luz
transmitida, en busqueda de colonias pequefias o al-
guna pelicula de crecimiento. Cualquier crecimiento
observado en el medio fue interpretado como un re-
sultado positivo.

Los resultados de cada montaje de la prueba fue-
ron validados mediante el uso de las cepas control Ex-
tercococeus faecalis ATCC 29212 como control suscepti-
ble, y E. faecalis ATCC 51299 como control resistente.

CONCENTRACION INHIBITORIA MiNIMA (CIM) DE vANCOMiIcI-
NA EN AISLAMIENTOS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE
A METICILINA MEDIANTE EL SISTEMA AUTOMATIZADO VITEK2®
(BioMErieux Lyon, FRANcIA) Y EL ETEST’. Los resultados
de las pruebas de sensibilidad para determinar la con-
centracioén inhibitoria minima (CIM) de vancomicina
fueron interpretados teniendo en cuenta los puntos
de corte establecidos por el CLSI (2011)* % de la si-
guiente manera:

. anreus sensible a vancomicina: CIM 0,5 - 2 pg/mL.
S anrens intermedio a vancomicina: CIM 4 - 8 pg/mL.
* . aureus resistente a vancomicina: CIM 216 pg/mL.

Asf mismo, para todos los métodos se realizé un con-
trol de calidad con las cepas de referencia Enterococcus
Jaecalis ATCC 29212 (CIM 1 - 4 pg/mlL) y Staphylococ-
cus anrens ATCC 29213 (CIM 0.5 - 2 pg/mL), con el

fin de validar los resultados.

CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA PARA VANCOMICINA
MEDIANTE EL METODO AuTOMATIZADO VITEK2® (BioME-
RIEUX LyoN, FRANCIA). Fue realizada en el laboratorio
clinico del HUSVF por personal calificado segun las
especificaciones del fabricante. Se utiliz6 la tatjeta
para sensibilidad antimicrobiana de gram-positivos
AST-P577, en la cual se evaltan las siguientes con-
centraciones: <0,5, <1, 1, 2, 4, 8, 16, 32 y =232 ng/
ml. de vancomicina.

CONCENTRACION INHIBITORIA MIiNIMA PARA VANCOMICINA POR
eL MEtopo ETest” (AB BIODISK New Jersey, USA). El

montaje, la lectura e interpretacion fueron realizados
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segun las especificaciones del fabricante. Las concen-
traciones evaluadas fueron 15 diluciones dobles seria-

das de 0,16 a 256 pg/mL.

RESULTADOS

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA A VANCOMICINA
El total de aislamientos evaluados fueron negativos
para la prueba de crecimiento en agar infusién cere-
bro corazdén con vancomicina.

Todos los aislamientos evaluados fueron sensibles
a vancomicina cuando se determinaron las concentra-
ciones inhibitorias minimas por los métodos Vitek2
y Etest; Sin embargo, se observaron diferencias entre
los dos métodos evaluados.

Las CIM obtenidas mediante el sistema automati-
zado Vitek2 fueron <1 pg/mL (n= 117;78%), 1 pg/
mL (n= 32; 21,3%) y 2 pg/mL (n= 1; 0,7%); mientras
que las CIM obtenidas mediante Etest fueron 0.5 pg/
mL (n= 12; 8%), 0,75 ng/mL (n= 49; 32,6%), 1 ng/
mL (n=75; 50%), 1.5pg/mL (n=13; 8.7%) y 2p.g/mL
(n=1;0.7%) (tabla 1).

Empleando Etest se obtuvieron los valores de CIM
de 0,5 ug/mlL y 0,75 pg/ml. Cincuenta y cinco ais-
lamientos (47%) con valores de CIM <1 pg/ml. por
Vitek2, presentaron valores de CIM de 1 pg/mlL por
Etest. Adicionalmente, una cepa con CIM <1 pg/mlL
(0,9%) y 12 cepas con CIM 1 ug/ml. (37,5%) obtenidas
por el Vitek2 presentaron una CIM de 1,5 pg/mL por
Etest (tabla 2).

Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias
(CIM) obtenidas mediante el sistema automatizado
VITEK2® (bioMérieux Lyon, Francia) y mediante
Etest® (AB BIODISK New Jersey, USA).

CIM obtenidas Vitek2 n (%) Etest n (%)

<1 pg/mL 117 (78) 61 (40,6)*
1 pg/mL 32 (21,3) 75 (50)
1,5 pg/mLt = 13(8,7)
2 pg/mL 1(0,7) 1(0,7)
Total 150 150

*Este valor incluye los aislamientos que presentaron CIM de
0,5 ug/ml (12,8%) y 0,75 pg/mL (49, 32,6%) por Etest.
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Tabla 2. Valores de CIM determinadas por ambos
métodos agrupados segun los resultados del
sistema Vitek2, que presenta un menor nimero de
concentraciones (rangos) y el porcentaje de cepas
con el mismo valor de CIM por el método Etest.

No. de CIM
aislamientos | Vitek2 No. (%)
0,5 pg/mL 12(10,2)
0,75 ug/mL | 49 (41,9)
117 <1 pg/mL
1 pug/mL 55 (47)°
1,5 ug/mL> 1(0,9)"
1 pg/mL 20 (62,5)
32 1 pg/mL
1,5 ug/mL> 12 (37,5)°
1 2 pg/mL 2 pg/mL 1(100)

“Porcentaje de fila (Porcentaje de cepas tomando como total el
nimero de cepas con CIM determinada por el sistema Vitek?2).
"Valores de CIM que fueron diferentes por los dos métodos
empleados.

DISCUSION

Actualmente el tratamiento de las infecciones cau-
sadas por cepas de SARM es complicado, incluso si
la cepa implicada es sensible a vancomicina; en parte
debido al numero limitado de antibiéticos que son ac-
tivos contra estas cepas;*® Los glicopéptidos han sido
el pilar del tratamiento de estas infecciones desde la
introduccion de estos antibiéticos en 1958 y constitu-
yen unos de los dltimos recursos terapéuticos.”’

En los dltimos afios se ha venido observado un
aumento paulatino en los valores de la CIM de vanco-
micina entre las cepas de S. aurens en vatios paises.”*
Este aumento de la CIM en el tiempo suele no ser
reconocido debido a que estos pequefios incrementos
se encuentran dentro de los limites de sensibilidad, y
se requieren métodos que permitan evaluar un mayor
numero de concentraciones de Vancomicina con res-
pecto a los métodos automatizados, como lo hacen la
microdilucion en caldo y el Etest.* Algunos autores
han descrito que aumentos leves en la CIM por deba-
jo del punto de corte de sensibilidad podrian afectar
la eficacia clinica. Pacientes infectados con cepas que
presentan valores de CIM >1 pg/mL en ocasiones no
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responden adecuadamente a las dosis de vancomicina
normalmente prescritas, presentan falla terapéutica
con mayor frecuencia y mayor mortalidad.**

Aunque en este estudio todos los aislamientos
fueron sensibles a vancomicina por los tres método
empleados, 59% de ellos (n= 89) presentaron valores
de CIM = 1 pg/mL cuando fueron evaluados por el
método de Etest; este hallazgo podria sugerir que al
interior de la institucién podria estar teniendo lugar
el fenémeno de aumento en las CIM de vancomici-
na, tal como se ha presentando en otros paises del
mundo.*** Este resultado evidencia la importancia de
continuar con estudios donde se evalien las CIM de
vancomicina y la respuesta al tratamiento en los pa-
cientes, con el fin de establecer medidas terapéuticas
mas apropiadas.

En este estudio se observaron diferencias impor-
tantes en cuanto a la determinacion de la CIM a van-
comicina entre los dos métodos empleados. Los va-
lores de CIM de 0,5 pg/mL y 0,75 ng/mL obtenidos
mediante Etest eran esperados ya que este método
permite evaluar un mayor nimero de concentracio-
nes con relacién al Vitek2, por lo que hay una me-
jor discriminacién de las cepas con CIM <1 ug/ml..
Para el caso de los demas valores de CIM obtenidos
(1 pg/mLy 1,5 pg/mL) se pudo observar que el Etest
presentd valores de CIM mas altos que el Vitek2. Es-
tos resultados concuerdan con lo reportado en otras
investigaciones en las cuales comparan varios méto-
dos de sensibilidad incluyendo los utilizados en este
trabajo. En estos estudios se ha descrito que algunas
técnicas tienden a presentar valores de CIM inferiores
en una dilucién doble con relacion al valor reportado
por el Etest.””** De igual manera, luego de efectuar
la comparacién entre varios métodos, el Etest se ha
considerado como uno de los métodos mas sensibles
para la deteccién de cepas con susceptibilidad redu-
cida a la vancomicina.” Asi mismo, los resultados de
estos trabajos han permitido establecer que en los la-
boratorios donde se utilizan métodos automatizados
se debe repetir la prueba de sensibilidad empleando
un método alternativo como el Etest cuando se detec-
ta susceptibilidad reducida a la vancomicina, se pre-
sentan aislamientos con CIMs >1 pg/mL y cuando
hay poca o ninguna respuesta clinica a la terapia con
vancomicina,*#-4

En este estudio no se obtuvo crecimiento de los
aislamientos evaluados en el agar BHI con vanco-
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micina 6 ug/mlL. Este resultado corresponde a lo
esperado debido a que la concentracién de este me-
dio supera la CIM de la totalidad de las muestras
evaluadas.

A pesar de que a partir de enero de 2000, el CLSI
bajé los puntos de corte de sensibilidad a vancomici-
na y se empezaron a considerar los aislamientos con
valores de CIM de vancomicina superiores a 2 pg/
mL como no susceptibles (previamente >4 ug/mlL);
y los aislamientos con CIM de 4 a 8 ug/ml como
intermedios (previamente 16 pg/mL); en las guias de
CLSI se sigue recomendando el uso del agar BHI con
vancomicina 6 pg/ml. como un medio de tamizacién
para la deteccion de las cepas de S. anrens intermedias
a vancomicina (VISA). Este método permite la detec-
ci6én de cepas VISA cuando presentan una CIM de 8
pug/ml., sin embargo, las CIM que se observan con
mayor frecuencia son mas bajas (aproximadamente 4
pg/mL).* Debido a esto algunos investigadores han
sugerido el uso de agares similares (BHI) pero con
una concentracion inferior de vancomicina (3 pg/m)*
con el fin de poder detectar aquellas cepas con una
CIM de vancomicina superior a 2, ¢ inferior a 8 ug/
mL. Cuando existe sospecha de VISA o cuando se
aisla una cepa con valores de CIM = 2 pg/m, el uso
de estos agares podria ser util en la institucién hospi-
talaria teniendo en cuenta que las CIM podrian ir en
aumento y que debe haber una vigilancia constante de
la aparicién de cepas no susceptibles o intermedias a
vancomicina.

Es importante mencionar que los métodos mas
apropiados para la deteccién de aislamientos VISA
corresponden a los no automatizados que permiten
la determinaciéon de CIM, tales como dilucién en agar,
Etest y microdiluciéon en caldo de referencia (CLSI).
Este ultimo, es el método que finalmente confirma la
resistencia intermedia, debido que dichas cepas pre-
sentan un crecimiento lento y en algunos casos los
métodos automatizados al tener tiempos de incuba-
cién cortos pueden generar falsos negativos. Al igual
que la prueba de agar con vancomicina, los métodos
automatizados usualmente detectan cepas VISA cuan-
do presentan una CIM de 8 pg/ml. o supetiores.*

Entre las limitaciones del trabajo se encuentran, la
no realizacién del anilisis de tendencias, el cual per-
mitirfa determinar cémo se dieron los cambios en las
CIM durante los afios del estudio. Lo anterior debi-
do a que se requerfa un numero de muestra mayor
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para este tipo de analisis, ya que busca determinar si
hay una tendencia al alza en las CIM en un periodo
de tiempo determinado. Asi mismo, la realizacién de
microdilucion en caldo como método de referencia,
habria sido de gran utilidad para comparar y analizar
con mayor detalle las diferencias entre los métodos
empleados.

CONCLUSION

A pesar de que no se encontré resistencia a vancomi-
cina en las cepas evaluadas, se observaron valores de
CIM = 1 ug/ml,, que representan para los pacientes
un mayor riesgo de falla terapéutica. Esto indica tam-
bién que la vigilancia constante a este fenémeno es
importante, ya que en la ciudad existe un contexto que
podria favorecer la aparicion de resistencia debido al
alto porcentaje de resistencia a meticilina que lleva a
un alto consumo de vancomicina.

Por otro lado es importante que se realicen estu-
dios posteriores, en los cuales se evalien los cambios
de la CIM a través del tiempo mediante métodos que
permitan evaluar cambios sutiles, tales como el Etesty
la microdilucién en caldo, las cuales permiten evaluar
varias concentraciones del farmaco y no sélo unos
rangos amplios; as{ como las implicaciones clinicas
de estos. De la misma manera, se requiere evaluar
los métodos empleados de rutina para determinar si
los resultados son confiables y suficientes, o si por el
contratio existe la necesidad de implementar pruebas
adicionales como el agar BHI-vancomicina y el Etest,
por ejemplo en el caso de sospecha de VISA o la pre-
sencia de cepas con valores de CIM cercanas al punto
de corte de sensibilidad.
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