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RESUMEN: Desde 2008, CLSI no recomienda 

disco de vancomicina (VAN) para detectar 

sensibilidad de Staphylococcus aureus. 

Sugiere métodos de dilución o E-test para 

estudiar sensibilidad intermedia (VISA), pero 

no heteroresistentes (h-VISA). El método de 

predifusión con tabletas Neo-Sensitabs de 

ROSCO detecta ambos. 

El objetivo fue investigar VISA por dilución en 

agar, VISA y h-VISA por predifusión y aplicar este 

método con discos de papel.

Se estudiaron 80 S. aureus meticilino resisten-

tes. Se realizó dilución en agar (CLSI) para VAN 

y predifusión para VAN y teicoplanina (TEI) con 

tabletas y discos. La CIM de VAN fue ≤ 2 µg/mL. 

Por el método de predifusión los halos fueron ≥ 

22, ≥ 21, ≥ 30 y ≥ 29 mm para VAN y TEI con 

tabletas y discos respectivamente.

No se encontraron VISA ni h-VISA. La técnica 

de predifusión con discos, sería recomendable, 

pero se necesitan mayor número de VISA para 

establecer puntos de corte. 

PALABRAS CLAvE: S. aureus, sensibilidad 

a vancomicina, sensibilidad heterogenia a 

vancomicina, método de predifusión.

SUMMARY: Vancomycin susceptibility and 

heterogeneous vancomycin-intermediate 

Staphylococcus aureus: a simple and accessible 

method for clinical microbiology laboratories.

Since 2008, the CLSI has not been recommen-

ding the use of the vancomycin (VAN) disk to 

detect Staphylococcus aureus susceptibility. Ins-

tead, it recommends dilution or E-test methods 

to investigate vancomycin-intermediate S.aureus 

(VISA); however, they do not detect heteroge-

neous vancomycin-intermediate ones (h-VISA). 

The ROSCO tablets prediffusion method is able 

to detect both types of resistance. The aim of this 

work was to investigate VISA by the agar dilu-

tion method and VISA and h-VISA by the prediffu-

sion technique, applying this method with paper 

disks. Eighty methicillin-resistant S. aureus were 
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Introducción
Staphylococcus aureus (S. aureus) es 

uno de los agentes patógenos más impor-
tantes de nuestros tiempos. Puede pro-
ducir infecciones localizadas e invasivas 
pudiendo ser tanto ambulatorias como aso-
ciadas a cuidados de la salud.

A principios de la década de los ´40, 
todos los aislamientos eran sensibles a la 
penicilina; en 1948 aparecen los primeros S. 
aureus productores de betalactamasa por lo 
que fue necesario sintetizar penicilinas resis-
tentes a esta enzima para su tratamiento. 
Surgen así antimicrobianos (AM) tales como 
meticilina, oxacilina y sus derivados. 

A comienzos de 1960, al poco tiempo de 
la incorporación de estos últimos, emergie-
ron en Inglaterra los primeros S. aureus resis-
tentes a meticilina (SAMR) y desde enton-
ces se diseminaron por todo el mundo. Este 
microorganismo se dividió en dos grandes 
grupos: S. aureus meticilino sensible y SAMR, 
lo que resulta y continúa siendo de gran 
impacto clínico, ya que SAMR no se podría 
tratar con betalactámicos y se tendría que 
recurrir al uso de glucopéptidos, siendo van-
comicina (VAN), el antibiótico de elección (1). 

Según el Clinical Laboratory Standards 
Institute (CLSI), organismo estadounidense 
que establece los puntos de corte de los 
diversos AM frente a los distintos microor-
ganismos, S. aureus debe considerarse 

sensible a VAN cuando la concentración 
inhibitoria mínima (CIM) sea ≤ 2 µg/mL y 
resistente cuando la CIM de VAN resulte ≥ 
16 µg/mL. S. aureus con CIM de VAN de 4 a 
8 µg/mL se denominan S. aureus con sensi-
bilidad intermedia (VISA) (2). 

La mayoría de los aislamientos SAMR 
son inhibidos por concentraciones de VAN 
menores o iguales a 2 µg/mL. Sin embargo, 
debido al aumento de dichas infecciones 
y por el incremento del uso de este AM, 
emergieron SAMR con sensibilidad dismi-
nuida a este antibiótico (VISA). El primer 
VISA se aisló en Japón, con verdadera sen-
sibilidad homogénea a VAN siendo la CIM 
igual a 8 µg/mL, y se detectó por el método 
de microdilución en caldo. Dicha cepa se 
denominó Mu50 (3). Luego se reportaron 
mayor número de aislamientos en Japón y 
en otras partes del mundo (4,5).

Posteriormente surgió una segunda cepa 
Mu3 con resistencia heterogénea a VAN 
denominada hetero-VISA (h-VISA). Cuando 
este aislamiento crecía en un medio libre de 
AM, expresaba subpoblaciones con distin-
tos grados de resistencia a VAN; pero, en 
presencia de concentraciones de VAN ≥ 
8 µg/mL, la cepa Mu3 producía subclones 
con CIM de VAN igual a 8 µg/mL, en una fre-
cuencia mayor o igual a 1.106 UFC/mL (6,7).

studied. VAN susceptibility was detected by the 

agar dilution method. The prediffusion techni-

que for VAN and teicoplanine (TEI) was applied 

using tablets and paper disks. The VAN MIC was 

≤ 2 µg/mL. When the prediffusion method was 

performed, it showed inhibition zones ≥ 22 mm, 

≥ 21 mm, ≥ 30 mm, 29 mm for VAN and TEI, 

with tablets and disk, respectively. VISA or h-VISA 

strains were not found by any of the methods 

studied. The prediffusion technique, using paper 

disks, would be recommended but it is neces-

sary to study a greater number of VISA strains to 

set breakpoints. KEYwoRDS: S. aureus, vanco-

mycin intermediate susceptibility, heterogeneous 

vancomycin-intermediate susceptibility, prediffu-

sion method.
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Las infecciones producidas por h-VISA 
causan graves problemas en su detección. 
Dichas cepas son sensibles a VAN in vitro 
(CIM ≤ 2 µg/mL) y por lo tanto se clasifican 
como sensibles según CLSI, pero contie-
nen subpoblaciones (generalmente 1 en 106 
UFC/ml) que pueden crecer en presencia 
de 4 µg/mL de VAN, por lo que se los cate-
goriza como de sensibilidad intermedia (7).

Por tal motivo, desde el año 2008, el CLSI 
no recomienda la utilización del método de 
difusión con discos para la detección de la 
sensibilidad de VAN frente a S. aureus (2). 
Esto se debe a la pobre difusión de dicho AM 
en el agar por lo que sólo está normatizada 
la determinación de la CIM por el método de 
dilución o mediante la técnica epsilométrica 
usando tiras con gradiente de concentración 
de dicho antibiótico (E-test) para el estudio 
de VISA. Lamentablemente esta técnica no 
detecta las cepas hetero-VISA. 

Diversos reportes han propuesto distin-
tas metodologías para su investigación, 
pero la técnica estándar para detectar S. 
aureus h-VISA aún no está bien definida. 
El análisis del perfil poblacional es consi-
derado el “gold standard” (8,9). Otras téc-
nicas utilizadas son el macro E-test y el 
E–test de detección de resistencia a glico-
péptidos (DRG), los cuales se realizan en 
medio agar suplementado con 5% de san-
gre de carnero. Todos los métodos antes 
mencionados son laboriosos y de alto costo 
para el laboratorio de microbiología clínica 
(7,10,11). 

El microbiólogo danés Frolund-Thom-
sen desarrolló una técnica de predifusión 
(PD) utilizando tabletas Neo-Sensitabs de 
ROSCO de VAN (30 µg) y teicoplanina (TEI) 
(30 µg), este último AM resulta más sensi-
ble para detectar los aislamientos S. aureus 
VISA y h-VISA. El fundamento de este 

método consiste en permitir que los AM 
predifundan en el medio y de esa manera 
las zonas de inhibición aumentan, aproxi-
madamente 5 mm, entre dos valores de 
CIM consecutivos, respecto al método de 
difusión habitual. La PD resulta fácil y acce-
sible para los laboratorios de nuestro medio 
(12). Los objetivos del presente trabajo 
fueron:  

a) investigar la presencia de VISA utili-
zando el método de dilución en agar.
b) detectar la presencia de VISA y h-VISA 
mediante la técnica de PD con tabletas 
Neo-Sensitabsde VAN y TEI, de ROSCO.
c) aplicar el método de PD utilizando dis-
cos de papel de VAN y TEI, habitualmente 
disponibles en los laboratorios de nuestro 
país y técnica aún no estandarizada.

Materiales y métodos
Se estudiaron 80 SAMR aislados de 

muestras clínicas de pacientes que asistie-
ron al Hospital J.M. Cullen de la ciudad de 
Santa Fe durante el período diciembre 2010 
a julio de 2011.

Se determinó la CIM de VAN por el 
método de dilución en agar según normas 
CLSI (13) y se realizó la técnica de PD con 
tabletas Neo-Sensitabs de ROSCO de VAN 
(30 µg) y TEI (30µg) (12) y con discos de 
papel de VAN (30 µg) y TEI (30µg) (Labora-
torios Britania S.A.).

Se utilizaron las siguientes cepas contro-
les: S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 
43300, Enterococcus faecalis ATCC 51299, 
S. aureus VISA y h-VISA: cedidos por la Dra. 
Isabel Bogado de la Universidad Nacional 
de Rosario.

El método de PD se realizó siguiendo las 
recomendaciones del autor de la técnica: se 
depositaron dos tabletas Neo-Sensitabs de 
ROSCO, una de VAN y otra de TEI, en pla-
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cas de agar Müeller-Hinton (MH) sin inocu-
lar. Se rotuló la base de las placas para iden-
tificar el lugar de cada tableta y se dejaron 
a temperatura ambiente durante 2 horas. 
Luego de este período se extrajeron las 
tabletas y las placas se incubaron a tem-
peratura ambiente 18 horas más. Posterior-
mente, las placas fueron inoculadas con 
una suspensión 0,5 Mac Farland de los ais-
lamientos en estudio; se colocaron nuevas 
tabletas Neo-Sensitabs de ROSCO (de VAN 
y TEI) en otros sitios de la placa para obser-
var el agrandamiento y se incubaron 24 h a 
35º C. Se consideró S. aureus VISA y h-VISA 
cuando se obtuvieron valores de VAN ≤ 22 
mm y de TEI ≤ 20 mm (12). 

Idéntica técnica se utilizó con los discos 
de papel de VAN y TEI (14). 

Resultados
Todos los SAMR estudiados tuvieron una 

CIM de VAN ≤ 2 µg/mL mediante el método 
de dilución, los que fueron categorizados 
como sensibles. La CIM de VISA y h-VISA 
resultaron 8 y 2 µg/mL, respectivamente.

Aplicando el método de PD con table-
tas Neo-Sensitabs de ROSCO, se observó 
agrandamiento del halo respecto a la difu-
sión y todas las zonas de inhibición de pre-
difusión resultaron ≥ 23 mm con VAN y ≥ 
21 mm con TEI. La cepa control VISA mos-
tró halo de inhibición igual a 14 mm con 
VAN y 15 mm con TEI; mientras que la 
h-VISA dio valores de 22 mm y 19 mm para 
VAN y TEI, respectivamente.

Con el método de PD, usando discos de 
papel, los halos obtenidos para las cepas 
estudiadas, fueron ≥ 30 mm para VAN y ≥ 
29 mm para TEI. El halo de inhibición de la 
cepa VISA resultó igual a 24 mm para VAN y 
25 mm para TEI; mientras que la h-VISA fue 
de 27 mm para ambos AM ensayados.

Discusión y conclusión
La sensibilidad reducida de S. aureus a 

VAN ha sido y continúa siendo un gran pro-
blema para la microbiología médica (15).

Existen en la literatura reportes de SAMR 
con valores elevados de CIM de VAN que 
superan el rango de sensibilidad (16,17). 
Sin embargo no todas las instituciones han 
comunicado un aumento en la CIM de VAN 
frente a S. aureus (18,19). 

Hasta el momento, la prevalencia de 
h-VISA es desconocida dada la dificultad 
para detectarla fenotípicamente (20). 

Los datos del presente trabajo difieren de 
los reportados por Richter y col. (21) quie-
nes encontraron 11 h-VISA sobre 4.210 ais-
lamientos clínicamente importantes, pero 
sugieren que la prevalencia global en Esta-
dos Unidos es baja (0,3%). En nuestro país, 
existen dos reportes de S. aureus con sensi-
bilidad disminuida a VAN (22,23). Lopardo y 
col., Sola y col. han comunicado el hallazgo 
de los tres primeros aislamientos h-VISA 
sobre 143 SAMR adquiridos en la comuni-
dad en pacientes pediátricos (24,25). Pera-
zzi y col. describieron un caso de endo-
carditis causada por S. aureus meticilino 
sensible y con sensibilidad heterogénea a 
VAN (26) mientras que Sola y col. reporta-
ron otro caso de endocarditis infecciosa 
debida a un clon epidémico de S. aureus de 
la comunidad distinto al USA300 (27).

Estos datos no coinciden con los encon-
trados por este grupo de trabajo, donde no 
hubo cepas VISA ni h-VISA entre los aisla-
mientos SAMR provenientes de pacientes 
adultos atendidos en el hospital J.M. Cullen 
de Santa Fe (14). 

De los datos obtenidos se deduce que, 
VAN sigue siendo una buena opción para 
el tratamiento empírico de infecciones gra-
ves por SAMR en nuestro nosocomio ya 
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que no se detectaron VISA ni hetro-VISA 
por dilución en agar ni por PD con tabletas. 
Esto resulta de gran importancia clínica-epi-
demiológica ya que a este hospital concu-
rren pacientes no sólo de la ciudad sino de 
zonas aledañas. 

Respecto a la técnica de PD utilizando 
discos de papel se observó, igual que ocu-
rrió con las tabletas, agrandamiento del halo 
para los aislamientos sensibles y menor 
zona de inhibición para las cepas controles 
VISA y h-VISA. Es importante destacar que 
esta última es una técnica novedosa, ya 
que no se encontraron antecedentes de ella 
en la bibliografía consultada. Sólo se repor-
taron trabajos que aplican la técnica de PD 
con tabletas Neo-Sensitabs para el estudio 
de la sensibilidad de glicopéptidos y dapto-
micina frente a S. aureus y de colistin con el 
complejo Acinetobacter calcoaceticus-bau-
mannii respectivamente (28-31). En conclu-
sión la técnica de PD con discos de papel 
permite detectar de manera rápida, senci-
lla y económica tanto las cepas VISA como 
las hetero-VISA y resulta más accesible a 
los laboratorios de nuestro medio ya que 
todos disponen de discos de papel; pero, 
se necesitarían mayor número de cepas 
VISA y h-VISA a los fines de establecer pun-
tos de corte.
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