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RESUMEN

La susceptibilidad reducida a vancomicina ha sido encontrada en
estudios previos de aislamientos clinicos de pacientes con evolu-
cion médica inadecuada. Presentamos un caso con aislamiento de
una cepa de staphylococcus haemolyticus con susceptibilidad redu-
cida a vancomicina obtenida de un paciente recién nacido con
neuroinfeccion alos 17 dias de vida con evolucion clinica adecuada
después de 21 dias de tratamiento. Se realizé andlisis de susceptibi-
lidad intermedia a 44 cepas de staphylococcus coagulasa negativa
mediante las técnicas descritas por Wong (método de disco en agar
adicionado con sal de vancomicina en concentracion =de 8 ug/ml en
el que se demuestra satelitismo alrededor de un disco de aztreo-
nam). La cepa fue susceptible a vancomicina al analizar la sensibi-
lidad por un método automatizado (Sistema MicroScan®, Dade
Behring).

Este es el primer informe de heteroresistencia en México y una
alerta temprana de la posible emergencia de staphylococcus con
algiin tipo de resistencia a vancomicina.
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Introduccion

EI término de heteroresistencia fue acunado para definir
la presencia de una pequefa subpoblacién de bacterias
gue muestran resistencia en un cultivo y crecen mas lenta-
mente que las colonias susceptibles.! Esta expresion hetero-
génea puede conducir a un error de muestreo que compro-
meta la deteccién de resistencia en el laboratorio. Para los
Staphylococcus coagulasa negativa (SCN), las cepas que
desarrollan in vitrocrecimiento en presencia de vancomicina,
en particular a una concentracion > de 8 ug/ml luego de haber
sido sometidas a seleccion positiva con p-lactamicos, se
consideraron heteroresistentes.'?

SuMMARY

Reduced susceptibility to vancomycin has been reported among
clinical isolates of Staphylococcus in previous studies. The present
study describes a heteroresistant Staphylococci strain from the
cerebrospinal fluid of a 17 day-old premature male infant with
neonatal meningitis. Screening was done for 44 strains of coagulase-
negative staphylococciusing Wong’s techniques (Disk-agar method
with vancomycin-salt agar to demonstrate satellitism around an
aztreonamdisk). Strains were susceptible to vancomycin as disclosed
by an automated antimicrobial susceptibly test (Microscan® System
Dade Behring).

This is the first report of heterogeneous resistance to vancomycin in
Mexico and an early warning for the possible emergence of
vancomycin resistance among coagulase-negative staphylococcus
in our country.

Keywords:
Susceptibility, staphylococcal, sepsis, resistance, Vancomycin,
meningitis, newborns

Este fendmeno ha sido reportado con especies de Sta-
phylococcus aureus en diferentes regiones geograficas don-
de la vancomicina es el medicamento de eleccion para
infecciones por estos agentes, dando como resultado el
replanteamiento de los esquemas antimicrobianos que se
utilizan en las unidades de cuidados intensivos.*®

En Staphylococcus, el mecanismo exacto de resistencia
avancomicina aun no se conoce y no se halogrado encontrar
los plasmidos que codifican para el gen Van A.8°10

Puede ser dificil detectar las células de crecimiento in vitro
en un cultivo que expresa resistencia a vancomicina usando
los métodos de susceptibilidad comunes; la prueba de Kirby
Bauer (difusion en disco) y el método automatizado de Micro-
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Staphylococcus haemolyticus con susceptibilidad reducida a vancomicina

Scan no son capaces de detectar estos aislamientos; por esta
razon, los SCN aislados que se ven con concentraciones
minimas inhibitorias (CMI’s) a vancomicina de 8 a 16 ug/ml,
son importantes para detectar heteroresistencia.-13

En la actualidad, se han reportado aislamientos de S.
haemolyticus'y S. epidermidis con disminucién de susceptibi-
lidad a glucopéptidos. En algunas poblaciones, los patrones de
heteroresistencia a vancomicina estan asociados con fallas
terapéuticas y, de manera anecdética, se ha comentado el
tratamiento con esquemas potenciados con rifampicina tratan-
do de disminuir la exposicion de SCN a los glucopéptidos.'®'”

En el Instituto Nacional de Perinatologia (INPer), los SCN
representan entre el 43 y el 62% del total de los aislamientos
en neonatos con sepsis, presentando cifras de morbimorta-
lidad altas sobre todo en pacientes prematuros. 82

Hace 12 afos que, en el INPer, se utiliza vancomicina
como antimicrobiano de eleccién junto con cefotaxima ante la
sospecha de infeccion sistémica nosocomial. Por ello es
necesario saber si existen, en nuestro medio, cepas de SCN
heteroresistentes a vancomicina.

Material y métodos

Se realiz6, durante los afnos 2004 a 2005, un estudio obser-
vacional descriptivo en el que se incluyeron cepas de SCN
aislados de hemocultivo y/o liquido cefalorraquideo en pa-
cientes recién nacidos atendidos en la unidad de cuidados
intensivos neonatales y en la unidad de cuidados intermedios
neonatales con sospecha de sepsis nosocomial (estancia
intrahospitalaria mayor a 48 horas).

Para descartar contaminacion y considerar unicamente
las cepas procedentes de pacientes sépticos por SCN, se
tomaron en cuenta los criterios de Mahieu?' creados para
identificar sepsis nosocomial.

Se consiguid, de los recién nacidos seleccionados, mues-
tra de sangre y de liquido cefalorraquideo para cultivo, de
acuerdo con el protocolo institucional del paciente con sospe-
chade sepsis. Se sembraron las cepas de ambas muestras en
medio de cultivo de sangre de carnero para una incubacion
posterior en la estufa de CO, a 37° C. Las bacterias grampo-
sitivas catalasa positiva y coagulasa negativa se identificaron
mediante el sistema de panel de identificacion de MicroScan.

Deteccion de cepas con potencial heteroresistencia
a vancomicina®

Se prepard un agar con sal de vancomicina (adicionando 4 ng/
mL de vancomicina y cloruro de sodio al 4%) en agar Muller-
Hinton. El agar se colocé en cajas Petri de 85 mm con una
profundidad de 4 mm. Un cultivo en agar sangre incubado
durante la noche de los aislamientos se utilizé para preparar
una suspensioén bacteriana con unaturbidez al 1 de McFarland
en solucion salina al 0.9%. El agar se inoculd con un hisopo de
algoddn dentro de la suspension, presionando firmemente
sobre el extremo del tubo para remover el exceso del hisopo.
Cinco minutos después, se colocé un disco de aztreonam de
30 ug (BBL sensi-disco; Becton Dickinson) sobre la superficie
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del agar. Las placas se incubaron a 37°C por 48 horas. Luego,
para determinar la concentracion minima inhibitoria por E- test
A, se picaron las colonias Unicas sobre el agar con vancomici-
na que demostraron satelitismo alrededor del disco de aztreo-
nam; se confirmé por macro dilucion sila CMI de vancomicina
por E-test fue >4 pg/mL.

Todo el procedimiento se reprodujo por completo dos
veces como un medio de control para asegurar que los
resultados fuesen confiables. Se tomé como control negativo
una cepa de S. aureus (ATCC 25923).

Resultados
Cepas

Se encontraron 68 cepas de pacientes con hemocultivo o
liquido cefalorraquideo (LCR) positivo para SCN provenien-
tes de pacientes sépticos de cuales 44 fueron escogidos para
la busqueda de heteroresistencia a vancomicina.

La distribucion de las cepas encontradas fue la siguiente:
S. epidermidis en un 70% de los casos, S. hominis en 11 %,
SCN en 9%, S. haemolyticus en 6.8% y S. warnerii en 2%.

Treinta y dos cepas (73%) se aislaron en hemocultivo
unicamente, mientras que doce cepas (27%) se aislaron
tanto en hemocultivo como en liquido cefalorraquideo.

Sensibilidad antimicrobiana

Por medio del método automatizado (MicroScan), se encontrd
resistencia a oxacilina en el 96% de las cepas (43), sensibilidad
a vancomicina en el 100% con un 88% (39) de ellas con una
concentracion minima inhibitoria < 2 ug/mly, en el 12% (5), no
se informaron puntos de corte, solamente como sensibles.

Heteroresistencia

Se encontré heteroresistencia Unicamente en una cepa (2%)
de Staphylococcus haemolyticus aislada en el afio 2005 en el
liquido cefalorraquideo de un recién nacido, con 17 dias de
vida, que fue tratado por una enfermedad de membrana hialina
debido a su prematurez (30 semanas de edad gestacional), a
su peso (970 gr) y a una madre con datos de corioamnionitis.
El tratamiento inicial consistié en ampicilina y amikacina y se
suspendio al tercer dia por no presentar datos de respuesta
inflamatoria sistémica. Posteriormente a los 10 dias de vida, el
recién nacido empezé a manifestar taquicardia, polipnea,
hipotermia, presentando leucocitosis y plaquetopenia en la
biometria hematica con LCR xantocrémico, proteinas de 116
mg, leucocitos de 29 con 80% de polimorfonucleares y 20% de
mononucleares, glucosa de 25mg/dl. Se inicia manejo con
vancomicina durante 21 dias (debido a normas instituciona-
les), presentando mejoria al cuarto dia de manejo. El control de
LCR, tomado 4 dias después, fue negativo a crecimiento
microbiano. El paciente es egresado de la UCIN y valorado en
consulta externa donde se encuentra con asimetria postural,
limitacion de la rotacion del cuello a la izquierda, limitacion
bilateral de la bufanda, exageracion de la extension de tronco,
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hiperreflexia osteotendinosa y reflujo gastroesofagico y poten-
ciales auditivos y visuales normales.

Discusion

Algunos autores han demostrado la existencia de cepas de
Staphylococcus aureus con susceptibilidad disminuida a van-
comicina. Esto ha llevado a que, en los ultimos ahos, dicha
busqueda se haya extendido a cepas de SCN por el elevado
porcentaje de infecciones sistémicas que se presentan, en
unidades de cuidados intensivos neonatales, por causa de
este agente. La preocupacion mundial por el inminente cambio
en la sensibilidad de SCN a vancomicina ha motivado la
descripcidon de subcolonias que son capaces de crecer en
medios adicionados con vancomicina, causa aparente de una
mala evolucion de pacientes que ameritan manejo mas prolon-
gado y, por consecuencia, hospitalizaciones prolongadas.''®

Debido a que, desde 12 anos, se ha utilizado, en el
Instituto Nacional de Perinatologia, la vancomicina como
medicamento de eleccion ante la sospecha de sepsis nosoco-
mial y ante el aislamiento de SCN meticilino resistentes, '
el principal objetivo de este estudio fue de buscary demostrar
la presencia en nuestro medio de cepas con heteroresisten-
cia a vancomicina; esto se encontré en una cepa (2%) de
Staphylococcus haemolyticus, porcentaje que corresponde a
lo sefialado por Van Der Zwet,?® Wayne?* y Garret?® donde
reportan entre un 2 y 4% de cepas con desarrollo de hetero-
resistencia.

Actualmente en algunos estudios, incluso del Centers for
Disease Control and Prevention (CDC)? se proponen algu-
nas medidas epidemioldgicas cuando se aislan Staphylococ-
cus a partir de concentraciones mayores de 4 ug/ml.

A pesar de los resultados, la principal limitaciéon observada
en este estudio es el reducido numero de cepas incluidas, por
consecuencia el porcentaje informado puede modificarse de
acuerdo con el tamafio de la muestra. Ademas, como se
trabajo con algunas cepas almacenadas, la viabilidad puede
verse afectada por lo que corremos el riesgo de haber dejado
sin evaluar otras cepas heteroresistentes ya que se ha descrito
que son mas labiles que las que no tienen esta propiedad.

Este primer acercamiento al fenémeno de heteroresisten-
cia a pesar de las limitaciones ya mencionadas, es valioso por
si solo, debido a que se describe por vez primera en nuestro
pais este fendmeno.

Con el presente trabajo, se propone utilizar un disefio
prospectivo con el fin de obtener resultados mas confiables y
asociarlos con la sintomatologia clinica de los pacientes
afectadosy, ademas, de buscar la existencia de clonalidad de
estas cepas de forma paralela.

En conclusién, se demuestra la presencia de cepas de S.
haemolyticus heteroresistentes a vancomicina en nuestro
medio, donde el porcentaje encontrado corresponde a lo
informado en otros paises por otros autores.
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