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SUMMARY

Objective: To determinethe susceptibility to different antibacterials of three categories of S. aureusaccor ding
to its susceptibility to methicillin. Methods: 76 S. aureus strains that colonized patients and health workers
wereisolated from three Departmentsat Hospital Honorio Delgado in Arequipa, 36 of which were susceptible
tomethicillin (M SSA), 15 had bor derline susceptibility (BORSA) and 25 wher eresistant to methicillin (MRSA).
They underwent antibiogram for 14 antibacterials. Results. The only antibiotic to which all isolates were
susceptible was vancomycin. MRSA wereresistant to all betalactamics except imipenem that obtained 64%
susceptibility. BORSA keep an 80% susceptibility to cephalotin and 100% to imipenem. The antibiotics
cephalotin, imipenem, ciprofloxacine, cotrimoxazole, rifampicine, erithromycin, tetracycline, cloramphenicol,
lincomycin and gentamycin had variable susceptibilities (p<0.01) amongthethreecategories, abigger proportion
of M SSA wer e susceptibleto theseantibiotics, lessfor BORSA and lesser for M SSA. Themultiresistant strains
were more frequent in MRSA that in the other groups (p < 0.01). Conclusions. There are S. aureus strains
in our environment with borderline susceptibility to methicillin. There are differences in the susceptibility
to any antibacterials among the three groups of S. aureus; this differences can lead to a more rational
antibacterial therapy. We should apply international recommendations for methicillin resistance detection
in every strain isolation. (Rev. Med. Hered. 2003; 14: 181-185).
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RESUMEN

Objetivo: Determinar las susceptibilidad adiversos antibacterianos detres categoriasde S. aureus seguin su sensibilidad
alameticilina. Materiales y Métodos: Se aislaron 76 cepas de S. aureus que colonizaban pacientes y persona de
salud de tres servicios del Hospital Honorio Delgado de Arequipa, de los cuales 36 fueron sensibles a meticilina
(MSSA), 15 con susceptibilidad “borderling’ (BORSA) y 25 fueron resistentes a la meticilina (MRSA). Se les
sometio a antibiograma a 14 antibacterianos. Resultados: El Unico antibidtico al cual todas los aislamientos fueron
sensibles fue vancomicina. Los MRSA fueron resistentes a todos los 3-lactédmicos excepto imipenem que obtuvo
64% de susceptibilidad. Los BORSA mantuvieron un 80% de sensibilidad a cefalotinay un 100% al imipenem. Los
antibi 6ticos cefal otina, imipenem, ciprofloxacina, cotrimoxazol, rifampicina, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol,
lincomicinay gentamicinatuvieron sensibilidades variables (p<0.01) entrelastres categorias, unamayor proporcion
de MSSA fue sensible a estos antibidticos, luego los BORSA y finalmente los MRSA. Las cepas multi-resistentes
fueron mucho mas frecuentes en los MRSA que en los otros dos grupos (p <0.01). Conclusion: Existe en nuestro
medio cepas de S. aureus con resistencia “borderline” ameticilina. Hay diferencias entre la sensibilidad a diversos
antimicrobianos entre los tres grupos de S. aureus. Esta diferenciacion podria beneficiar unaterapia antimicrobiana
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masracional. Se debe aplicar en todo aislamiento de S. aureus|as recomendaci onesinternacional es paraladeteccion
de meticilino resistencia. (Rev. Med. Hered. 2003; 14: 181-185).
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antimicrobiana.

INTRODUCCION

Recientemente se ha informado entre 50 a 90% de
prevalenciade cepasde S aureusresistentesaoxacilina
ometicilina(MRSA), enhospitalesdel Per(i (1-6). Sin
embargo, no se hatenido reportes de brotes endémicos
por MRSA ni de altaincidenciade fracaso terapéutico
para S. aureus en estos hospitales. Estas cepas podrian
no corresponder a auténticas MRSA, es decir, no
poseerian €l gen mec A que codificaalaproteinafijadora
de penicilina2a (PBP 2a) que posee pocaafinidad alas
drogas B-lactamicas conservando su funcién
transpeptidasa y carboxipeptidasa para la sintesis del
peptidoglicano de la pared celular. (7,8)

Determinar laresistenciaalameticilinaesdificil por
meétodos clinicos. Sin embargo el Comité de Estandares
de Laboratorios Clinicos de Estados Unidos ha
establ ecido modificaciones al método de Bauer —Kirby,
para lograr una mayor exactitud. Dentro de estas
modificacionesseincluyeel cultivo en medio Muller —
Hinton hipertonico con CINa a 5%, cultivo a una
temperatura de 30°C por 24 horas'y a pH neutro; asi
como lautilizacion de oxacilina por ser quimicamente
mas estable que la meticilina durante su incubacion.

9)

Cuando en 1968 se describid por primera vez esta
resistencia, se utilizabameticilina paraevaluar y tratar
infecciones por S. aureus. Ahora, lameticilinayano es
un agente de eleccién en el manejo clinico ni para
evaluar la susceptibilidad del S. aureus. Sin embargo,
el acronimo MRSA es alin usado por la mayoria para
describir estos aislamientos debido arol historico.

En 1984, Mc Douglas y Thornsberry (10)
describieron por primera vez la aparicion de cepas de
S aureus con susceptibilidad intermediaalas penicilinas
penicilinasa resistentes y definieron el concepto de S.
aureus con susceptibilidad “ borderling” o con bajo nivel
deresistencia(BORSA). Esta propiedad puede resultar
de por lo menos dos categorias de mecanismos
biol6gicos, algunos extrinsecos dependientes de
hiperproduccion de B-lactamasas, y algunosintrinsecos
dependientes de alteraciones de sus PBPs. Los
mecanismos extrinsecos son probablemente mas
comunesentrelosaislamientos clinicosdelosBORSA.
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Por ello, para poder detectarlos en el laboratorio
clinico, serecomiendautilizar un disco de amoxicilina
- &cido clavulnico parainhibir la sobreproduccion de
B-lactamasa (9,11).

El propdsito de este trabajo es determinar la
frecuencia de cepas de S. aureus intra hospitalarias
sensibles, resistentesy con susceptibilidad “ borderling”
a la meticilina y comparar su susceptibilidad
antimicrobiana a diversas drogas utilizadas
frecuentemente en la clinica.

MATERIAL Y METODOS

Entre los meses de agosto de 1999 y enero del 2000,
se obtuvieron y procesaron muestras procedentes de
ventanas nasales, oro faringe y piel de pacientesy del
personal de salud de los servicios de quemados,
neonatologiay pediatriadel Hospital Regional Honorio
Delgado deArequipa.

Unavez obtenidas |as muestras con hisopos estériles
previamente humedecidos con caldo tripticasa - soya,
se transportaron a Laboratorio de andlisis clinicos de
laFacultad de MedicinadelaUniversidad Nacional de
San Agustin, donde fueron sembrados en agar
estafilococo (medio hiperosmolar - Difco Laboratories)
gue contiene un suplemento de cloruro de sodio, a37 °C,
por 24 horas. Posteriormente se consignaron
caracteristicasdel cultivo, coloracion de Gramy prueba
delacoagulasaen tubo con plasmade conejo liofilizado
(Difco Laboratories) de acuerdo alas indicaciones del
fabricante.

Se utilizd dos cepas de S. aureus con susceptibilidad
y resistenciaalameticilinadefinidas previamente, para
control de resultados. No se pudo disponer de cepas
ATCC por su elevado costo.

Se identificaron 76 cepas de S. aureus (coagulasa
positivos) alas que se sometio alos siguientes ensayos:

1. Determinacion de MIC de oxacilinapor el método
dedilucion en agar. Se utiliz6 agar Muller-Hinton
(Difco Laboratories) con 2% de NaCl y oxacilina
alas concentraciones de 0, 0.5 ,1, 2, 4, 8,16 y 32
ug/ml,; por un periodo de incubacion de 24 horas
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a30°Cy pH neutro, considerando como MIC ala
primera concentracion que inhiba completamente
el desarrollo de coloniadel S. aureus.

2. Determinacién desensibilidad a 16 antimicrobianos
por el método de Bauer - Kirby modificado para
deteccion de meticilino-resistencia (medio
hiperosmolar en agar Muller-Hinton con 5% de
NaCl, pH neutro, temperaturade 30°C, cultivo por
24 horas):

- 7 drogas p-lactdmicas: penicilina, ampicilina,
amoxicilina-clavulanato, cefalotina, imipenem,
oxacilinay meticilina (Difco Laboratories).

- 9 drogas no PB-lactamicas: vancomicina,
ciprofloxacina, cotrimoxazol, rifampicina,
cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina,
eritromicinay lincomicina (Difco Laboratories).

De acuerdo a valores aceptados por el NCCLS para
loshalosdeinhibiciony MIC aoxacilinase clasificaron
las 76 cepas en:

1. S aureus meticilino-sensible (MSSA):

Sensible a oxacilina por difusion en disco (halo
mayor a 13 mm) y MIC menor o igual a2 ug/ml

2. S aureuscon susceptibilidad borderline (BORSA):
Resistente aoxacilinapor difusion en discoy MIC
mayor a 2 ug/ml.

Sensible a amoxicilina-clavulanato (halo de
inhibicién mayor o igual 220 mm)

3. S aureus meticilino-resistente (MRSA):
Resistente aoxacilinapor difusién endiscoy MIC
mayor a2 ug/ml.

Resistente amoxicilina-clavulanato (halo de
inhibicion menor a20 mm)

4. S aureusmultirresistente: Si presentapor |o menos
resistenciaamés de 3 tipos de antimicrobianos de
diferente mecanismo de accion.

Finalmente se compard lasfrecuencias de resistencia
a cada droga entre los tres grupos.

Setrabajo en el programa EPI INFO 6.04. Se aplico
lapruebadel X2 y laexactade Fisher parael andlisis

designificanciaconsiderando unvalor dep < 0.05como
limite.

RESULTADOS

De las 76 cepas de S. aureus aislados 36 (47.4%)
fueron sensibles a la meticilina, 15 (19.7%) tuvieron
susceptibilidad “borderline” y 25 (32.9%) fueron
meticilino-resistentes.

En la Tabla N°1 se muestran los valores de la
concentracion inhibitoriaminimade lastres categorias
de S. aureus. Los valores de frecuencia de
susceptibilidad de los S. aureus de las tres categorias
deresistenciaalameticilinaa 16 drogas antimicrobianas
son expresados en la Tabla N°2.

DISCUSION

Se detectd 32.9 % de cepas MRSA de un total de 76
cepas. Este valor es menor a encontrado por otros
investigadores en el pais, asi Guerra y col. (1)
encontraron 50% de MRSA en aislamientos clinicos
del Hospital Carrién, Sanchez y col.(2) 59.0% en €l
Hospital Loayza, Cornegjoy col.(3) 71.4% en Hospital
Nacional de Arequipa de ESSALUD, Siguasy col.(4)
90% en el Hospital Almenara, Vésquez y Luchetti (5)
85% en el Hospital Rebagliatti y Echevarriay col.(6)
hasta 63.3% de resistencia a meticilina en cepas
provenientes de cuidados intensivos de 6 hospitales de
Lima. El menor valor descrito se debe aladeteccion de
cepas con susceptibilidad “borderline”, a las
modificaciones culturales que se tuvo en cuenta y
principalmente a tipo de seleccion de muestra ya que
detectamos cepas que colonizaban a pacientes y
personal de salud y no de aislamientos clinicos.

Se encontré diferenciaen laconcentracién inhibitoria
minima a la oxacilina entre las cepas BORSA con las
MRSA; los BORSA presentaron MIC en rango de
resistenciabaja (mayor de 2y menor de 8 ug/ml) y los
MRSA obtuvieron rangos deresi stenciaelevada (mayor

TablaN° 1. Distribucion delos Staphyl ococcus aureus segiin la categor iaderesistenciaameticilina
y Concentracion InhibitoriaMinimaalaoxacilina.

C.I.M.DELA OXACILINA (ug/ml)

TIPO 05 10 20 40 80 160 32 TOTAL
e MSSA 8 16 12 O 0 0 0 36
e BORSA 0 0 0O 10 4 1 0 15
e MRSA 0 0 0 0 0 3 22 25
TOTAL 8§ 16 12 10 4 4 22 76
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TablaN° 2. Susceptibilidad antimicrobianadelostresgruposdesS. aureus.

MSSA BORSA MRSA  Vaordep

ANTIMICROBIANO N % N % N % *)

Oxacilina 36 100.0 0 00 O 0.0 0.0000
Amox-ac. clav 35 97.2 15 1000 O 0.0 0.0000
Meticilina 35 97.2 0 00 O 0.0 0.0000
Penicilina 05 13.8 0 00 O 0.0 0.0510
Ampicilina 01 2.7 0 00 O 0.0 0.5695
Cefalotina 33 91.6 12 800 O 0.0 0.0000
I mipenem 36 100.0 15 1000 16 64.0 0.0000
Vancomicina 36 100.0 15 1000 25 100.0 1.0000
Ciprofloxacina 34 944 13 867 11 44.0 0.0001
Cotrimoxazol 35 97.2 11 733 13 52.0 0.0002
Rifampicina 34 94.4 11 733 07 28.0 0.0000
Eritromicina 32 88.8 13 86.7 05 20.0 0.0000
Tetraciclina 33 91.6 09 60.0 05 20.0 0.0000
Cloranfenicol 29 80.5 11 733 08 32.0 0.0004
Lincomicina 26 72.2 8 533 08 32.0 0.0079
Gentamicina 25 69.4 0 00 O 0.0 0.0000

de 16 ug/ml); esta diferencia encontrada fue altamente
significativa y cumple con lo que se describe en la
literatura (15). Los MSSA por definicion operacional
del trabajo tuvieron MIC alaoxacilinaigual o menor a
2 ug/ml.

Con excepcion de la penicilina, ampicilina y
vancomicing; todos los demas antimicrobianos
presentan diferenciaestadisticamente significativaentre
cada categoria de S. aureus con respecto a sus
susceptibilidad alameticilina, siendo méssensibleslos
MSSA que los BORSA, y estos més que los MRSA.

En cuanto a la susceptibilidad a B-lactamicas es
importante destacar el alto porcentaje de sensibilidad
alcanzado por el imipenem, tanto en los MSSA, BORSA
eincluso el MRSA. En la década de los ochentas se
describi6 queimipenem eraactivo in vitro contracepas
de MRSA, aungue tales cepas fueron mucho menos
sensiblesquelas cepasde S aureus meticilino-sensible.
Sin embargo esta droga induce resistencia intrinseca
en algunas cepas de MRSA que originalmente parecian
ser sensibles. En el Hospital Regional Honorio Delgado
el imipenem se ha utilizado poco en los servicios
estudiados, por o que creemos que nuestros resultados
son similaresalos encontrados en afios anteriores (13).
Se deja claro el concepto de que todo S. aureus
catalogado como MRSA esresistente atodaslasdrogas
B -lactamicas incluidos los carbapenems.

En los BORSA, el imipenem podria ser ain, una

alternativaterapéutica, dadasu altasensibilidad (100%)
en nuestra serie. Este resultado concuerda con el
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estudio de Zelaya y col.(14) en 1996, quienes
encontraron hasta 94.6% de sensibilidad a imipenem
en cepasde S aureus aisladas de fosas nasales y 92.8%
en aislamientos de manos del personal de salud de un
hospital de Ica. Seriade utilidad la diferenciacion de
este tipo de resistencia del S. aureus en todos los
aislamientos clinicos. Esta propuesta tiene que ser
validada con ensayos clinicos.

Encontramos diferencia en la sensibilidad entre las
cepas BORSA y MRSA, siendo las primeras mas
sensibles a casi todos los antimicrobianos ensayados.
Lasensibilidad fueigual paraambas categorias sblo en
los casos de gentamicina, con sensibilidad nula, y
vancomicina, con 100% de sensibilidad. EnlosMRSA,
ademas de vancomicina, sélo imipenem logré una
susceptibilidad mayor del 50%. Otros antimicrobianos
considerados como de segunda linea después de
glucopeptidos, como ciprofloxacina, cotrimoxazol,
rifampicina, lincomicina y gentamicina, tuvieron
sensibilidades menores de 50%. Esto no se dio en los
BORSA.

La totalidad de los MRSA fueron multi-resistentes,
mientras que solo lo fueron el 53% delos BORSA vy el
11% de los MSSA. El locus mec, que alberga el gen
mec A, posee regiones donde puede anclar transposones
gue codifican para la resistencia de otros
antimicrobianos, como los BORSA por concepto no 1o
poseen, no desarrollarian tal multirresistencia por este
mecanismo (15,16). Fue precisamente en los MRSA
quesedesarralld laresistenciaintermediaavancomicina
(VISA) en Japon y Estados Unidos (16,17).
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Nuestros resultados apoyan la necesidad de
categorizar alos S. aureus aislados seguin su resistencia
ameticilina(oxacilina) paralograr un manejo terapéutico
mas acertado, ya que se podria ahorrar recursos
utilizando medicamentos més accesibles paratratar un
MSSA 0 un BORSA vy propiciar un uso més racional
de antibidticos.

Recomendamos el uso de las condiciones de cultivo
utilizadas en €l presente estudio para la deteccion de
meticilino resistenciaen el S. aureus.
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