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Resumen

El géneroStaphylococcuspertenece a la famili&taphylococcaceaghylum

Firmicutes dominio Bacteria Comprende 36 especies y 21 subespecies que estan

presentes en la mucosa y en la piel de los humaesotros mamiferog aves Son
COCOS gram positivos que se presentan aisladogtrglas, cadenas cortas o grupos a

modo de racimos irregulares.

Producen catalasg algunas especies, poseen una proteina llantadgulasa”
que permite dividir a los integrantes de este géra dos grandes grupos segun la
produzcan o no. Entre las especies coagulasay@okitde mayor importancia clinica es
Staphylococcus aureusubsp. aureus denominado comunment&taphylococcus
aureus.Las especies d8taphylococcusoagulasa negativa a menudo, aparecen como
contaminantes en las muestras clinicas pero pusstererdaderos patdégenos causando
infecciones en pacientes inmunocomprometidos oia@doe al uso de catéteres o a la

presencia de cuerpos extranos.

S. aureusontiene factores de superficie y secreta protejnasntervienen en la
colonizacion del hospedero y en la produccion dertermedad. Produce también
numerosas exoenzimas, proteinas de membrana (Berasliy leucocidinas) y toxinas
involucradas en los mecanismos patogénicos. Emasey lhemolisinas, existe una
leucocidina, llamada Panton-Valentine que lisa losutrofilos humanos y es
dermonecrotica, explicando asi la patobiologidaddesiones caracteristicas de piel y

partes blandas y su participacién en la neumosdeotizante.

En su genoma, se destaca la presencia de un gmraramde elementos moviles
que, a menudo, portan determinantes patdgenos aesistencia a farmacos.
Comprenden secuencias de insercién, transposoimes, evislas de patogenicidad (o
gendmicas). A menudo, los transposones son podsadier determinantes de resistencia

a antibioticos o a metales pesados
S. aureugpuede causar una amplia variedad de enfermedaelede infecciones

cutaneas localizadas que pueden comprometer fadiquilosos (foliculitis) o avanzar
hacia la dermis produciendo forinculos. Otros cosdlinicos pueden ser el impétigo
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que afecta la epidermis y puede invadir tejidos pragundos provocando celulitis,

abscesos, osteomielitis, neumonias, sepsis y emtitiga

También es capaz de originar enfermedades a dstanediadas por toxinas e
intoxicaciones a partir de alimentos y bebidas amimadas. Esto constituye un

importante problema de salud publica.

La historia de este patdgeno incluye la evoluciémadbacteria y el cambio en su
impacto clinico debido a los factores de virulenaidus mecanismos de defensa y a su
capacidad de generar resistencia a los antimiagrobiaitiles para su tratamiento. A
principios de los afios '40, cuando fue introducidabencilpenicilina, éste era el
antimicrobiano ideal. Sin embargo, durante 194&isuwvn aislamientos resistentes a
este antibidtico (por produccidn de penicilinasg)e se convirtieron en un grave
problema hospitalarid?or tal motivo, se sintetizaron derivados de pénas capaces
de resistir la actividad de esta enzima, conocidosio penicilinas resistentes a

penicilinasa (meticilina, oxacilina y sus derivados

A principios de la década del 60, aparecieron emialS. aureugesistentes a
meticilina y, desde entonces, se han diseminaddqaar el mundo constituyendo un
grave problema epidemioldgico ya que mostrarorsterstia a todos los betalactamicos,
separando a este patdégeno en dos grandes grafamhylococcus aureumeticilino
sensible (SAMS) \Staphylococcus aureuseticilino resistente (SAMR), lo que tiene
un fuerte impacto desde el punto de vista clinidateriormente SAMR estaba
restringido al ambito hospitalario, pero desdedidgs '90, emergieron como patdégenos
de la comunidad, conociéndoselos como SAMR-AC.i&1 BAMR se ha erigido como
el principal patégeno, resulta curioso el hechogde no ha reemplazado a las
infecciones por SAMS.

La deteccion de la sensibilidad antimicrobiana tang un importante desafio

para el laboratorio y el mayor problema que enéreat microbidlogo clinico es

determinar cudl es la mejor técninavitro.
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En la actualidad, los métodos mas usados son: fxedtracion Inhibitoria
Minima (CIM), la Concentracion Bactericida Minim@BM) y los estudios de cinética

de muerte o curvas de muerte o de letalidad (CM).

La determinacion de la actividad bactericida smplaa por el fenomeno de
tolerancia, mediante el cual, microorganismos que rsormalmente muertos por un
agente bactericida resultan sélo inhibidos. Actealt® la tolerancia se define teniendo

en cuenta dos criterios: 1) relacion CBM/CIM y NIC

Este trabajo de tesis se dividi6 en dos partes: yporlado se estudiaron
aislamientos de SAMS vy, por el otro, se trabajé emiamientos de SAMR. Los
aislamientos se obtuvieron de pacientes que caapumrpara su atencion al Hospital
Dr. José Maria Cullen de la ciudad de Santa Feem{nga. Es importante destacar que,
durante el periodo 2009-2010 las infecciones padviBAonstituyeron el 44% mientras

gue las producidas por SAMS representaron el 56%.

Los objetivos propuestos para SAMS fueron a) datetds actividades
bacteriostatica y bactericida de cefalotina (CHy)diferenciar cepas tolerantes segun
diferentes criterios; c) analizar las historiaickhs de los pacientes infectados por
SAMS tolerantes; d) estudiar genotipicamente lodSAolerantes y e€) proponer una

metodologia sencilla para determinar la CBM de CEF.

Para cumplir con los mismos, se recolectaron 1@%raientos de SAMS,
consecutivos y unicos, durante el periodo compdenentre el 1 de Junio de 2006 al 31
de Diciembre de 2007. Las muestras clinicas dedakes se recuperaron fueron: piel y
partes blandas (PPB) (53,21%), sangre (23,85%)stmasedseas (9,17%), materiales

respiratorias (8,26%) y materiales clinicos va(f51%).

Para determinar la CIM y la CBM de CEF, se llewdabo, para cada uno de los
aislamientos, el método de macrodilucion en caktpis las pautas de CLSI (CLSI,

2008c). Posteriormente, a los aislamientos cuyeia CBM/CIM de CEFE 8 se les

efectuaron CM, realizando recuentos de colonias 8,3, 6 y 24 horas de incubacion a
35°C (NCCLS, 1999b).
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Los estudios genaotipicos, a fin de determinar és@mncia de los genegecA hlg

y pvl, se efectuaron sobre los 4 aislamientos que aeunltolerantes por CM.

La CIMsoy CIMgo de CEF de los 109 SAMS estudiados resultaron $ey @
ng/mL, respectivamente. La CBMfue 1 pg/mL y la CBMNy igual a 8 pg/mL.
Teniendo en cuenta la relacion CBM/CIM, 6 SAMS %)5ueron tolerantes y CEF
resulté bactericida para 84 SAMS (77,1%).

Se detectaron 25 aislamientos con CBM/CIM de CEB. De las 25 CM
realizadas, 4 aislamientos resultaron tolerantesQhb pero uno de ellos no lo fue al
tener en cuenta la relacion CBM/CIM. La bacteride CEF segun los estudios de

cinética de muerte llevados a cabo, fue del 99,1%.

Ninguna de las 4 cepas tolerantes por CM, resutéagora demecA lo que
permitid corroborar que se tratabaRleaureusneticilino sensibles.

La deteccion de la actividad bactericida de CERtéea SAMS, mediante la
puesta a punto y desarrollo de una técnica senséldevé a cabo con 42 SAMS de los
estudiados; seleccionados de la siguiente man@razo@ CBM/CIM > 8 y 20 con
CBM/CIM < 2. Se utilizaron discos de CEF, oxacilina (OXA)egfoxitina (FOX)

inactivados con solucion de betalactamasa (SBlonité en el laboratorio.

El disco de OXA resulté mejor que los de CEF y FgaXque logro discriminar
mayor cantidad de aislamientos con CBM/CIM de CEF8> minimizando la
superposicion de cepas CBM/CIM X a solo un 10%, lo que hace que esta técnica
resulte Util para ser aplicada en los laboratodie@smicrobiologia clinica, insumiendo

menor tiempo que los estudios de cinética de muerte

Finalmente, para completar los objetivos propuestesfectud el seguimiento
de las historias clinicas de tres de los pacientestados por cepas SAMS tolerantes.
En uno se debid recurrir al aumento de las dosi€HE y a un curetaje ya que el
paciente no respondié con la dosis habitual. Em &ds multiples tratamientos previos

con CEF, pudieron seleccionar el aislamiento tokerg el tratamiento vancomicina
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(VAN) mas gentamicina (GEN) administrado pudo rabér sido el adecuado. El
tercero de los pacientes poseia numerosos faaeraesgo, hecho que lo predispuso a
una infeccion mas severa, lo que se evidencié dnagaso tanto con la administraciéon
de ceftriaxona como con la combinacion de CEF neasagnicina lo que sugiere que la

tolerancia a CEF, pudo contribuir a la ineficachmismo.

El paciente infectado por SAMS tolerante, LPV(+#p @n hombre de 45 afios
que ingres6 en mal estado general con un abscesogegue, ademas del tratamiento
antibiotico, debié ser intervenido quirdrgicamegitse dio el alta a las 24 horas del

ingreso.

Para la segunda etapa de esta tesis, que fuaidicede SAMR, se propusieron
los siguientes objetivos: a) detectar las activedatbacteriostatica y bactericida de
VAN; b) diferenciar cepas tolerantes segun dif@emtriterios, ¢) analizar las historias
clinicas de los pacientes infectados por SAMR &mits, d) investigar el polimorfismo
genomico de los aislamientos SAMR tolerantes a VAN¢omparar, en aislamientos
SAMR-AC, la actividad bactericida de VAN con la famién de la leucocidina de
Panton-Valentine (LPV) y f) estudiar la actividadésgica de VAN con ciprofloxacina,
gentamicina, rifampicina e imipenem por CM frentelogs aislamientos SAMR

tolerantes a VAN.

Se trabajo con 112 aislamientos de SAMR, obtenitimante el periodo 25 de
Febrero de 2006 al 16 de Agosto de 2008.

La CIM y CBM de VAN se realizaron por macrodiluci@m caldo (CLSI,
2009a). Las CM se llevaron a cabo tanto para détarnia tolerancia o bactericidia
como para estudiar la sinergia de VAN con los oftes(NCCLS, 1999b).

Las ClMsg90 de VAN resultaron 0,5 y 1 pg/mL, respectivamententras que
las CBMsoio0 fueron 1 y 8 pg/mL, respectivamente. Los aislatoenestudiados
provenian: el 58,1 % de PPB, 19,6% de sangre, 16ld%uestras 6seas y el 6,2%

restante, a otros materiales clinicos.

49



Resumen

Teniendo en cuenta la relacion CBM/CIM la bactdiaifue del 65,2% y se

detectaron 12 (10,7%) cepas tolerantes.

Los estudios de cinética de muerte se efectuarnrB8cSAMR (CBM/CIM de
VAN > 8). Para el 96,4%, VAN resultd bactericida, miastque 4 aislamientos
resultaron tolerantes (3,6%); destacandose qualeradlos no lo fue al considerarse la
relacion CBM/CIM.

En cuanto a las historias clinicas de los paciemtfectados con las cepas
tolerantes, se analizaron retrospectivamente, figpégsiose, ademas, el polimorfismo
genomico de los mismos mediante la técnica de OR-R@ deteccién de los gened

se efectué mediante la técnica de PCR.

De la revision efectuada, se pudo determinar queisiamiento produjo la
muerte de un paciente y, que en los otros treg)daesario recurrir a otros AM.

El estudio del polimorfismo en los 4 aislamientasdenantes, permitio
diferenciarlos en 2 clones: 3 de los aislamientr$epecieron al clon A y el restante al
clon B.

Vale la pena aclarar que, ademas de las 3 cepatiagkis, se incluyeron otras,
SAMS y SAMR, aisladas en diferentes momentos, iaddigntemente del periodo en
que se llevo a cabo este trabajo de tesis. Asél efon A se ubicaron dos cepas (1
SAMS y 1 SAMR) cuyos aislamientos no estaban refemos en el tiempo,
determinandose la existencia de un tercer clone&Crgsultd conformado por SAMR 8,
tolerante por el criterio CBM/CIM vy relacionado ehtiempo con los tolerantes por
CM.

Se demostré que la actividad bactericida de VANSAMR-AC fue efectiva en
el 96% de los aislamientos, independientementa gegsencia del factor de virulencia
estudiado y que las cepas LPV (+) redujeron masreente el numero de UFC/mL a

las 6 horas cuando se realizaron estudios de canddi muerte.
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Las CIMs de los otros AM ensayados para los SAMBrantes a VAN fueron
categorizadas como sensibles, incluyendo imipergaficando estudios de cinética de
muerte, también todos estos AM fueron bactericidasas 24 horas. Todas las
asociaciones fueron sinérgicas, pero VAN mas GEMs rRFA y/o IMI lograron
sinergia a las 6 horas, mientras que VAN+CIPRO ldevo, en 3 SAMR, a las 24
horas. No hubo efecto antagonista en ninguna dlabinaciones ensayadas.

Se concluye que:
* a pesar del paso del tiempo, en la actualidad atefal y vancomicina
pueden continuar siendo utilizadas en el HospitalJDM. Cullen de la
ciudad de Santa Fe, tanto como profilaxis como plr@atamiento de las

infecciones por SAMS y SAMR, respectivamente.

» para determinar la actividad bactericida de un Add,recomendable
utilizar los estudios de cinética de muerte ya existieron discrepancias

en la deteccion de las cepas tolerantes seguiezlcusado.

« |a actividad bactericida de VAN de los aislamientSB&AMR-AC

estudiados fue independiente de la presencia de LPV

* las combinaciones de antimicrobianos para trafacamnes por SAMR
tolerantes a VAN, son altamente eficaces por sucadar respuesta

sinérgica.

* la técnica para determinar la actividad bactericddacefalotina usando
discos goteados con betalactamasa, preparaddadordtorio y puesta a
punto en esta tesis, resultd facil y accesible paralaboratorio de
microbiologia clinica. Dicho método podria reemptaaz los estudios de
cinética de muerte para detectar la actividad bacta de un
antimicrobiano, hecho de gran relevancia clinicaseleccionar el

tratamiento para las infecciones graves$taphylococcus aureus
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BACTERIOSTATIC AND BACTERICIDAL ACTIVITIES OF BETALACTAMS AND
GLYCOPEPTIDES AGAINSTS. AUREUSSTRAINS OF CLINICAL SIGNIFICANCE.
GENOTYPICAL CHARACTERIZATION OF TOLERANT ISOLATES.

The genusStaphylococcusbelongs to the familystaphylococcaceaghylum
Firmicutes domainBacteria It comprises 36 species y 21 subspecies whiclicabe
found in human mucosa and skin and in others maramak birds. They are gram-
positive cocci occurring as single cocci, tetradgrt chains or clusters like a bunch of

grapes.

They are catalase positive and some species pratheéceoagulase enzime.
According to the presence or abscense of this eniie members of this genus may be
divided into two large groups. Among the coagulpssitive speciesStaphylococcus
aureus subsp. areus commonly known asStaphylococcus aureuss clinically the
most important specieThe coagulase-negativBtaphylococcusspecies, frequently
contaminate clinical specimens but they can alstugepathogens causing infections in
immunocompromised patients or associated to theofiggrosthetic and indwelling

devices.

S. aureushas surface factors and produces proteins resplengab host
colonization and disease. It also produces manyereymes, membrane proteins
(hemolysins y leukocidins) and toxines which arevolwed in its pathogenic
mechanisms. Among thehemolysins, the Panton-Valentine leukocidin (Pdestroys
human neutrophils and is associated to tissue sis¢crtius explaining the typical skin

and soft tissue (SST) lesions and severe necrgtmieumonia.

In its genome there are a large number of mob#enehts which often carry
pathogenic or antimicrobial resistance determinaftiey comprise insertion sequences,
transposons, virus and pathogenicity (or genonsi@nds. The transposons carry both
antimicrobial and heavy metal resistance deterntgan

S. aureusmay cause a wide variety of diseases ranging fsaperficial skin
infections (folliculitis, impetigo, among others) tleep entities (cellulites, abscesses,
osteomyelitis, pneumonia, sepsis, endocarditis).etc
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It may also produce remote diseases originateckiyng or intoxications from

contaminated food and drinks which constitute apartant public health problem.

The history of this agent includes the evolutiontteé bacterium itself and the
change in their clinical impact due to the virulerfactors, their defence mechanisms
and its ability to generate resistance to antintiizis used in clinical practice. In the
early '40s, when penicillin was first used, it whe ideal antibiotic. However, during
1948 penicillin-resistant staphylococci (penicidise production) emerged as a serious
hospital problemTherefore, penicillin derivates were synthesizedetgist the activity
of this enzyme known as penicillinase-resistantigiin (methicillin, oxacillin and its

derivates).

In the early '60s, methicillin-resistaBt aureusiMRSA) appeared in Europe
and spread around the world as a serious epidegiialassue since it was resistant to
all beta-lactams. Through this fact, this microoigen was categorized in two groups:
methicillin-susceptibleS. aureus(MSSA) and MRSA, with a high clinical impact.
Traditionally MRSA was just a nosocomial agent bince the '90s, it emerged as a
community pathogen referred to as CA-MRSA. AlthoddRSA has become the main
pathogen, it is surprising that it has not replatedMSSA infections.

Antimicrobial susceptibility testing is an importachallenge for the laboratory.
The most pressing problem facing the clinical motogist is to find out the best in-

vitro technique.

At present, the most frequently used methods dre: Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), the Minimum Bactericidal Cont@ation (MBC) and Time-Kkill
studies (TKS) or killing curves (KC)

The identification of bactericidal activity is ther complicated by the
phenomenon of tolerance, in which organisms theamnarmally killed by a bactericidal
agent are merely inhibited. At present, the toleeais defined taking into account two
criteria: MBC/MIC ratio and TKS.
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This thesis analyzed on one hand MSSA strains arttie@other MRSA isolates.
Strains were obtained from patients attending tlheJosé Maria Cullen Hospital at
Santa Fe city, Argentina. It is important to pat that during 2009-2010, MRSA and
MSSA infections reached 44% and 56%, respectively.

The aims for MSSA study were: a) to detect cephal@CEP) inhibitory and
bactericidal activities, b) to distinguish toleratitains according to different criteria; c)
to analyze the medical record of tolerant MSSA dtdd patients; d) to analyze
genotypically tolerant MSSA strains and, e) to msga simple technique to determine

CEF bactericidal activity.

One hundred and nine MSSA isolates were collecteth fJune 1, 2006 to
December 31, 2007. The isolates were unique andecotive. They were recovered
from the following clinical samples: skin and saif$sues (SST) (53,21%), blood
(23,85%), bone (9,17%), respiratory samples (8,2&84d)others (5,51%).

For each isolate, CEP MIC and MBC were determingdioth macrodilution
according to CLSI guidelines (CLSI, 2008c). Aftdnat, isolates showing CEP
MBC/MIC ratio > 8 were studied by TKS counting survivors at 063nd 24 h of
incubation at 35° C (NCCLS, 1999b).

The four tolerant MSSA strains detected by TKS wsdtalied for the presence
of mecA, hlgandpvl genes by PCR.

The CEP MIGp and the MIG, of the 109 studied MSSA were 0,5 and 1 pg/mL,
respectively. The MB§ was 1 pg/mL and the MBfg 8 pg/mL. Considering
MBC/MIC ratio, 6 MSSA (5,5%) were tolerant and C#&Bs bactericidal for 84 MSSA
(77,1%).

Of the 25 isolates with CEP MBC/MIE 8, 4 were tolerant by TKS but 1 of

them was not tolerant considering the MBC/MIC rat©EP bactericidal activity
according to TKS was 99,1%.
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None of the 4 tolerant strains by TKS carried thecAgene.Thus it was
verified that they were MSSA.

The detection of CEP bactericidal activity agailm&ESA, was achieved by the
development and improvement a simple methodoldgyrty two MSSA were selected
in the following way: 22 with CEP MBC/MIG 8 and 20 with MBC/MIC< 2. CEP,
oxacillin (OXA) and cefoxitin (FOX) disks droppedttv betalactamase solution (BLS)

obtained in the laboratory were used for this assay

The OXA disk results were better than those obthimth CEF and FOX
because it allowed the discrimination of a largerargity of isolates with CEP
MBC/MIC > 8, minimizing the overlapse of MBC/MIC 2 strains to a mere 10%.
These results, in addition to the less time requénet respect to TKS, prove this

technique to be extremely useful for clinical mimaogy laboratories.

Finally, three medical records of the 4 patienttedted with tolerant MSSA
strains were analyzed. One of them had to recagleeh doses of CEP and a curettage
as the patient did not respond to the normal ddseanother patient, multiple CEP
treatments could have been responsible for theramatiestrain selection and the
vancomycin (VAN) and gentamicin (GEN) combinatioight not have been adequate.
The third patient, had numerous risk factors amdettore, he was susceptible to a more
severe infection. The treatment failed not onlytmgeftriaxone but also with CEP and
gentamicin combination, which suggests that CEBraoice might have contributed to
its inefficacy. The patient infected with the PVt) (tolerant SAMS was a 45 year old
man who was admitted in bad condition with a periaabscess. Beside the
antimicrobial therapy, he had to undergo surgey \&as discharged from hospital 24
hours after admittance.

The second stage of this thesis focused on MRS#nstrThe aims were: a) to
detect VAN bacteriostatic and bactericidal actestib) to distinguish tolerant strains
according to different criteria; c) to analyze nuadlirecords of MRSA tolerant infected
patients, d) to investigate the genomic polimorfiamong the VAN-tolerant MRSA

isolates, e) to study vancomycin bactericidal disti@gainst CA-MRSA isolates and
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its relationship with PVL production and f) to sjuAN synergical activity with
ciprofloxacin(CIP), gentamicin(GEN), rifampin(RFAand imipenem(IMI) against
VAN-tolerant MRSA isolates by TKS.

One hundred and twelve MRSA were studied duringpieod from February
25, 2006 to August 16, 2008.

VAN MIC and MBC studies were performed by broth moaltiution (CLSI,
2009a). TKS were used to determine the VAN badtiicactivity, tolerance and
synergism with other AM against tolerant MRSA isea(NCLLS, 1999Db).

The VAN MICsp90 Wwere 0,5 and 1 pg/mL, while the MBggo were 1 y 8
png/mL, respectively. The isolates were recovereunfithe following samples: SST
(58,1%), blood (19,6%), bone (16,1%) and otherspdasn6,2%).

Considering MBC/MIC ratio VAN bactericidal activitywas 65,2% and 12

strains (10,7%) were tolerants.

TKS were performed against 39 isolates that shovwad MBC/MIC > 8. VAN
showed bactericidal activity for 96,4% strains éédstwhile 4 isolates resulted tolerant

(3,6%). Interestingly one of them was not tolerrttording to MBC/MIC ratio.

The medical records of patients infected with VAbletant strains were
retrospectively analyzed. Genomic polimorfism amtoigrant isolates was detected by
a degenerate-oligonucleotide-primed amplificatissay. CA-MRSA isolates were

tested for the presence il genes by PCR.
From the medical record review it could be deteedithat one of the isolates
was responsible for the patient death and in therahree ones was necessary to use

others antimicrobial agents.

The study of the genomic diversity among the fodN\Molerant strains allowed

characterization of 2 clones: three strains beldrigeclon A and the other to clon B.
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It is worth noting that besides the strains analyie this thesis, other three
MSSA and MRSA strains were studied. Two of thenM@SA and 1 MRSA) belonged
to clon A and they were time unrelated. A thirdrcld was found conformed by MRSA
8 (VAN tolerant by MBC/MIC ratio) and time relatedith VAN tolerant strains by
TKS.

VAN bactericidal activity in CA-MRSA was found tze effective in 96% of the
isolates, independently from PVL presence. How&ML-carrying strains were found

to reduce more slowly the initial inoculum at 6 hoby TKS.

The MIC of the other studied antimicrobial agergaiast VAN tolerant MRSA
were categorized as susceptible, including imipen@MIl). When TKS were
performed, all of them were bactericidal after 2uis of incubation. All antimicrobial
combinations were synergistics, but VAN with GEN;ARand/or IMI combinations
achieved synergistic activity at 6 hours of incidratwhile the VAN with CIP
combination was synergistic at 24 hours againsbol8rant MRSA. None of the

antimicrobial combinations studied were antagouisti

It is concluded that:
» despite the time elapsed, at present, CEP and VAM continue to be
used in Dr. José Maria Cullen Hospital at Santacife Argentina, as
well as prophylaxis and treatment of MSSA and MRBwWections,

respectively.

» to study antimicrobial bactericidal activity is ceumended to use time-
kill studies because there were discrepanciesardétection of tolerant
strains according to different criteria.

* VAN bactericidal activity against CA-MRSA was indaplent from the

PVL presence.

* antimicrobial combinations to treat VAN tolerant IR are highly

effective due to its strong synergistic response.
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the technique for detection of beta-lactam baatilcactivity using
disks dropped with beta-lactamase solution obtainethboratory and
tuning in this thesis, was easy and accessibla fdimical microbiology
laboratory. This method could replace time-kill dsés to detect
antimicrobial bactericidal activity, this fact bginof great clinical

relevance when selecting the treatment of sei®wsireusnfections.
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[.1. PARTE |: STAPHYLOCOCCUS AUREUS

1.1.1. INTRODUCCION

El géneroStaphylococcusha sido incluido recientemente, en el Volumen dl d
la segunda edicién del Manual Bergey de Bacterial&istematica, en la seccion de
“Bacterias gram-positivas con bajo porcentaje detarido en G+C”. Este género
pertenece a la famili&staphylococcaceaegrden Bacillales clase Bacilli, phylum
Firmicutes Comprende 36 especies y 21 subespecies quepgssantes en la mucosa

y en la piel de los humanos y de otros mamifgrages(Ludwig y col., 2009).

Son cocos gram-positivos (0,5 a 1,5 pum de diamgtre)se presentan aislados o
formando parejas, tetradas, cadenas cortas o geuptzdo de racimos irregulares. Es
una bacteria anaerobia facultativa. Su mayor vetatide crecimiento es entre 5 -
25 °C; pero también se puede ver en activa fisioaria entre 27 y 30 °C. Producen
catalasalo que los diferencia de los estreptocogosalgunas especies, poseen una
proteina llamada “coagulasa” que permite dividlos integrantes de este género en

dos grandes grupos segun la produzcan o no (Bgakar Eiff, 2011).

Entre las especies coagulasa positiva la de maymoriancia clinica es
Staphylococcus aureuss. aureus denominado comunment&taphylococcus aureus
(Bustos-Marti y col., 2006).

Staphylococcus aureuéS. aureup ha sido reconocido como un importante
agente patdogeno durante mas de cien afios. Alex@gston lo aislé por primera vez
en 1883 de un absceso quirlrgico y fue quien injoodl nombreStaphylococcugdel
griego staphylé “racimo de uvas”) descubriendo el rol 8e aureusen infecciones
localizadas y en septicemia, incluyendo modelosnal@is (Ogston, 1883; Howden y
col., 2010).

Las especies d8taphylococcugoagulasa negativa a menudo, aparecen como

contaminantes en los cultivos de muestras clinmE® pueden comportarse como

verdaderos patogenos causando infecciones en pEi@mmunocomprometidos o
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cuando se asocian al uso de catéteres o a la pi@sbn cuerpos extrafios (Archer y
Climo, 2006).

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Como ya se comenté anteriormente, las especiagdeloStaphylococcuson
colonizantes habituales de diferentes superficig&neas y mucosas. Debido a que el
estado de portador es frecuente en la poblaciérahajrias infecciones se adquieren
cuando el agente accede a un sitio estéril comdtae® de un traumatismo o abrasion
de la piel y mucosas. El episodio traumético ocedimue permite la entrada del
microorganismo puede ser tan minimo que a menuda pasapercibido. Pueden
introducirse en forma directa en sitios normalmestériles durante un acto quirdrgico

0 un procedimiento médico invasivo (Zeller y Gol@b11).

También se transmiten de persona a persona yaayuevidencias de portacion
nasal. Esta diseminacion, en particular los aigaios que han adquirido resistencia a
antimicrobianos, tiene lugar con mayor frecuencidas hospitales y originan graves

problemas en el control de las infecciones (Cruoly 2006).
1.1.3. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
[.1.3.1. Micromorfologia

Mediante coloracion de Gram de la muestra directielocrecimiento de las
colonias, se observan cocos gram (+) en pareadsstro racimos (Becker y von Eiff,
2011).
[.1.3.2. Cultivo

Desarrolla muy bien en medios disponibles en ebriiorio de microbiologia
clinica tales como agar nutritivo, agar con 5% degse ovina y agar chocolate. Se

pueden utilizar ademas medios selectivos comoal rmgnitol salado que contiene una

alta concentracion de cloruro de sodio (10%), nodgitojo fenol como indicador de
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pH; en este medio desarrollan algunas especiewipsimenteStaphylococcus aureus

gue crecen en presencia de cloruro de sodio y feemeel manitol produciendo

colonias amarillas. En todos los medios antes meados el desarrollo se produce
generalmente a las 24 horas de incubacion a 35{B&¢ker y von Eiff, 2011).

1.1.3.3. Identificaciéon

Se utilizan las pruebas bioquimicas que se detalidas Tablas .1y 1.2.

Tabla 1.1: Pruebas diferencialgsaraidentificar especies dtaphylococcusoagulasa
positiva (Almuzara y col., 2006)

Produccion de L. L . .
Acido en Produccion de acido a partir de
Catalasa anaerobiosisa ADH
partir de Xilosa Trehalosa Maltosa
manitol
S. aureus + +
S. aureus ss ) +
anaerobius
S.schleiferi ss + ) + ) 3 3
coagulans
S. lutrae + - - + + +
S.intermedius + - v - + +
S. delphini + - + - - +
S. hyicus + - + - - +

ADH: Arginina dehidrolasass: subespeciei: variable (11-89% de aislamientos positivos).
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Tabla 1.2: Pruebas diferencialgsaraidentificar especies dtaphylococcusoagulasa
negativa (de Paulis y col., 2003).

Discode  Presencia Produccion de
novobiocina  enzima acidez a partir PYR oDC
(5 pg) ureasa de D-manosa
Mas frecuentes
Grupo S. S + + ) v
epidermidis
Grupo S. S - - + -
haemolyticus
Grupo S. R + - - -
saprophyticus
S. lugdunensis S v + + +
Grupo S. warneri S + - - -
S. schleiferiss S - + + -
schleiferi
Menos frecuentes
S. simulans S + v + -
S. capitissscapitis S - + - -
S. cohniisscohnii R - v - -
Grupo S. cohnii(S.
xylosus/ R + + v -
S. cohniiss
urealyticum)

PYR: pirrolidonil-beta-naftilamidaODC: Ornitina decarboxilas&s: sensiblejR: Resistentess: subespecie;
Hg: microgramosy: variable (11-89% de aislamientos positivos).
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[.1.3.4. Diagndstico molecular

Este diagnodstico desempefia un papel de importarexéente tanto en la rapida
deteccion de patdégenos microbianos como en la rdetecion de su perfil de
resistencia a los farmacos. Se pueden obtenetadssalen pocas horas, en comparacion
con las mas de 24 horas necesarias en las tédgdasotipia convencional (Frangois y
col., 2007).

Dichos métodos se orientan a identificar genesoéfipes o a la basqueda de
moléculas especificas que detectan mecanismosideereia por la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). La PCR diagnéstica se Basdamentalmente en la
amplificacion de los genes que codifican los ARBosidmicos 16S y 23S (ARNTr)
(Ehrenreich, 2006).

El diagndstico molecular juega un rol importanteeécaso de infecciones con
cultivos negativos lo que se da con frecuencia amneptes previamente tratados con
antimicrobianos (AM) (Naber y Erbel, 2007).

[.1.4. ETIOPATOGENIA
S. aureuscontiene gran cantidad de factores de superficsecyeta numerosas
proteinas que intervienen en la colonizacién delpbdero y en la produccién de la
enfermedad (Bustos-Marti y col., 2006).
Ademas de estas caracteristicas esta equipadsistemas reguladores que

detectan las condiciones ambientales y respondeltag ajustando la expresién de

determinantes de virulencia y metabolicos espedf{@raber y col., 2008).
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[.1.4.1. Regulacién

1.1.4.1.1.El sistemaagr

El paradigma de la regulacion genética de la untike deS. aureuses el gen
regulador accesori@agr. EI agr funciona como un control sensor de expresiones
genéticaglependiente de la densidad bacteriana, permitien@apresion preferencial
de adhesinas de superficie durante la fase denusstb exponencial (densidad celular
baja) y pasando a la expresion de exoproteinaswtgulas fases de crecimiento post
exponencial y estacionaria (densidad celular digperimentos genéticos y funcionales
han revelado la existencia de al menos cuatro gragpen S. aureus(l a 1V) que
fueron caracterizados por variaciones especificala® tres proteinas AgrB, AgrD vy
AgrC: el transportador-procesador, el proceso dgitigo de autoinduccion y el

receptor, respectivamente (Traber y col., 2008).

1.1.4.1.2.0tros sistemas requladores

Se han descrito, posteriormente a la deteccidnadel otros tres sistemas
reguladores que afectan a la expresion génica Igldbstos sistemas sosae
(exoproteina d&. aureuy arlS (sensor delocusrelacionado con la autolisis)syrAB
(respuesta respiratoria estafilococica). Afectala @&xpresion génica tanto en forma

directa como indirecta al interferir conagr (Pragman y col., 2007).

1.1.4.2. Determinantes de la superficie celular imlucrados en la etiopatogenia

1.1.4.2.1.Biopelicula

Denominado comunmentebiofilm. Consiste en una red polisacaridica
extracelular que congrega a comunidades bacteriamasa plataforma de cohesion
mecanica. Los aislamientos de estafilococos prodestde peliculas biofilms fueron
descritos principalmente en especies coagulasamagenplicadas en la colonizacién

de catéteres y biomateriales (Rohde y col., 2010).
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1.1.4.2.2. Polisacaridos capsulares

Mas del 90% de los aislados 8e aureuselaboran capsulas polisacaridicas de
las que se han comunicado 11 serotipos. Las cgfasadireuson capsulas de tipo 1y
2 producen grandes cantidades de polisacaridosngrti un aspecto mucoso en las
placas de cultivo. Sin embargo, es raro enconsramtamuestras clinicas humanas. Por
el contrario, los tipos capsulados 5 y 83d@ureuson responsables de hasta el 75% de
las infecciones clinicas. Las capsulas de los thpgs8 estan compuestas de varios
azucares, como la manosa y la fucosa, son antifagas y pueden incrementar su
virulencia en modelos animales. Los anticuerpostérea estos tipos capsulares son
protectores en sepsis de modelos animales y setaletanticuerpos naturales frente a
ellos en el suero humano. Una vacuna conjugadgidiircontra las capsulas de tipo 5y
8 fue eficaz en pacientes de hemodialisis. Por igomnte, la capsula es un
constituyente antifagocitario que podria repregente diana prometedora para las
vacunas (Daum y Spellberg, 2012; Proctor, 2012).

1.1.4.2.3. Adhesinas de superficie

Le confieren capacidad para unirse a diferenteseimas del huésped. Se
agrupan bajo el acronimo MSCRAMNmicrobial surface components recognizing
adhesive matrix moleculesincluye todas las adhesinas que median la adtiare
inicial al tejido del hospedador. La mayoria serungediante enlaces covalentes al
péptidoglicano de la pared celular. Las MSCRAMMaaspresentes en todos los
aislamientos d&. aureusimplicadas en la etiopatogenia, codificadas ecr@hosoma

y no pertenecen a las islas de patogenicidad (Wkeykeol. 2011).

Las principales proteinas de superficie asociadaspared y sus funciones se

detallan a continuacion (Moreillon y col., 2006 p8¢/ Barnett, 2008)

- Proteina A (codificada por el gepa) antinmunitaria y antifagocitaria ya que
fija la region Fc de la inmunoglobulina I1gG;
- Proteina F: afinidad por el fibrinbgeno Ay B;
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- Proteinas A, B, C, E y F (codificadas por los geseess\, sasB, sasC, saskE y sas
F): funcion indeterminada;

- Proteina G (codificada por el gesas@: union a células de la mucosa nasal;

- Proteinas H, |, J y K (codificadas por los gesasH, sasl, sasJ, sasKuncion
indeterminada;

- Otras proteinas: se unen al colageno, a la fibtoreed y B y a la lactoferrina.

1.1.4.2.4. Acidos teicoicos v lipoteicoicos

Los &cidos teicoicos representan hasta el 50% dsb peco de la pared
estafilococica purificada. Desempefian un importapggpel fisiolégico en el
metabolismo de la pared celular y es probable gmstituyan un punto de unién de
enzimas activas y de otras proteinas a la paradaceNo esta claro si los acidos
teicoicos tienen un papel directo en la etiopat@gesstafilococica. No han sido
definidos como adhesinas ni desencadenan inflamagidr parte del sistema

inmunoldgico innato.

Los &cidos lipoteicoicos son los equivalentes a thsoicos, ligados a la
membrana plasmatica. Estan asociados a procedamatbrios por desencadenar la
liberacion de citocinas por parte de macrofagos tgoso actores del sistema

inmunologico innato (Deininger y col., 2007).
1.1.4.3. Enzimas y hemolisinas secretadas
S. aureugproduce numerosas exoenzimas, proteinas de memgremalisinas
y leucocidinas) y toxinas involucradas en los mexraas patogénicos (Stevepsol.,
2007).
Entre las exoenzimas se encuentran proteasasspdigpe son destructivas para

los tejidos humanos y ltiles para proveer nutreerdela bacteria cuando invade al

organismo (Fraser y Proft, 2008).
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1.1.4.3.1.Hemolisinas

S. aureusposeeun minimo de cuatro hemolisinas llamadasB, vy y &
hemolisinas. La alfa hemolisina tiene efectos éstadobre los polimorfonucleares y
eritrocitos. Es dermonecrética cuando se inyecteiganeamente y letal cuando es
inyectada intravenosamente. La betahemolisina eseagfingomielinasa. Lag y o
hemolisinas se encuentran en algunas cep&s dereus producen la lisis de distintos
tipos de células. La hemolisina actia primeramente como surfactangnpien sobre
la adenilciclasa jugando un rol importante en kadpccion de diarrea (Stevegscol.,
2007).

1.1.4.3.2.Toxina de Panton-Valentine

Se han reportado algunos homdlogos de laemolisina. Uno de ellos fue
identificado en 1932 por Panton y Valentine. Estania, también llamada leucocidina
de Panton-Valentine (LPV) esta codificada por derseglukSy IukF, cuyos productos
pueden ensamblarse entre ellos mismos o con lopamntes de lg hemolisina
produciendo estructuras quiméricas. La LPV estdficada por un fago maovil que se
puede transferir a otras cepas (Panton y Valeri®@2b).

1.1.4.3.3.Superantigenos

La toxina 1 del sindrome del shock toxico y lasastbxinas estafilocdcicas son
el paradigma de una gran familia de exotoxinasgpinas llamadas superantigenos
(Zzhang y col., 2011).

Los superantigenos son proteinas que no activaisiima inmunoldgico a
través del contacto normal entre las células ptaderas de antigenos y los linfocitos
T. En condiciones normales las células presentad@atan el antigeno, lo hidrolizan y
lo presentan en forma de fragmentos peptidicos sa lildocitos T afines. Los
superantigenos pueden eludir esta interaccion eitemespecifica. Se unen a una
porcion externa de los dominiosgVde numerosos linfocitos, enclavandolos

directamente en los receptores de clase Il del mmprincipal de histocompatibilidad
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de las células presentadoras de antigeno. Estactomiespecifico activa hasta el 20%
del conjunto de linfocitos T en comparacion corgl@ se activa en una presentacion
normal de antigeno. La consecuencia es una lilgeracasiva de citocinas que da lugar
a una intensa respuesta inflamatoria y producehoonksparecido al de la endotoxina,
incluyendo filtracion endotelial, shock hemodinamimsuficiencia multiorganica y a

veces, la muerte (Fraser y Proft, 2008).

S. aureugpuede producir numerosos superantigenos. Ademkstdeina 1 del
sindrome del shock toxico produce quince entero@xidistintas (enterotoxina
estafilococicas A, B, D, E, G, H, |, J, K, L, M, N, O), a las que esaslgenémicos
han afiadido un namero similar de homoélogos de anfigenos llamados exotoxinas

estafilococicas cuyos nombres van desde 1 a 15&Adlves y col., 2006).

Se incluyen en este grupo las toxinas llamadadiatifa A y B, codificadas por
los geneseta y etb respectivamente. Estas toxinas son producidasSp@ureusgue
colonizan la piel y mucosas y causan desde urotrastutaneo superficial como una
flictena hasta una impresionante escaldadura geraeta, sindrome denominado de la
piel escaldada, descrito por primera vez por elicoéaleman Baron Gotfried Ritter von
Rittershain en 1878 (Bukowski y col., 2010).

1.1.4.3.4.0tras enzimas

S. aureus produce varias enzimas que contribuyen a su wicide A

continuacion se mencionan las principales de gliass funciones:
- Catalasa: inactiva el peréxido de hidrogeno xidos radicales libres formados por
el sistema de mieloperoxidasa dentro de los fag®alespués de la ingestion de estas

bacterias;

- Coagulasa libre y ligada (esta ultima también lidatalumping factor”): coagula el

plasma y la fibrina y las hace resisteata opsonizacion y a la fagocitosis;

- Hialuronidasa: hidroliza la matriz intracelularlde mucopolisacaridos de los tejidos;
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- Lipasa: colabora en la diseminacion de los micraoigmos en los tejidos cutaneos y

subcutaneos;

- Nucleasa: posee propiedades endo y exonucleslifipuede clivar el ADN y ARN
(Tang y col., 2011);

- Fosfolipasa ha sido asociada a aislamientos ezadps de pacientes con sindrome de
distress respiratorio en el adulto y coagulacidrairascular diseminada (Hayashida y
col., 2009);

- Estafiloquinasa es un activador del plasminddéfareillon y col., 2006).

1.1.4.4. Islas de patogenicidad (gendmicas) y elemes moviles

Aproximadamente el 50% del genomaSleaureuscomparte homologia con la
bacteria no patégerBacillus subtilislo que indica que los dos microorganismos son
muy parecidos y han evolucionado a partir de urestne comun. La mayoria de los
genes homologos son determinantes estructuralesciales, necesarios para el
crecimiento y division. Entre los genes divergesi&ncuentran los responsables de la
esporulacion, presentes soloRnsubtilisy los que codifican factores de patogenicidad

propios Unicamente d& aureugDearborn y col., 2011).

Una caracteristica notable del genomaSdeureuses la presencia de un gran
namero de elementos moviles que, a menudo, porgerndinantes patégenos o de
resistencia a farmacos. Comprenden secuenciaseeiion, transposones, virus e islas
de patogenicidad (o gendmicas). Las secuenciasighircion pueden desplazarse a
través del cromosoma y desactivar o activar loggeliana mediante la interrupcion o
restitucion de marcos de lectura abiertos, o poivazon de la transcripcion por
promotores intrinsecos. A menudo, los transpossoegortadores de determinantes de

resistencia a antibioticos o a metales pesadoo(tauy col., 2001).

Las islas de patogenicidad son estructuras corstigua varian en tamafio, de 15

a 70 kb y pueden albergar muchos genes de viralen@sistencia. Suelen contener
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ADN heterodlogo, lo que indica su adquisicion exd@geldna caracteristica coman de
estos elementos es que estan rodeados por repesiceirectas o inversas y llevan
genes de recombinasa. Las repeticiones sirven csitits de unidn dtt) para su

integracion en regiones homologas del cromosomaeli@co. La recombinasa, a

menudo una integrasa, cataliza la integracion cemaca (Tallent y col., 2007).

Previo a disponer de los genomas estafilocdcicasptaios se describieron
diferentes islas de patogenicidad, como por ejerjalPI1l y SaPI2 responsables del
sindrome de shock toxico y SaPI3 y SaPIl4 que awenigenes que codifican la sintesis

de enterotoxinas (Dearborn y col,. 2011).

A medida que se descubren nuevas islas se revisansenclatura. Dado que se
ha encontrado que contienen otros determinantesedies a los de toxinas se propuso
denominar a estas islas genémicas como “vSa” guda‘'v’ significaria isla. Sa seria
Staphylococcus aureug los numeros adicionales harian referencia aiso de

insercion cromosomico (Diep y col. 2006a).

1.1.5. CUADROS CLINICOS

S. aureupuede causar una amplia variedad de enfermedades.

Las infecciones cutdneas localizadas pueden congpeonfoliculos pilosos
(foliculitis) y si avanzan hacia la dermis profunda produoeanculos. El impétigo
afecta la epidermis, se caracteriza por vesiculasg rompen y forman costras y puede
afectar a tejidos mas profundos provocandelulitis, abscesos, osteomielitis,

neumonias, sepsis y endocarditi®iekema y col., 2001).

Ademas de ocasionar diversos tipos de infecciondsseque el microorganismo
esta presente en el luga@, aureuses capaz de originar enfermedades a distancia
mediadas por toxinas. Las toxinas pueden ser igiadieis por estafilococos que
colonizan las mucosas o indirectamente por las assibacterias presentes en
alimentos o bebidas. Un ejemplo de la via direztanicontramos en sindrome de la

piel escaldadacausado por la toxina exfoliatina A o B asi comoeksindrome del
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shock toxico relacionado con la produccion de la toxina 1 odaetoxinas B o C
(Norbury y col., 2010).

Las enfermedades causadas por alimentos constituygmoblema importante
de salud publica. La intoxicacion alimentaria @raureusse debe a la ingesta de
toxinas liberadas en alimentos o bebidas. Las &3x@#on termoestables por lo que no se
desnaturalizan con la coccion. La enfermedad caraienlas 2 a 6 horas de la ingesta
con malestar general, nauseas, vomitos, dolor aib@bny diarrea. Los sintomas

revierten en 6 a 12 horas y el prondstico es meypbScallan y col., 2011).

La historia de este patdgeno incluye evolucidénadealcteria misma y cambio en
su impacto clinico. Los cambios patoldgicos relaadns a osteomielitis son conocidos
desde las momias egipcias. Ademas, como ya se pr@saxlo anteriormente, este
microorganismo esta dotado de factores de virudepanecanismos de defensa que le
han permitido adaptarse y sobrevivir en una graerdidad de entornos manteniendo
su patogenicidad y virulencia a lo largo del tienfpew y Waldrogel, 1997).

1.1.6. RESISTENCIA DE S. AUREUSA LOS ANTIBIOTICOS: BREVE RESENA

S. aureuses el principal agente de infecciones adquiridasoten la comunidad
como en el hospital y quizas sea la causa mas cairluimfecciones asociadas a

cuidados de la salud en el mundo (Mc Donald, 2006).

A pesar que la mayoria de las infecciones $ioaureusson episodios menores
de celulitis 0 abscesos cutaneos; las infeccioreageg con toxicidad sistémica severa y
muerte subita no son infrecuentes y la infeccidafiéscocica hospitalaria ha sido una
gran preocupacion durante mas de un siglo (Noskinl.y2005).

A principios de los afios '40, cuando fue introdacid bencilpenicilina, las
infecciones estafilococicas eran tratadas conatimicrobiano. Sin embargo, durante
1948 aparecieron aislamientos $leaureugesistentes a este antibiético, convirtiéndose
en un grave problema hospitalario (Kanafani y FowRg006).
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Hasta 1960, la resistencia a betalactamicos er@daledxclusivamente a la
produccion de la enzima penicilinasa. Con la intande soslayar este problema fueron
sintetizados derivados de penicilinas capaces sistirela actividad de esta enzima.
Estos compuestos se conocen como penicilinaseststa penicilinasa, entre ellas la
meticilina, oxacilina y sus derivados y estuviedisponibles a finales de la década del
'50. Resulta irénico que Jevons describiera el griaislamiento d&. aureusneticilino
resistente (SAMR), casi al mismo tiempo (Jevon§.119

Estos hallazgos, en un principio, fueron relaciasada curiosidades de
laboratorio con dudoso valor clinico a tal punte @lprimer fracaso terapéutico de una
infeccién por SAMR pasoé desapercibida (Dowling, )96

Los primeros brotes de SAMR, documentados microgioamente, ocurrieron
en hospitales europeos a principios de la décata6dey desde entonces se han
diseminado por todo el mundo (Chabbert y Bauded82)1

Estos aislamientos se convirtieron en un gravelpnad epidemiologico ya que
mostraron resistencia a todos los betalactamiayzarando a este patégeno en dos
grandes gruposStaphylococcus aureuseticilino sensible (SAMS) y SAMR, lo que
tiene un fuerte impacto desde el punto de vistasicdi Si bien SAMR se ha erigido
como el principal patégeno, resulta curioso el bedb que no ha reemplazado a las
infecciones por SAMS. Dichas cepas contintan siemedponsables de la mayoria de
graves infecciones estafilocécicas, incluyendo eaditis y pacientes en hemodialisis
(Stryjewski y col., 2007).

En el hospital Dr. José Maria Cullen de la ciudad Shnta Fe, Argentina,
institucion de donde se obtuvieron los aislamiep@s este estudio, durante los afios
2009-2010 las infecciones por SAMR constituyeroa48lo mientras que las producidas

por SAMS representaron el 56%.
Entre los SAMS aislados, el 10% correspondieromfacciones asociadas a

respirador en Unidad de Cuidados Intensivos (ufex@on netamente hospitalaria), el

14% fue aislado a partir de sangre y el 76% produojecciones de piel y partes
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blandas, muchas de ellas posteriores a cirugiasnatlogicas limpias tales como

reemplazo de cadera, colocacion de otras protesisgias cardiovasculares.
Esto implica que las infecciones por ambos tipoS.deureusontindan siendo,

a pesar del transcurso del tiempo y de la intradunade nuevas drogas antimicrobianas,

un problema para el equipo de salud.
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|.2. PARTE Il : ACTIVIDAD BACTERIOSTATICA Y BACTERICIDA

[.2.1. INTRODUCCION

La deteccion de la sensibilidad antimicrobiana ttang un importante desafio
para el diagnéstico del laboratorio debido a que resultados son usados por los
médicos clinicos para establecer los regimenestrde&dmiento antibidtico de los

pacientes infectados (DeGirolani y Eliopolus, 1987)

El enfoque del laboratorio de microbiologia origlataa las pruebas de
susceptibilidad asi como su relacion con el madejtas enfermedades infecciosas ha

sido durante muchos afos, objeto de numerosostespmentificos (Eliner, 1982).

A principios de la década de 1920 comenz0 la deétede la sensibilidad de los
microoganismos a los antimicrobianos; desde ensoncenerosos investigadores han

propuesto diferentes y variados métodos (Peter&imapholtzer, 1992).

El mayor problema que enfrenta el microbidlogoictres determinar cual es la
mejor técnican-vitro que resultara mas util para guiar la terapia (Brgweol., 1991).

Algunas técnicas fueron aplicadas ampliamentelg,largo de los afos, se han
publicado numerosos métodos estandarizados tanoepgayos de rutina como para
investigacion (Laverdiere y Sabath 1977; NCCLS,7198CCLS, 1990; CLSI, 2010).

[.2.1.1. Términos histéricamente asociados con loensayos que estudian la
actividad de los AM

Diversos términos se han asociado con los ensdg/¢agboratorio destinados a

investigar la actividad de los AM. A continuacidéa describen los mas comunmente

utilizados.
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[.2.1.1.1.Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Es la minima concentracién de un agente AM queébakei crecimiento de las
bacterias y es detectado visualmente luego de tindoedeterminado de incubacion
(generalmente de 18 a 24 horas) (Pankey y Sali4).2

[.2.1.1.2.Concentracién Bactericida Minima (CBM)

Es la minima concentracion de un agente antibacergque causa al menos la
reduccion de 3 log en el nUmero de células sobrevivientes (compacadael indculo
inicial), luego de un periodo de incubacion (gelmeeate de 18 a 24 horas) (Peterson y
Shanholtzer, 1992).

[.2.1.1.3.Titulo Inhibitorio del suero

Es la maxima dilucion (o titulo) de una muestrasdero tomada de un paciente
que esta recibiendo terapia antimicrobiana, quédéntisiblemente el crecimiento del
agente infectante, luego de un periodo de incubag@éneralmente 18 a 24 horas).
Este test fue descripto por Schlichter and Mac Lexari947 (Schilchter y MacLean,
1947).

[.2.1.1.4.Titulo Bactericida del suero

Es la maxima dilucion (titulo) de una muestra dercwbtenida de un paciente
tratado con AM que causa al menos la disminucioR éwg del indculo inicial del
agente infectante luego de un periodo de incubaidnalmente 18 a 24 horas)
(NCCLS, 1999a).

1.2.1.1.5.Efecto Paradojal (Fendmeno de Eagle)

Fenémeno aun no explicado donde se observa un &mmndenlas células
sobrevivientes (indicando disminucién de la actdidactericida) a medida que la
concentracion del antimicrobiano aumenta por endenta CBM (Eagle y Musselman,
1948; Chait y col., 2007).

82



|.2.1.1.6.Persistencia

Ocurre cuando una pequefia cantidad de célulaslifiesat@ menos del 0,1% o
0,01 % del in6culo inicial) son capaces de sobieval efecto letal del AM
betalactamico. Si las células “persistentes” secudtiban y reensayan, resultan

sensibles al antibidtico original desapareciendpessistencia (Toumanem, 1986).

.2.1.1.7.Tolerancia

Es el fendmeno mediante el cual agentes normalmeeteericidas (por e;.
betalactAmicos y/o vancomicina) parecen tener rddug nula actividad bactericida

contra un determinado microorganismo.

Este término fue usado por primera vez por Tanyasol. (1970) para describir
un nuevo tipo cualitativo de resistencia dondeekpuesta de la bacteria a drogas que
normalmente producian lisis celular era modificadia tal manera que dichos
compuestos se transformaban en bacteriostaticae. €gudio fue realizado con
Streptococcus pneumoeia (en ese momento denominadiplococcus pneumoniae)
frente a penicilina y otros AM. Primitivamente ssoed este mecanismo a la
discapacidad de la actividad autolitica de las reagi bacterianas, aunque podrian

existir otros mecanismos (Handwerger y Tomasz, 1985
Operacionalmente, la tolerancia puede definirsecclanhabilidad de la bacteria
para evadir la accion letal del agente AM sin nasstambios en la CIM (French,

2006).

[.2.1.1.8.Curva de cinética de muerte (estudios de tiempuoukte)

Es una técnica similar a la usada para la CBM drogye se estudia una unica

y determinada concentracion de AM (generalmenteaoer a la media alcanzada en
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sangre) y se realizan subcultivos en agar libreamtéidticos, a diferentes tiempos,
durante una incubacion de 24 horas. El ensayo temetectar como disminuye el
namero de bacterias viables del indculo iniciafercion del tiempo y, por lo tanto, la
actividad bactericida del AM (Peterson y Shanho)t892).

.2.1.1.9.Ensayo de Tablero de Damas

Esa técnica fue usada para estudiar la accion sledmbinaciones de dos
agentes AM (normalmente denominada sinergia) ycthatsi la actividad de ambos era
mayor o menor que la de cada uno de ellos por agpaEsta técnica es muy compleja
y no se utiliza rutinariamente (Bayer y Morriso884).

1.2.2. DEFINICION DE LA ACTIVIDAD BACTERIOSTATICA Y BACTER  ICIDA

[.2.2.1. Agentes bacteriostaticos y bactericidas

Los agentes bacteriostaticos inhiben el crecimietgda bacteria pero no la
matan, mientras que los bactericidas, si. Sin egobastas categorias no son absolutas
ya que el efecto de la droga varia con el métoderdayo y el tipo de bacteria en
estudio. Existen agentes que pueden ser bacteyicfidente a un grupo de

microorganismos Yy bacteriostéticos frente a otrosr(ch, 2006).

La vancomicina, por ejemplo, es usualmente badaderitente &. aureuspero
bacteriostatica frente Bnterococcussp. De la misma manera, azitromicina y linezolid
son bacteriostaticos para estafilococos pero puseebactericidas pa&treptococcus

pyogenes(Zurenko y col., 1996; Wang y col., 2009).
[.2.2.2. Tolerancia

La determinacion de la actividad bactericida se glma por el fenbmeno de
tolerancia, mediante el cual, microorganismos que r'ormalmente muertos por un

agente bactericida resultan sélo inhibidos. La niefn de tolerancia ha sufrido

cambios (variaciones) con el transcurso del tiempo.
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Sabath y col. (1977) definieron a una cepa comerdate cuando la relacién

CBM/CIM es mayor o igual a 32.

Bradley y col. (1978) describieron este fenOmendaemaneras diferentes:

1) cuando una bacteria mostraba una &IMug/mL y una CBM= 50 ug/mL o;

2) cuando se obtenia reduccion del inoculo iniaiain valor< 99,9 % de los
recuentos de cepas viables, después de las 24dwmasubacidén en una concentracion
de antibidtico varias veces mayores a la CIM (Bradi col., 1978).

Rajashekaraiah y col. (1980) fijaron arbitrarianeelatrelacion CBM/CIM= 16;

posteriormente surgieron otros autores estableciealdres> 8,> 100, etc.

A menudo, se define la tolerancia de una bacteaado la relacion CBM/CIM
de la misma resulta mayor o igual a 32; pero lasgueonsidera de importancia clinica
es la tolerancia obtenida por métodos de cinégcauerte (Sader y col., 2006).

Actualmente, distintos autores y diferentes trahapbefinen la tolerancia segun
consideren la relacion CBM/CIM o los estudios devas de letalidad. En definitiva, un

aislamiento se considera tolerante:

- Cuando la relacién CBM/CIM 32 o, cuando esta relacion es CBM/CIM.&
siendo la CBM _>al valor categorizado como resistente segun Glinic
Laboratory Standards Institute (CLSI) (Traczewskbi;, 2009);

- Cuando se obtiene una reduccién en < 3gldgl recuento del inéculo inicial
después de 24 horas de incubacion a una determoawat@ntracion de AM,
segun CLSI ( NCCLS 1999Db) o;

- Cuando la reduccién del in6culo inicial es < 1o FC/mL (Unidades
Formadoras de Colonias /mL) después de las 6 hes&s;corresponde a una
reduccion menor o igual al 90% del in6culo inicidlrante el mismo tiempo
(May y col., 1998).
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Diversos mecanismos se han asociado con este fenodviaudaux y Lew, 2006).

Segun las condiciones de crecimiento del ensaydpl&ancia puede ser una
respuesta fenotipica reversible. Cualquier situagjge produzca una disminucion o
alteracion del desarrollo puede convertir al micganismo en tolerante a los
antibioticos betalactamicos. Esta tolerancia fencdi es facilmente producida-vitro
si se limita el suministro de los nutrientes esaesiin vivo ha sido demostrada en
modelos animales. Es muy probable que este fenénoenora comunmente, en
humanos,durante las infecciones, pero es dificil de deteam{Handwerger y Tomasz,
1985).

Esta tolerancia fenotipica puede también explicégr@dmeno de las “persistentes”,
las cuales constituyen una pequefia proporcion Xmpaolamente 0,1%) de una
poblacién bacteriana y constan de células inactvagse se multiplican mas lentamente
gue la mayoria de esa poblacion. Estas bacterasigpentes” no son destruidas por los
betalactamicos u otras drogas bactericidas ya gsa@bllan en los subcultivos en agar,
realizados durante las técnicas de CBM y de ciméle muerte. Las persistentes no
representan una verdadera subpoblacion resistentqug resultan sensibles si se

reensayan (French, 2006).

El “efecto paradojal” o fendmeno Eagle también daueonsiderarse otro fenémeno
de tolerancia que, como se comentd anteriormenéedéscrito por primera vez por
Eagle y Musselman en 1948. La muerte de la bactaria con la concentracion de la
droga (Yourassowsky, 1975). A bajas concentraciategenicilina, ésta puede ser
bacteriostatica; pero, a medida que la concentraaidnenta, comienza la muerte de las
bacterias y se incrementa a mayor concentraciéisteExor lo general, una zona de
concentracion especifica en la cual la letalidadmésima. En la mayoria de los
aislamientos, la muerte no aumenta por encima ae@scentracion; sin embargo, en
algunas especies, incluyend® aureus la muerte de las bacterias se reduce a
concentraciones mayores de ese valor. Este fenOe®particularmente comun para
agentes activos sobre la pared celular. En suqadifin original, Eagle y Musselman
ensayaron 7 aislamientos &e aureus 3 de las cuales mostraron este fenbmeno. De

estos tres, el 99,9 % del indculo inicial muridna woncentracion 6ptima de penicilina
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(£ 0,128 pg/mL) dentro de las 6 horas, pero el 13%ste inoculo sobrevivio a las 6
horas a una concentracion mayor (256 pg/mL) y séltogré a esta concentracion la
muerte del 99,9%, después de 27 horas (Eagle gé¥Muan, 1948).

Este efecto paradojal no ha sido aun completamexpéicado, aunque se han
propuesto varias teorias (Blumberg y Strominger4)9a) puede tratarse de un efecto
fenotipico como resultado de un menor crecimientoagtor concentracion del AM; b)
la ausencia del entrecruzamiento de la pared cehluldajas concentraciones de
penicilina podria ser necesaria para la lisis eelyl esto podria no ocurrir a altas
concentraciones cuando la sintesis del péptidogligaede ser totalmente inhibida; c)
las bacterias poseen multiples proteinas liganduligiea (PLP) que varian en sus
afinidades por las penicilinas y la inhibicion de componente podria conducir a la
muerte celular, mientras que la inhibicién de goadria reducir el grado de letalidad v,
finalmente, d) algunas enzimas autoliticas resgmesale la muerte celular pueden ser
inhibidas a altas concentraciones de penicilinashfNo y Nakazawa, 1976; Kohanski
y col., 2010).

Voorn y col. (1994) demostraron el fendmeno derticia Eagle provocando una
endocarditis en un modelo animal utilizando dosasegeS. aureusuno no tolerante y
su variante fenotipica, tolerante a cloxacilia:vitro la muerte de la cepa tolerante se
obtuvo a una concentracion cercana a la CIM peacadbjicamente, la bactericidia
disminuyé a mayores concentraciones. Esto tamkgérrio in vivo, ya que, mayores
dosis de cloxacilina resultaron menos efectivas paducir el nimero de bacterias

tolerantes presentes en las vegetaciones que erale las no tolerantes.

El significado clinico de los aislamientos “persiges” y del efecto paradojal
continda siendo poco claro. De mayor importancitadslerancia asociada a cambios
genéticos tales como el desarrollo de sistemaditaads defectivos que resultan en una
reduccion de las tasas de muerte en estudios aleldet (Sabath y col., 1977). Estos
efectos son mas accesibles que la tolerancia fec@atpara ser estudiados, tamte

vitro comoin-vivo.
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Voorn y col. (1992) realizaron también otros expemtos en endocarditis de ratas
producidas po6. aureudolerantes y no tolerantes a cloxacilina, tanti@ eatamiento
como para profilaxis. Estos autores demostraronlguoxacilina es menos efectiva
para cepas tolerantes que para no tolerantes ygaeael tratamiento o para la
profilaxis. Existen también estudios clinicos enmhAnos que reportan que las
infecciones polS. aureustolerantes a betalactamicos responden menos terigsias
gue los no tolerantes (Safdar y Rolston, 2006) eBibargo, las dificultades para definir
la tolerancia en estos casos hace que el reafisagto clinico de este fenbmeno sea

incierto.

1.2.2.3. Modo de accidén de la actividad bacterical

La actividad bactericida de un AM frente a un orgaro en particular, tiende a
estar relacionada a su mecanismo de accién (Finpergl., 2004). En general los
agentes que destruyen la pared o la membrana rcelulaerfieren con las enzimas
bacterianas esenciales son probablemente bactericiientras que aquellos que
inhiben la funcion del ribosoma y la sintesis poatetienden a ser bacteriostaticos
(French, 2006).

[.2.3. INVESTIGACION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA
[.2.3.1. Métodosin-vitro

Los métodos que actualmente se usan para deterhaisatividad bactericida
in-vitro incluyen la CBM, curvas de cinética de muerte yagosde la actividad
bactericida del suero. Todos estos métodos tienéinulthdes técnicas y son
relativamente poco reproducibles (Pankey y Sal2ad¢).

El CLSI (ex National Committee Clinical LaboratoBtandards) (NCCLS) ha

publicado métodos estandarizados para la realizad® algunos de estos ensayos
(NCCLS, 1999a; NCCLS, 1999b).
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1.2.3.2. CBM

Como ya se comento, la CBM es la minima conceritnade AM que mata al
microorganismo. Se determina subcultivando, todsstlibos por encima de la CIM,
sobre un medio de cultivo agarizado libre de adtibds. La CBM es la maxima
dilucion que produce una reduccion del 99,9 %inétulo inicial dentro de las 24
horas. Un agente es considerado bactericida cdar@BM para ese AM es 2 a 4 veces
la CIM. Sin embargo, la CBM esta sujeta a variaesosurgidas de la aplicacion de las

técnicas y tiene algunas limitaciones teoricas.

Esto se debe a que las determinaciones de la CB\je@eralmente realizadas
con cultivos en fase de crecimiento logaritmicory las infecciones clinicas, el
crecimiento puede ser mas lento con lo que laidativbactericida de los agentes puede
perderse o reducirse (Kim y Anthony, 1981). AundaeCBM puede sugerir una
actividad bactericida general, los estudios deticiméde muerte dan una medicién

significativamente mas importante.

[.2.3.3. Estudios de cinética de muerte

En estos ensayos los caldos que contienen dillxidee AM en estudio se
cultivan con un indculo estandarizado del micronrgmo y se determina la muerte de
los mismos por recuento de los sobrevivientes aocagl de medio de cultivo agarizado
libres de antibidtico, a distintos intervalos dartpo (Levison, 2004).

Este método puede ser usado durante el desarmllma droga determinando:
a) si un agente es bactericida (cuando muere 2|99 se reduce en3 log UFC/mL
el recuento del indculo inicial) o bacteriostaticmando hay una reduccion < 3 {pg
UFC/mL) para las distintas especies en estudisi la)droga es concentracion o tiempo
dependiente; c) si algunos aislamientos que norergknse lisan desarrollan tolerancia

y d) el efecto de combinaciones de AM (French,6200

Los estudios de cinética de muerte han demostraedog agentes activos sobre

la pared celular, tales como betalactamicos y vargoa con aminoglucosidos (AG)
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son sinérgicos debido a la mejor penetracion deAGs Estudios recientes han
demostrado también que gentamicina actla sinexgiséinte con vancomicina en
SAMR, tema que sera objeto estudio de esta telkall{@ne y col., 2004).

|.2.4. RESISTENCIA Y TOLERANCIA DE S. AUREUS A VANCOMICINA

Los glicopéptidos, principalmente vancomicina ycé@lanina tienen un rol
primordial en la terapia de las infecciones por FAMEXxiste, por lo tanto, un
considerable interés en la emergencia de divesasaé de resistencia y tolerancia a
estos agentes. Estos fenbmenos son complejos,rpapdeecer en algunos aislamientos
y su significado clinico es incierto. Sin embartg,resistencia a glucopéptidos en
SAMR tiene una importancia potencial y puede commater su tratamiento en un
futuro (Appelbaum, 2006).

.2.4.1. Resistencia d&. aureusa vancomicina

S. aureuses usualmente inhibido por concentraciones deoraivina (VAN)
de 0,5-2 pg/mL. Los aislamientos con CIM de VAN&a 16 pg/mL se denomin&h
aureus con sensibilidad intermedia a la VAN (VISA) y logie poseen CIM> 32
png/mL, se consideran resistentes a VAN (VRSA). danSA como VRSA muestran
sensibilidad reducida a teicoplanina, por lo quewsede referir a ellos conf®. aureus
con sensibilidad intermedia o resistente a glucogep (GISA 0 GRSA) (Howden y
col., 2010).

.2.4.1.1. S. aureusesistentes a VAN

Estos aislamientos, hasta el momento, son raros.E&ados Unidos de
Norteamérica (EEUU) sélo se han reportados nuesescde VRSA; se informaron dos
mas (uno en India y otro en Iran) pero estos Ukimo fueron confirmados en un centro
de referencia. Todas estas cepas eran meticilsisteates y la resistencia a VAN
estaba codificada por el transposdamA probablemente adquirido denterococcus
resistente a VAN (ERV). Esto indica que aunque e&teanismo es significativo, no
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evoluciona ni se expande rapidamente (CDC, 200@hali y col., 2008; Saha y col.,
2008; Foucault y col., 2009).

1.2.4.1.2.S. aureuson resistencia intermedia a vancomicina

La resistencia intermedia a VAN se asocia con amigdad de alteraciones en la
estructura de la pared y en el metabolismo. Estolteeen paredes celulares mas finas
con reducido entrecruzamiento del péptidoglican® awapa o secuestra las moléculas
del AM impidiendo su funcién (Cui y col., 2000; Hmatsu, 2001; Walsh y Howe,
2002; Pillai y col., 2009).

Los primeros VISA detectados, se reportaron en nlapfma cepa Mu50,
demostré verdadera sensibilidad intermedia homaganéAN, con CIM=8 pug/mL por

el método de microdilucién en caldo (Hiramatsu ly, &d®97b).

Una segunda cepa Mu3 tuvo resistencia heterog@Wd384): cuando crecia en
un medio libre de droga, Mu3 producia subpoblasonen distintos grados de
resistencia a VAN; pero, cuando crecia en presatfecAN 8 ng/mL) Mu3 producia
subclones con CIM de VAN = 8 pg/mL, en una frecienoayor o igual a 0
UFC/mL. En 1996, un estudio de vigilancia de mag@@&0 SAMR provenientes de 203
hospitales japoneses, no encontré resistencia hemeaga VAN. Sin embargo la
prevalencia de SAMR heterogéneamente resistentéAld fue del 10 al 20% en

hospitales universitarios y del 1% en los no ursivarios (Hiramatsu y col., 1997a).

Desde la primera aparicion de VISA en Japén, esiskamientos fueron
encontrados en todo el mundo generalmente en pesieon fracasos al tratamiento
con VAN bajo presion selectiva de este AM. Estgsasemostraron CIM mas bajas
cuando fueron reestudiadas (CIM = 2 pg/mL) demodtyda naturaleza inestable de
este fenotipo de resistencia ya que tuvieron undetgcia a reducir la CIM cuando se
removio la presion selectiva de VAN. En los Ultinad®s se ha demostrado gran interés
en los resultados de la CIM a VAN (dentro del rasgosible) para predecir la mejoria
clinica en pacientes con infecciones gravesy@ureusEn general, estos estudios han

detectado un mayor fracaso frente a cepas con €htaldel rango sensible, pero con
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valores mas elevados. Se deduce claramente gue |aladriabilidad de los resultados
obtenidos con diferentes métodos, es necesariaceotetécnica usada para predecir la
mejoria clinica en funcion de la CIM de VAN (Lodigeol., 2008).

Las infecciones que involucran a los aislamientegI$A causan graves
problemas. Dichas cepas son sensilslestro a VAN (CIM < 2 ug/mL) y por lo tanto
se clasifican como sensibles segun CLSI, pero eoaiti subpoblaciones (generalmente
1 en 16 UFC/mL) que pueden crecer en presencia de 4 pgleni/AN, lo que los
categoriza como de sensibilidad intermedia (Satalal., 2011).

Aunque la real prevalencia de hVISA se descona=edatos obtenidos de un
limitado nimero de estudios oscilan entre 1,3% % #é todos los SAMR. Debido al
incremento de fracasos terapéuticos reportadosaeieres infectados con h-VISA,

adquiere gran importancia disponer de un métodotexapractico para su deteccion.
[.2.4.2. Tolerancia deS. aureusa vancomicina

La tolerancia dé&. aureusa VAN ha sido reportada en numerosos estudios (May
y €0l.1998). Sabath y col. (1977) en su trabajginal, describieron tolerancia &
aureusa betalactamicos y que la mayoria de las cepasstearon tolerancia cruzada a
VAN.

Los aislamientos tolerantes a VAN son en genemkrdantes también a
teicoplanina. La tolerancia & aureus dichos AMno se investiga rutinariamente, por
lo que su incidencia se desconoce. Sin embarge f@sdmeno parece ser mas comun
en SAMR que en SAMS y en aislamientos causantesndecarditis y bacteriemia
(Aguilar y col., 2009).

1.2.4.2.1.Significado clinico de tolerancia a la VAN & aureusy su relacion con la

resistencia intermedia

Existe evidencia de fracasos terapéuticos con VANacientes infectados con
cepash-VISA (Hiramatsu y col., 1997b; Bae y col., 2009)n embargo, dichos
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aislamientos no son comunes en la mayoria de logermas que fracasan con el
tratamiento con dicho AM y se han curado exitosdamenn agentes alternativos tales
como linezolid o con la asociacién rifampicina raéglo fusidico (Neoh y col., 20Q7)

De igual manera, diferentes estudios y reportesades clinicos documentaron
pobre respuesta al tratamiento con VAN en enddtangibacteriemia causadas [fr
aureustolerantes a este AM y la necesidad de usar agy@aieionales para producir
actividad bactericida (ApplemanCitron,2010).

Sakoulas y col. (2004) intentaron encontrar unaciéh entre las propiedades
microbiolégicas de SAMR aislados de pacientes bigonécos y la eficacia de VAN en
su tratamiento. Para ello determinaron la CIM deNvVAle 30 aislamientos y
encontraron que variaba entre <0,5 a 2 ug/mL (cat@gensible); también estudiaron
la actividad bactericida de este AM. Estos autocescluyeron que existe un
significativo riesgo de fracaso en el tratamiergdalbacteriemia por SAMR con VAN
cuando los aislamientos muestran CIMs mas elevadas;uando estas estén dentro del
rango sensible y, ademas, que se puede pronostgaria clinica con datos obtenidos

por ensayof vitro de la actividad bactericida de VAN.

De manera similar, Domenech y col. (2004) demastr&an una peritonitis de
un modelo animal que la actividad bactericida deicgbéptidos disminuye
significativamentein-vivo con pequefios aumentos de la CIM de VAN frent8. a

aureus

Este hecho permitiria suponer que las cepas SAMIt®,la presion de la terapia
con VAN, evidencian un aumento de las CIMs de VAMes trata de aislamientos
sensibles o se tornan cepas con sensibilidad irthanhomogéneas o heterogéneas o
se detecta la aparicion del fenomeno de toleraacdicho AM. Estos cambios se
asociaron a variaciones genéticas, incluyendo el rggulador accesoriagr. Este
operén regula varios pasajes metabdlicos aumentingwoduccion de factores de
virulencia tales como toxinas extracelulares y distyendo los que estan asociados a la
célula tales como las adhesinas. También contoéxpresion de autolisinas. Sakoulas

y col. (2004) observaron una significativa asodéa@ntre la pobre respuesta a la
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terapia con VAN y ehgr grupo Il de SAMR, sugiriendo que la pérdida déukacion
agr beneficia la supervivencia de SAMR y su capacidach pesistir la accion del
glucopéptido (de Sanctis y col., 2011).

Otros trabajos demostraron que en algunas cepas Mi®lerancia a la VAN
resulta, de la desregulacién de la actividad deldgla autolisina, producida por otros
mecanismos. Sin embargo es importante tener peesprg se necesita un mayor
namero de trabajos para definir el rol de las matees de los genes que conducen a
una gama de fenotipos adaptativos de resisten¢iaNg incluyendo héterorresistencia

y tolerancia (Utaida y col., 2006).

Jones (2006) ha ensayado la prevalencia y el gigdd de la tolerancia a VAN
de S. aureusmediante el proyecto SENTRY de vigilancia glolicolectaron mas de
35.000 aislamientos entre 1998 y 2003 (5000 a pod@no) y no encontraron aumento
de la resistencia a VAN durante el desarrollo ¢élidio (no hubo “corrimiento de la
CIM”). La proporcion de aislamientos con CIM > g/mL oscilé entre 0 a 0,1% y no
hubo aislamientos con CIM > 4 pg/mL. Jones estudiemas, separadamente 17
VISA, 88 h—VISA y 3 VRSA y 105 SAMRvild type(wt). Defini6 la tolerancia cuando
la relacion CBM/CIM >32 o CBM/CIM >16 con CBM de VAN> 32 pg/mL vy,
aplicando este criterio, encontré que el 15% de 8AM fueron tolerantes, mientras
que el 74% de h-VISA y el 100% de VISA y VRSA réatdn tolerantes.

Estos hallazgos indican que las CIMs de VAN norestd aumento y que los
aislamientos VISA aun son poco habituales. Sin egtbka tolerancia es muy frecuente
entre los h-VISA. Jones sugiere que los aislamgntm CIM > 2 pg/mL tienen alta
probabilidad de ser tolerantes a VAN y pueden teoea respuesta al tratamiento con
glucopéptidos (Jones, 2006).

1.2.5. IMPORTANCIA CLINICA DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA

Las infecciones graves, a menudo no se curan sdlAAM; a veces requieren

drenajes o remocién del material infectado y utesia inmune competente. Sin
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embargo, la terapia AM es frecuentemente esenaial lp evolucidon rapida mediante la

erradicacion o reduccién de la carga bacterianant®n, 2006).

La mayoria de las infecciones responden tantoeatag bacteriostaticos como
bactericidas, pero tedricamente la muerte bac@mpaoduce una resolucion mas rapida
de la infeccién y una mejor evolucién clinica (Fendp y col., 2004; Pankey y Sabath,
2004). Esta rapida eliminacion del patdgeno podgtaicir también la emergencia de

resistencia y la diseminacion del agente infectéhggiilar y col., 2008).

Aunque los beneficios tedricos de la muerte baterison ampliamente
aceptados, existen limitados datos que demues&resuperioridad de los agentes
bactericidas en la practica clinica. En parte, estalebido a que la mayoria de las
infecciones graves son tratadas actualmente cogasiranicas o combinaciones de
drogas con accion bactericida y no se han realizzmloparaciones con agentes
bacteriostaticos. Existen algunos estudios de d¢idaes por bacterias gram positivas
(incluyendo SAMR) donde se demostré que linezdiat{eriostatico) ha sido tan eficaz

como los glucopéptidos: VAN vy teicoplanina (baaiglas) (Wilcox y col., 2004).

Los ensayos clinicos randomizados no incluyen oserdle infecciones severas
que podrian beneficiarse con una muerte rapid@siadentes etiolégicos, ni tampoco
investigan cepas tolerantes; en cambio hay unfggtivo nUmero de otros trabajos
gue tienden a sustentar el punto de vista de glogseuna mejor evolucion con terapia
bactericida en determinadas situaciones. Estosliestincluyen: infeccion en modelos
animales, evidencia de mejora en pacientes conrapeutia febril o endocarditis,
fracasos en tratamientos de meningitis donde lavidatl bactericida de un
betalactdmico ha sido inhibida por la adicibn deagente bacteriostatico, fracasos
terapéuticos con VAN o evolucién mas lenta en iciftates por SAMRS. pneumoniae

u otras especies @&reptococcudolerantes a VAN (French, 2006).

[.2.5.1. Bacteriemia y endocarditis

Las bacterias pueden alcanzar concentracionesdete\ad — 10° organismos

por gramo de tejido) en las vegetaciones cardi&tante a esta densidad de bacterias,

95



el metabolismo y la division celular se ve reducidague las hace menos sensibles a
los efectos bactericidas de los agentes que astilane la pared celular. Las bacterias
estan inactivas, son cubiertas por fibrina, plaagigtposiblemente material calcificado.

Las bacterias sensibles a diversos antibioticoa enayoria de las situaciones
clinicas, resultan resistentes en los casos decerditis. A menudo se logra la cura
clinica, pero se requiere administrar dosis redatignte altas y por periodos
prolongados de agentes bactericidas, para lograsterilizacion de la vegetacion
(Pankey y Sabath, 2004).

A mediados de la década de 1980, un estudio dergasi con bacteriemia por
gram-negativos, principalmente con cancer, demogt® la respuesta clinicamente
exitosa estaba asociada con un titulo bactericielasdero_>1:16 en pacientes
neutropénicos, mientras que en los no neutropésieosquerian titulos =8 (Sculier y
Klastersky, 1984).

Debido a que la sepsis en neutropénicos se tratagentes bactericidas, es que
no se han encontrado otros ensayos actualizadosamaparen datos de regimenes
bactericidas con bacteriostéticos.

Gonzalez y col. (1999) reportaron en un estudipat@entes con neumonia por
S. aureugjue, cuando el agente era meticilino sensibletyasaba con VAN tenian una
mortalidad mayor, estadisticamente significativée gquellos tratados con cloxacilina.
Las razones de esta diferencia en la evolucioncalidel paciente ain no han sido
completamente dilucidadas pero las posibilidadetiyen actividad bactericida mas

lenta y pobre penetracion en el tejido pulmonarAdélen estudio.

Safdar y Rolston (2006) demostraron que en paderda endocarditis pds.
aureus,la terapia bactericida produjo una mejoria clinjcaura microbiolégica mas
rapida, resultando una mortalidad significativareemienor que cuando se empleaban
AM bacteriostaticos. Por su parte Small y ChamfE®89) notaron que en un grupo de
drogadictos endovenosos con endocarditis por SAME&spuesta clinica fue peor con

VAN que con nafcilina. Estudiaron ademas, otrosrdiajos mostrando similares
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problemas con VAN en este tipo de pacientes yrigugn que las diferencias podrian
deberse a la lenta actividad bactericida de VAN $taphylococcusp. (Lodise y col.,
2007).

[.2.5.2. Meningitis

Se considera que los AM utilizados para el tratatoiele la meningitis deben
ser bactericidas no sélo por la necesidad de eamaddh mas rapidamente posible la
bacteria sino también por la pobre respuesta infdgioa del sistema nervioso central.
Sin embargo, la penetracion de los AM en el liquaddalorraquideo es escasa 0
variablemente dependiente del grado de inflamaaiénlas meninges. Algunos
antibidticos considerados bacteriostaticos talesnocotetraciclinas, cloranfenicol,
linezolid y trimetoprimasulfametoxazol, penetrarnciehtemente y han sido usados
exitosamente para tratar las meningitis por bagegram-positivas (Zeana y col., 2001;
Ponessa y col., 2006).

Rodriguez y col. (2004) observaron que, durante 30sdias posteriores al
tratamiento de pacientes con meninigitis causadaS.goneumoniawlerantes a VAN,

tuvieron peor evolucion clinica que los infectagos cepas no tolerantes.

En el reporte de un caso, la tolerancia a VAN seiascon la recaida de la
meningitis neumocadcica; a pesar de la terapia adiecque se habia implementado con
betalactAmicos y VAN. Este fracaso de la terapia\¢AN en meningitis causadas por
aislamientos tolerantes a dicho AM, explica laafalte éxito al aplicar una terapia
bacteriostatica en infecciones meningeas y enfdéizenportancia del uso de AM

bactericidas en estas situaciones clinicas (Mosgast, 2010).
[.2.5.3. Osteomielitis

Debido a la pobre penetracion de los AM en el hymsoda disminucion de la
circulacion sanguinea, seria l6gico pensar en entaghactericida para el tratamiento

de la osteomielitis; sin embargo, clindamicina, ggeun AM bacteriostatico logra altas

concentraciones en hueso y se considera un buategupera el tratamiento de estas
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patologias por bacterias gram-positivas. El éxiéb tratamiento estd determinado,
ademas, por una correcta desbridacion quirdrgita gleccion de un AM al cual el
agente es sensible mas que bactericida. El fragdakdératamiento en el humano se
relaciona a la falla del AM en alcanzar el lugarloe microorganismos infectantes
donde hay tejido necrotico o un cuerpo extrafot@sig). Existe limitada evidencia que
compruebe que un régimen bactericida sea ventgj@sa el tratamiento de la
osteomielitis cuando el AM empleado no puede panelrhueso (Conterno y da Silva,
2009).

La osteomielitis es producida frecuentemente $oraureusy actualmente se
observa un incremento en las causadas por SAMRsElios realizados a mediados
de los '80, en las osteomielitis agudas o cronistitulos del suero de los pacientes
con niveles bactericidas predecian la cura clirocal fracaso. Actualmente el
tratamiento de la osteomielitis es casi siempreatt@s dosis de agentes bactericidas o
con combinaciones de drogas (Weinstein y col., 1987

[.2.5.4. Actividad reducida por el desarrollo de rsistencia

Si los patégenos son destruidos mas que inhibidssmutantes que podrian
emerger por la presion selectiva del AM serian ieliaos. Por ejemplo, el fracaso para
erradicar una bacteria del tracto respiratorio puschsionar la diseminacion de clones

resistentes entre pacientes y a toda la comuniaation, 2003).

Recientemente el concepto de la prevencion de nestaesistentes y la ventana
de seleccién de mutante han sido usados paraigeelst relacion entre la exposicion a
la droga y el desarrollo de resistencia. Drlicaoly €2009) observaron que la seleccién
de mutantes resistentes 8eaureusa las fluoroquinolonas se producia exclusivamente
en un rango especifico de concentraciones. La otao#on inferior estaba cercana al
valor de la CIM mientras que la superior se situat&! limite para el cual dejaban de
aparecer mutantes resistentes. A este rango lardeamn “ventana de seleccion de
mutantes” y a la concentracién que impide el iotEmto de mutantes, “concentracion

gue previene la aparicidon de mutantes resiste(@2K). El valor de la CPM quedo
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también definido como la CIM de los mutantes resists del primer escalén en una

poblacién bacteriana sensible (Silver, 2011).

Firsov y col. (2008) demostraron en un modelo dicanm vitro que, mutantes
de S. aureugesistentes a fluorquinolonas eran selectivamentijuecidas cuando las
concentraciones de antibidtico caian dentro deelatana de seleccion de mutante
(periodo de exposicion que esta por encima deN& @éro debajo de la concentracion
de prevencion de mutante). Estos mismos autoresrtaepn que la seleccion de
mutantes resistentes a daptomicina (lipopéptidMAN ocurre a concentraciones que
caen dentro de la ventana de seleccién de mutg@esno a concentraciones por fuera
de ella (Firsov y col., 2005).

|.2.6. DEFINICIONES DE PUNTOS DE CORTE PARA SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA

Los “puntos de corte” (PC) constituyen una partegral de la practica del
laboratorio de microbiologia moderno y se usan gafmir la sensibilidad y resistencia
a los AM. Segun el método de estudio aplicado,xgeesan como concentracion (en
mg/L o ug/mL) o como diametro de zona (mm). En gaheodos los métodos de
ensayo de susceptibilidad requieren PC, denominatiwsbién “criterios de
interpretacion” mediante los cuales los resultadies los ensayos pueden ser
interpretados como “sensibles”, “intermedios” osistentes” e informados de esta

manera.

Es reconocido que algunos especialistas puedemlocsslicitar los PC, sino
que utilizan también la CIM y el conocimiento defdéamacodinamia de un AM para

optimizar la seleccion y la dosis del mismo.

Sin embargo, dado el volumen de muestras que @mogeslaboratorio de
microbiologia clinica y la diversidad de médicoslos que presta servicio, la
interpretacion en categorias de los resultadosaseptuebas de sensibilidad es una
necesidad practica, preferida por la mayoria declagsicos tratantes (Turnidge y
Paterson, 2007).
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El término “punto de corte” ha sido usado de diasr®ormas en la literatura.
(Wikler y Ambrose, 2005).

La primera y mas obvia de ellas se refiere a la CIM para asiodAM ya que

distingue unavt de las que han adquirido o seleccionado mecanidmossistencia.

Estos se denominan: P@ild type o a menudo PC microbiolégicos. Estos
datos provienen de determinaciones de @iMitro de un gran numero de aislamientos,
los suficientes como para describir la poblacidnaga. En este contexto se define al
“aislamiento salvajé como la bacteria que no alberga ninguna resisteacun AM
estudiado en patrticular o al grupo de AM con elnmsisnecanismo de accion (Turnidge
y Paterson, 2007).

La segunda formaes la denominadaPC clinicos que hace referencia a
aquellas concentraciones (CIMs) que separan lten@entos entre los que tienen alta
probabilidad de éxito terapéutico, de las bactet@sde el tratamiento puede fracasar.
Estos PC provienen de estudios con humanos, congata mejoria clinica de los

pacientes con las CIMs del agente patégeno (Wikkembrose, 2005).

El tercer usodel término PC se refiere a las concentracionkesilealas a partir
del conocimiento de los parametros farmacodinamyads los que se predicam vivo.
Estos son lo$2C farmacocinéticos/farmacodindmicos(PK/PD) donde los datos se
generan en un modelo animal y son extrapoladoss énlmnanos aplicando técnicas

matematicas o estadisticas (Turnidge y Paters@7,)20

1.2.6.1. Definiciones de categorias de sensibilidad

Los PC se usan para definir “sensibilidad” y “resisia”. Existe una tercera
categoria: “intermedia”. Esta categoria tiene mlds propdsitos: a) proveer de una
categoria reguladora entre las categorias sernsiblastente a fin de prevenir errores de
interpretacion serios; b) implica que el microoigaro es sensible si el AM se
concentra en el sitio de la infeccidén (por ejemplina) o c) sugiere que mayores dosis

de AM podrian ser usados con seguridad para leficacia del tratamiento.
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Las definicionesn-vitro son:sensible (S) cuandoel crecimiento de la bacteria
es inhibido por el agente antibacteriano a la coinaeidon encontrada para los
aislamientos salvajesesistente (R),el crecimiento de la bacteria es inhibido por una
concentracion mayor que la correspondiente a laid&miento salvaje, definiéndose
comoaislamiento salvajea la bacteria que no lleva o no ha adquirido misoaws de
resistencia, especialmente atribuibles a muta@dquisicion de ADN extrafio, bomba
de eflujo, desregulacion de la produccién del dilemco o cualquier combinacién de
estos (Turnidge y Paterson, 2007).

Las definiciones PD y PC clinicos s@ensible,cuandada bacteria es inhibida a
una concentracion de AM asociada a alta probablili#aéxito terapéuticintermedia,
cuando es inhibida por una concentracion de anghano cuyo efecto terapéutico es
incierto y resistente cuando la bacteria es inhibida a una concentractn alta
probabilidad de fracaso (Dalhoffcol., 2009).

Aunque estas definiciones resultan atractivaspoloyen todas las categorias de
sensibilidad. Otro grupo mayor de definiciones eda@lo por el CLSI. Para este
organismo Sensiblé implica que los aislamientos son inhibidos adascentraciones
de AM que usualmente se obtienen en el sitio deféecion a la dosis recomendada.
La categoriaifhtermedia” incluye aquellos aislamientos con CIMs que se®ipnan a
niveles alcanzables en sangre y tejidos y parguada respuesta puede ser menor que
para los microorganismos sensibles. Esta categoipéca eficacia clinica en sitios
donde las drogas se concentran fisiolégicamenter (@emplo quinolonas y
betalactamicos en orina) o cuando se usa una aasier. Incluye también una “zona
gris” donde factores técnicos no controlados puedaunsar discrepancias en las
interpretaciones, especialmente para AM con esieenoiargenes de farmacotoxicidad.
La categoria resistenté significa que los aislamientos no son inhibidoslas
concentraciones que se logran con dosis normategug poseen CIMs que caen en el
intervalo donde existen mecanismos de resistenciabaples (tales como
betalactamasas) y que no se ha demostrado la ieficdimica en estudios de
tratamientos (CLSI, 2007).
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[.2.6.2. Organizaciones que establecen puntos dateo

Los procesos mediante los cuales se determinafP@sarian ampliamente

segun los métodos de sensibilidad utilizados.

Sélo dos grupos internacionales, European Comité Amtimicrobial
Susceptibility (EUCAST) y CLSI, han publicado guiaserca de qué datos son
requeridos y como se aplican los PC. La Adminigiracle Alimentos y Drogas de
Estado Unidos (EEUU), conocida como FDA, estabRCepara antibacterianos en el

momento de su aprobacion para ser usados (EUCA®BD; £LSI, 2001).

Desafortunadamente los PC determinados por lasrsdiveorganizaciones
pueden diferir, creando confusidn para los microigids clinicos, para los fabricantes

de equipos e insumos usados para determinar dataiby para los médicos.

[.2.6.3. Criterio farmacologico

Es el mas utilizado, tiene en cuenta la conceritnade ATB necesaria para
inhibir al microorganismo (CIM), con relacion a lesncentraciones séricas alcanzadas
en un tratamiento con dosificacion habitual. Potalato, si la CIM es mayor que los

niveles que pueden alcanzarse en suero, ese NYarowro sera resistente.
En la ultima década, este concepto se ha enriquemd la utilizacion de

parametros que combinan datos farmacocinéticosrmat@odinamicos que proveen

mayor informacion para el uso mas racional de Iv,s(Nicola, 2008).
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Los parametros mas conocidos son:

- Cmax/CIM representa el numero de veces gue la concentraéitra maxima
alcanzada por el AM, supera la CIM del mismo, pwa bacteria. Este parametro es el
mejor predictor para los AM concentracion-depeniempor ejemplo quinolonas y

aminoglucésidos (Figura 1.1).
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Figura I.1: Representacion grafica de la curva de concentraciéte un AM en funcion del tiempo.
Se observa que la concentracién maxima (Cmax) zécknes 11 pg/mL a las 2 horas de administrado el
AM vy la CIM de la bacteria es igual a 4 pg/mL. lecha indica la Cmax/CIM.

103



- %T > CIM: porcentaje del tiempo que la concentracion delpgdyimanece con
valores mas elevados que la CIM de la bacteriactafée. Este es el mejor predictor
para AM tiempo-dependientes. Se usa para los b&atecos donde se considera que

un %T > CIM de al menos 40% se correlaciona cotoégrapéutico (Figura 1.2).
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Figura |.2: Representacion grafica de %T > CIM.La bacteria aqui representada tiene una CIM = 2
pg/mL y el tiempo que la concentracién del AM estére la CIM es 5 horas. La dosis de este AM se
administra cada 8 horas. La flecha indica el %T>C3Mndo éste > 50%.

- AUC/CIM: es el area bajo la curva y la recta que represéntor de la CIM
del AM utilizado. Este parametro se obtiene aplicanna férmula matematica que
realiza la integral de todas las concentraciongsas®(de Cmax a Cmin) y la relaciona
con la CIM del microorganismo. Resulta un mejordm®r para AM que presentan
propiedades intermedias o0 compartidas entre coredh-dependiente 'y

concentracién-independiente (ej. azitromicina) (Fagl.3).

Concentracion (pg/mL)

Tiempo posdosis (horas)

Figura 1.3: Representacion del area bajo la curva sobre la CIMAUC/CIM). La zona con rayas
representa la relacién numérica entre el arealadajorva concentracién-tiempo y la CIM.
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11.1. Objetivos

.1 OBJETIVOS

[1.L1.1. OBJETIVOS GENERALES
o Investigar la actividad bacteriostatica y bactdaci de antibiéticos
betalactAmicos y glucopéptidos frente a cepas tdphglococcus aureuse

importancia clinica.

o Caracterizar genotipicamente los aislamientosdntes detectados por métodos

de cinética de muerte.
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11.1. Objetivos

11.1.2.

OBJETIVOS PARTICULARES

Detectar las actividades bacteriostatica y badtlericle cefalotina frente a

aislamientos infectantes & aphylococcus aureuneticilino sensibles.

Diferenciar los aislamientos tolerantes a CEF sdginelacion CBM/CIM con

los obtenidos mediante curvas de cinética de muerte

Evaluar una técnica simple y sencilla para detesumla actividad bactericida de
cefalotina frente a SAMS utilizando discos de a#fah (CEF), oxacilina
(OXA) y cefoxitina (FOX) inactivados con solucidie betalactamasa obtenida

en el laboratorio.

Investigar la actividad bacteriostatica y bactedcide vancomicina frente a

aislamientos infectantes &aphylococcus aureusheticilino resistentes.

Diferenciar los aislamientos tolerantes a VAN set@irelacion CBM/CIM con

los obtenidos mediante curvas de cinética de muerte

Investigar la presencia de los gemascA,hlg y pvl en los aislamientos SAMS

tolerantes a cefalotina.

Investigar el polimorfismo genémico de los aislamds SAMR tolerantes a

vancomicina mediante la técnica de OD-PCR

Estudiar la actividad bactericida de vancomicimatie a SAMR-AC aislados de
adultos sin factores de riesgo.

Evaluar la relacion de dicha actividad bactericdda la producciéon de LPV.
Determinar la concentracion inhibitoria minima ddemntes AM de uso

clinico: ciprofloxacina, rifampicina, gentamicina imipenem, frente a los

aislamientos SAMR tolerantes a vancomicina.

109



11.1. Objetivos

o Investigar el efecto sinérgico de la combinaciérvaecomicina con las drogas

antes ensayadas
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CAPITULO Il
STAPHILOCOCCUS AUREUS

METICILINO SENCIBLES
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l11.1. SECCION A

[11.1.1. CONCENTRACION INHIBITORIA Y BACTERICIDA MINIMAS Y C  URVAS
DE CINETICA DE MUERTE

111.1.1.1. Introduccién

S. aureuses el patdgeno que ocasiona mayor preocupaciordaded su
virulencia intrinseca, a su habilidad para causBacciones severas y a su capacidad
para adaptarse a las condiciones del medio ambikatenortalidad por bacteriemia
estafilococica permanece en aproximadamente 20a@¥sar de la disponibilidad de
AM efectivos. Este patdgeno sigue siendo el priadcipgente etioldgico de las
infecciones nosocomiales pero como la mayoria si@daientes continta tratdndose en
forma ambulatoria constituye una creciente preodopade la comunidad (Lowy,
2003).

La mortalidad de pacientes con bacteriemia Soraureusen la era pre-

antibidtica, excedia el 80% y més del 70 % dedatralinfecciones metastasicas.

Fleming descubrio la penicilina en 1928, y recigragir de 1940 se la comenzo
a administrar como indicacion terapéutica para sewe de infecciones, entre ellas
neumonia, sifilis e infeccion de partes blandas) fEmentablemente, en el afio 1942 se
reportaron las infecciones estafilocécicas resiegea penicilina, primero en hospitales
y posteriormente en la comunidad. Solo 2 afios dtarisron para que este antibiotico
perdiera vigencia en el tratamiento de infecciompes S. aureusya que este
microorganismo, como ya se comentd desarrollé nen denominada betalactamasa,
porque degrada el nicleo betalactamico que esitaipal estructura quimica de la
penicilina. Por esta razdn a esta betalactamasalaselenomind penicilinasa

(Rammelkamp y Maxon, 1942).

Kirby fue el primero que demostré que la penicilama inactivada por cepas de
S. aureugesistentes a penicilinas (Kirby, 1944). Bondi ¥2i(1944) posteriormente,
identificaron el rol especifico de la penicilinagan ese momento mas del 90% de los

aislamientos producian la penicilinasa, sin tenezuenta el sitio de infeccién.

113



111.A. Introduccion

El gen que codifica la penicilinasa es parte déramsposon ubicado en un gran
plasmido, que lleva a menudo genes de resisteratiama AM, tales como gentamicina
y eritromicina. Esta resistencia estd mediada dogen blaZ, que codifica la
betalactamasa. Esta enzima predominantemente exleac que es sintetizada cuando
S. aureusestd expuesto a la accion de los betalactamicmiplina el anillo
betalactdmico, inactivando el antibidticblaZz estd bajo el control de dos genes
reguladores adyacentes, el derreprasdaR1 y el represomlal (Kernodle, 2000),
(Figura I11.1).

Operator region
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Figura 1lII.1 : Induccién de la sintesis de betalactamasa en presé de penicilina.
(Extraido de Lowy, 2003).

La proteina Blal asociada al ADN se une a la red@énoperador y por lo tanto
reprime la transcripcion deéblaZz y blaR1-blal En ausencia de penicilina la
betalactamasa se expresa a bajos nivelesAlllunirse la penicilina al receptor
transmembrana (sensor-transductor) BlaR1 estimalautoactivacion catalitica de
BlaR1.lll. y IV. BlaR1 activa, ya sea directa o indirectamente (i@mde una segunda
proteina, BlaR2) cliva Blal produciendo fragmentasactivos permitiendo la
transcripcion de amboslaZ y blaR1-blal V. a VII. La betalactamasa extracelular
codificada porblaz (V.) hidroliza el anillo betalactdmico (VI.) y esonsecuencia la

inactiva (VIL.).
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Hacia fines de la década del '60, la mayoria saislamientos d8. aureusra
resistente a penicilina, independientemente de fgaen hospitalarios como de la
comunidad (Crum vy col., 2006).

La frecuencia y nivel de resistencia de la bactarian antibiotico varia con
relacion a una serie de factores, por ejemplo, @uadar en el tiempo, en las diferentes
areas geograficas, segun que la bacteria provemdga comunidad o de un centro de
atencion de salud y, aun dentro del mismo, el rieetesistencia varia segun el grado
de complejidad de la Unidad Hospitalaria. Se hardeéhado que existe una serie de
factores de la préactica médica diaria que favordaemsistencia de las bacterias, tales
como: uso irracional de los antibioticos, variacg@mética espontanea e inducida por la
presion selectiva de los antibidticos y constantmento de técnicas invasivas para

diagnéstico y tratamiento (Chambers y Del2@09).

También se debe tener presente §uaureudntegra la microbiota normal de
algunas zonas de nuestro organismo: piel, peraréyge y en menor proporcion, el
tracto gastrointestinal, la vagina y las axilass k@sas nasales son el primer reservorio
y muchas infecciones ocurren en personas portaddiasioz y col., 2008). La
colonizacion nasal es un factor de riesgo fundaahguatra adquirir una infeccién tanto
ambulatoria como nosocomial. EI 80% de episodiobatgeriemias intrahospitalarias

fueron atribuidos a un origen endogeno (von Eiffoly, 2001).

Por otra parte$. aureugpuede sobrevivir meses sobre todo tipo de supesfigi
polvo ambiental. La transmision aérea es imporiawieretodo en la persistencia de los
reservorios del medio ambiente; pero, las manos lesrprincipales vectores para
transportarlo desde el medio ambiente a la nadesde el nicho nasal a las distintas

zonas del cuerpo.

Numerosos estudios de diferentes regiones del msmthan llevado a cabo para
determinar portadores nasales de este microorgarespecialmente en personas sanas,
incluyendo poblaciones cerradas tales como ingtities escolares, militares, etc. (Choi
y col., 2006; Tenover y col., 2008).
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Actualmente, debido a la vigilancia epidemiolégiba la sensibilidad dé&.
aureusque se lleva a cabo tanto a nivel local, naciooalainternacional la frecuencia
de la meticilino resistencia ha disminuido, sierf@®MS el agente prevalente de las

infecciones estafilococicas.

En un estudio recientemente realizado en Chinag antlitares voluntarios,
sobre 1044 hisopados nasales se recuperarors288reusy todos fueron meticilino
sensibles (Fen Qu y col., 2010).

Los antibidticos betalactamicos, incluyendo cefadbomas de primera
generacion tales como cefalotina, son los preferhoa tratar las infecciones causadas
por SAMS (Stryjewski y col., 2007). Surge asi laesdad de conocer las actividades
tanto bacteriostatica como bactericida de este Avité a los aislamientos del Hospital
Dr. José Maria Cullen, Santa Fe, Argentina, lugarde se llevé a cabo parte de esta

tesis doctoral.
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111 A. Objetivos

[11.1.1.2. Objetivos

o Detectar las actividades bacteriostatica y badtericle cefalotina frente a

aislamientos infectantes &aphylococcus aureuneticilino sensibles.

o Diferenciar los aislamientos tolerantes a CEF sdgimelacion CBM/CIM con

los obtenidos mediante curvas de cinética de muerte
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[11.1.1.3. Materiales y Métodos

111.1.1.3.1. Aislamientos bacterianos

Se recolectaron 109 aislamientos de SAMS, cons@&suyi Unicos, provenientes
de diferentes tipos de muestras de pacientesdmsiséin el Hospital Dr. José Maria
Cullen de la ciudad de Santa Fe, Argentina. Dichgphal depende del Ministerio de
Salud de la Provincia de Santa Fe, perteneciendalatente al Nodo Santa Fe. Es un
hospital de Autogestion, de Complejidad IX, BasdeRancial, de Emergentologia y
Programado. Posee una gran zona de influenciargeye el centro y norte de la
provincia de Santa Fe y parte de las provinciadeloba, Chaco y Santiago del

Estero.

Cuenta con una cobertura de actividad de 19 (diegm) servicios de
internacion con una dotacién de 350 (trescientosueinta) camas, 28 (veintiocho)
consultorios externos y 12 (doce) centros asisie®ipertenecientes a su Area
Programatica, para una poblacion de 250.000 haegaria actividad asistencial
hospitalaria se divide en: internacion y asisteraigdulatoria a través de la Sala de
Guardias y Urgencias, Consultorios Externos y Hakge Dia.

Los aislamientos se obtuvieron durante el pericmloprendido entre el 1 de
Junio de 2006 al 31 de Diciembre de 2007; cadamaisnto se rotul6 con las siglas
SAMS, se les asigndé un numero correlativo y fueronservados en leche a -70° C

hasta el momento de su procesamiento.

111.1.1.3.2. Pruebas de sensibilidad

111.1.1.3.2.1. Difusion con discos

Se realiz6 la prueba de difusion con discos de ibxac(lpg) (BBL) y
cefoxitina (30ug) (BBL) para determinar la sengisitl a meticilina segin normas del
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). &#iz6 como cepa contrdb. aureus
ATCC 25923 (CLSI, 2006; 2007; 2008b; 2009b).
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Una vez confirmada la susceptibilidad por el métddadifusion se procedié a

realizar el método de dilucién en caldo.

[11.1.1.3.2.2. Concentracion inhibitoria minima (CIM)

111.1.1.3.2.2.1.Solucién de antibidtico

Se utilizé cefalotina (CEFALOTINA ARGENTIA - BristdMlyers Squib). Las
diluciones estudiadas estuvieron comprendidas éhir25 pg/mL y 16 pg/mL. Se
prepard una solucién de trabajo de 64 pg/mL, es deeces la diluciéon del tubo mas
concentrado (Figura I11.2), (CLSI, 2008c).

1024ug de cefalotina
\_/ + 4 mL de HO 256 pg/mL

\

25mL+75mLde D = 10 mL de 64ug/mL = Solucién de trabajc

=4

Figura lll.2: Preparacion de solucién de trabajo de cefalotina.
H,0: aguamL: mililitros; pg: microgramos
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111.A. Materiales y Métodos

111.1.1.3.2.2.2.In6culo

Se partié de un cultivo puro de 24 horas de inddba@ 35-37°C; se tomaron
varias colonias hasta lograr una turbidez igual aa elscala 0,5 Mc-Farland.
Posteriormente se procedi6 a realizar el inéculnacse muestra en la Figura 111.3. El
in6culo de trabajo se obtuvo realizando una dilci® 1/100 del 0,5 Mc-Farland
(CLSI, 2008a; 2008c).

= 7_-%\\_ / 100 pL ik N
% inoculo A
\ :
Se tomaron 5-6 colonias
con el ansa

Cultivo puro de S. aureus. ~ 10" UFC/mL 9.9 mL MH:
24 ha35-37 °C Caldg MH 10° UFC/mL

Turbidez In6eulo de

0,5 McFarland trabajo (It)

Figura lll.3: Preparacion del indculo de trabajo.
h: horas?C: grados centigradoBlFC: unidades formadoras de colonigfi: Mueller-Hinton;mL: mililitros

111.1.1.3.2.2.3. Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UACY#H indculo

inicial

Se realizaron diluciones sucesivas (1/10) del ilwode trabajo. Se tomaron 10
ML y se depositaron en un cuarto de placa de Mtidilgon (Laboratorios Britania -
Argentina); luego con un ansa se realiz6 una estgaincubo6 24 horas a 35-37°C, al
cabo de las cuales se procedié al recuento deiaslole cada sector de la placa. Se
sumaron los cuatro recuentos y se promediarongideser el valor final de UFC, éste
se multiplicé por 19 (para referirlo a 1 mL) y por 10 elevado a la cifn del in6culo

de trabajo (Figura 111.4).
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111.A. Materiales y Métodos

/

10mL

10" UFC/mL
Inoculo de
trabajo

10 ul
del tbo g
10° UFC/mL

| !
\: N S J/
l"||| 0.9 mL de HO
10 uL 10 uL / |
del tubo \ del tubo |
10° UFC/mL 10° UFC/ml
" s e v 10 uL
o B H\\ |:ic] 1.“?'\.“
10 UFC/mL
£ oy F
/odily | dild \ |
| | /
! { /',
\ dil2 dits / #
i y, f,-’
-H-H"-\_._\_\_\_ e Ty __'!d_;
=1 i =
—'\\h_ e —

Recuento inoculo de cada aislamiento (Ia) (UFC/mL): N° UFC x 10" x 10™"

Figura lll.4: Recuento del in6culo de trabajo

pL: microlitros; UFC: unidades formadoras de coloniad;: mililitro; dil: dilucién;H,O: aguaja: inéculo de cada
aislamientojt: in6culo de trabajo.

11.1.1.3.2.2.4.CI

Se determind por la técnica de macrodilucion @iio caldo Mueller-Hinton

(Difco Culture Media) con pH controlado y conceniomes de cationes ajustadas,

segun normas CLSI. Se realizaron diluciones suassaV medio del AM y se adiciono

un volumen fijo de indéculo, incubandose 24 hora35&37° C. Se prepararon tubos
controles: Control de caldo (s6lo caldo Muellerddim), control antibiético (caldo mas

solucién de antibiético) y control de in6culo (aalohas inéculo) (Figura II1.5), (CLSI

2008¢).
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111.A. Materiales y Métodos

1 mL de inéculo
de trabajo

AVaaTaTaraaars

ImL de soluciéon
de trabajo de AM
(64pg/mL)

1 mL de caldo MH

Concentracion
final de AM de 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 control  contral  control
¢/tubo en pg/mL AM  caldo MH indculo

Figura lll.5:  CIM de cefalotina.
mL: mililitros; AM: antimicrobianoug: microgramosMH: Madeller-Hinton.
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111.A. Materiales y Métodos

111.1.1.3.2.2.5.Cepa control

Se utiliz6 S. aureusATCC 29213. Se procedio de igual manera que para la
incoégnita realizando diluciones del AM entre 0,312%mL y 1 pg/mL (Figura I11.6),
(Amsterdam, 2005).

I mL de in6culo
de trabajo
0,625 mL 1 mL
: : Ty

T W Y W ey

9,375 mL

H.O

| mL de caldo MH
CEF CEF
64pg/mL  4pg/mL
Concentracion final 1 0.5 0,25 0,125
Hg/mL

Figura Ill.6: CIM para Staphylococcus aureuBTCC 29213.(Diluciones 0,125 ug/mL a 1 pg/mL).
mL: mililitros; H,O: agua;CEF: cefalotina;ug: microgramos.
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111.1.1.3.2.2.6.Lectura e interpretacion de la CIM

Luego de 24 horas de incubacion a 35° C se observatimero, los tubos

controles y luego las incognitas.

Interpretacion de los resultados.

- Control de caldo: Limpido.

- Control de antibidtico: Limpido

- Control de indculo: Turbio

- CIM: minima concentracion de antibiotico en la @l tubo correspondiente se
observé macroscopicamente limpido (Islam y col080

- Puntos de corte segun CLSI para cefalotina: knsi 8 ug/mL; Intermedio:
16 pg/mL; Resistentez 32 pg/mL (CLSI, 2008a).

[11.1.1.3.2.3. Concentracion bactericida minima (CBM)
[11.1.1.3.2.3.1.In6culos

Se parti6 de los tubos que resultaron limpidos edlizar la CIM. Se

homogeneiz6 cada tubo en vortex durante unos nsnuto
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111.A. Materiales y Métodos

11.1.1.3.2.3.2.CBM

Se tomaron 5 pL de cada tubo y se depositaron esuanto de placa de agar
Mueller-Hinton (Laboratorios Britania - Argentin&ge dejaron reposar 15 minutos para
diluir la concentracion en el medio y evitar asie&cto carry-over del antibiético
vehiculizado. Luego de dicho tiempo y habiendo ficerilo que la gota depositada
estaba seca, se procedio a estriar con un angacu®® 24 horas a 35 °C (Figura I11.7),
(NCCLS, 1999D).

\ / / | / \ J -
Mz g . = Wi LN \\__/) \v*\_"/

Concentracion 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
(Hg/mL)

Por ejemplo: CIM = 1 pg/mL (primera dilucion que inhibe el desarrollo visible)

Para CBM: Se tomaron 5 plL de cada tubo limpido y se sembraron en agar MH

ol

Las placas se dejaron reposar 20 minutos, hasta que se seco

el volumen depositado y luego se incubaron 24h a 35°C

Figura lll.7 : CBM de cefalotina.
CIM: concentracion inhibitoria minimag: microgramosmL: mililitro; CBM: concentracion bactericida minima;
pL: microlitros;MH: Mueller-Hinton.
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111.A. Materiales y Métodos

[11.1.1.3.2.3.3.Calculo de la CBN

Luego de 24 horas se procedio al recuento de @saqe crecieron a partir ¢
volumen depositado proveniente de cada uno dashmsstlimpidos. Se consider6 col
la CBM a aquella dilucion que mato el 99,9 % del iddwriginal (Figurelll.8). Esto
equivale a la disminucion de 3 logaritmos decimates relacién al recuento

unidades formadoras de colonias (UFC) del inoauitwal (Finberg y col., 2004

100 % viables UFC/mL (Ia) (surge de aplicar formula final. Fig, 111.4)
-1
0,1 % viables x= k.10
Lo
e Bacterias viables considerando que se produjo
X SUFC/ml, 999 % de muerte bacteriana
10" L. X UFC N® de colonias que se
deben contar en cada
placa para determinar
5 4L X =35 HLx X UFC = la CBM

10" pL

Figura II1.8: Calculo de la CBM.
UFC: unidades formadoras de colonimL: mililitros; la: indculo de cada aislamientuL: microlitros;

CBM: concelftracion bactericida minim
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111.1.1.3.2.3.4.Bactericidia y tolerancia

La bactericidia se defini6 cuando la CBM de cefalotina para latdraa

estudiada resultalza4 veces la CIM.

Un aislamiento se considetdlerante cuando la relacion CBM/CIM fue 32 o
cuando dicha relacion CBM/CIM resultd 6 y la CBM _>32 pg/mL (Traczewski y
col., 2009).

111.1.1.3.2.4. Curva de cinética de muerte o de letalidad

111.1.1.3.2.4.1. Aislamientos bacterianos

Se partio de un cultivo de 24 horas de los 25 raigiatos cuya relacion
CBM/CIM de CEF resulté mayor o igual a 8, segundoterios de diversos autores que

definen esta relacion para una cepa tolerante §Raaraiah y col., 1980).
11.1.1.3.2.4.2.In6culo
Se prepard un indculo inicial como se muestra étidara 111.9.

111.1.1.3.2.4.3.Recuento de UFC/mL del inéculo inicial

Se realizaron diluciones decimales sucesivas prsaron 100 puL de cada una
de ellas y se esparcieron por toda la placa. Himeh depositado en cada placa se
disperso en la misma con una espatula de Drigalsiggo de 24 horas de incubacion a
35-37°C se contaron las colonias de cada diluciée gplico la formula de la Figura
11.9.

111.1.1.3.2.4.4.Preparacion de la solucién de antibidtico

Se partié de una dilucién original de antibiétignal a 4000 veces la CIM de
cada aislamiento. Se realizaron diluciones sucedmesta llegar a una concentracion

final de 4 veces la CIM de cada aislamiento.
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111.1.1.3.2.4.5.Curva de cinética de muerte

Se prepararon dos tubos con caldo Mueller-HintoH )M
1) Curva de vid4CV): A un tubo, se agregaron 100 pL de inGculdrdbajo

2) Curva de muerté€CM): Al otro tubo, se agregaron ademas del in@ctiDO

puL de solucion de antibidtico a una concentraci®® 4eces la CIM de cada

aislamiento.

Se realizaron recuentos de UFC/mL a las 0 horasdiden la curva de vida con
la de letalidad) y luego recuentos a las 3, 6 yh@ds. A cada tiempo se realizaron
diluciones sucesivas y se realizaron recuentoed@riio tanto del tubo de curva de vida
como del de cinética de muerte (CM). El volumenodé#pdo en cada placa se dispersé

en la misma con una espatula de Drigalsky.
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111.A. Materiales y Métodos

La metodologia realizada se muestra en la FiguBa(NCCLS, 1999b).

131;517 AN Solucién de AM
4000 veces la CIM del 5
aislamiento en estudio

0,1mL

100 uL

Inéeulo: 2,5 mL 0,5 McF de inoeulo

; +2,5mL S.F.
Ly oo+

0,5.10° /

?ngmL 0.9 mL. S.F.
UFC/mL
400
1 mL de AM veces

| laciM

9,;‘/{?} 9]\8/[21’1‘ E 4 veces la CIM
o (CVida € Muerte

’ ] » Seincubaron 3 horas

100 pL

Recuento inéculo inicial

Y 100pL 100wl 100 L

A

10° 10° 10° 10'

l 100 pLJ 100 pLJ 100 le 100 pL

TN
Control Control Control Control
b e s y Se tomo la dilucidn que permitioé contar entre
S

20-200 UFC en la placa y se multiplico x10 al
exponente de esa dilucion y x10 porque se usaron
Calculo 100uL que se llevarona ImL (NCCLS, 1999).

Figura IIl.9 : Curva de cinética de muerte o de letalidadMetodologia aplicada y recuentos de
UFC/mL a tq: Oh; t3: 3h; tg 6h; to4: 24h de incubacion.

McF: escala de turbidez Mc FarlandFC: unidades formadoras de coloniad;: mililitros; S.F: solucién
fisiolégica; pL: microlitros; AM: antimicrobianosCIM: concentracién inhibitoria minimaZ: curva; n°;
nimero;MH: Mueller-Hinton;dil: dilucién.
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111.A. Materiales y Métodos

oL 100 pL
Curva de vida Curva de muerte

100 L 100 WL 100 gL 100 pL 100 uL 100 pL lOOpL

(N N N % N N

MUUUUU MUUUU

IOOuL IODpL 100pL 100 uL 100|JL lDOpL 100|.|L 100 pL

t; t, L 13
dil.3 dil.4 dil.2 dil.3

\—> Se incubaron 3hs mas

100 UL 100 uL
Curva de vida Curva de muerte
H}OyL 100 |.|L 100 pL 100 leOOleODpL 100|.|L 100 uL 100 pL 100 pL

Cow N N

110 MUUUU

ﬁ)uL 100 L | 100 uL | 100 uL 100|JL 100pL lOOpL 100 pL

L L

\—r Se incubaron 18hs mas

Figura 111.9 : Curva de cinética de muerte o de letalidadMetodologia aplicada y recuentos de
UFC/mL a tg: Oh; t3: 3h; tg 6h; tos: 24h de incubacion. (Cont.)
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111.A. Materiales y Métodos

P

100 yuL

Curva de vida

100 gL 100 pL 100 gL 100 L 100 L 100 uL 100 uL 100 uL 100 pL 100 L

CNCNNTN NN N N NN

0,9mL
S.F

100 uL 100 pL

Figura IIl.9 : Curva de cinética de muerte o de letalidadMetodologia aplicada y recuentos de
UFC/mL a tg: Oh; t3: 3h; tg: 6h; tos: 24h de incubacion. (Cont.)
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111.A. Materiales y Métodos

111.1.1.3.2.4.6.Bactericidia y tolerancia

Se considerdactericidia a la reduccién en a 3 logo UFC/mL del inéculo
final a las 24 horas (French, 2006).

Se considerdolerancia a la disminucion en < 3 lggUFC/mL a las 24 horas o
en < 1 logo UFC/mL a las 6 horas (May y col., 1998; NCCLS, ai§9Bourgeois y col.,
2007).
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111.1.1.4. Resultados

111.1.1.4.1. CIM, CBM, relacién CBM/CIM y muestras clinicas

En la tabla 1ll.1 se presentan los resultados atidsnpara la CIM, la CBM, la
relacion CBM/CIM de CEF y el origen de los aislan@s.

El 50% de los aislamientos & aureusestudiados fue inhibido por 0,5 pg/mL
de CEF (CIMo = 0,5 ug/mL) y la CBM (concentracion que inhibio el 90%) fue igual
alpg/mL.

La CBMso fue 1 pg/mL y la CBNp igual a 8 pg/mL.

Respecto a las muestras clinicas, 58 SAMS (53,21%enian de PPB, 9
(8,26%) de lavado bronquioalveolar (BAL), 26 (23%% de sangre, de estos 1 se aislo
también en liquido pleural y uno produjo bactergemsociada a catéter y 10 (9,17%)
fueron recuperados de hueso. Las 6 (5,51%) muesiséantes correspondieron: 1 a

DIU, 1 a liquido pleural, 2 a liquido articular ya2_CR.

De los 109S. aureusestudiados, 1 aislamiento tuvo CBM/CIM = 128, @rdn
una CBM/CIM = 64 y 2, igual a 32. De estos 5 aistartos, 4 provenian de PPB y el
otro de sangre. Nueve mostraron CBM/CIM igual a4l@g estos recuperados de PPB,
2 de sangre, 2 de hueso y 1 de liquido articukarelacion fue igual a 8 en 11 cepas; de
las cuales, 5 procedian de PPB, 4 de sangre, Ged®ly 1 de BAL.

El resto de los aislamientos mostro una relacioM@BM < a 4.
Teniendo en cuenta la relacion CBM/CIM, 6 SAMS $)3ueron tolerantes; de
los cuales 5 aislamientos presentaron CBM/CIBRXSAMS N° 1 a 5) y 1 (SAMS N°

11) mostr6 CBM/CIM >16 con CBM = 64 pg/mL.

La bactericidia de cefalotina, considerando laciélaCBM/CIM, se logré en 84
SAMS (77,1%).
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Tabla 1ll.1 : Concentracién Inhibitoria Minima y Concentracionciaicida Minima para cefalotina. Relacion CBM/CiMorigen de 109 aislamientos

Staphylococcus aureuseticilino sensibles.

AISLAMIENTOS (IJCC;I/'\”/WIL) (l%',sn':{) CBM/CIM MU',ESTRA AISLAMIENTOS (IJ(;I/ML) (ucg?ri\w/lL) CBM/CIM MU',ESTRA
CLINICA CLINICA

SAMS 1 0,25 32 128 PPB SAMS 22 0,25 2 8 SANGRE
SAMS 2 0,5 32 64 PPB SAMS 23 0,5 4 8 PPB
SAMS 3 0,5 32 64 PPB SAMS 24 0,125 1 8 PPB
SAMS 4 2 64 32 SANGRE SAMS 25 1 8 8 SANGRE
SAMS 5 2 64 32 PPB SAMS 26 0,25 1 4 PPB
SAMS 6 0,5 8 16 PPB SAMS 27 1 4 4 BAL
SAMS 7 0,5 8 16 SANGRE SAMS 28 0,5 2 4 BAL
SAMS 8 0,25 4 16 PPB SAMS 29 0,5 2 4 PPB
SAMS 9 0,5 8 16 PPB SAMS 30 0,5 2 4 SANGRE/L.PI.
SAMS 10 0,5 8 16 HUESO SAMS 31 0,5 2 4 PPB
SAMS 11 4 64 16 PPB SAMS 32 0,5 2 4 PPB
SAMS 12 0,5 8 16 SANGRE SAMS 33 0,5 2 4 SANGRE
SAMS 13 0,5 8 16 HUESO SAMS 34 0,25 1 4 SANGRE
SAMS 14 0,25 4 16 LIQ. ART. SAMS 35 0,25 1 4 LCR
SAMS 15 1 8 8 PPB SAMS 36 0,25 1 4 PPB
SAMS 16 0,25 2 8 PPB SAMS 37 0,5 2 4 SANGRE
SAMS 17 0,5 4 8 BAL SAMS 38 0,5 2 SANGRE
SAMS 18 1 8 8 SANGRE SAMS 39 2 8 4 PPB
SAMS 19 0,5 4 8 SANGRE SAMS 40 0,5 2 4 HUESO
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SAMS 20 0,25 2 8 HUESO SAMS 41 0,5 2 4 PPB
SAMS 21 0,25 2 8 PPB SAMS 42 0,5 2 4 PPB
SAMS 43 0,25 1 4 HUESO SAMS 68 0,5 1 2 PPB
SAMS 44 0,5 2 4 SANGRE SAMS 69 0,5 1 2 PPB
SAMS 45 0,25 1 4 PPB SAMS 70 1 2 2 PPB
SAMS 46 1 4 4 SANGRE SAMS 71 0,5 1 2 PPB
SAMS 47 1 4 4 SANGRE SAMS 72 0,5 1 2 LCR
SAMS 48 0,25 1 4 PPB SAMS 73 0,5 1 2 PPB
SAMS 49 0,5 2 4 PPB SAMS 74 0,5 1 2 PPB
SAMS 50 0,25 1 4 SANGRE SAMS 75 1 2 2 PPB
SAMS 51 0,5 2 4 HUESO SAMS 76 0,5 1 2 PPB
SAMS 52 0,25 1 4 HUESO SAMS 77 0,5 1 2 PPB
SAMS 53 1 4 4 PPB SAMS 78 0,5 1 2 BAL
SAMS 54 0,125 0,5 4 SANGRE SAMS 79 0,25 0,5 2 HEMO
SAMS 55 1 4 4 PPB SAMS 80 0,25 0,5 2 PPB
SAMS 56 1 4 4 BAL SAMS 81 0,5 1 2 BAL
SAMS 57 0,25 1 4 PPB SAMS 82 0,5 1 2 PPB
SAMS 58 1 4 4 SANGRE SAMS 83 0,5 1 2 PPB
SAMS 59 0,25 1 4 SANGRE/CAT. SAMS 84 0,25 0,5 2 PPB
SAMS 60 0,25 1 4 PPB SAMS 85 0,25 0,5 2 PPB
SAMS 61 0,125 0,5 4 SANGRE SAMS 86 0,12 0,25 2 PPB
SAMS 62 0,25 1 4 PPB SAMS 87 0,12 0,25 2 SANGRE
SAMS 63 0,25 1 4 PPB SAMS 88 1 2 2 SANGRE
SAMS 64 0,25 0,5 2 HUESO SAMS 89 1 2 2 PPB




SAMS 65 0,5 1 2 BAL SAMS 90 1 2 2 PPB
SAMS 66 0,5 1 2 BAL SAMS 91 1 2 2 L.PI.
SAMS 67 0,5 1 2 HUESO SAMS 92 1 2 2 PPB
SAMS 93 0,125 0,25 2 PPB SAMS102 1 1 1 PPB
SAMS 94 0,25 0,5 2 PPB SAMS 103 1 1 1 PPB
SAMS 95 0,5 0,5 1 SANGRE SAMS 104 1 1 1 DIU
SAMS 96 1 1 1 PPB SAMS 105 0,5 0,5 1 PPB
SAMS 97 0,5 0,5 1 LIQ. ART. SAMS 106 0,25 0,25 1 BPP
SAMS 98 0,5 0,5 1 SANGRE SAMS 107 0,5 0,5 1 PPB
SAMS 99 0,5 0,5 1 PPB SAMS 108 0,5 0,5 1 PPB
SAMS 100 0,5 0,5 1 HUESO SAMS 109 0,5 0,5 1 BAL
SAMS 101 0,25 0,25 1 SANGRE

SAMS: S. aureusneticilino sensiblesSAMS 1 a SAMS 25:aislamientos SAMS a los que se les realiz6 cuteasinética de muert SAMS 3, SAMS 4, SAMS 11, SAMS
15 se distinguen por tratarse de los aislamienterantes por curvas de cinética de mue@il: concentracion inhibitoria minim&BM: concentracidon bactericida
minima;PPB: piel y partes blanda&]Q. ART: liquido articular;BAL: lavado bronquioalveolat;.Pl.: liquido pleural,CAT: catéterL.CR: liquido céfalorraquided)IU:
dispositivo intrauterino.
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I111.A. Resultados

111.1.1.4.2. Curvas de cinética de muerte o de letalidad

Se realizaron curvas de cinética de muerte a logis?dmientos de SAMS con
CBM/CIM de CEF> 8 (SAMS 1 a 25 de la Tabla 1ll.1). Los datos d=tuento de

colonias alas 0, 3, 6 y 24 horas se muestran €aldk Ill. 2.

Tabla 11l.2: Recuento de células viables (UFC/mL) a las 0,828 horasCurvas de vida y
de muerte de 25 aislamientos 8&phylococcus aureuseticilino sensibles que mostraron
CBM/CIM de cefalotina 8.

0 HORAS 3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
LA RN TEE (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

IEEUD cv cM cv cM cv cM

INICIAL
SAMS 1 1.16 1.1¢ 2.10 1.10¢ 2.10 2.101 107
SAMS 2 1.16 7.10 9.10 1. 10°¢ 3.10 5.10" 107
SAMS 3 3.10 1.10 5.1C 1.10 9.1¢ 1.10°¢ 6.10
SAMS 4 1.1¢ 1.10 9.1¢ 7.10 9.10 1.10" 9.10
SAMS 5 1.16 5.10 1.1d 1.10 1.10 2.10¢ 107
SAMS 6 1,4.16 1.10 410 1.10° 1.1G 3.10° 0
SAMS 7 1.16 3.10 1,3.16 2.10 2.10 1.10" 0
SAMS 8 1.16 1.10 6.10 5.10 0 6.16° 0
SAMS 9 1.16 2.16 2.10 1.10 2.10 7.10¢ 0
SAMS 10 8.16 8.10 6.10 7.10 6. 10 3.10¢ 0
SAMS 11 3.1¢ 7.10 91@ 8.1¢ 9.1C0 1.10" 1. 16
SAMS 12 1.16 4.10 1.1d 7.10°¢ 1.10 1.10" 10
SAMS 13 1.16 5.10 6.10 1.10 1.10 2.107 10
SAMS 14 2.16 1.10 1. 16 1.10 3. 10 3.10° 0
SAMS 15 3.1¢ 1.10 3.1¢ 1.10 9.1C¢ 1.101 3.10°
SAMS 16 1.16 6.10 6.10 1.10 1,5.1d 1.10"
SAMS 17 4,18 7.10 1.1d 8.10 0 1.16¢"
SAMS 18 1.16 110 5.10 1.10° 2.10 1.107 107
SAMS 19 1.16 7.10 4.10 7.10 1.1d 1. 107 107
SAMS 20 1.16 2.10 5.10 8.10 1. 1d 2.10¢ 10
SAMS 21 1.16 5.10 2.10 4.10 8.10 1.10" 10
SAMS 22 1.16 3.16 1.16 1.10 1.10 2.10° 107
SAMS 23 1.16 2.10 1,10 7.10 1,5.1d 1. 107 0
SAMS 24 1.16 1.1¢ 4.10 4.10 1.10 1.10" 10
SAMS 25 1.16 3.10 3.10 5.10°¢ 2.10 2.101 10

SAMS 3, SAMS 4 SAMS 11, SAMS 15se distinguen por tratarse de los aislamientesantes por
curvas de cinética de muerteV: curva de vidaCM: curva de muertd;JFC/mL: unidades formadoras
de colonias /mL.
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Las curvas se presentan en las figuras [I1.1011lly [Il.12 agrupadas segun
relacion CBM/CIM.

De las 25 curvas realizadas, 4 aislamientos (SAM8, 31 y 15) resultaron
tolerantes por CM. Estos 4 aislamientos resultéotarantes segun el criterio de May y
col. (1998), es decir redujeron el indculo inicéal < 1 logo UFC/mL a las 6 horas,
mientras que uno de ellos (SAMS 4) fue tolerantengiendo ademas el criterio
propuesto por NCCLS (NCCLS, 1999b).

El aislamiento SAMS 15, proveniente de PPB, résuolerante por CM pero no

por relacion CBM/CIM ya que esta ultima resulto 8.
La bactericidia de cefalotina considerando losdisfude cinética de muerte fue

99,1% ya que so6lo un aislamiento (SAMS 4) no reduje 3 logo UFC/mL el in6culo

inicial.
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Figura 111.10 : Curvas de muerte o de letalidad de seis aislamie®GAMS tolerantes a cefalotina
considerando la relacién CBM/CIM> 32 o CBM/CIM > 16 y CBM > 32 pg/mL.

SAMS: Staphylococcus aureuseticilino sensiblesSAMS 3, SAMS 4 y SAMS 11tolerantes por curva
de cinética de muerte.
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Figura lll.11 : Curvas de muerte o de letalidad de SAMS con rel@mn CBM/CIM de cefalotina =

16 (no tolerantes).
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Figura 111.12 : Curvas de muerte o de letalidad de 11 aislamientosSAMS cuya CBM/CIM de
cefalotina resulté = 8. SAMS 15: tolerante por CM y no por relacion CBM/CIM.
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Figura Ill.12 : Curvas de muerte o de letalidad de 11 aislamientocSAMS cuya CBM/CIM resulté = 8.

(Cont.).
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111.1.1.5. Discusién

Numerosas investigaciones demuestran que los AMaldwtdmicos,
especialmente las cefalosporinas de primera gaberdCEF 1G) son mas efectivos

gue vancomicina para el tratamiento de las infems@or SAMS.

Kim y col. (2008) realizaron un estudio de casagtroles en 294 pacientes
con bacteriemia por SAMS en dos hospitales unitzeiss de Seul, South Korea,
comparando pacientes tratados con VAN y CEF 1Gafldg a la conclusion de que
VAN es menos efectiva que CEF 1G para tratar haotéas por SAMS.

De igual manera, Stryjewski y col. (2007) comaninn que en pacientes en
hemodidlisis con bacteriemia por SAMS tratados ¥&MN tuvieron mayor riesgo de
experimentar fracaso terapéutico que los que erabi CEF 1G sugiriendo
enfaticamente que los pacientes en dialisis con tgst de bacteriemias no deberian

someterse a terapias empiricas con VAN.

En el presente trabajo se intentd investigar el pmytamiento deS. aureus
meticilino sensibles aislados de procesos infeosiode pacientes ambulatorios e
internados que asistieron al hospital “Dr. Joséid@ullen”. Dada la importancia de la
institucién de donde proceden los aislamientosdéstios en esta tesis, se desprende de
la misma, que los datos aqui recolectados tienerfuarte impacto clinico local,

provincial y hasta nacional.

Si consideramos que el CLSI (CLSI, 2010) estabéetealmente como punto de
corte para consider&®. aureusensible a CEF, valores de CHB pg/mL, la CIMo =
0,5 pg/mL y la CIMp = 1 pg/mL resultantes de este estudio, demostranobuen

poder inhibitorio de este AM.

Teniendo en cuenta que este antibibtico se ufilara tratar infecciones graves
causadas por este microorganismo y esta indicada profilaxis de cirugias limpias
tales como osteosintesis, protesis de cadera,i@srucpardiovasculares, la presente

investigacion aporta ademas, datos muy importante®pidemiologia local y nacional.
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En EEUU este antimicrobiano no esta disponible araialmente desde hace
cierto tiempo, cosa que no ocurre en Argentingaogsllo que los datos de las ultimas
publicaciones internacionales se refieren a cefaolcefalosporina de primera

generacion), que comparte su identidad con cefiaoti

No obstante, se puede disponer de datos anteriSragh y col. (1988) y
Rolston y col. (1989) establecieron como gJ# 0,125 pg/mL y CINp = 0,5 pg/mL

valores no muy alejados a los obtenidos en es& tepesar de los afios transcurridos.

En una interesante comparaciéon de CIM de cefazasm&AMS aislados en
EEUU (N=509), de Canada (N=80) y de Latinoameérial28) se pudo observar que
la ClMsgg0 resultd igual a< 2/ < 2 ug/mL en los tres trabajos. El porcentaje de
sensibilidad informado fue 98,8% en EEUU y Canaxi&ntras que en Latinoamérica
fue igual a 100% (Fritsche y col., 2005).

Los datos aqui obtenidos coinciden con Perazzi.y(2010) donde informaron
para SAMS una ClIMggo de oxacilina (OXA) igual a 0,5 y 1 pg/mL, respeatnente.
Se debe aclarar que las actividades de OXA y CHFespivalentes; de hecho que
CLSI recomienda ensayar el disco de cefoxitina (FQ@XOXA para detectar la
sensibilidad a CEF. Respecto a la CIM, en estajoadte tesis, se utilizo CEF ya que no
se dispone comercialmente de OXA en Argentina cemotros paises. Por tal motivo,
resulta valido discutir con autores que hayan zadth CIM a OXA para detectar la

sensibilidad d&. aureus.

En el presente estudio un solo aislamiento tuvo €I ug/mL (SAMS 11) y
ninguno de ellos mostré un valor mayor, es dec& gagun los puntos de corte de
CLSI, hubo un 100% de sensibilidad a cefalotinanadiendo con los autores

anteriormente citados.
Si se analizan los datos de la CBM, si bien la G8Msulté 8 ug/mL hubo 2

aislamientos que tuvieron valores maximos de 6/ gEstos hallazgos coinciden con

los reportes de Wiedemann y Grimm (1996) quienmsunicaron que las CBM para
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este microorganismo frente a cefalotina estabanpoemdidos entre 3 a mas de 100
png/mL.

La bactericidia segun la relacion CBM/CIM fue d&l,1% detectandose 6
(5,5%) aislamientos tolerantes. Esta tolerancianasho menor que los hallazgos de
Pasticci y col. (2011) quienes informaron sobretatal de 49 SAMS causantes de
endocarditis, 31 (63,2%) tolerantes, debiéndostadasque el total de cepas fue algo

menor al del presente trabajo.

La bactericidia obtenida en este trabajo segun rigérioc CBM/CIM, no
coincidio con el aplicado para determinarla tengead cuenta la CM. Segun las curvas
de letalidad, la bactericidia de cefalotina paraM&®Ase obtuvo en un 99,1% ya que solo
un aislamiento (SAMS 4) no disminuyé en3 logo UFC/mL del indculo inicial
(French, 2006; Méndez y col., 2007).

Tampoco coincidié el porcentaje de tolerancia ya por CM fue de 3,66%. Se
debe destacar que un aislamiento fue toleranteCpbry no por CBM/CIM lo que
jerarquiza lo propuesto por French (2006) quietiesos que los estudios de cinética de

muerte detectan tolerancia genotipica o verdadézeancia.

Del analisis de las CM obtenidas para los SAMSraolies segun relacion
CBM/CIM, se deduce que, para todos ellos, la muddelas bacterias se logrd
lentamente en funcion del tiempo, no llegando nminggcuento a 0 UFC/mL, a las 24
horas. En este grupo hay que destacar que losislasnientos tolerantes por CM, lo
fueron por el criterio de May y col. (1998), a Bsoras, observando que SAMS 3,
SAMS 4 y SAMS 11 mantienen sus recuentos hastdesspo; SAMS 3, desciende a
las 3 horas y hay un re-crecimiento a las 6 hd?asa este mismo aislamiento, la CV

crece mucho mas lentamente que el resto de los SAMS
En cambio, analizando las CM cuya relacion CBM/CiM igual a 16 (no

tolerantes), s6lo dos de ellos (SAMS 12 y SAMS d8)redujeron a 0 UFC/mL el

indculo inicial; pero la CEF fue bactericida pavdds ellos.
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En las CM con relacion CBM/CIM = 8; se deben destaos aislamientos. Uno
de ellos, SAMS 15 que resultd tolerante por cumdethlidad (a las 6 horas no redujo
mas de 1 log UFC/ml) ni tampoco llegé a 0 UFC/ml el recuenttas 24 horas. El
segundo es SAMS 20, cuyo comportamiento resultbnthsya que a las 3 horas
descendi6 y a las 6 horas se observo un recredmisim llegar a ser tolerante, ni
tampoco logré eliminar totalmente las bacteriasms 24 horas. En este grupo, tres
aislamientos redujeron a 0 UFC/mL el inoculo idi¢@AMS 16, SAMS 17 y SAMS
23); en SAMS 17 se logro a las 6 horas y se mantmi@ntras que en los otros, recién

se obtuvo a las 24 horas.

Del andlisis exhaustivo de las CM, se deduce qbeesila bactericidia se logro
en el 99,1% de los aislamientos, el comportamidettbs mismos a lo largo del tiempo
muestra diferencias destacables, lo que hace gquediudios de cinética de muerte
tengan un gran impacto a la hora de decidir urarive@nto en el caso de infecciones

graves por SAMS.
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111.1.1.6. Conclusiones

* Todos los SAMS estudiados tuvieron una CIM categaola en el rango sensible
por CLSI.

* La actividad bactericida de CEF se logré en el @de los aislamientos
estudiados por cinética de muerte, pero no coidadn el resultado obtenido
considerando la relacion CBM/CIM (77,1%).

* Respecto a los aislamientos tolerantes, hubo ehs€gM/CIM y 4 segun CM,;
incluso un tolerante por CM tuvo CBM/CIM=8.

» De la experiencia obtenida a través de los expetmserealizados en esta tesis,
se recomienda estudiar la tolerancia de los aislaims de infecciones severas

mediante métodos de cinética de muerte.

* Se concluye que, dado que en el Hospital Dr. J.OMllen de Santa Fe,
Argentina, las infecciones causadas por SAMS reptas el 56%, cefalotina
continla siendo una excelente opcion terapéutipmede ser sugerida en la

profilaxis de las cirugias limpias traumatolégigasardiovasculares.
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I11.2. SECCION B

[11.2.1. HISTORIA CLINICA DE PACIENTES INFECTADOS CON STAPHYLOCOCCUS
AUREUSMETICILINO SENSIBLES TOLERANTES A CEFALOTINA DETE CTADOS POR
CURVAS DE CINETICA DE MUERTE

111.2.1.1. Presentacion

111.2.1.1.1. Paciente infectado con SAMS 3

Hombre de 50 afos, diabético que ingresa el 23identbre de 2006 por
desorientacibn con cetoacidosis metabdlica. Prasdesiones pustulosas y
eritematosas en cuello y espalda de varios diavalecion. Se toma muestra de piel
y partes blandas por puncion-aspiracion y se intcéamiento con ampicilina-
sulbactama 1,5 gramos cada 8 horas. El laborattmiangreso revela: leucocitosis
(19.500/mni); glucemia: 5,58 mg/dL y creatinina: 1,66 mg/diuego del resultado
de los cultivos y ante la mala evolucién del paeese rota a cefalotina endovenosa 1g
cada 6 horas mas gentamicina (160 mg/dia) duraete dias. El 2 de enero se
aumenta la dosis de cefalotina a 2 g cada 6 hafsigrtio realizarse el 3 de enero un
curetaje de una coleccién purulenta de la espBlda.de enero se rota a cefalexina (2
g/dia) y dos dias después se da el alta continugrntdatamiento oral hasta completar
los 21 dias en forma ambulatoria. El aislamienttemido en el laboratorio resulto
SAMS con CIM y CBM de cefalotina igual a 0,5 y 38/mL, respectivamente. El

aislamiento resulté tolerante por relacion CBM/Gior CM.

111.2.1.1.2. Paciente infectado con SAMS 4

Mujer de 68 afios que ingresa el 2 de octubre dé.2B@storia previa de
insuficiencia renal crénica y desde hace un memnsaentra en diélisis, con multiples

tratamientos con cefalotina.

Al ingreso presenta disnea subita, excitacion sotdm hipotension y se
encuentra sin fiebre. Se realiza hemocultivo. Daqu® se observa secrecion pericatéter
de didlisis, se retira el mismo y se comienza eggifrente con vancomicina (1g/dia) y
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gentamicina (80 mg/dia). Al dia siguiente ingresdJaidad de Terapia Intensiva, entra
en shock séptico y hemodinamico, hace un paroaraegdpiratorio y la paciente fallece.

De la muestra de sangre se aisla SAMS. La CIM WIGE: cefalotina
resultaron igual a 2 y 64 pg/mL, respectivameBtaislamiento resulto tolerante por

relacion CBM/CIM y por CM.

111.2.1.1.3. Paciente infectado con SAMS 11

Hombre de 45 afos que ingresa el 4 de setiemk28@k:por un dolor agudo en
el recto, fiebre y decaimiento. Se le efectian mosts estudios: rectosigmoideoscopia,
tomografia y ecografia y se lo interna en salaidgi@. Se realizan analisis de sangre

detectandose leucocitosis.

Posteriormente se diagnostica absceso perianalopque se decide realizar

intervencion quirdargica. Se administra profilaxanaefalotina (2 g).
El absceso es drenado y se envia muestra al labiorgtira cultivo. Se aisla
SAMS. La CIM y la CBM resultaron 4 y 64 pug/mL, resfivamente. Este aislamiento

resulto tolerante por relacion CBM/CIM y por CM.

Dado que el paciente se le dio el alta a las 24shap se pudo registrar la

evolucion del mismo.

111.2.1.1.4. Paciente infectado con SAMS 15

Hombre de 61 afios, diabético, etilista, tabaquista ingresa el 1 de enero de
2007 a Unidad Coronaria con fiebre, infeccion de ypileve derrame pericardico al
estudio radiolégico. Se toma muestra por puncifuirason y hemocultivos. Se inicia
tratamiento con ceftriaxona 1 g cada 12 horas éadstado critico del paciente. El 2 de
enero no presenta mejoria y se agrega vancomicigacdda 12 horas. Se realiza
ecocardiograma que resulta normal, no observandegetaciones. Se aisla en la

muestra de piel y partes blandas SAMS. Se rotéatéotiea (1 g/dia) mas gentamicina
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(160 mg/dia). EI 5 de enero entra en insuficiemei@al aguda, falla hematologica,

disfuncion hepatica e insuficiencia respiratoria. @dbserva una marcada pericarditis,
neumonia y lesiones multiples de embolizacion ¢ecid. El 16 de enero pasa a Unidad
de Cuidados intermedios, hemodinamicamente esgeste el 19 de enero se observa
derrame pericardico severo y al dia siguiente lacearo cardiorrespiratorio y fallece.

El aislamiento tuvo una CIM y CBM de CEF igual & & pg/mL, respectivamente. Fue

tolerante por CM y no por relacion CBM/CIM que riédugual a 8.

En sintesis, del andlisis de las historias clindm$os pacientes a los que se les
pudo realizar el seguimiento; se concluye que graelkente 1 (SAMS 3), infectado con
un aislamiento tolerante, se debid recurrir a aumele dosis de cefalotina y a un
curetaje ya que el paciente no respondié con le dhabitual. En el paciente 2 (SAMS
4), los multiples tratamientos con CEF pudieroeagbnar el aislamiento tolerante y el
tratamiento con vancomicina mas gentamicina puddaitmer sido el adecuado. El
paciente 4 (SAMS 15), poseia numerosos factoresedgo, hecho que predispuso a
una infeccion mas severa y se evidencio un fraizago con ceftriaxona como con CEF
mas gentamicina lo que sugiere que la toleranciegde aislamiento a dicho AM,
contribuy6 a la ineficacia del mismo.

Si bien los aislamientos tolerantes de esta temBoh escasos y confirmados
séloin vitro, se coincide con numerosos autores que consideraes dificil demostrar
el impacto clinico del fendmeno de tolerancia eméwos, pues la actividad bactericida
depende tanto de factores farmacocinéticos y favdiagamicos del AM como de las
condiciones del paciente, su estado inmunologiomochilidades acompafnantes y la

severidad de cada caso.
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[11.3. SECCION C

11.3.1. PROPUESTA DE TECNICA SENCILLA PARA DETECTA R LA
CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA

111.3.1.1. Introducciéon

Staphylococcus aureuseticilino sensibles (SAMS), responsable de gratepa
de infecciones graves, requiere antibiéticos beta@haicos intravenosos, especialmente

las cefalosporinas de primera generacion (Stryje\2ék7).

Ocasionalmente algunos facultativos contintan adtnémdo empiricamente
vancomicina pero existen numerosos estudios que desnostrado, como ya se
comentara anteriormente, que este antimicrobiand)(&s menos eficaz que los
betalactdmicos; incluso la mortalidad de pacientesbacteriemia por SAMS tratados
con vancomicina es significativamente mayor quismue recibieron betalactamicos
(Kim y col., 2008).

Diferentes autores sugieren que, en situacionega$ tales como endocarditis,
meningitis, osteomielitis e infecciones sistémieaspacientes inmunocomprometidos,

debe elegirse un agente bactericida (Sader y2€665).

Las técnicas que detectan actividad bactericidaM{C8M, poder bactericida
del suero, etc.) proveen informacion muy util pareeces son dificiles de estandarizar
intra e interlaboratorios, requieren métodos lasms y consumen mucho tiempo.

Masuda y Tomioka (1978) y Yourassowsky y col. ()9Man propuesto
métodos para determinar la actividad bactericiddiamte inactivacion enzimética de
antibiéticos betalactdmicos en placas con mediasizglos. Peterson y col. utilizaron
el método de difusion con discos inactivandolos @mucion de betalactamasa
comercial para detectar la actividad bactericidalade AM (Peterson y col., 1980;
Peterson y Shanholtzer, 1992)

En nuestro pais esta solucion es onerosa y, a,\ditied de conseguir.
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[11.3.1.2. Objetivos
o General:

Desarrollar algin método fenotipico de tamizaje tamlite la deteccionjn

vitro, del fendmeno de tolerancia a los antimicrobidreialactamicos.

o Especificos:

Evaluar una técnica simple y sencilla patardeinar la actividad bactericida de
cefalotina frente a SAMS utilizando discos de csfah (CEF), oxacilina (OXA) y

cefoxitina (FOX) inactivados con solucion de battgdmasa obtenida en el laboratorio.

Comparar la efectividad en la deteccion deckividad bactericida de los tres

discos utilizados.
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[11.3.1.3. Materiales y Métodos

111.3.1.3.1. Aislamientos bacterianos y AM utilizados

Se seleccionaron 42 SAMS de los estudiados enessita 22 con CBM/CIM de
CEF> 8y 20 con CBM/CIM 2.

Los discos utilizados para aplicar la técnica pespal fueron: cefalotina (CEF)
(30ng) (Laboratorios Britania - Argentina), oxawdi (OXA) (1ug) (Laboratorios

Britania - Argentina) y cefoxitina (FOX) (30 pg)dhoratorios Britania - Argentina).

[11.3.1.3.2. Preparacion de la solucion de betalactamasa (SBL)

La solucién de betalactamasa se preparé a partiurdeaislamiento de
Citrobacter freundiiBSFE 1310 resistente a todos los antibidticos léetémicos,
excepto a carbapenemes, perteneciente al cepaaocGitedra de Bacteriologia Clinica
de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégidasla Universidad Nacional del

Litoral.

Luego de 24 horas de incubacion en agar base a7369-se inocularon dos
ansadas completas (equivalente a un cuarto de)@aca00 uL de buffer de fosfato,
0,01 M, pH=7.

La suspension se transfirio a un tubo Eppencmf 300 mg de zirconio (Cole-
Parmer 36270-62 - Cientist S.A.), homogeneizandov@tex durante 3 minutos y
centrifugando 1 minuto a 6000 rpm. El sobrenad&mepasado a través de un filtro
0,45 pm de tamafio de poro (MiniSate Sartorius). Al filtrado obtenido se lo fracaion
de manera de obtener SBL sin diluir, SBL diluida W/SBL diluida 1/10 (Marchiaro y
col., 2008)
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111.3.1.3.3. Control de calidad de la SBL

Una placa de Miueller-Hinton fue inoculada con unapsnsion deés. aureus
ATCC 25923 con una turbidez 0,5 Mc Farland. Una tvamscurridos 15 minutos, se
colocaron dos discos de CEF (30 ug); luego undldg fele goteado con 10 puL de SBL
pura. Luego de 24 horas de incubacion a 35°C snabsjue el diametro del disco de
CEF no goteado estaba dentro del rango de sedaihiéstablecido por CLSI mientras
gue no se observo inhibicion alguna alrededor debdyoteado (CLSI, 2008b; 2009b).

111.3.1.3.4. Cuantificacién de la SBL

Se utilizé el ensayo iodométrico Gepid-fixed time” betalactamasa (Sawai y
col., 1978; Brayan y Godfrey, 1991).

Los reactivos usados fueron:

- Reactivo de yodo310,32 Normal y IK 1,2 M

- Buffer 0,1 M, pH=7( NgHPOy:KH, PQ)

- Solucion stock de cefalotina (CEFALOTINA ARGENTIA - Bristol Myers
Squibb) 20 mM (sustrato) en buffer 0,1 M pH=7

- Betalactamasa comercial BD Dif¢b Penase Concentrate : potencia: 20000
LU(Levit Unit)/mL/min; penicilinasa 10000000 Ul/mlenzima estandar)

- Solucion de betalactamasa preparada en el laboré8BL)

[11.3.1.3.4.1. Construccion de la curva patrén para definir lawdilon 6ptima de la
SBL a utilizar

Solucién estandar: Se incubaron 2,5 mL de la enest@ndar a 30°C durante 5
minutos. Al cabo de ese tiempo, se agrego 0,5 motlecion stock de sustrato hasta
alcanzar una concentracion final de 10 pmol de @Ee continuo la incubacion 10
minutos mas. La reaccion se detuvo con 5 mL detiweade b el que se agregd en
forma rapida y mezclando inmediatamente. Se leyabsorbancia a 540 nanometros.

160



Se prepararon dos blancos:
- blanco deJl (Bly): buffer 0, M, pH:7 y reactivo de |
- blanco de sustrato (BS): preparado de igualemaague la solucion estandar

excepto que la enzima se agregé al final.

Se realizaron 4 diluciones (1/4, 1/8, 1/16 y 1/82)a enzima estandar y se leyo

la absorbancia de cada una de ellas.
Se construy6 una gréfica en donde se represent eje de las abscisas las
diluciones crecientes realizadas de la soluciéendéma etandard y en las ordenadas las

lecturas de las absorbancias expresadas en nanemetr

Estas curvas se repitieron con distintas diluciateeta solucion de yodo (1/10,
1/50, 1/100 y 1/1000).

Se repitio el experimento hasta lograr la mejordpEnte para la curva, siendo

las diluciones Optimas 1/8 y 1/16.

[11.3.1.3.4.2. Célculo de la concentracion de la SBL preparadaklaboratorio

Una vez establecidas las mejores condiciones,teentiaé la absorbancia de la
SBL preparada en el laboratorio.

Con dicho valor de absorbancia se realiz6 el caldel la concentraciéon de la

betalactamasa incégnita con la siguiente formula:

Beta lactamasa (umol/mL)= Abs(BS) — Abs(SBx) 40 x 1x 1
Abs (B) F T V

F: moles de 4 consumido por moles de sustrato hidrolizado (pefalotina=1,7):T: tiempo en minutos
(10 minutos);V: volumen de enzima estandar agregado (2,5 Mbk: absorbanciaBS: blanco de
sustratoSBL.: solucién de betalactamaganol: micromol;mL: mililitros; Bl,: blanco de4
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111.C. Materiales y Métodos

Se aplicd esta formula descrita para determinacolacentracion de la SBL
utilizada.

111.3.1.3.5. Ensayo para discos de CEF y OXA

Se efectu6 por método de difusion con inoculo dedpa 0,5 Mc Farland
colocando cuatro discos de CEF (Figura 111.13)XA0por placa. Se incubaron 24 h a
35 °C segun normas CLSI, para ambos discos (CIO88t2 2009b).

Figura Il1.13: Prueba de sensibilidad de cefalotina frente 8. aureussegtin normas CLSI.

Se removieron los discos y tres de ellos se reeraga por discos goteados con
la solucién de betalactamasa (SBL) pura, diluiddzaly al 1/10 respectivamente,

dejando el cuarto lugar sin ocupar. (Figura I11.14)

Figura 111.14: Agar Mueller-Hinton con una cepa incégnita deS. aureusluego de 24 horas de
incubacion donde 3 discos de cefalotina fueron regiazados por discos goteados con SBL pura,
diluida al medio y al décimo.El cuarto lugar quedo sin disco.
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Se incubd 24 h mas en las mismas condiciones yplsegontaron las colonias
que crecieron alrededor de los discos goteados gos®robd fenotipicamente la

identificacion bacteriana.

Se interpretd como persistencia de la accion lLieictaral desarrollo deS.
aureusalrededor de los discos goteados con SBL.

111.3.1.3.6. Ensayo con discos de FOX

Se procedid de igual manera que la descritdl 811.3.5 con discos de FOX 'y a
las 24 h se reemplazaron por otros goteados canidplde betalactamasa VIM-2 (SBL
VIM-2), solucion cedida por la Dra. Adriana Limagstte la Universidad Nacional de

Rosario.
111.3.1.3.7. SBL VIM-2

Se utiliz6 SBL VIM-2 en 10mM buffer Hepes, 200mM ©la pH=7,5,
concentraciéon 293 uM para gotear los discos de B€afido diluciones 1/80, 1/100,

1/150, siendo esta ultima la minima dilucion qustidg6 la carga del disco.

111.3.1.3.8. Método estadistico

Se utilizé el test Mann-Whitney para comparacionmdeestras independientes
con un nivel de significancia del 5%. Se empleédaftware SPSS para Windows 10.0
(Altman, 1997).
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111.3.1.4. Resultados

111.3.1.4.1. Ensayos con discos de CEF y OXA

De los 42 aislamientos que se estudiaron conisebdde CEF y OXA, 22
correspondieron a CBM/CIM & y 20 a CBM/CIM <.

Aplicando la férmula descrita éi.3.1.3.4.2 la concentracion de la solucion de
betalactamasa preparada en el laboratorio regylil & 0,98 umol/mL y ésta fue la

utilizada para gotear los discos de CEF y OXA.
Los datos obtenidos del recuento de colonias geeeron alrededor del disco

de CEF y OXA goteados con SBL pura, diluida al medal décimo de los dos grupos
estudiados, se muestran en las tablas 111.3, llL.%,y 111.6.
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111.C. Resultados

Tabla 111.3: Estudio de 24 aislamientos & aureuscon CBM/CIM de cefalotina 8.
Recuento de las UFC que desarrollaron alrededtwsddiscos de CEF goteados con SBL pura,
diluida al medio y al décimo.

wouwerros | CY, CBM G S8 e e
SAMS 1 0,25 32 128 480 960 640
SAMS 2 0,5 32 64 1120 1120 720
SAMS 3 0,5 32 64 200 160 45
SAMS 4 2 64 32 130 130 80
SAMS 5 2 64 32 304 300 180
SAMS 6 0,5 8 16 200 400 150
SAMS 7 0,5 8 16 400 480 120
SAMS 8 0,25 4 16 800 480 320
SAMS 9 0,5 8 16 210 180 100
SAMS 10 0,5 8 16 520 440 240
SAMS 11 4 64 16 50 80 60
SAMS 12 0,5 8 16 25 80 25
SAMS 13 0,5 8 16 130 130 130
SAMS 14 0,25 4 16 160 400 140
SAMS 15 1 8 8 150 90 30
SAMS 16 0,25 2 8 120 50 45
SAMS 18 1 8 8 150 280 130
SAMS 19 0,5 4 8 120 160 240
SAMS 20 0,25 2 8 60 70 30
SAMS 21 0,25 2 8 360 130 90
SAMS 23 0,5 4 8 100 170 70
SAMS 24 0,125 1 8 100 50 110

SAMS: Staphylococcus aureuseticilino sensible;CIM: concentracién inhibitoria minimapg:
microgramosmL: mililitros; CBM: concentracion bactericida mininBBL: solucién de betalactamasa
preparada en el laboratoriBBL1/2: solucion de betalactamasa diluida al me&BL1/10: solucién de
betalactamasa diluida al décindfzC: unidades formadoras de colonias.
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111.C. Resultados

Tabla 11l.4: Estudio de 20 aislamientos d& aureuscon CBM/CIM de cefalotina<
2.Recuento de las UFC que desarrollaron alredeeldosd discos de CEF goteados con SBL
pura, diluida al medio y al décimo.

MBC/

SAMS 65 0,5 1 2 25 15 11
SAMS 66 0,5 1 2 80 64 64
SAMS 67 0,5 1 2 45 25 38
SAMS 68 0,5 1 2 18 12 10
SAMS 71 0,5 1 2 72 64 16
SAMS 73 0,5 1 2 7 6 3
SAMS 74 0,5 1 2 80 240 100
SAMS 76 0,5 1 2 38 64 30
SAMS 77 0,5 1 2 200 120 80
SAMS 78 0,5 1 2 64 48 100
SAMS 79 0,25 0,5 2 200 130 100
SAMS 81 0,5 1 2 180 100 100
SAMS 82 0,5 2 250 120 100
SAMS 83 0,5 2 200 200 130
SAMS 84 0,25 0,5 2 56 80 120
SAMS 85 0,25 0,5 2 72 48 30
SAMS 95 0,5 0,5 1 25 41 12
SAMS 99 0,5 0,5 1 3 2 5
SAMS 100 0,5 0,5 1 200 80 20
SAMS 101 0,25 0,25 1 250 80 25

SAMS: Staphylococcus aureuseticilino sensible;CIM: concentracién inhibitoria minimapg:
microgramosmL: mililitros; CBM: concentracion bactericida mininBBL: solucién de betalactamasa
preparada en el laboratoriBBL1/2: solucion de betalactamasa diluida al me&BL1/10 solucién de
betalactamasa diluida al décindf;C: unidades formadoras de colonias.
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111.C. Resultados

Tabla 1ll.5: Estudio de 22 aislamientos & aureuscon CBM/CIM de cefalotina_ 8.
Recuento de las UFC que desarrollaron alrededlnrsddiscos de OXA goteados con SBL pura,
diluida al medio y al décimo.

AISLAMIENTOS CIM CBM CBM/ SBL SBL1/2 SBL1/10
(Mg/mL)  (ug/mL)  CIM (UFC) (UFC) (UFC)
SAMS 1 0,25 32 128 144 200 120
SAMS 2 0,5 32 64 40 40 48
SAMS 3 0,5 32 64 46 60 25
SAMS 4 2 64 32 64 80 36
SAMS 5 2 64 32 400 160 120
SAMS 6 0,5 8 16 80 100 80
SAMS 7 0,5 8 16 80 60 40
SAMS 8 0,25 4 16 200 86 80
SAMS 9 0,5 8 16 80 60 120
SAMS 10 0,5 8 16 40 70 40
SAMS 11 4 64 16 32 20 40
SAMS 12 0,5 8 16 25 25 25
SAMS 13 0,5 8 16 200 160 180
SAMS 14 0,25 4 16 24 40 38
SAMS 15 1 8 8 20 50 56
SAMS 16 0,25 2 8 88 64 40
SAMS 18 1 8 8 100 40 38
SAMS 19 0,5 4 8 3200 2400 2000
SAMS 20 0,25 2 8 15 20 56
SAMS 21 0,25 2 8 20 37 30
SAMS 23 0,5 4 8 44 56 40
SAMS 24 0,125 1 8 100 40 80

SAMS: Staphylococcus aureumeticilino sensible;CIM: concentracién inhibitoria minimagg:
microgramosmL: mililitros; CBM: concentracién bactericida mininBBL: solucién de betalactamasa
preparada en el laboratori8BL1/2: solucion de betalactamasa diluida al me&BL1/10: solucién de
betalactamasa diluida al décindf;C: unidades formadoras de colonias.
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111.C. Resultados

Tabla 111.6 : Estudio de 20 aislamientos & aureuscon CBM/CIM de cefalotina< 2.
Recuento de las UFC que desarrollaron alrededlnsddiscos de OXA goteados con SBL pura,
diluida al medio y al décimo.

AISLAMIENTOS CIM CBM MBC/ SBL SBL1/2 SBL1/10
(ug/mL)  (ng/mL) CIM (UFC) (UFC) (UFC)
SAMS 65 0,5 1 2 40 38 25
SAMS 66 0,5 1 2 33 37 34
SAMS 67 0,5 1 2 10 10 2
SAMS 68 0,5 1 2 8 16 6
SAMS 71 0,5 1 2 38 50 20
SAMS 73 0,5 1 2 19 22 11
SAMS 74 0,5 1 2 12 9 10
SAMS 76 0,5 1 2 10 1 5
SAMS 77 0,5 1 2 30 40 35
SAMS 78 0,5 1 2 8 10 10
SAMS 79 0,25 0,5 2 32 40 28
SAMS 81 0,5 1 2 10 15 30
SAMS 82 0,5 1 2 10 7 26
SAMS 83 0,5 1 2 40 42 28
SAMS 84 0,25 0,5 2 40 25 20
SAMS 85 0,25 0,5 2 35 23 25
SAMS 95 0,5 0,5 1 25 25 20
SAMS 99 0,5 0,5 1 10 9 10
SAMS 100 0,5 0,5 1 8 10 10
SAMS 101 0,25 0,25 1 40 15 10

SAMS: Staphylococcus aureumeticilino sensible;CIM: concentraciéon inhibitoria minimapg:
microgramosmL: mililitros; CBM: concentracion bactericida minimBBL: solucion de betalactamasa
preparada en el laboratoriBBL1/2: solucion de betalactamasa diluida al me&BL1/10: solucion de
betalactamasa diluida al déciniéf;C: unidades formadoras de colonias
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Cuando se aplicé el test Mann Whitney para compastUFC desarrolladas
alrededor del disco de CEF y OXA goteados con SBtapdiluida al medio y al

décimo en ambos grupos, se obtuvieron los datogadas en la tabla 111.7.

Tabla Ill.7 : Test de Mann-Whitney para los discos de CEF y OXfeados con SBL pura,
diluida al medio y al décimo.

DISCO CEF GOTEADO DISCO OXA GOTEADO
SBL SBL
SBL 1/2 SBL 1/10 SBL 1/2  SBL 1/10
PURA PURA
Mann-Whitney U | 114,000 71,500 93,000 62,000 45,000 16,500
Wilcoxon W 324,000 281,500 303,000 272,000 255,000 226,500
z - 2,675 - 3,746 - 3,205 - 3,990 -4,417 -5,139
Asymp. Sig.
(2-tailed) ,007 ,0001 ,001 ,0005 ,0003 ,0001

CEF: cefalotina;OXA: oxacilina;SBL: solucién de betalactamassBL 1/2: solucién de betalactamasa
diluida al medioSBL 1/10: solucién de betalactamasa diluida al décimo.

Diferencias mas significativas halladas para ehgosle los discos de CEF y OXA (permitié una
mayor discriminacion entre ambos grupos).
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111.C. Resultados

En las figuras 111.15 y 111.16 se puede observarasiamiento CBM/CIM_>8
con tres discos de CEF goteados luego de 24 haramadibacion a 35°C y un

aislamiento CBM/CIM <2, respectivamente.

Figura Il.15: Aislamiento de S. aureuscon CBM/CIM de cefalotina > 8 después de 24 horas de
incubacion a 35°C con los tres discos reemplazadpgoteados con SBL.

Figura 11l.16: Aislamiento de S. aureuscon CBM/CIM de cefalotina< 2 después de 24 horas de
incubacion a 35°C con los tres discos reemplazadpgoteados con SBL.

171



111.C. Resultados

En las figuras I11.17 y 111.18 se observan las aapbnes de las Figuras Ill.15y
[11.16, respectivamente. En cada una de ellas sealiza el desarrollo bacteriano
descrito.

Figura IIl.17: Ampliaciéon de la figura I1.15. Aislamiento de S. aureuscon CBM/CIM de
cefalotina= 8 y el disco reemplazado de CEF y goteado con SHiluida al medio.

Figura I11.18: Ampliacion de la figura 111.16. Aislamiento de S. aureuscon CBM/CIM de
cefalotina< 2 con el disco reemplazado y goteado con SBL diliai al medio.

Obsérvese la diferencia en el crecimiento de caforde los dos grupos
alrededor del disco goteado con la misma dilucién.

111.3.1.4.2. Ensayo con disco de FOX

Los recuentos de colonias obtenidos alrededor sl@ikros de FOX goteados
con SBL VIM-2 diluida 1/80, 1/100 y 1/150 se muasten las tablas 111.8 y I11.9.
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111.C. Resultados

Tabla 111.8 : Estudio de 22 aislamientos & aureuscon CBM/CIM de cefalotina_>8.
Recuento de las UFC que desarrollaron alrededdosddiscos de FOX goteados con VIM-2
diluida 1/80, 1/100 y 1/150.

ASLAMIENTOS  CM - CcBM - cw Yo Sl ik
(UFC) (UFC) (UFC)
SAMS 1 0,25 32 128 36 38 88
SAMS 2 0,5 32 64 6 11 68
SAMS 3 0,5 32 64 9 7 30
SAMS 4 2 64 32 7 6 22
SAMS 5 2 64 32 20 25 100
SAMS 6 0,5 8 16 6 40 100
SAMS 7 0,5 8 16 7 3 44
SAMS 8 0,25 4 16 1 7 44
SAMS 9 0,5 8 16 3 9 62
SAMS 10 0,5 8 16 0 3 45
SAMS 11 4 64 16 5 1 50
SAMS 12 0,5 8 16 4 1 44
SAMS 13 0,5 8 16 64 60 63
SAMS 14 0,25 4 16 11 2 192
SAMS 15 1 8 8 18 20 44
SAMS 16 0,25 2 8 34 15 88
SAMS 18 1 8 8 7 18 50
SAMS 19 0,5 4 8 224 256 450
SAMS 20 0,25 2 8 13 5 44
SAMS 21 0,25 2 8 2 0 30
SAMS 23 0,5 4 8 15 25 30
SAMS 24 0,125 1 8 15 8 88

SAMS: Staphylococcus aureuseticilino sensible;CIM: concentracién inhibitoria minimapg:
microgramos; mL: mililitros; CBM: concentracion bactericida minima/IM-2: solucién de
betalactamasa preparada en el laboratdfibt-2 1/80: solucion de betalactamasa diluida 1/80y1-2
1/100: soluciéon de betalactamasa diluida 1/180M-2 1/150: solucién de betalactamadduida 1/150;
UFC: unidades formadoras de colonias.
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111.C. Resultados

Tabla 111.9: Estudio de 20 aislamientos & aureuscon CBM/CIM de cefalotinas 2.
Recuento de las UFC que desarrollaron alrededdosddiscos de FOX goteados con VIM-2
diluida 1/80, 1/100 y 1/150.

ASLAMIENTOS M cBM - weer YR s s,
(UFC) (UFC) (UFC)

SAMS 65 0,5 1 2 0 0 70
SAMS 66 0,5 1 2 3 0 20
SAMS 67 0,5 1 2 16 10 30
SAMS 68 0,5 1 2 0 1 36
SAMS 71 0,5 1 2 32 12 32
SAMS 73 0,5 1 2 40
SAMS 74 0,5 1 2 0 0 56
SAMS 76 0,5 1 2 30
SAMS 77 0,5 1 2 40
SAMS 78 0,5 1 2 28 36 80
SAMS 79 0,25 0,5 2 4 6 36
SAMS 81 0,5 1 2 15 18 40
SAMS 82 0,5 1 2 2 4 10
SAMS 83 0,5 1 2 1 17
SAMS 84 0,25 0,5 2 13 15 40
SAMS 85 0,25 0,5 2 9 6 48
SAMS 95 0,5 0,5 1 9 25 18
SAMS 99 0,5 0,5 1 2 52
SAMS 100 0,5 0,5 1 5 3 20
SAMS 101 0,25 0,25 1 2 0 30

SAMS: Staphylococcus aureumeticilino sensible;CIM: concentraciéon inhibitoria minimapg:
microgramos; mL: mililitros; CBM: concentracion bactericida minima/IM-2: solucion de
betalactamasa preparada en el laboratdfibt-2 1/80: solucion de betalactamasa diluida 1/80y1-2
1/100: solucién de betalactamasa diluida 1/180M-2 1/150: solucion de betalactamadduida 1/150;
UFC: unidades formadoras de colonias.
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111.C. Resultados

A los recuentos de colonias que desarrollaron eftfed del disco de FOX
reemplazados y goteados con SBL VIM-2 diluida 18Q00 y 1/150 se les aplicé el

analisis estadistico obteniéndose los valores ams$ren la tabla 111.10.

Tabla I11.10: Test de Mann-Whitney para el disco de FOX goteadoSBL-VIM2 diluida
1/80, 1/100 y 1/150.

DISCO FOX GOTEADO
SBL-VIM 2 SBL-VIM 2 SBL-VIM 2
1/80 1/100 1/150
Mann-Whitney U 134,000 143,000 99,500
WilcoxonW 344,000 353,000 309,500
Z -2,172 -1,944 -3,044
Asymp. Sig. (2-tailed) ,030 ,052 ,002

FOX: cefoxitina; SBL-VIM 2 1/80: solucion de betalactamasa VIM 2 diluida 1/88L-VIM 2 1/100:
solucién de betalactamasa VIM 2 diluida 1/1688L-VIM 2 1/150: solucién de betalactamasa VIM 2

diluida 1/150

Diferencia mas significativa hallada para el ensdgraisco FOX goteado (dilucion que permitié una
mayor discriminacion entre ambos grupos)
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111.C. Resultados

Las frecuencias acumuladas de ambos grupos, canelsliscos ensayados y

goteados con la correspondiente solucién a la idiluacque logr6 una mejor

diferenciacion entre ambos grupos estudiados, seradn en la tabla I11.11.

Tabla Ill.11: Frecuencias de UFC acumuladas para los discos fdta®, oxacilina y
cefoxitina goteados con la dilucion de SBL que dogrejor diferenciacion.

CEFALOTINA OXACILINA CEFOXITINA

>8 <2 >8 <2 >8 <2
UFC FA UFC FA UFC FA UFC FA UFC FA UFC FA
50 91 6 10,00 25 9,1 2 5,0 22 4.5 10 9,0
70 13,6 12 15,0 30 13,4 5 10,0 30 18,2] 17 10,0
80 22,7] 15 200 36 18,2 6 15,00 44 40,9 18 15,0
90 27,3| 25 250 38 27,3 10 400 45 455 20 25,0
130 40,9 41 30,0 40 50,0 11 45,0 50 54,5 30 40,0
160 50,0, 48 40,0/ 48 54,5 20 600 62 59,1] 32 450
170 54,5/ 64 55,0 56 63,6 25 700 63 63,6/ 36 550
180 59,1 80 70,0 80 77,3 26 75,0 68 68,2 40 75,0
280 63,6/ 100 75,0 120 90,9 28 850 88 81,8/ 48 80,0
300 68,20 120 85,0 180 955 30 90,0/ 100 90,9 52 850
400 77,3 130 90,0 2000 100 34 950192 955 56 90,0
440 88,00 200 95,0 35 100 450 100 70 95,0
480 90,9 240 100 80 100
960 95,5
1120 100

>8: aislamientos con relacion CBM/CIM de cefalotira8; <2: aislamientos con relacion de CBM/CIM
de cefalotina 2; UFC: unidades formadoras de colonias que crecierodedia de los discos goteados;
FA: porcentaje de frecuencia acumulativa.

Puntos de corte para cada AM que permitié sepasgrdblaciones con porcentajes superiores al 70%
a excepcion del disco de cefoxitina que alcanz6uh%.

176



111.3.1.5. Discusion

Como se comento6 previamente, esta técnica fuerdétada por Peterson y col.
(1980) quienes utilizaron discos de penicilina gdtes con betalactamasa comercial
para Streptococcus viridansEstos autores demostraron que es una técnicdesymp
rapida para la deteccién de cepas tolerantes yieugi que la tolerancia puede estar
mas asociada a las cefalosporinas que a la peaicii partir de estos hallazgos, varios
autores propusieron diversas técnicas para detectatividad bactericida (Dankert y
col., 1982; Cunhay col., 2010).

Masuda y Tomioka (1975) comunicaron que, si bietose®studios fueron
realizados utilizando cefalosporinas y penicilinastables a las betalactamasas, dicho
método puede ser aplicado a cualquier antibidliemgre que se disponga de enzimas
Optimas y potentes. Los datos obtenidos en estadescordaron con lo expresado por

estos autores ya que para el disco de FOX se usd&/BB-2.

Ademas estos investigadores expresaron que el métradsimple y ahorraba
tiempo para detectar la actividad bacteriostaticdagtericida de los antibiéticos
betalactamicos (Masuda y Tomioka, 1975), lo queiasemwincidente con las

conclusiones deducidas del presente trabajo.

Si bien algunos autores sostienen que la supeabigg AM bactericidas sobre
los bacteriostaticos permanece controversial, Esaski y col (2009) utilizaron la
relacion CBM/CIM y la CBM, para demostrar la potencia de nuevos AM tales como
daptomicina frente &taphylococcus aureukstos investigadores concluyeron ademas
gue, a pesar de la relativa facilidad del rendimaiela CBM puede ser una herramienta
atil en la decision de los clinicos a la hora dayelun tratamiento frente a determinados

pacientes; lo que valoriza el uso de la técniceaqh en este trabajo de tesis.

En el presente estudio se intent6 comparar losmishtos de SAMS con
CBM/CIM de CEF_>8 y <2 utilizando discos de CEF, OXA y FOX reemplazaglos
goteados con soluciones de betalactamasa produerda&t laboratorio y de calidad

controlada.
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Se coincide con Peterson y c(1980) quienes concluyeron que se trata de una
técnica facil y accesible y que permite establgnertos de corte en funcion de las

colonias que crecen alrededor de los distintoodipceviamente goteados.

Se observdé que cuando se usaron discos de CEFilcamm 1/2 de SBL
preparada en el laboratorio, se pudo establecerdif@egncia altamente significativa

entre ambos grupos en su respuesta a la bacteripetio,0001), (Tabla I1.7).

De las frecuencias acumuladas para el disco de ®eEfedujo que cuando el
recuento de UFC fue mayor a 90, el 72.7% de laascepan CBM/CIM_>8, mientras
que un 30 % cepas del grupo CBM/CIM 2< alcanzaron valores superiores (Tabla
[11.11), (Méndez y col., 2008).

Para FOX la dilucién 1/150 mostré mejores resukage0,002), (Tabla 111.10).
El 60.1% de los aislamientos con CBM/CIM8> crecieron con mas de 40 UFC y se
encontré que el 25 % de las cepas CBM/CIN <uvieron valores superiores a 40
UFC (Tabla 11.11), (Méndez y col., 2009b).

En cuanto al disco de OXA, los mejores resultadgobgraron con la dilucion
1/10 de BLS (p< 0,0001), (Tabla 1ll.7). Se demosjue un numero de aislamientos
mayor a 30 UFC, en el 81.8 % de los casos peri@redcgrupo CBM/CIM_>8 en
contraste con sélo el 10 % de cepas CBM/CIZ gue alcanzaron recuentos maximos
de hasta 35 UFC.

Se destaca que esta técnica se puso a punto gsaedalld en esta tesis no
existiendo bibliografia o reportes al respecto,qaenotros investigadores efectuaron
ensayos con discos de penicilina. Ademas se uigb producida en el laboratorio, no

comercial y estandarizada.
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111.3.1.6. Conclusiones

La utilizacién del disco de OXA resulté mejor gaede discos de CEF y de
FOX ya que permiti6 contener un mayor porcentajecepas con valores
elevados en la relacion CBM/CIM & minimizando la superposicion de cepas
CBM/CIM < 2 a so6lo un 10%.

La técnica ensayada resultd simple y accesible [@adeteccion de SAMS
tolerantes a la accion bactericida de cefalotirsio Ba hace clinicamente (til
para ser aplicada en los laboratorios de microbiala fin de orientar la
seleccion del tratamiento adecuado siendo masadpid los estudios de tiempo

de muerte.

179



180



STAPHILOCOCCUS AUREUS
METICILINO RESISTENTES
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IV.1. SECCION A

IV.1.1. CONCENTRACION INHIBITORIA Y BACTERICIDA MINIMAS Y C  URVAS
DE CINETICA DE MUERTE

IV.1.1.1. Introduccién

Al poco tiempo de la introduccion de la meticilipara el tratamiento de las
infecciones estafilocdcicas, emerge en Inglateera, el afio 1960 Staphylococcus
aureus meticilino resistente (SAMR) (Jevons, 1961), defta@lose como importante
patdgeno nosocomial, principalmente en las unidatesuidados intensivos (UTI).
SAMR fue reconocido por primera vez en EEUU comosa de un brote en el Boston
City Hospital a finales de los '60. Por razone<laoas hubo relativamente pocos casos
hasta 1975 donde comenzaron a reportarse brotesllegsr actualmente a representar
més del 60% de los aislamientos hospitalarios (Beug Corey, 2008).

IV.1.1.1.1. Aumento de la frecuencia y complejidad de las icifses por SAMR

Las infecciones por este agente son comunicadasveadcon mayor frecuencia
en todo el mundo (Grundmann y col., 2006; Zell€ésgtub, 2011). En el afio 2003 se
reportd en EEUU, el ingreso de 400.000 pacientaalas debido a infecciones por esta
bacteria (Noskin y col., 2005). Los problemas detos de estos pacientes son cada vez
méas complejos debido a las exigencias del sisteensatlid actual que se ha tornado
técnicamente avanzado y complejo. Consecuentemefteyatamiento de estas
infecciones se hace cada vez mas dificil ya qudes@nun progresivo aumento de los

gastos de dichos centros y mayor morbi-mortalidaasgrove y Fowler, 2008).

En la Tabla IV.1 se presenta el nimero de muesta®@&do que se producen por
enfermedades infecciosas en los EEUU (Boucher yyY;a2008). Como se puede
observar, las infecciones por SAMR causan anuakmenmuerte de 19.000 pacientes
hospitalizados, similar al nimero producido por AlQuberculosis y hepatitis viral

combinadas.
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Tabla 1V.1: Numero de muertes estimado segun enfermedadesciofas en EEUU.
(Boucher y Corey, 2008).

Tipo infeccién N° muertes (estimado) Ao
Infeccion por SAMR 19.000 (muertos en el hospital) 2005
SIDA 15.798 2004
Tuberculosis 662 2004
Hepatitis viral 5793 2002
SRAG 0 2002-2005
Influenza aviar 0 2002-2005

SAMR: Staphylococcus aureuseticilino resistentesy®: nimero; SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida;
SRAG: sindrome respiratorio agudo grave.

Los elevados costos que ocasionan pacientes comrivatia por SAMR
asociada a catéter se duplican si se trata derigscias adquiridas en el hospital. En
pacientes con este tipo de dispositivo endoveriasmortalidad es del 17% si se trata
de catéteres colocados por periodos prolongaddsasi&a 12 semanas, y aumenta a
35%, si se trata de pacientes con protesis o \&dvohrdiacas (Cosgrove y Fowler,
2008).

La endocarditis infecciosa es una de laspticationes mas severas y su incidencia
ha ido en aumento. Se ha reportado que el 30%dtearditis diagnosticadas se deben
a este agente, y que esto sucede no solo en EBWUeni todo el mundo (Casabe,
2008).
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IV.1.1.1.2.Infeccién hospitalaria por SAMR

A pesar que SAMR se identificO en 1961, recién aiatds de los ‘80 se
transformoé en un patdégeno importante. El aumentagianfecciones por SAMR refleja
probablemente el creciente impacto de las inteiears médicas, la mayor utilizacién
de dispositivos intravasculares y la mayor edad-gnorbilidad de los pacientes. El uso
y abuso de los AM también contribuy6 a la emergen@ la resistencia (Cosgrove y
Fowler, 2008).

Existen cada vez mas estudios que reportan el aardenestas infecciones. El
Centers for Disease Control (CDC) de EEUU infornu@ @ntre los afios 1999-2000
hubo 125.969 hospitalizaciones, incluyendo bactgas y neumonias (Kuehnert y col.,
2005).

El programa de vigilancia de bacteriemias por SANIR se llevé a cabo en
EEUU demostro que los aislamientos por SAMR aummentde 22% en 1995 a 57% en
2001 (Wisplinghoff y col.,, 2004). También se det@dn que existia variacion

geografica con mayor numero de infecciones enrals@se pais.

De manera similar, en Europa se detectaron difexenen la incidencia
comunicada entre los aflos 1999 y 2002 variandoedald015% en Islandia hasta el 44%

en Grecia (Tiemersma y col., 2004).

La importancia de estas infecciones radica erntdanabrbi-mortalidad. Dos meta
analisis demostraron que, entre los afios 1980 ¥,2[0 mortalidad debida a las
infecciones por SAMR fue mayor que las producidas PAMS (Cosgrove y col.,
2003). Hasta la fecha, los investigadores no sep@sto de acuerdo respecto a las
causas que motivan la mayor mortalidad. Algunoguraentan que ciertos factores se
deben a la mayor virulencia de SAMR mientras quesosugieren que las diferencias
radican en el tipo de paciente que contrae estleeciones, ya que se trata de
individuos de mayor edad y con enfermedades de kdsas, sostienen que el uso de

antibioticos inefectivos juega un rol importantel@nespuesta de la terapia.
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IV.1.1.1.3.SAMR en Argentina

En nuestro pais, Catalano y col. (1982) reportaamprimera vez el caso de un
aislamiento de5. aureudolerante, o sea, con un efecto bactericida digitiina CEF
1G, en un paciente que ingresé con una pancreagjtida y focos necrohemorragicos
desarrollando una sepsis por este microorganisnemdba la atencidon que esta
bacteria era sensible a cefalotina y resistentetaciima por el método de difusion con

discos.

Comenzaba, sin sospecharlo la comunidad cientifcagra del SAMR en

Argentina.

En 1989, nuevamente estos autores publicaron estoslios de sensibilidad de
Staphylococcussp. frente a 15 antimicrobianos registrando larieid@m de cepas

oxacilino-resistentes (Catalano y col., 1989).

Posteriormente diversos investigadores de nuesif® fealizaron numerosas
comunicaciones en eventos nacionales e interndemisabre este agente (Bogado y
col., 1995; Bantar y col., 1998; Rossi y col., 1999

En un estudio realizado recientemente, sobre 38scds bacteriemia pds.
aureus 22 (56,4%) fueron causados por SAMS y 17 (4386)SAMR. A pesar que la
incidencia de SAMS fue mayor, la mortalidad globae del 51,3% y estuvo

significativamente asociada con la resistenciaradtcilina (Traversa y col., 2010).

En la ciudad de Santa Fe, especificamente en gitdbBr. José Maria Cullen,
centro donde se obtuvieron las cepas de este estadicomunicé en el afio 1993, que
la resistencia a meticilina éh aureusdeterminada por el método de dilucion en caldo,
era del 23% (Méndez y col., 1993; Méndez y col95)9

Como se desprende de la lectura de esta tesis\alencia de SAMR en dicha

institucion aumento6 del 23% en el ano 1993 al 4drPta actualidad, coincidiendo con

la mayoria de los reportes nacionales e internatgsn
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IV.1.1.1.4.Resistencia intrinseca a meticilina

La meticilino resistencia se debe a la presenciggele mecA.Este gen es un
segmento de ADN cromosomal de 30 a 50 Kb, que pdsseslementos regulatorios
(mecR1 y mecl) que controlan la transcripcion adaigen. Este, codifica una proteina
ligando penicilina (PLP o PBP) anémala denomina@BZ2 que participa en la sintesis
de la pared celular. La expresion del gen puedensieicible o constitutiva (Utsui y
Yokota, 1985).

Se ha sugerido quenecAy su ADN asociado son elementos moviles;
probablemente los plasmidos de betalactamasas ipysdeeer un sitio de insercion
temporal para el transposén que contienmet.Su region promotora, constituida por
los 300 primeros nucleétidos mas los genes regidatoes similar en secuencias a las
regiones andlogas de las betalactamasas estafdas0tos genes regulatoriasecly
mecR1reprimen fec) o conducenrfiecR] la expresion denecA(Goldstein y col.,
2007).

La regibnmeces inestable. Por estudios con enzimas de raétrise ha hecho
el mapeo del cromosoma que porta el g@ten cepas recuperadas de hospitales y se
ha observado que presentan, ademas, genes denesigbara otros AM y metales
pesados. Hay transposones y secuencias de insgmaséantes, incluyendo el Tn554
que contiene armA (codifica resistencia a eritromicina) localizadola posicion 5’ del
mecA ademas del TS431 en la posicion 3’ asociado armd@tantes de resistencia
incluyendo cadmio, mercurio y tetraciclina. La faeid de recombinacion homadloga
para agrupar determinantes de resistencia con etemde insercion similares, explica

esta resistencia a multiples farmacos (de Lencgstod, 2007).

IV.1.1.1.5.Deteccion de la meticilino resistencia

SAMR son resistentes a todos los betalactAmicodaycambinacion de estos
con inhibidores. La deteccion es complicada dad® equ muchas cepas su expresion
fenotipica es heterogénea; esto ocurre cuando wsw@ofraccion de la poblacion la

expresa (Giannouli y col., 2010).
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Se han desarrollado varias alternativas para cadén fenotipica, tales como
la prueba de tamizaje en agar Mueller-Hinton cqrgBnL de OXA, adicionado de 4 %
de cloruro de sodio, técnica estandarizada por CB8l ha disefiado esta técnica
utilizando otros AM tales como FOX usando distintaacentraciones (Lorenz y col.,
2006). También existen métodos comerciales talewaa ensayo de aglutinacion que
detecta la presencia de la PBP2a (Felten y cdd2)2€on excelentes resultados segun
trabajos realizados en los que se compara estedmé&wmn la deteccion dehecA
(Soloaga y col., 2004).

A pesar de todos estos intentos para determinanefgcilino resistencia de

manera sencilla, el métodgdid standard es la investigacion del genecApor PCR.

IV.1.1.1.6.SAMR adquiridos en la comunidad

SAMR siempre fue considerado un patogeno intrakegpio. Sin embargo,
desde mediados de los '90, se ha producido unalde®p” en el niumero de
infecciones por SAMR en poblaciones que carecefacteres de riesgo y que no han
sido expuestas al sistema de salud (Elliott y @9Q9; David y Daum, 2010). Este
aumento ha sido asociado al reconocimiento de uS®MR, comunmente llamados
“SAMR adquirido en la comunidad” (SAMR-AC). Estoslamientos parecen haberse
diseminado rapidamente entre la poblacién generdtlElUU y actualmente afectan a
pacientes con o sin exposiciéon al entorno delmiatde salud.

Las cepas SAMR-AC se han diferenciado de las c§fdR asociadas a
cuidados de la salud (SAMR-AH) por caracteristivedeculares distintivas. Las cepas
de SAMR-AH poseen un elemento genético movil camatomo $taphylococcal
chromosomal cassettmec” (SCAmeqQ relativamente de gran tamafio tipo I, Il, IV.
(Todos los tipos de SGectienen en comun la presencia del geecA el cual es
universal en los aislamientos SAMR). Estas cepadrezuencia son resistentes a otras
clases de antibiéticos no beta-lactamicos (es dmmir multi-resistentes) y rara vez
presentan el factor de virulencia LPV. Por el camdxr, las cepas de SAMR-AC poseen
elementos SCQec mas pequeiios, principalmente IV y V, los cualedasemas

moviles (aunque es poca la evidencia que apoydexsia). Estas cepas son resistentes
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a pocos antibidticos no beta-lactamicos (no presenmulti-resistencia) y
frecuentemente poseen LPV (Berglund y Soderg®08). Actualmente se han

descubierto otros nuevos elementos asociados a SACIR

Ademas de estas diferencias en las caracteristjeastipicas, SAMR-AC
infecta a una poblacién distinta de la afectada §AMR-AH y causa sindromes
clinicos también diferentes. Las infecciones po™MERAAC tienden a producirse en
pacientes jovenes previamente sanos. Se han asqmiadipalmente con infecciones
de PPB pero también con sindromes clinicos sevaliescomo neumonia necrotizante
y sepsis grave (Rouzic y col.,, 2010). Por el coitfaSAMR-AH se ha aislado
principalmente de personas mayores, con una 0 or@cones morbidas, exposicion
previa al ambiente de la salud y tienden a procheiimonia, bacteriemia e infecciones

invasivas (Shor y col., 2006).

Las infecciones por SAMR-AC han llevado a una srd salud publica en los
servicios de emergencia de EEUU. Un estudio reddizmn San Francisco, CA, EEUU,
desde 2004 hasta 2005 demostrd que el 90% deféasiones por SAMR tenian inicio
en la comunidad con una incidencia de 316 casof@0(ersonas (Liu y col., 2008).
Otra investigacion realizada entre 1997 y 2005m@&sgue la concurrencia anual de
pacientes externos a los servicios de emergencialpresos o celulitis se duplico
desde 17,3 a 32,5 casos cada 1.000 personas (Heoth 2008), atribuyéndosele a los
aislamientos de SAMR-AC la principal responsabdid&n algunas regiones, estos
aislamientos se recuperan del 75% de infecciones Spoaureusasociadas a la

comunidad en nifios (Sdougkos y col., 2008; Ezcouaal., 2009).

Para complicar aun mas el marco epidemiologicayrelg de las infecciones por
“SAMR de inicio en la comunidad” (SAMR-CO), son gduzidas por cepas de SAMR-
AH, tal vez relacionadas al creciente manejo de dasiplicadas infecciones por

SAMR-AH tratadas en el domicilio del paciente.

Por lo tanto, SAMR en la comunidad tiene una cojapépidemiologia que

surge del “escape” de las SAMR-AH a la poblaciomegal, las llamadas cepas
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“salvajes” y de las cepas SAMR-AC reconocidasememente y cuyo surgimiento
tiene importantes implicancias clinicas (Bygoti{.,c2008).

En la actualidad, existen grandes reservorios dellSAuera de los centros de
salud. Esto implica que los intentos llevados aocah EEUU para controlar este
microorganismo utilizando métodos basados en codgola infeccion nosocomial,
probablemente no sean exitosos sino se acompafamn desfuerzo similar para
contrarrestar la diseminacion en la comunidad (fgscol., 2010; Nagel y col., 2010;
Giusti y col., 2011b; Cristobal y col., 2011; OtyefFrench, 2011).

Ademas las infecciones por SAMR ocasionan mayoregaeiones y son mas

dificiles de tratar que las producidas por SAMS.

Este hecho se agrava ya que, en la actualidadieexiglativamente pocos
antibioticos disponibles para el tratamiento de mosmos. Mas aun, los agentes
antimicrobianos utilizables, tienen importantesit@miones y el desarrollo de nuevas
clases de antibiéticos ha disminuido (Wenzel y,c@008). Se han reportado,
Gltimamente, aislamientos d8&. aureusque son resistentes a las pocas drogas
antiestafilocécicas efectivas contra SAMR elevaladgosibilidades de infecciones por

S. aureusnulti-resistentes imposibles de tratar (Silver] PO
De todo lo expresado anteriormente, se desprend#idaltad del tratamiento
de estas infecciones y la necesidad de estudaatiddad de la vancomicina frente a

los aislamientos SAMR-AH y SAMR-AC.

IV.1.1.1.7.Vancomicina: historia de un AM exitoso

A pesar de que han pasado ya mas de 50 afios deddgscsibrimiento, existe un
creciente interés en la vancomicina. Paralelam@figura IV.1) han aumentado las
publicaciones relacionadas con el conocimiento ¢y ds este interesante antibiotico
(Levine, 2006).
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Figura IV.1: Cantidad de articulos en inglés en cuyo titulo se mewcia VAN. Afios 195-2003
(Extraido de Levine, 2006).

En 1950, con ya pocas opciones para tratar infeesioestafilococice
resistentes a la penicilina, el laboratorio Elitiand Company inicio un pgrama
dirigido a descubrir nuevos AM con actividad frerteeste patégeno. En 1952
misionero de Borneo (isla del sudeste asiatico)éenma muestra de tierra a su am
Dr. Kornfield, un quimico organico que trabajabaema compaiiia. Este investige

aisl6 de esa muesti@treptomyces orienta, aislamiento que resultd activo frentt

organismos grarpositivos

Inicialmente esta droga se denominMississippi mutl debido a su colo
marron y se realizaron con ella experimerin-vitro para determini su sensibilidad
frente a todos los aislamientos disponibles en whdo. Luego debid ser purificac
obteniéndose otra que se llamé “vancomicina” deavade la palabra ingle:

“vanquishi: “vencer a”. Fue asi que estuvo disponible pasagos clinicos
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IV.1.1.1.8.Vancomicina: uso clinic

Como se expreso anteriormente, una vez introddaidéAN fue eclipsada pc
otros AM menos toxicos y con igual o mayor eficabla obstante, a comienzos de

afos '80 ocurre un “dramético” aumo en el uso de este ATB (FiguV.2).
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Figura IV.2: Uso de VAN en los EEUU, Francia, Italia, Alemania énglaterra desde 1975 a 19¢
(Extraido de Levine, 2006).

Dos eventos fueron responsables de este incremé&htqrimero, fue e
diagndsico de la colitis seudomembranosa, infeccion qwe tuna excelente respue
debido a que la VAN es pobremente absorbida ptiaeto intestinal. Lo que moti\
que se transformara en la droga de eleccion pasapasologia. Sin embargo, el t
indiscriminado de VAN, especialmente por via , fue responsable en pe, de la

aparicion deenterococcusp. resistente a VAN (Sethi y col., 2009).

El segundo evento que llevé al aumento del uso AN Yue la emergencia ¢
patogenos resistentes; primero SAl luego Streptococcus pneumon resistente a
penicilina (Sakoulag Moellering 2008).

Posteriormente se comunicalS. aureugon sensibilidad intmedia a VAN y
luego resistentes a ella, pero aun no son considereomo foblema de salud public
(Howden y col.2010; Mollerach y col., 2010; Pitz y col., 20:
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A pesar de haber comenzado la era de la resstana VAN, es importante
reconocer que puede haber fracasos en aislamisatsibles. Ademas Fowler y col.
(2005) encontraron que en pacientes con bacteripari&AMR con CIM de VAN =
0,05 pg/mL, tenian 55,6% de éxito terapéutico caagmacon un 9,5% en los pacientes

cuyos aislamientos tenian una CIM entre 1y 2 pg/mL

Con el conocimiento de la concentracion terapéuytida la CIM de VAN frente
a los principales patdgenos se podrian mejoraddéisiencias intrinsecas y la utilidad
de esta droga. Por ejemplo conocer el nivel s@&WAN jugaria un rol importante en
el tratamiento de la neumonia ya que la penetrad@este AM en los pulmones es
pobre resultando en fracasos terapéuticos. Sin rgmbauando las concentraciones
séricas se mantienen por encima de la CIM del ageninfectante la mejoria es

significativamente mayor.

Levine (2006) en su excelente revision sobre eMecApresa queltiego de 50
aflos hemos aprendido bastante sobre la VAN, petesitamos conocer mas sobre
ella, a fin de lograr un tratamiento exitoso pawsIpacientes y, que aun después de 50

afios, hay mucho para agregar a la historia de ad8.

Mohr y Murray (2007) consideran que VAN no es obtbbpara el tratamiento
de SAMR ya que millones de dosis son administrgoas aflo para tratar dichas
infecciones y que, a pesar de que algunos investiga sugieren que los nuevos AM
logran mejores resultados, VAN continda teniend@lg mejor actividad que ellos y
se debe tener en cuenta su menor costo. VAN resnltAM seguro, no presenta
interacciones con otras drogas, puede ser adnaidéstpor vena periférica y es

econdmico.
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IV.1.1.2. Objetivos:

o Investigar la actividad bacteriostatica y bactdacde vancomicina frente a

aislamientos infectantes &aphylococcus aureusheticilino resistentes.

o Diferenciar los aislamientos tolerantes a VAN set@irelacion CBM/CIM

con los obtenidos mediante curvas de cinética certau
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IV.1.1.3. Materiales y Métodos

IV.1.1.3.1. Aislamientos bacterianos

Se recolectaron 112 SAMR, consecutivos y Unicosygientes de diferentes
tipos de muestras de pacientes asistidos en elitdb§py. José Maria Cullen de la
ciudad de Santa Fe, Argentina, durante el periodapcendido entre el 25 de Febrero
de 2006 al 16 de Agosto de 2008. Cada aislamienttiesomino con la sigla SAMR y
el nimero correspondiente y fueron conservadogaela -70°C hasta el momento de

Su procesamiento.

IV.1.1.3.2.Pruebas de sensibilidad

IV.1.1.3.2.1.Difusién con discos de OXA y FOX

Se realiz6 la prueba de difusion con discos de ibxac(lpg) (BBL) y
cefoxitina (30ug) (BBL) para determinar la sengisitl a meticilina segin normas del
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). &#iz6 como cepa contrdb. aureus
ATCC 25923 (CLSI, 2009b).

IV.1.1.3.2.2.Concentracion inhibitoria minima (CIM) de VAN

Una vez confirmada la resistencia a meticilina pbmétodo de difusion, se

procedio a realizar el método de dilucién a vancamai
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IV.1.1.3.2.2.1.Solucién de antibiético y sus dilucionede preparé una solucion de
trabajo de 64 pg/mL a partir de VAN (Lab. AbbottgAntina), es decir 4 veces la

dilucion del tubo mas concentrado. Las dilucionstidiadas oscilaron entre 0,125

pg/mL a 16 pg/mL (Figura IV.3).

Solucion de AM
Se tomaron
2 2 ___h--.x"\_
[ 096mL y
i_l " I—:
+1 mL H,O tf9mL H,O
3 mL de 64pg/mL
I - L L Solucidn de trabajo
\__/ o ; .
2mg de VAN | mL de 10 mL de 2,04 mLH,O
2000 pg/mL 200 pg/mL

Figura IV.3: Preparacion de la solucion de trabajo de vancomicn (64ug/mL) para determinar
concentracion inhibitoria minima.
AM: antimicrobianomL: mililitro; H,O: agua,VAN: vancomicinajg: microgramos.

IV.1.1.3.2.2.2.In6culo. El inéculo de trabajo (FOUFC/mL) se obtuvo efectuando una
dilucién del caldo con una turbidez de 0,5 de kesde McFarland obtenido de igual

manera como se describié dh1.1.3.2.2.2.

IV.1.1.3.2.2.3.Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UHCYe1 indculo
inicial. Se realizaron diluciones sucesivas del inéculdraleajo, tomando 100 pL del

mismo y agregandolos a 0,9 mL de agua estéril.gBaran y de alli se tomaron otros
100 pL y asi sucesivamente hasta completar elrterbe con un recuento igual a*10

UFC/mL. Se tomaron 10 pL de cada dilucion y sécegpn en un cuarto de placa de
agar Mueller-Hinton (Laboratorios Britania - Argera). Se abrid la estria con el ansa.
Se incubd 24 horas a 35°C. El calculo del inOcnicial se realizo de la misma forma

que para cefalotina (Figura 111.4).
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IV.1.1.3.2.2.4.CIM. Se determiné por la técnica de macrodilucion wildo caldo
Mueller Hinton (Difco Culture Media) con pH contaglo segun las normas CLSI
(CLSI, 2009a). Se realizaron diluciones sucesivawneaio del AM y se adiciond un
volumen fijo de in6culo incubandose 24 horas a B5°Se efectuaron ademas, un
control de caldo (sélo caldo Miueller Hinton), unnttol del antibidtico (caldo mas

solucién de antibiotico) y un control de inéculalfto mas indculo) (Figura 1V.4).

| || LI

IlmL ImL ImL ImL IlmL ImL ImL ImL

s s s aaaas

ImL de solucion
de trabajo de AM
(64pg/mL)

1 mL de caldo MH ﬂ j ‘— —
: & @

-

A R R RN

0.5 0.25 0.125 control control control
’ ’ ’ AM  caldo MH indculo

d

Concentracion
final de AM de 16 8 4
c¢/tubo en pg/mL

(S
—

Figura IV.4: Determinacién de CIM de vancomicina.
mL: mililitros; AM: antimicrobianoMH: Mueller-Hinton;ug: microgramos.

IV.1.1.3.2.2.5. Cepa_control. Se utilizé6 S. aureusATCC 29213 que tiene para
vancomicina una CIM = 0,22g/mL. Se procedi6 de igual manera que para lagscep

incégnitas realizando diluciones del AM entre O, u2mL y 0,5 pg/mL.

IV.1.1.3.2.2.6.Lectura e interpretacion de la CIMluego de 24 horas de incubaciéon a

35°C se observaron primero, los tubos controlegegad las incognitas.

Se considerd que la técnica era correcta cuandubtesieron los siguientes
resultados:

Control de caldo: Limpido.

Control de antibiético: Limpido

Control de in6culo: Turbio
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CIM: Minima concentracion de antibiético en la aldubo correspondiente se

observo macroscépicamente limpido.

IV.1.1.3.2.3.Concentracion bactericida minima (CBM) de VAN

IV.1.1.3.2.3.1 Inéculos. Se partié de los tubos que resultaron limpidoeealizar la

CIM. Se homogeneiz6 cada tubo en vortex durants orinutos.

IV.1.1.3.2.3.2.CBM. Se tomaron 5 pL de cada tubo homogeneizado y ssidegn un
cuarto de placa de Mdueller-Hinton (Laboratoriostdria - Argentina). Se dejaron
reposar 15 minutos para diluir la concentraciorlemedio y evitar asi el efectarry-
overdel antibidtico vehiculizado. Luego de dicho tienpbabiendo observado la gota

seca, se procedid a estriar con un ansa. Se irffgbhoras a 35 °C. (Figura 1V. 5).

o o N B W L D < "

Concentracion |6 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
(Hg/mL)

Por ejemplo: CIM = 1 pg/mL (primera dilucion que inhibe el desarrollo visible)

Para CBM: Se tomaron 5 pL de cada tubo limpido y se sembraron en agar MH

\\_\. ’__" \‘\
‘;.p 16 ug/mL 8 yo/ml "‘.‘ I‘,-’ ‘l“.
| Hg/m \ Hg/m | 2pg/mL | 1 pg/mL |

; \
\ SN f '

\ g .

\ i \\\

. 4pgmL
7

¢

/

“\\ p /

A

Las placas se dejaron reposar 20 minutos, hasta que se secod

el volumen depositado y luego se incubaron 24h a 35°C

Figura IV.5: Determinacion de CBM de vancomicina.
pg: microgramosmL: mililitros; CIM: concentracion inhibitoria minim&BM: concentracion bactericida minima;
pL: microlitros;MH: Mueller-Hinton
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IV.1.1.3.2.3.3.Calculo de la CBM. Luego de las 24 horas se procedio al recuento de

UFC que crecieron de cada tubo macroscopicameantedd. Se consideré la CBM a
aquella dilucion que maté el 99,9 % de inéculoioaf Esto equivale a la disminucion
de 3 logaritmos decimales con relacion al recuelgocolonias (UFC) del inéculo

inicial. (Figura IV. 6).

100 % viables in6culo de trabajo (UFC/mL)
0:1'% viables g indculo de trabajo . 10"
10?
X =UFC/mL
10" uL - XUFC N° de colonias que se
deben contar para
_ determinar la CBM
5 L X,= S5uL X UFC =
10" L

Figura IV.6: Calculo de la CBM.
UFC: unidades formadoras de coloniad;: mililitros; uL: microlitros;N°: nimero;CBM: concentracion
bactericida minima.

IV.1.1.3.2.3.4.Bactericidia y toleranciaDado que las normas CLSI establecen los

siguientes intervalos para vancomicina: Sens#l@: pg/mL; Intermedio: 4 -8 ug/mL;
Resistente: 16 umL, se considetdactericidia cuando la CBM resulté menor o igual
a 4 veces la CIM (CLSI, 2009a).

Un aislamiento fud¢olerante cuando la relacion CBM/CIM era32 o cuando la
relacion CBM/CIM resultd 416 y la CBM >16 pg/mL (Traczewski y col., 2009).

IV.1.1.3.2.4.Curva de cinética de muerte o de letalidad

IV.1.1.3.2.4.1. Aislamientos bacteriano?ara cada uno de los 39 aislamientos cuya

CBM/CIM de VAN resulté mayor o igual a 8, se padi@ un cultivo de 24 horas
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IV.1.1.3.2.4.2.In6culo. Se partio de un inéculo 0,5 McFarland de cada dedos

aislamientos y se procedio de igual manera queqedadotina (Figura I11.9).

IV.1.1.3.2.4.3. Recuento de UFC/mL del in6culo iniciafe realizaron diluciones

decimales sucesivas tomando 100 pL de cada uabadey agregandolos a 0,9 mL de

solucion fisioldgica estéril. Luego de cada diluxiée tomaron 100 pL y se depositaron
en una placa de agar MH. El volumen depositadaéda placa se dispersé en la misma
con una espatula de Drigalsky. Luego se incubasplacas 24 horas a 35°C-37°C y se

realiz6 el recuento de colonias como se indic@adfidura II1.9.

IV.1.1.3.2.4.4.Preparacion de la solucion de antibiétic8e partié de una dilucion

original de antibiético igual a 4000 veces la Clltenida para cada aislamiento. En
todos los casos se realizaron diluciones sucebasts llegar a una concentracion final

equivalente a 4 veces la CIM de cada SAMR.

IV.1.1.3.2.4.5.Curva de cinética de muerte o de letalid8é. prepararon dos tubos con

caldo Mueller-Hinton:
1) Curva de vid4CV): Se agrego al caldo sélo 100 pL de inédddrabajo

2) Curva de muert@CM): Se agreg6é ademas del inéculo, 100 uL decgmiude

antibiotico a una concentracion 4 veces la CIM espondiente al aislamiento en

estudio.

La metodologia realizada fue similar a la que de@ppara cefalotina (Figura
11.9).

Se realizaron recuentos microbioldgicos a las @fi@roinciden la curva de vida
con la de letalidad) y a las 3, 6 y 24 horas. Aacadmpo se realizaron diluciones
sucesivas y se realizaron recuentos de inoculo t#lttubo de curva de vida como del
de cinética de muerte. El volumen depositado geedi® en la placa con una espétula

de Drigalsky.
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IV.1.1.3.2.4.6 Curva de cinética de muerte o de letalidad: intetacion

Se considerdactericidia a la disminucion e 3 logy UFC/mL del inéculo
inicial a las 24 horas (French, 2006).

Se categoriz0 una cepa conmmerante cuando se obtuvo una disminucién < 3
logi0 UFC/mL a las 24 horas (NCCLS, 1999b) o < 1;4ddgFC/mL a las 6 horas del
in6culo inicial (May vy col., 1998; Bourgeois y ca2007).
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IV.1.1.4. Resultados

IV.1.1.4.1.CIM, CBM, relacion CBM/CIM vy muestras clinicas

El origen de los aislamientos y los resultadosateCIM, CBM asi como la

relacion CBM/CIM se presentan en la Tabla IV.2.

En cuanto a las muestras clinicas, 65 provenianfdeciones de piel y partes
blandas (58.1%); 22 (19,6%) provenian de sangrege Zllos fueron bacteriemias
asociadas a catéter. Dieciocho (16,1%) SAMR separauon de muestras 0seas, 3 de
infecciones asociadas a protesis (2,7%) y 4 (3,88)muestras respiratorias (2 de

lavadobronquioalveolar, 1 de esputo y 1 de liqpigoral).

Todas las cepas resultaron sensibles segun puetaesrte de CLSI. Sobre el
total de aislamientos estudiados, 108 tuvieron@i& < 1 pg/mL y sélo en 4 la CIM
fue igual a 2 pg/mL. La CIM de vancomicina resulté 0,5 pg/mL y la GiMgual a 1
png/mL.

La concentracion bactericida de VAN que maté el 50 90% de todos los

SAMR estudiados, fueron 1 pg/mL y 8 ug/mL, respeactiente.

De los 112 aislamientos estudiados, 2 tuvieron GBM/= 128, 3 dieron una
CBM/CIM = 64 y 5, igual a 32. Trece mostraron CBMW({igual a 16 y esta relacion
fue igual a 8, en 16 cepas.

El resto de los aislamientos mostro una relacioM@BM < a 4.

Se obtuvieron 12 cepas tolerantes (10,71%) segoriterios establecidos: 10
correspondieron a aquellos cuya CBM/CIM fu82 (SAMR 1 a 10 de la Tabla IV.2) y

2 (SAMR 11y 23 de la misma Tabla) con CBM/CI¥M16 y CBM = 16 pg/mL.

La bactericidia de vancomicina segun CBM/CIM fud 686,2% ya que 73
SAMR tuvieron una relacion CBM/CIM 4.
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Tabla IV.2: Resultados de CIM y CBM de vancomicina (expresathogg/mL), relacion de CBM/CIM y origen de los SAMBudiados.

AISLAMIENTOS cIM CBM CBMI/CIM MUESTRA AISLAMIENTOS cIM CBM CBMI/CIM MUESTRA
(ng/mL) (ng/mL) CLINICA (ng/mL)  (ug/mL) CLINICA
SAMR 1 0,25 32 128 PPB SAMR 21 0,5 8 16 PPB
SAMR 2 0,25 32 128 PPB SAMR 22 0,5 8 16 ESPUTO
SAMR 3 0,5 32 64 PPB SAMR 23 1 16 16 PPB
SAMR 4 0,25 16 64 PPB SAMR 24 1 8 8 BAL
SAMR 5 0,5 32 64 PPB SAMR 25 0,5 4 8 PPB
SAMR 6 0,25 8 32 HUESO SAMR 26 0,25 2 8 PPB
SAMR 7 1 32 32 PPB SAMR 27 0,25 4 8 L.PL.
SAMR 8 2 64 32 HUESO SAMR 28 0,5 4 8 SANGRE
SAMR 9 0,12 4 32 PPB SAMR 29 0,25 2 8 PPB
SAMR 10 0,5 16 32 PPB SAMR 30 0,5 4 8 PPB
SAMR 11 1 16 16 PPB SAMR 31 0,5 4 8 PPB
SAMR 12 0,25 4 16 PPB SAMR 32 1 8 8 PPB
SAMR 13 0,25 4 16 PROT.OSTEOART]. SAMR 33 1 8 8 PPB
SAMR 14 0,5 8 16 PPB SAMR 34 0,5 4 8 PPB
SAMR 15 0,12 2 16 SANGRE SAMR 35 0,5 4 8 PPB
SAMR 16 0,5 8 16 PPB SAMR 36 1 8 8 PPB
SAMR 17 0,5 8 16 PPB SAMR 37 1 8 8 PPB
SAMR 18 0,5 8 16 SANGRE SAMR 38 1 8 8 PPB
SAMR 19 0,5 8 16 PPB SAMR 39 1 8 8 PPB
SAMR 20 0,25 4 16 SANGRE SAMR 40 1 PPB
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SAMR 41 0,5 2 4 HUESO SAMR 65 0,5 2 4 PPB
SAMR 42 0,5 2 4 SANGRE SAMR 66 0,5 2 4 SANGRE
SAMR 43 1 4 4 SANGRE SAMR 67 0,5 2 4 PPB
SAMR 44 1 4 4 SANGRE/CAT SAMR 68 0,5 2 4 SANGRE/TCA
SAMR 45 2 8 4 HUESO SAMR 69 0,5 2 4 SANGRE
SAMR 46 1 4 4 PPB SAMR 70 0,5 2 4 PPB
SAMR 47 1 4 4 PPB SAMR 71 0,12 0,5 4 PPB
SAMR 48 1 4 4 PPB SAMR 72 0,25 1 4 PPB
SAMR 49 0,5 2 4 SANGRE SAMR 73 0,5 2 4 BAL
SAMR 50 0,25 1 4 SANGRE SAMR 74 2 8 4 PPB
SAMR 51 0,25 1 4 HUESO SAMR 75* 1 4 4 PPB
SAMR 52 0,12 0,5 4 HUESO SAMR 78 0,5 2 4 PPB
SAMR 53 0,25 1 4 HUESO SAMR 79 1 4 4 PPB
SAMR 54 0,25 1 4 SANGRE SAMR 80 0,5 2 4 PPB
SAMR 55 0,25 1 4 PPB SAMR 81 1 4 4 PPB
SAMR 56 0,06 0,25 4 SANGRE SAMR 82 0,5 2 4 PPB
SAMR 57 0,5 2 4 SANGRE SAMR 83 1 4 4 HUESO
SAMR 58 0,5 2 4 PPB SAMR 84 0,5 1 2 SANGRE
SAMR 59 0,5 2 4 PPB SAMR 85 1 2 2 SANGRE
SAMR 60 1 4 4 HUESO SAMR 86 0,25 0,5 2 HUESO
SAMR 61 0,5 2 4 HUESO SAMR 87 0,25 0,5 2 SANGRE
SAMR 62 1 4 4 PPB SAMR 88 0,25 0,5 2 HUESO
SAMR 63 0,5 2 4 SANGRE SAMR 89 0,25 0,5 2 HUESO
SAMR 64 0,5 2 4 SANGRE SAMR 90 0,25 0,5 2 PPB
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*SAMR 76

1 4 4 PPB *SAMR 77 1 4 4 PPB

SAMR 91 0,5 1 2 PPB SAMR 102 0,5 1 2 PROT.OSTEOA
SAMR 92 0,25 0,5 2 PPB SAMR 103 0,5 1 2 HUESO
SAMR 93 0,25 0,5 2 PPB SAMR 104 0,5 1 2 HUESO
SAMR 94 0,25 0,5 2 SANGRE SAMR 105 1 2 2 PPB
SAMR 95 0,12 0,25 2 PPB SAMR 106 0,5 1 2 PPB
SAMR 96 0,25 0,5 2 PPB SAMR 107 0,12 0,25 2 PPB
SAMR 97 0,25 0,5 2 PPB SAMR 108 1 1 1 HUESO
SAMR 98 0,25 0,5 2 PPB SAMR 109 2 2 1 PPB
SAMR 99 0,25 0,5 2 SANGRE SAMR 110 0,5 0,5 1 HUESO
SAMR 100 0,25 0,5 2 PPB SAMR 111 1 1 1 PPB
SAMR 101 0,25 0,5 2 HUESO SAMR 112 0,5 0,5 1 PRGITEOART.

SAMR: Staphylococcus aureuneticilino resistenteSAMR 1 a SAMR: 39 aislamientos SAMR a los que se les realizéasiométicas de muerteAMR 6, SAMR 10, SAMR
11 y SAMR 12:se distinguen por tratarse de los aislamientogaoles por curvas de cinética de mue€ty: concentracién inhibitoria minimaBM: concentracion
bactericida minimaPPB: piel y partes blandag;.Pl: liquido pleural;SANGRE/CAT: bacteriemia asociada a catétBAL: lavado bronquioalveolaPROT.OSTEOART:

protesis osteoarticular.
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IV.1.1.4.2.Curvas de cinética de muerte o de letalidad

Se realizaron curvas de cinética de muerte a la@s3@mientos de SAMR cuya
relacion CBM/CIM fue> 8 (SAMR 1 a 39 de la Tabla 1V.2). Los datos dersientos

microbiolégicos de colonias a las 0, 3, 6 y 24 k@@muestran en la Tabla IV.3.

Tabla 1V.3: Recuento de células viables (UFC/mL) a las 0, 3,28 horas. Curvas de
vida y de muerte de 38islamientos dé&taphylococcus aureuseticilino resistentes
gue mostraron CBM/CIM de vancomicirra8.

0 HORAS 3 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
AISLAMIENTOS

INOCULO cVv CM cv CM cv CM

INICIAL
SAMR 1 1.16 3.10 510¢ 5.10 1.10 5.10" 0
SAMR 2 2.16 2.10 8.10 1.10 1.1d¢ 1.10" 3.10
SAMR 3 5.16 1.10 1.1¢  2.10° 1.1d¢ 1.10" 0
SAMR 4 6.16 1.10 1.10 1.10 1.10 2.10° 2.10
SAMR 5 1.16 3.10 4.10 7.10 5.10 4.10" 30
SAMR 6 110 4.10 1.1¢ 410 1.10¢ 2.10" 1.1¢
SAMR 7 5.16 2.10 1.1d¢ 5.10 3.10 7.10° 0
SAMR 8 2.16 1.10 7.10 6.1C 3.10 4.10* 1.1¢
SAMR 9 4.16 1.10 3.10¢ 1.10 6.1¢" 3.104 0
SAMR 10 110 5.10 3.10 1.10 5.1¢" 1.10* 2.10
SAMR 11 110 1,5.16  9.1d¢ 1.10 1.1¢ 1.10* 1.1¢
SAMR 12 110 110 5.1¢ 2.10 3.10 2.10" 7.10
SAMR 13 1.16 5.10 1.1¢ 1.10 6.10 1.10° 0
SAMR 14 1.16 4.10 1.1¢  1.1d° 10 2.10* 0
SAMR 15 1.16 2.10 3.10 5.10 2.10 4.10° 10
SAMR 16 1.16 4.10 1.1d¢ 7.10 7.10 2.10" 0
SAMR 17 4.16 3.10 1.10 3.10 1.10 6.10° 0
SAMR 18 2.16 1.10 1.1d¢ 1.10 1.1d¢ 1.10" 4.10
SAMR 19 1.16 3.10 5.10 1.10° 3.10 5.10" 0
SAMR 20 2.16 5.10 1.10 1.10 1.10 1.10" 1.1¢
SAMR 21 7.16 5.1¢ 2.10 5.10 0 2.16* 0
SAMR 22 3.16 3.10 8.1¢" 1.10° 7.10¢ 6.10" 3.1¢
SAMR 23 1.16 4.10 3.10¢ 3.10 7.10 7.10° 0
SAMR 24 1.16 2.10 1.1¢ 3.10 0 1.16* 0
SAMR 25 1.16 1.10 5.1¢ 3.10 2.10 1.10" 0
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SAMR 26 1.16 5.1¢ 1.10 1.10" 1.10 7.104 10
SAMR 27 1.16 5.1¢ 3.10 3.10 107 7.10°

SAMR 28 1.16 8.1¢ 1.1¢ 1.10° 1.1¢ 2.104

SAMR 29 1.16 3.10 5.1¢" 5.10 1.1d¢ 5.10"

SAMR 30 4.16 5.10 8.10 5.10 8.1¢' 2.10%

SAMR 31 2.16 2.10 6.10' 2.10 6.10' 5.10° 20
SAMR 32 2.16 2.10 7.10¢ 7.10 7.10¢ 6.10" 1.10
SAMR 33 6.16 4.10 1.1d¢ 5.10 5.10 3.10° 0
SAMR 34 6.16 4.10 310 1.10° 2.10 2.10% 0
SAMR 35 1.16 2.10 1.1¢ 4.10 3.10 4.10* 1.1¢
SAMR 36 1.16 2.10 2.10¢ 3.10 0 2.16* 0
SAMR 37 1.16 3.10 410 7.10 8.1¢ 5.10° 0
SAMR 38 1.16 2.10 1.1¢ 7.10 3.1¢ 3.10° 0
SAMR 39 1.16 3.10 6.1¢" 1.10 6.1¢" 1.10" 0

SAMR: Staphylococcus aureuseticilino resistente; SAMR 6, SAMR 10, SAMR 11 Y8&R 12 se
distinguen por tratarse de los aislamientos totesapor curvas de cinética de mue@¥’: curva de vida;
CM: curva de muert&JFC: unidades formadoras de coloniay;: mililitros

Las figuras V.7, IV.8, IV.9 y IV.10 muestran laggdiras de CM de los

aislamientos agrupados segun relacion CBM/CIM.

De las 39 curvas realizadas, 4 aislamientos (SAMRO06 11 y 12) resultaron
tolerantes segun CLSI (< 3 lpdJFC/mL a las 24 horas). Ninguno fue tolerantesabla

horas. El nivel de tolerancia obtenido fue igudl&% segun CM.

El aislamiento SAMR 12 proveniente de PPB, résudterante por CM pero no
por relacion CBM/CIM que fue igual a 16 con CBM g/mL.

La bactericidia de vancomicina segun CM fue 96,4/@qye 4 aislamientos no
redujeron> de 3 logo UFC/mL el inéculo inicial.
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IV. A. Resultados
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Figura IV.7: Curvas de cinética de muerte o de letalidad de SAMR lerantes a VAN segUn relacion
CBM/CIM (CBM/CIM > 32).
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1V. A. Resultados
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CBM/CIM (CBM/CIM > 32). (Cont.).
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Figura IV. 8: Curvas de cinética de muerte o de letalidad de SAMR ferantes a VAN segun relacion
CBM/CIM (CBM/CIM =16y CBM> 16 ug/mL). SAMR 11: tolerante por CM.

212



1V. A. Resultados

SAMR 12 SAMR 13
12 = 12
= e - i N —
10 /'_ po 10 p——— e
g 8 / —&— = Curva de vida "E' 8 /
O —4— Curva de letalidad O - —#— - Curva de vida
E 6 -\t E 6 -./ —&— Curva de letalidad
= 4 e B = 4
= =
. o 2
0 I I 1 0 T T T b
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
SAMR 14 SAMR 15
12 il 12
i i s S | ———
10 ,0- 10 gt
'g 8 —4#— = Curva de vida "E] 8 / —4— = Curva de vida
E 6 4 —4— Curva de letalidad E 6 -~ —#— Curva de letalidad
& | 2 a9
0 0 T T 1
12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
SAMR 16 SAMR 17
12 7 - 12
10 ’__ﬂd-“ 10 - -__--_'—____.-.
g ] - e = | 8 - -
E —#— - Curva de vida E ‘/ —&— = Curva de vida
Y 6 4 === Citvaclemlda v o6 L —— Curva de letalidad
is 4 :}u A=
= 2 S
0 0 T T i g
18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (hums} Tiempo (horas)
SAMR 18 SAMR 19
12 7 e 12 4 —._—-_-____.
10 P 10 e
i 4 &
é 8 —#— = Curva de vida I_E] 8 / —#— - Curva de vida
LLL) 69 —4— Curva de letalidad E 6 4 —4— Curva de letalidad
=] =]
S $ *7
= 2 = 2
0 T T 1 0 T T i,
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 1V.9: Curvas de cinética de muerte o de letalidad a VANaldlos aislamientos SAMR cuya
relacion CBM/CIM de VAN resulté igual a 16. SAMR 12: Aislamiento tolerante por CM.
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Figura 1V.9: Curvas de cinética de muerte o de letalidad a VANaldlos aislamientos SAMR cuya
relacion CBM/CIM de VAN resulté igual a 16.(Cont.).
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Figura IV.10: Curvas de cinética de muerte o de letalidad a VANellos aislamientos SAMR cuya

relacion CBM/CIM de VAN resulté igual a 8.
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Figura 1V.10: Curvas de cinética de muerte o de letalidad a VANallos aislamientos SAMR cuya
relacion CBM/CIM de VAN resulté igual a 8. (Cont.)
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IV.1.1.5. Discusién

A pesar de los nuevos AM introducidos en el sistelmasalud, vancomicina
sigue siendo la droga de eleccion para la terap@ireca de las infecciones por SAMR
(Mohr y Murray, 2007).

Por tal motivo, resulta interesante determinar emmortamiento de los
aislamientos en cada lugar de trabajo, para padggris normas o pautas de terapia
segun la epidemiologia local, o esquemas profiléstipara las diversas cirugias,

fundamentalmente las protésicas y cardiovasculares.

En el presente estudio, realizado entre 2006 y 2@08etermin6 que todos los
aislamientos SAMR obtenidos en el Hospital Dr. Jdgaria Cullen, resultaron
sensibles a VAN, segun los puntos de corte esidble@or CLSI (CIM< 2 pg/mL).
Estos datos coinciden con los ya publicados pareabo de trabajo que dirige esta
tesista, entre los aflos 2008 a 2010 (Mollerach.y 2010).

Los valores de CIMygo de VAN frente a SAMR fueron 0,5 y 1 pg/mL
respectivamente, coincidiendo con recientes putibocgs nacionales como las de
Perazzi y col. (2010). Estos autores informaron@iso90 de VAN igual a 0,25y 0,5
ug/mL sobre 118 SAMR obtenidos de muestras prdessan el Hospital de Clinicas
de la Facultad de Farmacia y Biogquimica de la ensidad de Buenos Aires, durante el

afo 2006, no habiendo encontrado resistencia aA\&kte

Los datos encontrados en esta tesis coinciden déamhion autores
internacionales quienes no encontraron resistenegancomicina (Holmes y Jorgensen,
2008).

Si se comparan los datos de Argentina con unrteme 4 hospitales de la
ciudad de Sao Paulo, Brasil, los valores argentdifberen de los brasileros ya que
estos, sobre un total de 395 SAMR estudiados deifaatafios 1998-2000, encontraron

que sélo el 10,5 % de los aislamientos tuvieron@ih& = 0,5 pg/mL, el 41,3% una
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CIM =2 pg/mLy el 6,1 % una CIM = 4 ug/mL. Estdémos, segun criterio de CLSI
deberian considerarse con sensibilidad interm&liggira y col. 2001; CLSI, 2010).

Ronald Jones en una revision publicada en 2006jzando los datos del
Programa de Vigilancia de EEUU — SENTRY comunic@ gobre 35.458&. aureus
durante los afios 1998 a 2003, no se encontrarereddias entre las CHyloo €n todos
los afios ya que resultaron 1 y 1 pg/mL respectinéendo que coincide con los datos
de esta tesis. También hay coincidencia en cualas @BM ya que sobre 105 SAMR,
Jones (2006) informd una CBbd igual a 1 y 16 pg/mL, respectivamente, no
superando este ultimo valor al punto de corte distencia de CLSI (R 16 pg/mL) .
Los CBMsggo de los aislamientos obtenidos en esta tesis fudrop 8 pg/mL,

respectivamente (Méndez y col., 2010).

En cuanto a la tolerancia informada por el mismwestigador segun la relacion
CBMI/CIM, sobre 105 SAMR, 9 tenian una relacion CBW > 32 y 7 CBM/CIM>
16 con CBM resistente. Estos valores coincidenlgsnle esta tesis cuando se aplico el
criterio CBM/CIM > 32; en cambio resultaron algo menores (2 aislaimsg¢rcuando se
consider6 CBM/CIM> 16 con CBM> 16 pug/mL (Jones, 2006).

Los valores del presente trabajo coincidieron €oaczewski y col. (2009)
quienes informaron ClM,gode VAN frente a SAMR igual a 1/1 pg/mL y CBbo 1 y
2 pug/mL respectivamente, pero obtuvieron un poggerde 6,1 de tolerancia (criterio

CBMI/CIM), valor que resulté algo menor al de estsd.

Sader y col. (2006) al estudiar 102 SAMR comunicaroa ClMg9o de VAN
igual a 0,5/0,5 pg/mL siendo la CBWoigual a 1 y 16 pg/mL respectivamente, valores
similares a los aqui obtenidos. En cuanto a laaot@a, informaron 14,7%, ligeramente

superior al 10,7% de este trabajo.

Fuchs y col. (2002) en un reporte con menor nanter cepas, 28 SAMR,
informaron una ClMygo de VAN igual 2/2 pg/mL y una CBdgo =2 y 4 pg/mL,
respectivamente. Como se podra observar, estosesalambién concuerdan. Lo

interesante de este trabajo es que realizaroniestde cinética de muerte a 5 SAMR,
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logrando una bactericidia de VAN del 100% a lashafas cuando se ensayo el AM en
concentraciones iguales al punto de corte de la. Edb coincide con los hallazgos de
esta tesis donde se logré un 96,42% de muertetdeteal efectuar curvas de cinética

de muerte.

Los aislamientos tolerantes, segun CBM/CIM aquémiblos (10,7%), difieren
de los comunicados en los hospitales brasilerosdedo®liveira y col (2001)

concluyeron que el porcentaje 49,1% de toleranwamrado en ese pais, fue elevado.

Aunque numerosos autores sostienen que los estieliomética de muerte son
mas representativos de la tolerancia, existen pt@imjos donde se determine la
actividad bactericida de nuevos AM mediante estétodos; quizas sea porque son
algo engorrosos, poco accesibles al trabajo ddeiaun laboratorio de microbiologia
clinica e insumen mucho tiempo. Sin embargo, leeegpcia obtenida del trabajo de
esta tesis demuestra que la correcta determindeida actividad bactericida de un AM

se obtiene aplicando estudios de cinética de muerte

May y col. (1998) quienes establecieron el citele tolerancia por CM como
la reduccion en < 1 lag UFC/mL del in6culo inicial a las 6 horas, estudradicho
fendmeno en 14 SAMR provenientes de bacteriemiapadgentes del St. Thomas
Hospital (Londres, Inglaterra) usando ambas detexonnes: la relacion CBM/CIM y
estudios de cinética de muerte. Siete pacientesliagmoéstico de endocarditis y 7 sin
endocarditis. La CIM de todos los aislamientos fuenor o igual a 2 pg/mL, valores
similares a este trabajo; pero, la CBM resulto adievya que la CBB_jgo de los SAMR
de pacientes con endocarditis fue 512/>512 pg/ma €BMsgg de los SAMR de
pacientes sin endocarditis resulté 4/>512 ug/mLc&amnto al fendmeno de tolerancia,
de los 7 aislamientos de pacientes con endocardities fueron tolerantes por relacion
CBM/CIM y 6 por CM; mientras que en los de los pates sin endocarditis los 2
tolerantes encontrados cumplian ambos criteriostolerancia encontrada en estos
aislamientos coincidié segun se considerara lzic@aCBM/CIM o CM; lo que difiere
de lo obtenido en esta tesis ya que 12 SAMR futatemantes por CBM/CIM y sélo 4
por CM.
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IV.1.1.6. Conclusiones

Vancomicina resultd bactericida para el 96% de38dR, mientras que los

niveles de tolerancia fueron 10,7% segun CBM/CIB526 segun CM.

No hubo coincidencia en la deteccién de la tolaeasegun se considere uno u

otro criterio.

VAN continla siendo una excelente opcion a utilimmto para tratamiento
como para profilaxis en el hospital Dr. José M&ridlen de la ciudad de Santa

Fe, de donde se obtuvieron los aislamientos paeaestudio.
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IV.2. SECCION B

IV.2.1. HISTORIA CLINICA DE PACIENTES INFECTADOS CON STAPHYLOCOCCUS
AUREUS METICILINO RESISTENTES TOLERANTES A  VANCOMICINA
DETECTADOS POR CURVAS DE CINETICA DE MUERTE

IV.2.1.1. Presentacion

IV.2.1.1.1.Paciente infectado con SAMR 6

Mujer de 21 afios. Ingresa por hemorragia intrécateel 12 de Setiembre de
2006. Al dia siguiente, previa profilaxis con cefala (2g), se somete a cirugia
intracraneana y se observa el hueso de la caletacto por lo que se toma muestra y
se envia para cultivo. Pasa a Unidad de Cuidadesdivos durante el post operatorio.
Se trata con vancomicina (2g/dia) y ceftriaxona/di@g. A las 48 horas se
descompensa, entra en insuficiencia renal, distesgsratorio, shock séptico y obita el

16 de Setiembre del mismo afio. Se recupera debh8éd/R tolerante a vancomicna.

IV.2.1.1.2.Paciente infectado con SAMR 10

Hombre joven sin factores de riesgo, ingresa pbheen piel y partes blandas
ya que se trata de un obrero de la construccidiatd&rro tener enfermedad de base, ni
haber asistido en los 6 meses previos, a ningumocde salud. Dado el aspecto de la
lesion se toma muestra por puncion-aspiracion ke s#a el alta con tratamiento con
trimetoprimasulfametoxazol (TMS), dosis: 160mg O®8@ cada 12 horas durante 7
dias. En el laboratorio se obtiene SAMR, sensibtestio de los AM ensayados con lo

que se deduce que se trata de SAMR-AC. El pacexaieiciono favorablemente.

IV.2.1.1.3. Paciente infectado con SAMR 11

Paciente diabética de 65 afos. Ingresa el 16 dedvile 2007 con lesiones de
piel y partes blandas. Ha realizado varios tratatog antibioticos por infecciones
repetidas de Ulcera de pie diabético. Se la ati@mideconsultorio externo y se toma

muestra por puncion de piel y partes blandas del Retorna a su domicilio con
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tratamiento con TMS (160mg / 800mg cada 12 horasnte 7 dias). Realizado el
cultivo se aisla SAMR, resistente no sélo a betahaicos sino también a eritromicina.

La paciente a las 48 horas retorna a la consudeacpnstata una franca mejoria.

IV.2.1.1.4.Paciente infectado con SAMR 12

Mujer de 45 afios con antecedentes de cancer degetry de endometrio. Ha
recibido multiples tratamientos quimioterapicosoy @M. Ha consultado varias veces
entre 2004 y 2006 por metrorragia. Ingresa el Mdezo de 2007 por presentar un
absceso de mama recidivante que no mejoraba cotipkesil tratamientos con
cefalexina (2g/dia). Se toma muestra por puncipirason y se envia para cultivo. Se
indica tratamiento con clindamicina (300 mg cadwfg y ciprofloxacina (1g/dia). Se

aisla SAMR, resistente a betalactdmicos. El abseeslocion6 favorablemente.

Se concluye que si bien la vancomicina tiene atdiyi bactericida par®.
aureus la CIM de este AM no predice el fendbmeno de #oiera que esta presente en
los aislamientos SAMR. De las historias clinicagiagvisadas se pudo observar que un
aislamiento produjo la muerte de un paciente, al cecibié una profilaxis incorrecta
para una cirugia intracraneana y que en el restodgesario recurrir a otros AM. Estos

hechos podrian deberse al fendmeno de toleran@atds aislamientos.

Si bien son cuatro los aislamientos tolerantes\@Ald hallados en esta tesis, se
sabe que las infecciones severas no revierten a@ioantimicrobianos; a veces es
necesario recurrir a drenajes del foco séptica,rarhocion de la protesis y disponer de
un sistema inmune competente. Sin embargo, laiterdM es esencial para una
mejoria rapida y exitosa ya que disminuye la cargeateriana. Por tal motivo es
necesario tener en cuenta la actividad bacteralidbecidir una terapia antimicrobiana

frente a una infecciodn tolerante a los distintaswinrobianos (French, 2006).
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CAPITULO V

ESTUDIO GENOTIPOCO DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUSOLERANTES
A BETALACTAMICOS Y GLUCOPEPTIDOS
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V.1. SECCION A

V.1.1.AISLAMIENTOS TOLERANTES A ANTIMICROBIANOS BETALACTA  MICOS

V.1.1.1. Introduccién

Las pruebas fenotipicas de sensibilidad son unrum&nto de utilidad
indiscutible, no solo para el correcto tratamiesite para la vigilancia de la resistencia
a los AM. Durante los ultimos afios ha habido undrtgnte desarrollo de las técnicas
moleculares y en los ultimos diez han avanzadadpidamente que ha dejado de ser
s6lo tema de investigacion, sino que ha llegadmsaldboratorios de diagndéstico
microbioldgico. Por este motivo se han desarrolladsayos basados en la utilizacion
de sondas o técnicas de PCR para detectar gemesisieencia, de virulencia, o para
identificar microorganismos (Maslow y col., 1993).

V.1.1.1.1.Técnicas moleculares usadas para deteccion dsiséermcia a AM

V.1.1.1.1.1 Historia

Las técnicas moleculares para la deteccion de genessistencia se basan en la
utilizacion de sondas (hibridacion de acidos ngo&i o en la técnica de PCR
(amplificacion de acidos nucleicos). La hibridacfae la primera técnica usada para la
deteccion de genes de resistencia. Estos ensaywosakean utilizando sondas o
segmentos de ADN o ARN marcados con radioactivim&dn quimioluminiscencia o
con sustrato antigénico. Este analisis requienaguo lisis celular y desnaturalizacion
del ADN, asi la sonda puede unirse especificama&rsecuencias complementarias si
estas, estan presentes. En general se usa unessflicib (membranas de nitrocelulosa
o nylon) al cual han sido transferidas las coloaiasalizar ¢olony blo} o sobre la cual
se han depositado alicuotas de los extractos bmwisrflot blo). La amplificacion de
acidos nucleicos mediante PCR, permite desde h@cafi@ds sintetizar millones de
copias de una secuencia determinada de ADN molddjamie la utilizacion de una
polimerasa termoestable en una reaccion ciclica.raaccion incluye ciclos de

calentamiento de la muestra para desnaturalizabhl, hibridacion de los
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oligonucledtidos que actuaran como cebadores ygatdn de los mismos mediada por
una polimerasa termoestable. Una vez finalizadadacion, el amplicon cominmente
llamado producto de PCR, se analiza como el blanscado mediante el analisis de su
tamano por electroforesis en geles de agarosas @tetodos empleados para el analisis
de los productos incluyen hibridacion con una spetlanalisis del polimorfismo de los
fragmentos de restriccion (RFLP), el andlisis déinprfismo conformacional de
simple cadena (SSCP) o la secuenciacion. La seiagént del producto de PCR es el

gold standardpara la identificacion del mismo (Mollerach, 2008)

V.1.1.1.1.2 Avances

En los ultimos afios se produjeron nuevos desasrafjoe ampliaron las
aplicaciones de estas técnicas, tal es el casodADN microarraysy las sondas
llamadasmolecular beacons balizas moleculares, usadas como sistemas decd®@t
de productos de PCR en tiempo resda( time PCR). Las mismas consisten en
oligonucleotidos marcados con un fluoréforo quespasna estructura tal que cuando se
produce la hibridacién de esta sonda a la secuétanigco, se emite fluorescencia. El
uso de diferentes fluoréforos, con distintos espsctde emision, hace posible
monitorear en tiempos reales, multiples secuenblagco en una reaccion PCR
multiplex también permite llevar a cabo la cuantificacitenlos productos formados,
en funcion de la fluorescencia detectada. Mediastas sondas, la reaccion de PCR es
analizada permanentemente en tiempo real, no sieedesario la realizacion de
electroforesis en geles de agarosa, como ocurrdac®CR convencional. Los ADN
microarraysson soportes solidos pequeiios sobre los cualeansenmovilizado miles
de fragmentos de ADN diferentes, en localizaciatefsidas. Su utilizacion se basa en
el principio de hibridacion, pero a diferencia aes lensayos convencionales en los
cuales el ADN blanco se ha inmovilizado sobre uembrana, en estos sistemas, gran
cantidad de sondas diferentes estan unidas a uortsopolido en localizaciones
definidas. EI ADN blanco se marca generalmente ffooresceina y luego de la
hibridacion se procede a la deteccion de fluorasaey posterior analisis (Tenover y
col., 1994; Trindale y col., 2003).
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V.1.1.1.2.Resistencia a meticilina/oxacilina y detecciéon fgsioa

La resistencia meticilina/oxacilina se relacionammo ya se mencionara, a la
produccion de la proteina PBP2a, mediada por elngerA La expresion puede ser
homogénea o heterogénea. Esta ultima, sélo essaxj@rgoor una parte de la poblacion
(1 de 1 a 1 de 1BUFC/mL) y por eso a veces es muy dificil de debeam sobretodo,

si es baja, resulta indetectable por el métodafdsidn (Gordon y Lowy, 2008).

Por otra parte, ers. aureuspuede observarse, con menos frecuencia otros
mecanismos de resistencia tales como hiperprodudgdenicilinasa o modificaciones
en la PBP. Como se explicd anteriormente la téctcsamizaje para detectarla es la
placa de oxacilina 6pug/mL mas 4% de cloruro des@dLSI, 2001; Lorenz y col.,
2006).

La deteccion de la PBP2a por aglutinacion de latexdeteccion del gemecA
por métodos moleculares no siempre estan dispaenildle el laboratorio de

microbiologia clinica (Felten y col., 2002; Soloageol., 2004).

En los Ultimos afios se han descrito diversas sopaasayos de PCR para la
deteccion de SAMR, todos ellos, han sido revisagagntemente. Ademas de los
ensayos que utilizan un Unico par plémers para la deteccién del genecA se han
propuesto otros que incluyen, ademas, un par deralcleétidos para la amplificacion
de un gen especifico de la especie (gj.: el genque codifica la termonucleasa
especifica de&. aureus o el genfemAo femB ambos involucrados en la sintesis del
péptidoglicano). Esta modificacion de la PCR enudal se incorpora mas de un par de
oligonucleotidos con el objetivo de amplificar snde una secuencia blanco en una
misma reaccion se denomimaltiplexPCR. En este Ultimo caso, la principal ventaja es
que ademas del control de las caracteristicas oheidstra en cuanto a la posibilidad de
amplificar ADN a partir de la misma, permite la iomacién de la identificacion a

nivel de especie (Mothershed y Whitney, 2006).

Actualmente la deteccién del gemecApor PCR se considera la técnica mas

sélida para la deteccidn de la resistencia a niatigy es frecuentemente utilizada como
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el “gold standard para comparar otros métodos de deteccion de SAMRresultado
positivo para dicho gen permite diferenciar aiskamos borderline resistentes a
meticilina por cantidades elevadas de betalactamaSAMS tolerantes a cefalotina de

aquellos que son verdaderamente resistentes (Ggridowy, 2008).

V.1.1.1.3.Factor de virulencia: leucocidina de Panton-Vatenti

LPV es una proteina formadora de poros constityida dos componentes
codificados por los gendéskF-PVy lukS-PV. Fue descrita por primera vez en 1894 por
Van de Velde (1894) y en 1932 se asocio por pamee a infecciones de piel y partes
blandas (Panton y col., 1932a).

Antes de la aparicibn de SAMR-AC en los afios '@0pensaba que los genes
que codifican para LPV y que pueden diseminarseep@ a cepa por bacteriéfagos,
estaban presentes en menos del 5% de aislamieat& dureusy que ocurrian
azarosamente (Lina y col., 1999), aunque estossggmae se habian encontrado
transitoriamente en un clon ST30 circulante en Jagdre 1979 y 1985 (Ma y col.,
2006).

LPV es una leucocidina que puede lisar la membcahdar de los neutrofilos
humanos, sin embargo su importancia en la patogéeescontrovertida. Evidencias
recientes sugieren que LPV también podria inacti@armitocondrias de las células

humanas y culminar en apoptosis (Loffler y cdd1@).

En estudios realizados con modelos animales, LPStniger dermonecrotica,
explicando asi la patobiologia de las lesionesctarniaticas de las PPB, especialmente
las asociadas a SAMR-AC que, con frecuencia, seegaa a las heridas producidas

por picaduras de arafias (Ward y Turner, 1980).
Recientemente, se comenzd a cuestionar la impdatage la LPV en la

patogénesis de las PPB y en la neumonia necrai2dayich y col. (2006) encontraron

que la presencia o ausencia de LPV en cepas SAM#Rentaba su virulencia cuando

230



producian PPB ni sepsis en ratones, ya que sammiasno disminuia la supervivencia

de neutrofilos en ensayosvitro.

Wardenburg y col. (2008) obtuvieron resultados Ilsires al observar que la
ausencia o presencia de LPV no afectaba la naathibor neumonia p@&. aureusen
un modelo animal. EI mismo grupo de investiga@doontrd, en otro estudio realizado
con roedores, que no habia diferencia en las nelason los abscesos de piel
producidos después de la inoculacion con cepas O&A3u mutante isogénica carente
de LPV. Se debe recordar que las caracteristicés ckpa USA300 incluye portacion
de SCCmedipo IV, de genepvl y en la mayoria de los aislamientos se encuehtra e
elemento conocido en ingleACME’ (elemento moévil para el catabolismo de la
arginina), el que jugaria un rol en la patogénesisnizando la piel de personas sanas,
pudiéndose diseminar, por lo tanto con mayor f@&dientre la poblacion (Diep y col.,
2006Db).

Por el contrario, Lavanderia-Rey y col. (2007) dstrawon que tanto la proteina
LPV purificada como el derivado RN6390 con geneBVLsobreexpresados

introducidos en un fago, causaban neumonia neandézn ratones.

La controversia en los resultados sobre el roedeRlV en la patogénesis de las
infecciones por SAMR-AC puede relacionarse a latidad producida de esta
leucocidina por las distintas cepas. Por ejemplarshhey y col. (2010) demostraron
que la produccion de este factor de virulenciaalarien aislamientos clinicos, tanto de
SAMS como de SAMR. Cuando usaron un modelo murias, cepas con mayor
produccion de LPV producian, a los 7 dias, lesionés extensas de PPB y con mayor

carga bacteriana.
De todas estas experiencias se deduce que la piesenLPV es un factor de

virulencia, que agrava las infecciones [#r aureusy que esta presente tanto en
aislamientos SAMS, SAMR y en el mas estudiadoactente, SAMR- AC.
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V.1.1.1.4.Staphylococcus aureumseticilino sensibles tolerantes a cefalotina

Resulta de interés investigar, en los aislamie®AdS tolerantes a CEF si

estas cepas no son portadoras delngecA.

La PCR permite amplificarin vitro un fragmento de ADN de interés.
Basicamente, esta amplificacion enzimatica se liecabo en tres etapas temperatura-
dependiente, que se repiten ciclicamente: 1) destiaacion de la doble cadena de
ADN a amplificar, 2) apareamientar(nealing de los cebadoresprimers) a las
secuencias complementarias en el ADN molde y 3hgaloon (extension) de los

nuevos fragmentos de ADN (amplicones).

La elongacion de las cadenas se lleva a cabo éstrde la actividad de una
ADN polimerasa termoestable dependiente de ADNaatireccion 5, 3’ a partir

del sitio de unién de los cebadores.

Sobre estas caracteristicas basicas se puedernzareatodificaciones
dependiendo de los objetivos de cada trabajo eticpar. Es decir, se pueden
modificar la longitud y las caracteristicas de debadores utilizados, las temperaturas
de cada uno de los pasos y el tiempo de duracidosdaismos, asi como el nimero de

ciclos realizados.
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V.1.1.2. Objetivos

0 Investigar la presencia de los gemescA,hlg y pvl en los aislamientos SAMS
tolerantes a cefalotina.
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V.1.1.3. Materiales y Métodos

V.1.1.3.1. Aislamientos estudiados

Se estudiaron los aislamientos SAMS 3, 4, 11 yedl&adabla Ill.1. Se utilizaron
como cepas controleS. aureusATCC 29213 (control negativo) 8. aureusATCC
43300 para gemecAy para gerpvl una cepa de referencia del cepario del Laboratorio
de Resistencia Bacteriana. Catedra de Microbiolodiacultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, Atgen

V.1.1.3.2. Extraccion del ADN gendmico

Se llevd a cabo con cada una de las cepas incégnitan los controles segun la
metodologia propuesta por Gardella y col. (2003120

Los aislamientos se cultivaron en 4 mL de caldo(L&1ia Bertani) durante 24
horas a 37°C. Luego de este tiempo se tomaron ¥ g centrifugaron 2 minutos a

13000 rpm. Se descarto el sobrenadante y se répiideracion dos veces mas.

El pelletde cada tubo fue resuspendido en 1 mL de buffeflOENM Tris-HCI
pH 8, 1 mM EDTA). Se centrifugaron nuevamente digd® minutos a 13000 rpm y
los pelletsse resuspendieron en 100 pL de TES (buffer TES@%ssacarosa).

Los pellets resuspendidos se trataron con 20 pL de lisozimanfgdmL),
(Sigma, Chemical Co, St Louis, USA) y 3 pL de lisfisa (10 mg/mL), (Sigma,
Chemical Co, St Louis, USA) y se incubaron durabtdora a 37°C. Luego, se
agregaron a cada tubo: 40 pL de buffer TE con 3% (sulfato dodecil de sodio) y
20 uL de EDTA 0.5 M pH 8.0.

El contenido de los tubos fue mezclado suavemeastténpersion y a cada tubo
se le agregd 2 uL de proteinasa K (20 mg/mL) (B&aithersburg, USA). La digestion
de las proteinas fue realizada a 37°C hasta vefiadaion, durante aproximadamente

40 minutos.
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Para separar y purificar al ADN gendmicoligalos y proteinas, se realizaron
dos extracciones sucesivas con fenol-cloroformia dase acuosa. Para ello a cada tubo
se le agregaron 120 pL de fenol equilibrado y 120de cloroformo, se mezclé
suavemente por inversion durante 4 minutos y luagofases fueron separadas por
centrifugaciéon a temperatura ambiente en centrifdlgico de mesada a 5000 rpm

durante 10 minutos.

La fase acuosa superior fue traspasada a otro ¢obola mezcla fenol-

cloroformo (320 plL) y se centrifug6é 10 minutos.

Se extrajo con 240 uL de cloroformo y se centrifngévamente 10 minutos.

Luego la fase acuosa superior se pasé a otro frdsenfriado con 1 mL de
etanol al 100% y se dejé agitando. Se centrifugd B minutos a 13500 rpm.

El pelletfinal se resuspendié en 200 pL de agua MilliQrésté

V.1.1.3.3. Amplificacién genesmecA hlg y luk-PV

Para el gemecAse trabajo segun el protocolo de Murakami y c@9(). Los

oligonucledtidos utilizados fueron:

3'mecA 5-AGT TCT GCA GTACCG GAT TTG C-3

5'mecA 5'- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3'

Para los genelpv y hlg se trabajé segun el protocolo de Lina y col. (3999

Los oligonucleodtidos utilizados fueron:

luk-PV-1: ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACATGATCC A

luk-PV-2: GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA AGC

236



hlg-1: GCC AAT CCG TTA TTA GAA AAT GC
hlg-2: CCA TAG ACG TAG CAA CGG AT

V.1.1.3.4. Mezcla de reaccién

La mezcla de reaccién se preparé de la siguienteraa

Concentraciones iniciales Volumenes a usar

Agua destilada estéril - 23 pL
Primer-3’ 5mM 8 uL
Primer-5 5mM 8 uL

Buffer 10 x SpuL
MgCl, 50 mM 2.5 puL
dNTP 10 mM 2.5 puL
ADN 50 ng/pL 1lpuL

MgCl,. cloruro de magnesiomM: milimolar; pL: microlitro; ng: nanogramosiNTP: deoxinucleétidos
trifosfatos;ADN: acido desoxirribonucleico

Idéntica mezcla de reaccidn se preparo paestl de los genes estudiados.
Para un volumen final de 50 pL: se colocaron 4%@lla mezcla de reaccion en

cada tubo de PCR y se agregd 1 uL de ADN. Se éedhnt-start, se agrego & aq

polimerasa (5UiL) a los 5 min deannealing(1U por reaccion).
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V.1.1.3.5. Protocolo de ciclado

Se utilizé un termociclador Eppendorf Master yraltpcolo cumplimentado fue:

95°C —5 min

52°C — 15min —> a los 5 min se agrhegdapol
72°C — 1 min

95°C — 1 min

52°C -1 min} 30 ciclos

72°C — 1 min

72°C — 10 min

Se mantuvo a 4°C.

V.1.1.3.6. Andlisis del tamaiio de los productos de PCR

Los productos de amplificacion fueron resueltos electroforesis en gel de
agarosa al 1% en buffer TAE. Para ello, se mezcl@rpL de cada producto con 1 pL
de buffer de carga de ADN 10X y se sembr6 todookinden en el gel. Se incluyeron
marcadores de peso molecular (ADN Ladder, Invitnpgéos geles se tifieron con
bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y las bandas restd®nse visualizaron con un

transiluminador UV.

Los fragmentos esperados fueron: paexA, pvly hig de 550 pb, 433 pb y 937

pb, respectivamente.
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V.1.1.4. Resultados

Las bandas obtenidas para el mecAse muestran en la figuxal.

a4

e —— 10000pb

————— E000pb

———— 2500phb
—
e —
— 1000 pb
s —— TEOph
—— S00ph
— 250ph

Figura V.1: Deteccion del germecAen los aislamientos d&taphylococcus aureusieticilino sensibles

tolerantes a cefalotina.

Calles 1 y 2:SAMS 3 y 15;Calles 3 y 4:dos colonias de aspectos diferentes (ce y pequefia
respectivamente) del mismo SAMS Calle 5: SAMS 11;Calle 6: Staphylococcus aureltATCC 4330,
meticilino resistente (Control positivoCalle 7: Staphylococcus aureu&TCC 29213, meticilino sensib
(Control negativo)Calle 8: marcador de pto molecular (1Kb), ADN Ladder, Invitrogen.

Los amplicones demecA obtenidos con estogrimers tienen un tamafio

aproximadamente 550 pb.
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Las bandas obtenidas para los gehlg y pvl se observan en las FiguivV.2 y

V.3, respectivamente.

1 F 3 4 5 B T a
1 D000l
SL00RE =
250008 =
. Lo
1000ph = ¢y - —

T 50ph = & 0%
S00ph = & .

25000 — g g

Figura V.2: Investigacién del genhlg en los aislamientos deStaphylococcus auret  meticilino
sensibles tolerantes a cefalotin

Callel: patron de peso molecular (1 Kb), ADN Ladder, InvitnagCalle 2, 3 y 4:SAMS 11, 3y 15Calles 5
y 6: dosaspectos distintos de colonias (5: grande; 6: peguede SAMS 4Calle 7: Staphylococcus aure
ATCC 25923, control positivoCalle 8: control negativo. Cepa del cepario del LaboratomoREsistenci
Bacteriana. Catedra de Microbiologia, Facultad @macia y Bioquimica, de la Universidad de Buenos A
Argentina.

Los amplicones del gehlg obtenidos con estgsrimerstienen un tamafo c

aproximadamente 937 pb.

240



== S00pk

= 2 500ph

e el

- == 000ph
W™ Tohph
B L= S00ph
# w=—=250ph

Figura V.3: Investigacion de los genepvl en los aislamientos d&taphylococcus auret meticilino

sensibles tolerantes a cefalotin

Calle 1 y 2: SAMS 3 y 15;Calles 3 y 4:dos aspectos distintos de colonias (grande y pec
respectivamente) de SAMS @alle 5: SAMS 11, LPV (+);Calles 6 y 7:controles positivo y egativo
respectivamente; cepas del cepario del LaboratimiResistencia Bacteriana. Catedra de Microbio)i
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UniversidadBuenos Aires, ArgentiniCalle 8: patron de
peso molecular (1 Kb)

Los amplicones del in pvl obtenidos con estgmimerstienen un tamafio ¢

aproximadamente 433 pb.

Los aislamientos estudiados fueron toS. aureusmeticilino-sensibles ya qu

no se detectod el geanecAen ninguno de ello:
Respecto a la presencia del gen que codificemolisina, se observa que tot
ellos, excepto la colonia de aspecto macroscépérpugrio, portaron el gehlg. Esto

confirmo que todos los aislamientos €S. aureus

El Unico aislamiento que port6 el gpvl fue SAMS 11.
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V.1.1.5. Discusiéon

Dado que todos los aislamientos fuensacAnegativos, se confirmaria el hecho
de que la disminucioén en la actividad bactericidaefalotina, no se debe al mecanismo
de resistencia sino que se trata de una disminagda actividad del AM, es decir a un

fendbmeno de tolerancia a dicho AM.

En cuanto al gepvl vemos que un aislamiento (SAMS 11) es LPV (+) le qu
concuerda con muchos autores que demuestran knpragsie este gen en aislamientos
meticilino sensibles. Laifer y col. (2006) comum@a que las forunculosis por esta
bacteria son mucho mas complicadas si las cepaamas portan la leucocidina de
Panton-Valentine. Estos datos coinciden con Péath-R/ col. (2010) quienes
comunicaron que la portacion de LPV esta asociadfeeciones de PPB y pulmonares,
constituyendo un grave problema de salud publistosEautores reportaron que sobre
22 aislamientos de pacientes y del grupo familiaguee pertenecian, recuperaron 14
SAMS portadores de LPV.

En la presente tesis, el aislamiento LPV (+) fumiperado de un hombre de 45
aflos que ingresé por dolor agudo en el recto, digbdecaimiento. Se le efectuaron
numerosos estudios: rectosigmoideoscopia, tomagyaBcografia y se lo internd en
sala de cirugia. Se trataba de un paciente normmwiany se realizaron analisis de
sangre detectandose leucocitosis; se le diagnoatisgéeso perianal por lo que se
decidi6 realizar intervencion quirdrgica para dreehabsceso ya que no cedia con
tratamientos de cefalotina. El aislamiento fuertolee a cefalotina y LPV (+), quizas
esto explicaria el relativo mal estado generalpdeiente. También seria coincidente
con Pérez-Roth y col. (2010) quienes informaron qunealgunos de los pacientes

estudiados, se debio recurrir a incision quirdrgiciemas del tratamiento con AM.

Los datos aqui obtenidos coinciden con los repostgubr Alvela-Suarez y col.
(2011) quienes presentaron un caso de un joverfi@sda 16 afos, sin factores de
riesgo y con un cuadro severo de neumonia neontdizzon afectacion cutéanea por
SAMS adquirido en la comunidad con multiples feesode virulencia, entre ellos la

produccion de LPV. Estos autores agregaron adeogkagliteratura espafiola reporta,
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fundamentalmenteS. aureusresistente a meticilina. No existen publicaciones

espafiolas que describan la prevalencia de SAbkiivo para LPV.

Obando y col. (2011) describieron el caso de dogeptes pediatricos con osteomelitis
aguda producida por SAMS productores de LPV asasiaa@l complicaciones de
trombosis venosa profunda y embolismo sépticos pudres. Estos autores alertaron
sobre la emergencia de cepas estafilocécicas hredicensibles, LPV positivas que,
generalmente han sido asociadas a meticilino essed, y resultan altamente virulentas

y producen infecciones invasivas.

En la ciudad de Santa Fe, Argentina se realizostud® de portacion nasal en
40 estudiantes de la Facultad de Bioquimica y @Gasrioldgicas (UNL), con una edad
promedio de 24.8 + 2.3 afios y con predominio deb $emenino (85%) y se recuperd
en 13 de ellosS. aureus correspondiendo el 85% a SAMS y el 15% a SAMR. Se
observé una fuerte asociacion entre los anteceslel@enfecciones de piel y partes
blandas (como forunculosis a repeticion) y la péta nasal de SAMS en estudiantes
gue presentaban como principal factor de riesgosel de antimicrobianos en los
altimos 6 meses (Giusti y col.,, 2011a). Estos ast@gugirieron que, la ausencia de
infecciones de mayor severidad en los alumnosag@orés deS. aureuspodria ser
atribuida a la ausencia en su genoma de los geresaglifican el factor de virulencia,
leucocidina de Panton-Valentine.

Aunque son pocas las cepas estudiadas en estastdBss 4 SAMS se obtuvo un
portador de LPV; esto seria coincidente con Hayamil. (2011) quienes observaron,
sobre 83 SAMS, una elevada prevalencia (19,7%)atta@én de LPV, destacando
estos autores, la importancia de la presencia deodfactor de virulencia como

coadyuvante de la severidad de las infecciones.
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V.1.1.6. Conclusiones

* Todos los aislamientos SAMS tolerantes a cefaldtieeon confirmados por

la presencia del gdrig.
* Se confirmo la tolerancia a la accion bactericidbAM betalactamico.
* Se detect6 la leucocidina de Panton-Valentine endanlos aislamientos de

SAMS, proveniente de un paciente de la comunidad, una infeccion

relativamente severa de PPB.
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V.2. SECCION B

V.2.1. AISLAMIENTOS TOLERANTES A ANTIMICROBIANOS GLUCOPEPT IDOS:
VANCOMICINA. DETECCION DE POLIMORFISMO GENOMICO EN  SAMR.

V.2.1.1. Introducciéon

V.2.1.1.1.Generalidades

La aparicion de SAMR en la comunidad y el riesgtepaal de su entrada en el
hospital son también temas de interés, mas aumaumlento de la prevalencia de
aislamientos multi-resistentes como la emergeneiaghas con sensibilidad intermedia
a VAN, enfatizan la importancia de extremar las io&sl de control de la infeccion
(Vindel y col., 2009).

A pesar de que la prevalencia de SAMR ha ido eneaton propagandose a
través de las distintas areas geograficas; en [tasad décadas, las tasas son muy
variables, alcanzando en algunas regiones, ma$Qa%l mientras que en otras, los
valores son mucho menores y en algunas pareceskabstabilizado. No obstante la
emergencia mundial de estas cepas; solo existémpno limitado de clones que se han

diseminado en la mayoria de los paises (Rodriguweedéa y col., 2010).

Sin embargo, en los Udltimos afios se ha incremeni@datilizacion de los
meétodos de tipificacibn molecular debido a la disewion de los diversos clones
epidémicos de SAMR, tales como los denominados EM&0 15 (EMRSA-15),
EMRSA-16 encontrados frecuentemente en Gran Bretdfidon ibérico (Espafa), el
clon brasilefio (Brasil), el clon cordobés (Argeajiy el clon SAMR USA300 asociado
a SAMR-AC (Cox y col., 1995; Moore y Lindsay, 200%rez-Roth y col., 2004; Sola
y col., 2006 Tenover, 2006; Vindel y col., 2006).

Por otra parte, el estudio epidemiolégico molecullar las enfermedades
infecciosas tiene por objeto determinar la relaciomal que existe entre varios aislados
de una misma especie. Esta informacion es muysaiiire todo cuando se producen

brotes epidémicos causados por cepas multi-refsteporque permite determinar el
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namero de clones circulantes, identificar la fuegecontaminacion o reservorio y los
vehiculos de transmision, evaluar la eficacia deadidas de control dirigidas a evitar

la diseminacion de clones y diferenciar entre iof@t y recidiva (Maslow y col., 1993).

Como ya se comentara, los métodos de tipificas@anlasifican en dos grandes
grupos: fenotipicos (basados en caracteristicaddiigcas o bioquimicas) y genotipicos
(basados en el estudio del ADN). Los métodos fpimat$s de tipificacion son menos
reproducibles y poseen menor poder de discriminagide los métodos genotipicos.
Ello se debe a que la expresion de un caractetifgem es el resultado de la interaccién
del genotipo con el ambiente y, por lo tanto, exeptible de modificarse cuando las

condiciones ambientales varian (Fernandez-Cueftd,) 2

El extraordinario avance de la biologia molecular les ultimos afios ha
permitido desarrollar nuevos métodos genotipicosipéicacion. La electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE) es la técnica estatelaeferencia para tipificar la
mayoria de bacterias, hongos y parasitos con igpacig clinica, debido a que posee un
elevado poder de discriminacion y una excelenteodeibilidad. Esta técnica de
tipificacion tiene el inconveniente de que es mabofriosa y consume mucho tiempo (la
mayoria de los protocolos de trabajos requierendeasiatro dias para poder obtener y
analizar los pulsotipos), por lo que su uso diariel laboratorio es poco practico. Esto
hace que sea necesaria la busqueda de otros métedgsficacion alternativos a la
PFGE que sean mas flexibles y rapidos, y menositsus (Balajee y col., 2007).

Los criterios para evaluar las técnicas de tiptii@a se dividen en 2 categorias:
criterio de rendimiento (eficacia) y de convenien@ficiencia). Los primeros incluyen:
tipificabilidad, reproducibilidad, poder discrimitoaio, y acuerdo entre las técnicas de
tipificacion; mientras que versatilidad, rapidemgifidad de ejecucion e interpretacion se
consideran criterios de conveniencia. La tipifitidbad significa la proporcion de los
aislamientos que puede ser asignado como perteteaeun “tipo” por técnica de
tipificacion. Reproducibilidad refiere a la habdil de la técnica para producir el mismo
resultado cuando la muestra es ensayada repetitamieh poder discriminatorio
depende de la probabilidad que los aislamientospadian perfiles idénticos o

parecidos, siendo realmente un clon o parte denisraa cadena de transmision.
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Numerosas técnicas genotipicas se han desarr@ladls Gltimas décadas, las cuales,
inicialmente se usaron con fines de investigacaarp, actualmente, se emplean cada

vez mas en la practica clinica (Trindale y colQ20

V.2.1.1.1.1.Técnicas de tipificacion basadas en la amplificadileé 4cidos nucleicos

Por lo general, las técnicas de tipificacion basadala amplificacion de acidos
nucleicos mediante PCR poseen un elevado poderisiginsinacion, son menos
laboriosas, mas rapidas y mas flexibles que la RFGEermiten trabajar con un mayor
namero de muestras. Las técnicas de PCR son piétadiferenciar grupos de cepas no
relacionadas clonalmente, pero son menos discrivésaque la PFGE para diferenciar

subtipos entre cepas relacionadas clonalmente (Buwat., 2011).

Estas técnicas pueden presentar problemas metactiddgelacionados con la
inhibicion de la PCR y la contaminacion de las rnmassdurante el proceso de
preamplificacion. Algunas de estas técnicas tieqen ser validadas en el laboratorio
(estandarizacién de protocolos, equipos y readtidebido a que presentan una baja
reproducibilidad, mientras que otras técnicas puedguerir ursoftwareadecuado para
analizar patrones de bandas de ADN que son corsplgjdificiles de interpretar
visualmente. Otros problemas son los criterioszatilos para interpretar los patrones de
bandas y la dificultad para comparar los patroreefDN entre varios geles, aunque
esto Ultimo puede resolverse con la utilizaciorpaeramas informéticos que analizan
automaticamente los patrones y los junta en agropes(clusters)(Fernandez-Cuenca,
2004).

En la amplificacién al azar de ADN polimérfico (RBIPo PCR con iniciadores
arbitrarios (AP-PCR) se utilizan uno o varios cealsad con secuencias de nucleotidos
aleatorias y de corta longitud (8-12 nucleotidasy gibridan con regiones inespecificas
del genoma en condiciones de baja estringencigpésatura de anillamiento a 36-45
°Cy2mM MgC}), (Welsh y McClelland, 1993).

Las ventajas mas interesantes de la RAPD y AP-PGR s rapidez,

flexibilidad, facil interpretacion y relativamenb@jo costo. Existen diversos estudios
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gue indican que ambas técnicas poseen una ba@usjibilidad (sobre todo cuando se
comparan patrones de bandas entre laboratoriagwliés), por lo que es recomendable
que estas técnicas se validen y se optimicen em leadratorio (Vanhee y col., 2009).
La baja reproducibilidad se debe a que son muyildeasa pequefias variaciones
metodoldgicas, como el procedimiento de extracd®®DN, el tipo de termociclador,
la concentracion de molde de ADN, la temperaturardéamiento, la concentracion de

iones magnesio, etc. (Li y col., 2009).

En general, la AP-PCR suele tener un poder deilisacion inferior al de la
PFGE, aunque puede incrementarse con la utilizatgdrarios cebadores y mediante la
optimizacion de la PCR. La AP-PCR se ha utilizadaizersos estudios para tipificar
bacterias (SAMR, enterobacteri®#&seudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Legionella pneumophilaetc.) y hongosAspergillus fumigatugy Candida albicanpg
(Vila'y col., 1996).

La rep-PCR es otra técnica de tipificacion en la ga utilizan cebadores que
hibridan con secuencias de ADN repetidas o repas$iti(secuencias rep) que se
encuentran distribuidas en el cromosoma de mugaitasobacterias y algunas bacterias
gram-positivas y hongos. Con esta técnica se aogliflas regiones que separan las
secuencias rep, por lo que el polimorfismo restétda variabilidad en la repeticion de
dichas secuencias y de la distancia entre copiasgoas causadas por inserciones 0
deleciones de ADN (Fernandez-Cuenca, 2004).

Las secuencias repetitivas palindromicas extragénf{secuencias REP) y las
secuencias consenso repetitivas intragénicas @eobatterias (secuencias ERIC) son
algunas de las secuencias rep que mas se haaddgilen estudios epidemiolédgicos de
brotes infecciosos (Cookson y col. 2007).

La técnica de REP-PCR se caracteriza por su siit@tiqno requiere el uso de
enzimas de restriccidn, ni técnicas electroforétespeciales), rapidez (menos de 24 h)
y su relativo bajo costo, una vez que se disponendermociclador. Los patrones de
bandas suelen ser sencillos en algunas bactesig® ynas dificultosa en otras, debido a

la proximidad que existe entre algunas bandasnagbr nimero de bandas. Esta
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técnica posee un poder de discriminacion y repiibdigad inferiores a los de la
PFGE. Estudios realizados por Tenover y col. (1994yan Belkum y col. (1995)
indican que la rep-PCR es tan discriminatoria ctam®P-PCR y el PFGE para tipificar
S. aureus.El poder de discriminacion de la rep-PCR puedeementarse con la
utilizacién de cebadores fluorescentes, aunqueesstarece bastante la técnica debido a
gue se necesita un secuenciador automatizado de ped&l analizar los patrones de
bandas de ADN.

La amplificacion de secuencias ERIC mediante PCRICEPCR) es otra
técnica de tipificacion utilizada para estudiardéacion clonal en diversas bacterias
gram-negativas, comAcinetobacter baumanniLos patrones de ADN que se obtienen

con la ERIC-PCR suelen ser menos complejos qugelosrados mediante REP-PCR.

La técnica de PCR-RFLP se basa en la digestiérenaimas de restriccion de
productos de amplificacion de genes o secuenciagdl@d polimérficas. Con esta
técnica se estudia una regiéon muy limitada del gen(p. ej., germoaque codifica para
la coagulasa o el gespa que codifica para la proteina A & aureusresistente a
meticilna), por lo que su poder de discriminaciomeproducibilidad suelen ser algo
inferiores al de los métodos de tipificacion cita@mteriormente. En general, el poder
de discriminacion de esta técnica depende de ureads factores como la especie del
microorganismo, el gen analizado y el tipo de eazide restriccion. El poder de
discriminacion de la técnica de PCR-RFLP es infealbde la PFGE aunque puede
incrementarse utilizando varias enzimas de reghncd.a principal ventaja de la PCR-
RFLP radica en la rapidez y simplicidad de la tégnique permite la obtencion de
resultados en una sola jornada, y la reproducdilide los patrones de restriccion

(Montesinos y col., 2002).

El estudio del polimorfismo de la longitud de fragmos amplificados (AFLP)
se fundamenta en la amplificacion mediante PCR rdgnfentos de restriccion
(generados a partir de ADN cromosdmico) a los gegi@mente se les han unido unos
adaptadores gue hibridan con cebadores especifigaten variaciones metodoldgicas
del AFLP, dependiendo del nimero de cebadores @ioremte se utilizan 1 6 2), del

tipo de marcaje de los cebadores (radiactivo adsmente) y del nimero de enzimas de
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restriccion utilizadas (1 6 2). Los protocolos deLR mas utilizados suelen emplear 2
enzimas de restriccion y cebadores fluorescentes ventajas mas interesantes de este
método son su elevada sensibilidad y su excelederple discriminacion. La técnica
de AFLP suele ser menos discriminativa que la PF@&hque para algunos
microorganismos, comdenterococcus faeciumse ha observado que el poder de
discriminacion de ambos métodos son muy similaEésiéng y col., 2010).

Entre los principales inconvenientes de esta téciiay que destacar su
laboriosidad, el elevado costo del equipo (se s¥guiin secuenciador automatizado de
ADN), la obtencién de patrones de bandas compl@asre 30 y 50 fragmentos de
distinto tamafo) y el analisis de los mismos corsaftwareadecuado. Todo esto hace
que el AFLP se utilice fundamentalmente en centtesreferencia_(Lary Reeves
2007).

Sin embargo, la utilizacibn derimers adecuados para una correcta
identificacion de un determinado microorganism@eeglmente cocos gram-positivos,
puede ofrecer alguna dificultad (Maslow y col., 3p%Estas bacterias parecerian ser
mas refractarias a ser caracterizadas por técdieaamplificacion. Debido a que los
oligonucleotidos degenerados (OD-PCR) permitemieestigacion simultanea de un
namero deprimers potencialmente Utiles, el proceso de tamizaje, esta técnica,

puede ser simplificada (Limansky y col., 1995).

En los ultimos afos se ha desarrollado una téatecapificacion (MLST: del
inglés ‘multilocus sequence typing schéptemsada en la amplificacién y secuenciacion
de genes denominadd®usekeepinggenes ribosomales y/o genes relacionados con
factores de virulencia. Esta técnica es laborioszgyiere un equipo costoso y personal
con experiencia, por lo que actualmente se utikra centros especializados o

laboratorios de referencia (Vazquez y Berrén, 2004

En resumen, hoy dia, disponemos de algunas &&cde tipificacion basadas en
la PCR que pueden utilizarse para el estudio derelacién clonal entre
microorganismos de una misma especie. La elecceéradtécnica mas adecuada

depende de muchos factores, siendo los técnicom&ssimportantes (técnica rapida,
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poco laboriosa, facil de interpretar y con un elewvgoder de discriminacion y
reproducibilidad) y también los econémicos (bajstoh
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V.2.1.2. Objetivos

o Investigar el polimorfismo gendémico de los aislamis SAMR tolerantes a

vancomicina mediante la técnica de OD-PCR
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V.2.1.3. Materiales y Métodos

V.2.1.3.1. Aislamientos bacterianos

Se estudiaron en total 7 aislamientos. Cuatro SAb&antes a vancomicina
obtenidos por el método de cinética de muerte, doéaplicado en esta tesis, y ademas
se seleccionaron otros 3 aislamientos para detarmim relacion clonal. Estos
aislamientos fueron: SAMR 8 (tolerante por relac@i®M/CIM); SAMR 132 (aislado
en el mismo centro hospitalario pero en otro peride tiempo, junio de 2009) y SAMS
244 S. aureusmeticilino sensible recuperado durante el mismdope en que se

realizo esta tesis).

V.2.1.3.2.Purificacién de ADN

Se realizé lisis rapida mediante ebullicion. Se dmm 4 a 5 colonias del
microorganismo crecido en agar MH durante 24 har&b°C y se suspendieron en
200uL de agua destilada estéril. Se centrifugd Butns a 6000 rpm. Se descartd el
sobrenadante. Se resuspendidpelet en 200 pL de triton-X al 1% en buffer Tris-
acetato EDTA (TAE) 1x y se sometido a 95°C durarfenfinutos. Se centrifugd 5
minutos a 6000 rpm, y se separ0 el sobrenadansetgadrajar con él. Se conservé a -

20°C, por no mas de 48 horas.

V.2.1.3.3.Protocolo de PCR empleando oligonucleétidos deaeiosr

Se empleé PCR con oligonucleotidos degeneradosesm la técnica de
Limansky y Viale (2002).

V.2.1.3.3.1Secuencia de cebadores usados

Se empled el cebador 19 (5-GGTCGACYTTNGYNGGRTC-3)el cebador
5314 (5-GGTCGACYNGGRTC-3’),donde N: A, T,Co®;CoTyR: Ao G.
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V.2.1.3.3.2Mezcla de reaccién para volumen fin&DuL

Concentraciones iniciales Volimenes a usar

Agua destilada estéril 25,5 uL
Buffer 1x 5uL
MgCl, 3 mM 3 uL
Mezcla dNTPs 200 pM 5puL
Cebador (Sigma) 2,5uL 1uL

MgCl,: cloruro de magnesi@NTP: deoxinucledétidos trifosfatosnM: milimolar; uL: microlitro; uM:

micromolar.

Se emplearon para la mezcla 10 pL de ADN y 0,5 @Tatrpolimerasa: 0,05
U/uL (Invitrogen, Life Technologies).

V.2.1.3.3.3Programa empleado

Se aplicé una PCRot-start El termociclador usado fue Perkin-EImer/CETUR

480 y se cumplimento el siguiente protocolo:

95°C-5min (luego se agregtntairaa)
93°C — 1 min

36°C — 1,5 min 40 ciclos

72°C — 2 min

72°C- 10 minutos (para complementar la polimerizaci

Luego 20 pL de la mezcla del producto amplificadee fanalizado por
electroforesis en geles de 1,2 % de agarosa centmiO,5 pL/mL de bromuro de

etidio, siguiendo procedimientos convencionalem@nsky y Viale, 2002).

Se utiliz6 como marcador de peso molecular fagdigerido con Hindl y
EcoR.
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V.2.1.3.3.4Interpretacion de resultados

Se considerd6 que dos aislamientos perteneciamrescldistintos cuando se

observaron al menos, dos bandas de diferenciaaiise
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V. B. Resultados

V.2.1.4. Resultados

En la Figura V4 se observan los perfiles de amplificacion obtes

Cebador 19

Figura V.4: Perfiles OD-PCR de aislamiento de Staphylococcus aureus
Calle 1: fago A digerido con Hindlll y EcoRICalles 2, 3, 5, 6 y 7SAMR 6, SAMR11, SAMR 12, SANS
244 y SAMR 132, respectivamente (clon Calle 4: SAMR 10 (clon B)Calle 8: SAMR 8 (clon C)

Se puede deducir de las cepas estudiadas que huolomed. El clon A que
incluyé tres SAMR tolerantes por CM, y dos mas AMS y 1 SAMR) clyos

aislamientos no estaban relacionados en el tie
El clon B estuvo conformado por SAMR 10, toleraptg CM y el clon C
resultd conformado por SAMR 8, tolerante por eecio CBM/CIM vy relacionado en «

tiempo con los tolerantes por C

Semejantegesultados se obtuvieron con el cebador £
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V.2.1.5. Discusiéon

La técnica OD-PCR fue descrita por primera vez Ppelenius y col. (1992)
quienes expresaron que esta técnica para la arapldn de ADN es rapida, eficiente e

independiente de la especie estudiada.

El uso de cebadores aleatorios con la técnica de B¢hde a detectar la
heterogeneidad del genoma entre los distintosnaistdos de un patdégeno en particular
y ha sido ampliamente aceptado por sus bajos riegeatos técnicos, facil
aplicabilidad y costos (Maslow, y col., 1993). Lims&y y col. (1995) utilizaron el
oligonucledtido 19 para determinar la diversidaddgeica deStreptococcus agalactiae
y concluyeron que dicha metodologia es util parmastrar un amplio grado de
discriminacion entre aislamientos & agalactiae.En este contexto, estos autores
concluyeron que esta técnica resulta una herramigi{ relativamente econémica y
técnicamente accesible para ser aplicada con patigyjenos. Esto coincide con los
resultados obtenidos en esta tesis.

Peng y col. (2003) han obtenido buenos resultagtisaado esta técnica y
demostraron que estos son mejores cuando se mitpiequenas cantidades de ADN.
Shen y col. (1998) consideraron que es eficienta jgi@ntificar genes de resistencia en

plantas.
Si bien esta metodologia es cominmente usada,ntidad de templado de
ADN es importante ya que, segun Arneson y col. 80tha menor produccion de

templado puede conducir a resultados menos coe$abl

Por lo tanto, resulta importante tener en cuentasesonsideraciones al

momento de usar la técnica OD-PCR.
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V.2.1.6. Conclusiones

La técnica aplicada resultd de utilidad para dateet polimorfismo genémico
de los aislamientos SAMR tolerantes a vancomicioa @M pudiéndose
distinguir 2 clones (clon Ay clon B) y una tercespa establecida tolerante por

CBMI/CIM presenté un nuevo clon (clon C).

Este estudio permiti6 demostrar que los aislamgen®studiados no
correspondian a la misma cepa que se present&@mal pacientes; sino que
se trato de varios aislamientos no relacionadostgamente y que presentaron

tolerancia a la VAN.
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V.3. SECCION C

ACTIVIDAD BACTERICIDA DE VANCOMICINA FRENTE A STAPHYLOCOCCUS
AUREUS ADQUIRIDOS EN LA COMUNIDAD Y SU RELACION CON LA
PRODUCCION DE LEUCOCIDINA PANTON-VALENTINE

V.3.1. Introduccién

SAMR como se dijo anteriormente, produce infeccsorde alta morbi-

mortalidad y fue hasta hace pocos afos un patauyesacomial (David y Daum, 2010).

Segun un programa de vigilancia de EEUU publicadoek afio 2004 la
presencia de este tipo de bacteria en hospitalgwiygipalmente en las salas de

cuidados intensivos, alcanzo cifras mayores al @OBAS, 2004).

A fines de la década del 80, se reportaron, cadacea@ mayor frecuencia,
infecciones por estas bacterias en pacientes mgunifactor de riesgo (FR), ni contacto

previo con centros de salud (Boucher y Corey, 2008)

Estas infecciones comenzaron a informarse en tbaouado (Grundmann y
col.,, 2006) y, consecuentemente, el tratamientchaeornado mas dificil, por el
incremento de la resistencia. Por ejemplo, en iRahle, durante 2003-2004 se
identificaron cuatro casos de neumonia necrotizamtadultos sin FR; los aislamientos
resultaron portadores del factor de virulenciaelacocidina de Panton-Valentine y se
demostré que poseian el S@€ctipo IVa y que pertenecian al tipo USA300 (Francis
col., 2005).

Varios investigadores han demostrado que SAMR-A@vaducionado a partir
de clones d&. aureusneticilino sensible de la comunidad y que poskidoxina LPV
(Diep y col., 2006a). Pareciera que la insercionudeSCQ@nectipo IV mévil mas
pequeiio en una cepa de MSSA-LPV positivo determqun® SAMR-AC adquiera el
determinante de resistencia y una mayor actividgégénica, aumentando su poder
patdgeno (Diep y col., 2006b).
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Cercenado y Ruiz de Gopegui (2008) comunicaron Ipsefactores de riesgo
(FR) que se detectan en las personas con infeecmeSAMR hospitalarios y que no

poseen las personas infectadas con SAMR-AC, son:

- historia previa de infeccién o colonizacién pordi@agente,
- hospitalizacion en el afio previo al aislamiento,

- asistencia a centros médicos,

- pacientes en dialisis,

- haber sido sometido a una cirugia,

- poseer protesis o cualquier dispositivo médico,

- convivir con un trabajador sanitario.

Se han descrito algunos factores no asociados #&osende salud que
predisponen a dicha infeccion como la transmisiérsgna a persona, hombres que
tienen sexo con hombres, militares reclutadosjgmesos, atletas, mujeres post-parto,
drogadictos intravenosos, parejas heterosexualegadores de futbol (Ellis y col.,
2004; Fridkin y col., 2005; Cook y col., 2007; Stmay col., 2007; Garza y col., 2009;
Giannouli y col., 2010).

Varios estudios demuestran que la prevalencia deMRSAC varia
geograficamente. Se reportaron brotes en USA, Ar&audita y Nueva Zelanda
(Rybak, 2006) y se documentaron también estos naiestdos en Latinoameérica
(Uruguay, Brasil y Argentina), incluyendo la ciudde Santa Fe (Galiana Villar, 2003;
Ribeiro y col., 2005; von Spetch y col., 2006; Rabarini y col., 2007; Sola y col.,
2008; Casellas y col., 2009; Giusti y col., 2011b).

Si bien los genepvl son prevalentes en SAMR-AC y considerados genes de
virulencia, recientemente algunos estudios han rgl@yeque no se encuentran
homogéneamente distribuidos entre dichas cepas \exigten factores mdultiples que

coadyuvan a la gravedad de las infecciones poragstete (Voyich y col., 2006).

SAMR-AC LPV (-) son predominantes en los paisesRaglifico asiatico tales
como Australia, Japén, China y Corea del Sur. Etigodar, un nuevo clon de SAMR-
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AC (ST72)-SCnectipo IVa que ha perdido el ggvl es prevalente en Corea del Sur
(Kim y col., 2007) y ya se han descrito casos flecoiones invasivas por estos agentes
(Lee y col., 2010).

La resistencia y la gravedad de las infeccionedymidas por estos aislamientos
han incrementado el uso de VAN, como terapia degma linea para su tratamiento, a
pesar de la incorporacion de los nuevos antimiarai® tales como teicoplanina,

linezolid o daptomicina, entre otros (Mohr y Murr2g07).

Los regimenes que poseen actividad bactericidaléarostrado ser superiores a
los bacteriostaticos en el tratamiento de las odees graves por SAMR, por lo que
resulta relevante valorizar la actividad bactedcak este antimicrobiano (Finberg y
col., 2004; Pankey y Sabath, 2004).
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V.3.2. Objetivos

o Estudiar la actividad bactericida de vancomicimmfe a SAMR-AC aislados de
adultos sin factores de riesgo.

o Evaluar la relacion de dicha actividad bacteri@da la produccion de LPV.
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V.3.3. Materiales y Métodos

V.3.3.1.Pacientes y aislamientos bacterianos

Se estudiaron 30 SAMR resistentes sélo a betanteotd, aislados de pacientes
adultos sin FR que asistieron al hospital Dr. Ma#éa Cullen de la ciudad de Santa Fe-

Argentina, durante julio 2007 a agosto 2008.

Los criterios de inclusion para seleccionar loggrges fueron: no tener historia
previa de infeccion y/o colonizacion por SAMR, rabbr asistido a centros de salud, ni
haber sido sometidos a cirugia o implantacion déteses u otros dispositivos meédicos

Yy No convivir con trabajadores sanitarios.

V.3.3.2. Pruebas de sensibilidad

Concentracion inhibitoria y bactericida minimassyudios de cinética de muerte

Se determinaron la CIM y CBM de vancomicina, sedanmetodologia
propuesta por CLSI. Para la CIM se aplico la técnie macrodilucion en caldo (CLSI,
2009a). Se establecid la relacion CBM/CIM, efectioe estudios de cinética de

muerte a aquellos aislamientos con una relaciBr{I#CCLS, 1999b).

V.3.3.3.Detecciéon de LPV

Se siguieron los protocolos de Greisen y col. (J984.ina y col. (1999),
adaptados segun validacion de la Asignatura Batgia de la Facultad de Bioquimica
y Ciencias Bioldgicas (UNL) (Giusti y col, 2011be€enado y Marin, 2011).

Para cada uno de los aislamientos se trabajosigueente manera:
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V.3.3.3.1.Extraccion del ADN

A partir de un cultivo de 24 h, se realizé un iH6cQ.5 McFarland en Tris-
EDTA pH: 8 — 0,1M. Se llevo a ebullicion 15 minsitp luego se centrifugd 5 minutos
a 10000 rpm para eliminar los restos celularesoBlenadante se us6 como templado
parala PCR.

V.3.3.3.2.PCR

Para detectar la presencia de los gewése llevo a cabo una PCR, utilizando
como control de amplificacibn ARNr 16S. Como celbyado se utilizaron los
oligonucleotidos descritos por Greisen y col. (994 Lina y col. (1999). La
amplificacion se efectudé en un termociclador EppehdMaster, siendo el volumen
final de reaccién de 25 pL, conteniendo 1x buffeCR (Invitrogen), 3 mM Mggl
200 uM de cada dNTP, 0.2u M de cada cebador, 1 UatpADN polimerasa
(Invitrogen) y 2,5 de ADN blanco. Las muestras dmedesnaturalizadas durante 5
minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de: desn@acabn a 94°C durante 30 segundos,
hibridaciéon a 52°C durante 30 segundos, extensiif@ 30 segundos y una extensiéon
final a 72°C durante 5 minutos. Los productos deRPfQeron analizados por

electroforesis en gel de agarosa al 2% con brouaheietidio 0,5.9/mL.

Se wusaron como controles positivos para PCGR slguientes cepas:
Staphylococcus aureuseticilino resistente ATCC 43300 $. aureusnmeticilino-
resistente portadora de LPV, cedida por leiistracion Nacional de Laboratorios
e Institutos de Salud (ANLIS) “Dr. Carlos Malbraninstituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas - Buenos Aires, Argentina

V.3.3.3.3. Andlisis estadistico

Se realiz6 una Prueba Chi cuadrado para compara@oproporciones en
muestras independientes con un nivel de signifieashe 5% (Altman, 1997).
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V.3.4. Resultados

De las 30 cepas estudiadas, 19 mostraron CBM/CB/Ay>de estos, 8 portaban
el factor LPV. La relacion CBM/CIM de VAN de los Aislamientos restantes resulté <

8; de los cuales 7 fueron LPV positivo.

En la Tabla V.1 se presentan los aislamientos cuyasres resultaron

CBMI/CIM > 8, asi como su origen Yy los resultados de la détepara LPV.

Tabla V.1: Aislamiento, origen, relacion CBM/CIM de vancomigig produccién de LPV de
las cepas SAMR que mostraron CBM/CI\8.

Aislamientos Mu,e'stra CBW/ LPV | Aislamientos ML{egtra CBW/ LPV
clinica CIM clinica CIM

SAMR 2 PPB 128 P | SAMR 33 PPB 8 N
SAMR 7 PPB 32 N | SAMR 34 PPB 8 P
SAMR 8 Hueso 32 N | SAMR 35 PPB 8 N
SAMR 9 PPB 32 P | SAMR 36 PPB 8 N
SAMR10 PPB 32 N SAMR 37 PPB 8 N
SAMR 17 PPB 16 P | SAMR 38 PPB 8 N
SAMR 21 PPB 16 N | SAMR 39 PPB 8 N
SAMR 22 Esputo 16 P
SAMR 23 PPB 16 N
SAMR 30 PPB 8 P
SAMR 31 PPB 8 P
SAMR 32 PPB 8 P

SAMR: Staphylococcus aureuseticilino resistenteSAMR 10: se distingue por ser tolerante a VAN por
ambos criterios y no productor de LPFPB: piel y partes blandasZIM : concentracién inhibitoria
minima; CBM: concentracion bactericida minimaPV: leucocidina de Panton -Valentirie; productor
de LPV;N: no productor de LPV

Los aislamientos que presentaron valores de CBMIME VAN < 8, asi como

su origen y los resultados de la deteccion para, lse\presentan en la Tabla V.2.
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Tabla V.2: Aislamiento, origen, relacion CBM/CIM de vancomigig produccién de LPV de
las cepas SAMR con CBM/CIM < 8.

Aislamientos I\(/I:Lljl,i?é;a %I?I{\A/I / LPV | Aislamientos I\(/I:Lljl,i?é;a ((::I?II\\A/I / LPV
SAMR 74 PPB 4 P SAMR 80 PPB 4 P
SAMR 75 PPB 4 P SAMR 81 PPB 4 N
SAMR 76 PPB 4 P SAMR 82 PPB 4 N
SAMR 77 PPB 4 N | SAMR 105 PPB 2 P
SAMR 78 PPB 4 P SAMR 107 PPB 2 P
SAMR 79 PPB 4 N

SAMR: Staphylococcus aureuseticilino resistentePPB: piel y partes blandasIM : concentracion
inhibitoria minima;CBM : concentracion bactericida minimz2V: leucocidina de Panton -Valentiri;
productor de LPV;N: no productor de LPV.

De los 15 aislamientos LPV (+), 8 tuvieron unaacegin CBM/CIM > 8
(¢*1.29; p 0.25).

Las curvas de cinética de muerteSlaureudrente a VAN, efectuados a los 19
aislamientos con CBM/CIM_=8, se dividieron en 4 grupos: 1) CBM/CIM 32 (5
aislamientos); 2) CBM/CIM = 16 (4 aislamientos);GBM/CIM = 8, LPV (+) (4 cepas)

y 4) CBM/CIM = 8, LPV (-) (6 cepas). Los resultadolstenidos se observan en las
figuras V.5, V.6, V.7 y V.8, respectivamente.

De las 11 LPV (-); a las 6 horas, 9 redujeron elogg, UFC/mL el in6culo

inicial y 2 lo disminuyeron en 2 lggUFC/mL en el mismo periodo (6 horagY: 6,13;
p= 0,024).
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V. C. Resultados
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Figura V.5: Curvas de vida y de cinética de muerte de los 5 &imientos de S. aureuscon
CBM/CIM de vancomicina > 32.
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Figura V.6: Curvas de vida y de cinética de muerte de los 4 kimientos de S. aureus con
CBM/CIM de vancomicina igual a 16.
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V. C. Resultados
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Figura V.7: Curva de vida y de cinética de muerte de los 6 asshientos deS. aureuscon una
relacion de CBM/CIM de vancomicina igual a 8 y no ppductores de LPV.
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Figura V. 8: Curvas de vida y de cinética de muerte de los 4 Esientos deS. aureuscon una
relacién CBM/CIM de vancomicina igual a 8 y producbres de LPV.
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V.3.5. Discusién

Fridkin y col. (2005) en un estudio efectuado dtea2000-2001 sobre 2107
casos de infecciones por SAMR-AC informaron quassépresentaban desde el 8 al
20% de todos los aislamientos SAMR segun las &reagraficas y eran en su mayoria
provenientes de PPB.

Coincidentemente con otros autores; en el presénateajo, de los 30
aislamientos ensayados, se observo que 25 provdaiB®B (Gorwitz, 2007; Larsen y
col., 2009).

Segun Gorwitz (2007) la LPV es un factor de virglarde gran importancia en
ciertos sindromes clinicos tales como neumoniaeycgatribuye a la patogenicidad de
las infecciones de PPB o invasivas severas enmasgareviamente sanas. Este autor
sugiere, al igual que Etienne (2005), que debewastigarse de manera rutinaria la
presencia de LPV ya que dicha leucocidina es traissnentre familiares y, sobre todo,

en comunidades con mayor promiscuidad (Cristolzaly 2011).

La uUnica cepa de este trabajo, procedente de umamaméa adquirida en la
comunidad fue LPV (+) lo que concuerda con otregstigadores que encontraron una
fuerte asociacion entr®. aureud_ PV (+) y neumonia necrotizante en adultos jovenes

inmunocompetentes (Balis y col., 2007; Méndez y, @il09a).

En este trabajo de tesis se investigo la presateiaPV en 30 aislamientos
obtenidos de adultos sin FR. Los resultados obdenisbn coincidentes con los
reportados por Fridkin y col. quienes sostienen gg&MR-AC no esta asociado con

FR, aun cuando la mayoria producen infeccionesantes que requieren internacion.

En el presente estudio, el 50% de las cepas por&factor LPV. Este hallazgo
difiere de Valsesia y col. (2010) quienes infornmacue el 28% portaba LPV en un
estudio realizado durante 2007-2008 en un hosgstalela de Suiza Central y con el de
Hamilton y col. (2007) que detectaron, sobre 29 SRANC, 28 LPV (+).
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Otros autores (Said-Salim y col., 2005) coincidersefalar que las cepas que
codifican LPV no se encuentran uniformemente dhsidas entre los SAMR-AC, como

se demostro en este trabajo.

VAN ha sido la piedra angular de la terapia pafacciones severas desde los
afos 80 cuando SAMR emergié como un patégeno nosatimportante en EEUU, y

continda siendo la terapia empirica de eleccioraf@ers, 2005).

Sin embargo, los fracasos en el tratamiento con 88N comunes en las
infecciones por SAMR aun con cepas sensibles (CBAg/mL); por ello se considerd
relevante determinar la actividad bactericida de astimicrobiano frente a SAMR-AC

(Sakoulasy Moellering, 2008).

En este trabajo se investig6 la actividad bactmim vitro de VAN frente a
SAMR-AC vy su relacion con la produccion del faatier virulencia LPV. Se demostro
que no existe diferencia estadisticamente sigtifigaen la distribucion de cepas
productoras de LPV en las poblaciones estudigdas29; p 0.25), (Méndez y col.,
2011).

Se encontraron 5 cepas cuya CBM/CIM fu82> las que a menudo se definen
como tolerantes pero al identificarlas por curvasidética de muerte, sélo una de ellas,

resulto tolerante y LPV (-).

Habiendo analizado gran parte de la bibliograf@palible no se encontraron

reportes de tolerancia a VAN en aislamientos SAMR-A

Respecto a la actividad bactericida de VAN se aldsgue las cepas portadoras
de LPV mueren més lentamente que las LP\4{:)8,13; p= 0,024).
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V.3.6. Conclusiones

* La presencia de LPV en los aislamientos estudiddesndependiente de la
relacion CBM/CIM de VAN.

* Las cepas LPV (+) redujeron méas lentamente el nirder UFC/mL a las 6

horas cuando se realizaron estudios de cinéticaLgete.
* Se demostré que la actividad bactericida de VANSAMR-AC fue efectiva en

el 96% de los aislamientos, independientementeadardsencia del factor de

virulencia estudiado.
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CAPITULO VI

ESTUDIO DE SINERGIA DE
ANTIMICROBIANOS FRENTE A SAMR
TOLERANTES A VANCOMICINA
DETECTADOS POR CINETICA DE MUERTE
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VI.1. COMBINACIONES DE ANTIMICROBIANOS

VI.1.1. INTRODUCCION

Las combinaciones de AM son usadas frecuentemeloi fanes de tener una

mejor cobertura empirica para pacientes graveptices.
Menos comun es la eleccibn de combinaciones de Adshdo el agente
patdégeno es inhibido o muerto por dosis conventésnde un Unico AM, pero es mas

sensible a la accidon de dos combinados.

En ambos casos la mejora clinica depende de lamaaaiones entre ambos,

frente al microorganismo (Pillai, 2005).

VI.1.1.1. Consideraciones sobre combinaciones dé1A

Hay diferentes razones para seleccionar un tratam@mbinado de AM.

VI.1.1.1.1.Disminucion de emergencia de cepas resistentes

A veces la combinacién de dos AM es usada paraimisinma emergencia de
subpoblaciones resistentes de un patégeno. Cespalaidos o0 mas agentes contra los
cuales la bacteria desarrolla resistencia por alites mecanismos, la probabilidad de
que las colonias emerjan como resistentes a tado&M usados, es tedricamente muy

baja.

A modo de ejemplo, en el tratamiento de la tubesial donde se usan
simultaneamente multiples drogas, se reduce clarame riesgo de la aparicion de la
resistencia intra-tratamiento. Esto es relevamebi@n en combinaciones de AM con
rifampicina (RFA), ya que se tata de un AM al cua$ bacterias desarrollan
rapidamente resistencia. Las combinaciones de VAM &FA son utlizadas
exitosamente en endocarditis de pacientes con laalpwotésica y en casos de

espondilodiscitis u osteomielitis.
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Aunque el uso de tales combinaciones parece suptamiemergencia de
resistencia a RFA se han descrito algunos fracasosiados al desarrollo de

aislamientos resistentes (Hassoun, 2007).

Esto puede deberse a la emergencia de clonesendsssten el foco de la
infeccidbn donde puede haber diferente penetracétaddroga. De igual manera, la
combinacion de OXA con RFA evita la emergencia dblgciones deS. aureus
resistentes a esta Ultima a pesar de que en ré#iddFA puede ser antagonigtavitro

con la actividad bactericida de los betalactdm{Basnitrescu y col., 2008).

VI.1.1.1.2. Disminucion de la toxicidad relacionada a la dregmo resultado del uso

de dosis reducida

Algunos AM clinicamente importantes tienema significativa toxicidad
relacionada a la dosis lo que limita su uso, pemejo: cloranfenicol, 5-fluorocitosina,
aminoglucésidos (AG) y sulfonamidas. Existen ciatetedricos que sugieren reducir la
dosis de la droga potencialmente toxica adicionandoagente que asegure eéxito
terapéutico. Este enfoque se basa en datos prelosso de combinaciones de
sulfonamidas para reducir la formacién de cristglede calculos. Esto es un hecho
historico. Actualmente no existen combinacionesAllé especificamente disefiadas
para reducir la toxicidad sin comprometer la adad de los mismos. El enfoque mas
reciente ha sido desarrollar AM con perfiles deuse@d superiores que pueden, en

muchos casos, sustituir agentes mas viejos y maosd(Mohr,2008).

VI.1.1.1.3.Infecciones polimicrobianas

Otro uso interesante para combinaciones de AM #ataimiento de infecciones
polimicrobianas o mixtas documentadas, para lakesus necesario que los AM estén
dirigidos a diferentes puntos de accion. Por ejemeh la peritonitis, se deben usar
asociaciones de AM efectivos frente a enterobagey anaerobios. Aunque estas
combinaciones son frecuentemente utilizadas, anerge existen AM como los nuevos
betalactamicos, carbapenemes o betalactamicosnhidsdores que tienen un amplio

espectro de accion (Talaie y col., 2008).
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VI.1.1.1.4.Sinergismo antimicrobiano

Las combinaciones de AM fueron usadas en los posnédempos de la era
antibiotica cuando se observo que no todas lasdithees respondian con penicilina,
sulfonamida o estreptomicina utilizadas como moogas. A pesar del empirismo,
algunas de estas experiencias fueron Utiles tale® ¢a accion bactericida demostrada
con la asociacion de penicilina mas estreptomicoratraEnterococcussp. (Jawetz y
col., 1950). Este uso de combinaciones de AM lagya eficacia clinica y bactericida

gue continda teniendo gran relevancia (Pillai, 32005

Actualmente existen numerosas publicaciones queiestnan el importante rol
del sinergismo AM en el tratamiento de las infene® por bacterias gram-positivas y
negativas. Sin embargo, si bien existe una buenangentacién sobre la combinacion
bactericida sinérgica de peniciina mas AG o combiones tales como
trimetoprimasulfametoxazol (TMS) en determinadasrcuistancias, no hay
documentaciomn vitro que asegure que las combinaciones logren mepaogdi clinica
(Zhanel y col., 2008).

Otros autores expresan que no se sabe si la abeidericida se debe a la
actividad bactericida de las combinaciones o porsgidogra mayor concentracion
sérica. El estimulo para estudiar las interacciagedM radica en que algunas pueden
tener efectos antagonistas. Varias fueron desaitaslargo del tiempo pero las mas
recientes son las interacciones entre dos betalamig usados contra gram-negativos
productores de betalactamasas inducibles, mediadasosomicamente. Basado en
estos hechos resulta util confirmar las interacesosinergisticas entre dos AM contra

un agente infectante o para excluir acciones antsigs (Muller-Serieys y col., 2009).

VI.1.1.1.5.Definiciones de interacciones de AM in vitro

A pesar de los métodos experimentales y los a#erisados para definir
cualitativamente los resultados de las combinasiohlel existe un acuerdo general

acerca de las definiciones cualitativas de sinergig antagonismo.
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Sinergismo es una interaccion positiva en la que el efectobinado de las
drogas es superior a la accién de cada una demdiegendientemente. Bhtagonismo
es una interaccion negativa ya que el efecto camdbires significativamente menor que
los efectos independientes cuando son ensayadassqparado. Muchos de los
problemas involucrados en el ensayo de la comhinad® AM son los que arrojan un
resultado incierto y aquellos en los que no hagraucién entre ellos resultando en lo
que se llamaditividad, indiferencia o autonomia La aditividad es la base del método
de tablero de damas y asume que el resultado dbtean mas de una droga debe ser la
suma de los efectos de cada una cuando actlaneparado. En la autonomia o
indiferencia se asume gque no interactan una gansato que se logra el efecto de la
mas activa (Tawy col., 2010).

VI.1.1.2. Actividad de combinaciones de antimicrolainos: métodos de laboratorio

VI.1.1.2.1.Métodos de difusion

Se han explorado una variedad de métodos de difustih discos, para
determinar las interacciones entre AM, siendo egtadtativos.

VI.1.1.2.1.1.Técnica de discos

La ventaja de esta técnica es que se utiliza adgdryMliscos comerciales,

embebidos en los distintos AM.

Se realiza siguiendo las normas del método de idifuson discos
estandarizados por CLSI (CLSI, 2009b). Los disassttenen el AM Ay el AM B se
ubican en la placa que ha sido inoculada con leeba@ estudiar. La distancia entre los
discos puede variar, pero debe ser igual o ligemggnmaayor a la suma de los radios del
halo de inhibicion de cada una de las drogas aliesti.uego de 16 a 18 - 24 horas de

incubacién (dependiendo de la bacteria), a 35°€xaminan las placas.
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V1. Introduccion

VI.1.1.2.1.1.1 Interpretacién de los resultados

El patron en el que se observan dos zonas de d¢idhibindependientes una de la
otra, se considera combinaciaditiva o indiferente. (Figura VI.1).

Figura VI.1: Efecto aditivo o indiferente entre dos discos de AM.
OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina. Prueba de difusion de SAMR con disco©#& y FOX donde se observa que
cada disco tiene una inhibicion independiente ateb.
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V1. Introduccion

Cuando se observa un agrandamiento o un puente @era union de los halos
de inhibicion de los dos discos se considera coacinsinérgica. Ninguna de las dos
drogas ensayadas por separado produce halo décidhily se observa una zona de
inhibicién entre ellos. (Figura VI1.2)

Figura VI.2: Sinergia entre meropenem, imipenem y &cido etilendininotetraacético

IMI: imipenem;MER: meropenemEDTA: &cido etilendiaminotetraacético.

Se muestra un antibiograma por el método de difusidh discos, de un bacilo gram-negativo. Se obsenergia

(agrandamiento en la unién de las zonas de inbibide ambos discos) entre IMI y EDTA (derecha). sihzacion
especial en la cual esta técnica puede ser impgertarriba-izquierda) es cuando se observa quaisoss de MER y
EDTA no producen halos por si solos, pero se venaigrmiento de la inhibicién de MER cerca de EDTA.

La combinaciénantagonista se obtiene cuando existe inhibicién cerca de la
union del halo que forman cada uno de los discos.
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VI.1.1.2.1.2.Técnica con tiras
VI.1.1.2.1.2.1Tiras de papel
Primeramente fueron utilizadas tiras de papelltte #mbebidas en los distintos

AM a ensayar y se colocaban en angulo recto satmeplaca de agar. Luego de una

incubacion de 24 horas a 35°C se observaba la dei@ambas tiras. (Figura VI.3).

DT X
NG
QRSO
MRAan:

SRR

SO

Figura VI.3: Ensayo de combinaciones de AM usando tiras de papeinbebidas en soluciones de
AM preparadas en el laboratorio. A: efecto aditivo (o indiferenteB y C: sinergia;D: antagonismo
(Extraido de Pillai, 2005, p. 378).
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V1. Introduccion

VI.1.1.2.1.2.2 Tiras comerciale

Recientemente sententaron realizar estas técnicas con las tirapgrada:
comercialmente con un gradiente de concentracié\Me(Epsilometer Eest, AB

Biodisk; Solna, Suecia), (Tan y col., 201Esta técnica seuestra en la Figu VI1.4.

11§3f

Figura VI.4: Efecto sinérgico entre un betalactamico y un amindgcdsido con una cepa contro
Método epsilométrico A:tira con betalactamicB: tira con aminoglucésiddC: sinergia entre ambc
AM.

VI.1.1.2.1.3.Series en “tablero de dama

Se trata dein método que ha sido frecuentemente usado pamiastombinaciol
de AMin vitro, debido a varias razor:

es facil de entendt

- el analisis matematico necesario para su calcusingse

- puede ser realizado en los laboratorios de miclafia usndoequipamiento ya
disponible ,

- ha sido la técnica mas usada para sugerir terapi@sgicas en el tratamiento

pacientes neutropénicos con septicemia por -negativos.

El término “tablero de damas” refiere al modelo tigeos, pocillos o placas de i)
formadas por mudltiples diluciones de los dos AM asmslos, en concentracior
iguales, por debajo o por encima de la ( segun el microorganismo en estt. Este
método fue estandaado por NCCLS en el afio 19(NCCLS, 1993).

Las concentraciones eayadas para cada AM varian dedde5 diluciones deba

de la CIM a 2 veces la Cl esperada (onayor si se sospecha antagonismo); us.
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diluciones al medio de cada AM. Ademas se incluya columna donde se colocan
cada uno de los AM como controles.

Por lo tanto, el tablero de damas consiste en dhsnnas una vertical y la otra
horizontal. En cada una de ellas el tubo (o poaliglaca) contiene la misma cantidad
de AM (AM A) diluida horizontalmente y la columnaorc el AM B diluido
verticalmente. El resultado de cada tubo (pocilloplaca) contiene una Unica

combinacion de las dos drogas ensayadas.

La definicion del punto final se realiza luego deuncubacion a 35°C de 16 o 20
horas segun la bacteria ensayada. Los datos lmidasrise obtienen si en los tubos sin
crecimiento visible se demuestra que se ha produaidnuerte del 99,9 % del inéculo

inicial (Tan y col., 2010).

- Limites de la técnica

Excepto que cada tubo sea pasado a medios sélidospbservacion
macroscopica muestra capacidad inhibitoria. Esteligie® de datos bactericidas puede
ser una importante limitacion debido a que las dread sometidas a estos ensayos
provienen de pacientes con infecciones graves @andibtis, meningitis, osteomielitis,

etc).

Otra limitacion es que al ser examinados los radak en un punto final, este
meétodo provee una interaccion AM estatica mas dnéndca. No obstante, es una
técnica facil aunque con las limitaciones descrigada actualidad, fue reemplazada por

las técnicas de cinética de muerte.

VI.1.1.2.1.4.Estudios de cinética de muerte

En contraste con el tablero de damas, las curvamééca de muerte miden la

actividad microbicida. Por esta razén, son masagles para situaciones clinicas en la

cual se necesita una terapia bactericida combinada.
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Otra ventaja es que puede proveer informacion doeam interaccion con el
transcurso del tiempo porque se realizan recuedéodJFC a distintos intervalos.
Debido a que se utiliza con una determinada corm@dh de AM, ésta debe ser

cuidadosamente seleccionada.

Para el desarrollo de este trabajo de tesis|ls®wdsta técnica.

VI.1.1.2.1.4.1.Interpretacion de los resultados

La actividad de ambos AM se defini6 como sinergditividad o antagonismo

segun los criterios explicados (Lin y col., 2010).

Aplicando las curvas de cinética de muertesiiaergia se obtiene cuando, luego
de 24 horas de incubacion, el recuento se reduee2dog, UFC/mL en presencia de

los dos antimicrobianos, respecto al AM mas activo.
Se dice que hagntagonismocuando el recuento a las 24 horas<e? logy

UFC/mL del in6culo inicial con la combinacion desla@ AM, comparado a la muerte

bacteriana resultante del AM mas activo (Leonacdly2008).
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VI.1.2. OBJETIVOS
o Determinar la concentracion inhibitoria minima déeemntes AM de uso
clinico: ciprofloxacina, rifampicina, gentamicinairaipenem, frente a los

aislamientos SAMR tolerantes a vancomicina.

o Investigar el efecto sinérgico de la combinaciénvdacomicina con las

drogas antes ensayadas.
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VI.1.3. MATERIALES Y METODOS

VI.1.3.1. Aislamientos bacterianos

Se seleccionaron los 4 aislamientos SAMR tolerandesvancomicina
determinados por técnicas de cinética de muertd/(SA, 10, 11y 12).

VI.1.3.2. Pruebas de sensibilidad

VI.1.3.2.1.Concentracion inhibitoria minima

VI.1.3.2.1.1.Soluciéon de antibidtico

Se determin6 la CIM de ciprofloxacina (CIP) (Laboemers), rifampicina
(RFA) (Novartis Argentina), gentamicina (GEN) (Labarjan) e imipenem (IMI)
(Merck & Co., Inc).

Las concentraciones minima y maxima ensayadasddeuwa de ellos fueron:

- CIP: 0,06 a8 pg/mL

- RFA:0,25a8 ug/mL
- GEN:0,5a32 pug/mL
- IMI: 0,06 a 32 pg/mL

Se partié de soluciones de trabajo con una corammaitr de cada AM igual a 4

veces la concentracion maxima ensayada.
VI.1.3.2.1.2.In6culo

Se parti6 de un cultivo puro de 24 horas de inddbacse tomaron varias
colonias hasta lograr una turbidez igual a la es6#@ McFarland (fOUFC/mL). Se
tomd 100 pL de este tubo y se lo llevo a 9,9 micaldo MUeller-Hinton, obteniéndose
el indculo de trabajo (PQUFC/mL).
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VI.1.3.2.1.3.CIM

Se determind por la técnica de macrodilucion edacélitieller-Hinton (Difco
Culture Media) con pH controlado segun normas C|GISI, 2009a). Se realizaron
diluciones sucesivas al medio del AM y se adiciamd volumen fijo de indculo
incubandose 24 horas a 35° C. Se prepararon tulmisoles: Control de caldo (sélo
caldo Mueller-Hinton), control antibiotico (caldcasisolucién de antibiotico) y control
de in6culo (caldo mas indéculo). Se procedio deliguenera que para la determinacion

de las CIMs de cefalotina y vancomicina.

VI.1.3.2.1.4.Cepa control

Se utiliz6 S. aureusATCC 29213. Se procedié de igual manera que sa |
incégnitas, realizando diluciones del AM segun €Bfensayado, en el intervalo:

- CIP: 0,004 — 0,016 pg/mL
- RFA: 0,004 - 0,016 pg/mL
- GEN:0,12 -1 pg/mL

- IMI: 0,015 - 0,06 pg/mL

Se partié de una solucion de trabajo de AM con eorecentracion igual a 4

veces la concentracién mas alta.

VI.1.3.2.1.5.Lectura e interpretacion de la CIM

Luego de 24 horas de incubacién a 35° C se obseryaimero, los tubos
controles y luego las incognitas.

Interpretacion de los resultados.
Control de caldo: Limpido.
Control de antibiético: Limpido

Control de in6culo: Turbio
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CIM: minima concentracion de antibiético en el g@li¢ubo correspondiente se

observo macroscépicamente limpido.

VI.1.3.2.2.Determinacion de la combinacion de los AM por eude cinética de muerte

0 de letalidad

VI.1.3.2.2.1.Aislamientos bacterianos

Para cada uno de los aislamientos SAMR tolerantes@omicina, se partio de

un cultivo de 24 horas.
VI.1.3.2.2.2.In6culo

Se prepardé un indculo 0,5 McFarland de cada undosleaislamientos y se

procedio segun la figura VI.5.
VI.1.3.2.2.3.Recuento de UFC/mL del indculo inicial

Se realizaron diluciones decimales sucesivas,msartin 100 pL de cada una de
ellas, se repicaron sobre agar MH y se incubarohdds a 35°C. Se efectuaron los
recuentos microbiolégicos de cada una de ellasopte/o el promedio para determinar

el nimero de UFC/mL iniciales. Esto se considenpio cero (), (Figura VI.5)
VI.1.3.2.2.4.Preparacion de las soluciones de antibidtico

Se partié de una dilucién original de cada antibidigual a 4000 veces la CIM
de cada microorganismo para ese AM. Se realizatooi@hes sucesivas hasta llegar a
una concentracion final igual a 4 veces la CiIMddda SAMR (NCCLS, 1999b).

VI.1.3.2.2.5. Curvas para determinar actividad de combinacion aietibidticos

mediante cinética de muerte o de letalidad
Se prepararon cuatro tubos con caldo Mueller-Hinton
1) Curva de vid4CV): Se agrego al tubo con 9,9 mL de caldo MH <0 pL

de in6culo de trabajo.
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2) Curva de muertéCM): A dos tubos con 9,8 mL de caldo MH, se lgeeg6

100 pL de cada antibiético a una concentracioncevéda CIM. Se realizd un tercer
tubo con 9,7 mL de caldo MH y se le agregé 100 plcdda uno de los dos AM a
ensayar. A todos ellos se les agreg6 100 puL el ¢on inéculo 5. T0UFC/mL.
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V1. Materiales y Métodos

Sol VAN Sol GEN
4000 veces 4000 veces

@ la CIM laCIM

100 uL J 100 pL
2,5mL 100 puL
McF 400 veces 400 veces
m la CIM la CIM
i 0.9 mL
. S.E
L
J 100 pL
e indculo de indcule e indCeo
0.5 de McF 2,5ml S.F
1.10° UFC/mL 5.10" UFC/mL
9,9mL 9.8 mL 9.8 mL 9.7 mL
MH MH MH MH
CM C.M CM
100 uL VAN GEN VAN + GEN
4 veces la 4 veees la
Curva de Vida CIM CiM
Recuento|de Inocula |\ ‘

Se incubaron 3hs mas

IﬂﬂpL mum_ ID{JpL

MU U U U

luu pL 100 ,ur_ 100 pr_ 100 pL

& L t
dil 2 dil 3 dil 4
o, T

Figura VI.5: Técnica para determinar actividad combinada de AM.

(Se ejemplifica el caso de combinacién vancomionda gentamicinaje: tiempo 0; mL: mililitro; McF:
escala de turbidez Mc FarlandEC: unidades formadoras de coloni8sE.: solucién fisioldgicaMH:
Mueller-Hinton;uL: microlitro; VAN: vancomicinaGEN: gentamicinaCIM: concentracién inhibitoria
minima;C.M.: curva de muertdlil: dilucion.
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Se realizaron recuentos a las 0, 3, 6 y 24 horasada uno de los 4 tubos (uno
CV y tres tubos CM). A cada tiempo se realizaribunctbnes sucesivas y se obtuvieron
recuentos de inoculo tanto del tubo de curva da gamo de los de cinética de muerte
(Figura V1.6). El volumen depositado en cada plsealisperso en la misma con una

espatula de Digralsky.

®

Curva de Vida GEN VAN ) VAN + GEN
F e 7 // P 3
/ 7 / /
f/ /f ,"/ .‘/
/ / f /
I"f “l “I “I
100 pL | 100 uL | | 100 uL | 100 pL |
| | | ‘
|
\I —I»
\\/
N\
\ ==

" - \ | |
1 \ \
\ il \ N 7 \ 5
\" NV / \\ V ‘\\ \ f'/ \\
Y Py
P W e W B W s regiSes W T N T TR T i =
i ¥ v/ v X / Al Y ¥ | ¥ ¥ ¥ Al \r E
0.9 mL 0,9 mL 0,9 mL 0, 9 mL
S.E. SF. SF
o e Wt WX i T . W Vo, ¥ i N\
dll 5 I dzl 3 I\ d:l‘ﬂ dil 5 ‘. dll \ dil 2 i dil 3)‘:\dll4 ) '] dll l \ dll 2 H dll 3)\ d114 ) rdl] l (lll 2 I dl[ 3 dll 4
\ / \ - \_7_} A / AN S - -

. Al S N S — = =

‘ » Se incubaron 3hs mas

Figura VI.6: Técnica de deteccién de combinacién antimicrobiamarecuento de UFC/mL a las 3,
6 y 24 horas de incubacién a 35°C.

ts: tiempo (3 horas)GEN: gentamicinayVAN: vancomicinamL: mililitro; pL: microlitro; dil: dilucién;
S.F: solucidn fisiolégicate: tiempo (6 horas),s: tiempo (24 horas).

302




Curva de Vida GEN VAN

VAN + GEN
100 pL 100 uL 100 uL

oo\

CONCNC N N N

Ij UUUU@mgﬁ?Dmggi?w

(oo au@@

iy

» Se incubaron 18hs

Figura VI.6: Técnica de deteccion de combinacién antimicrobianga recuento de UFC/mL a las 3
6 y 24 horas de incubacién a 35°C. (Cont.)

B Curva de Vida VAN VAN + GEN
|f ’/
/ ‘ (
// 100 pL 100 pL | 100 pL | 100 pL \‘--. 100 pL
/ | \
/
/
|
\
09mL 09mL ()9mL 0,9 mL \‘.
SE |
\
] < s, — s

<

v J
\du B, :m 9\Edll 10)(ait 11) R

T T N (“sin
ail 1) ail 2 dnth dil4) \dm dnzV dit 3) di (dil1) 'dI!Z'I aits) \diir )
S ~— N~ e ~— ~— S

et

Figura VI.6: Técnica de deteccion de combinaciéon antimicrobianga recuento de UFC/mL a las 3
6 y 24 horas de incubacién a 35°C. (Cont.)
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VI.1.3.2.2.6.Interpretacion de resultados

Se considerésinergia cuando a las 24 horas de incubacion el recuento de
colonias del tubo de CM con los dos AM resut@® logy, UFC/mL respecto del

correspondiente al AM que disminuyé mayor cantidedJFC/mL en el mismo tiempo.

Se categoriz@ntagonismocuando el recuento de colonias a las 24 horas fue
2 logio UFC/mL del recuento original de los dos AM juntpge por separado (Leonard
y col., 2008).
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VI1.1.4. RESULTADOS

Las CIMs de los distintos AM, obtenidas para cada de los aislamientos
SAMR tolerantes a VAN estudiados y los valores dat@ de corte segun CLSI se

muestran en la tabla VI.1.

Todos los aislamientos resultaron sensibles a MseAsayados segun la CIM

de cada uno de ellos.

Tabla VI.1: CIMs (expresadas en pg/mL) para cada uno de ldsmaentos frente a los
diferentes AM ensayados. Se muestran ademas faede corte (PC) segun CLSI. (CLSI,
2009a)

CIM (ug/mL)
Aislamiento
CIP RFA GEN IMI VAN
SAMR 6 0,12 1 4 0,25 0,25
SAMR 10 0,12 1 2 0,12 0,5
SAMR 11 0,25 0,5 1 0,25 1
SAMR 12 0,25 0,5 2 0,25 0,25
PC - CLSI S<1;R>4 S4; R>4 S<4; R<16 S<4;R>16 S<2;R>16

SAMR: Staphylococcus aureuseticilino resistenteCIP: ciprofloxacina;RFA: rifampicina; GEN: gentamicina;
IMI: imipenem;VAN: vancomicinaPC: punto de corteCLSI: Clinical Laboratory Standards Institut;sensible;
R: resistente.

En las figuras VI.7 a VI.22 se observan las curdascinética de muerte de
VAN, la de los AM ensayados y la combinacion deacasho de ellos para los
aislamientos SAMR 6, 10, 11y 12.
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V1. Resultados

12
-l-l'#-—‘
—
10 il ;
i = = Curva de vida
— 8 ," —8— (. letal VAN
E / ~—d— C. letal CIP
E 6 o —¥ —8— (. letal CIP+VAN
= 44 )
=111
=]
= 2 |
{:l I

I
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo (horas)

Figura VL.7: Curvas de cinética de muerte de VAN(1 ug/mL), CIP (0,5 pg/mL) y la
combinacion de ambos AM frente a SAMR 6.

—

=== (Curva de vida
—p— . letal VAN
—i&— (. letal RFA
—B— C. letal RFA+VAN

&

log,, UFC/mL

I I
0 3 6 9 12 15 I8 21 24

Tiempo (horas)

Figura VL.8: Curvas de cinética de muerte de VAN{1 ug/mL), RFA (4 pg/mL) v la
combinacion de ambos AM frente a SAMR 6.
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V1. Resultados

12
—— -‘
1{] s - o — -
’_...---""" —d= = Curva de vida
8 - / —8— C. letal VAN
# b C. letal GEN
6 o —¢ —8— C. letal GEN+VAN

log,, UFC/mL

T T *
0O 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo (horas)

Figura V1.9: Curvas de cinética de muerte de VAN(1 pg/mL), GEN (16 pg/mL) v la
combinacion de ambos AM frente a SAMR 6.

12
— l—‘
10 P
’,...--""'" —#— = Curva de vida
8 - I —8— C. letal VAN
—i— C. letal IM1
6 — —B— C. letal IM[+VAN

*

log,, UFC/mL

I I
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo (horas)

Figura V01.10: Curvas de cinética de muerte de VAN(1 pg/mL}), IMI {1 pg/mL) v la
combinacion de ambos AM frente a SAMR 6,
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Si se analiz&AMR 6 (figuras VI.7, V1.8, VI.9 y VI.10se ve que todos los AM
ensayados, por si solos tuvieron efecto bacter{cathiccion err 3 logo UFC/mL del
indculo inicial). Obsérvese la bactericidia de IEh cuanto a la sinergia se observo que
ya a las 6 horas hubo reduccion total del in6colo las combinaciones VAN+GEN,
VAN+RFA y VAN+IMI hecho que no se logré con cadaouhe los AM ensayados por
separado. VAN asociado a CIP, recién logré a labdéds, reducir a cero el in6culo
inicial. Si se tiene en cuenta el criterio de geer GEN, RFA e IMI lograron
aisladamente, la reduccion establecida para eséeicra las 24 horas; pero lo que se
puede asegurar que la bactericidia resultd madaamn ambos AM que con cada uno

por separado.

No hubo efecto antagonista con ninguna de las cuanlunes estudiadas.
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V1. Resultados

log,, UFC/mL

.-l-'*
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—#— = Curva de vida
—8— (. letal VAN
il . letal CTP
—B— C. letal VAN+CIP

|
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|
12 15 18 21 24

Tiempo (horas)

Figura VL.11: Curvas de cinética de muoerte de VAN(2 pg/mL), CIP (0.5 pg/mL) v la
combinacién de ambos AM frente a SAMR 10.

log,, UFC/mL

12 &
'—,u-""
10 - :
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8] — V —@— (. letal VAN
‘__g’" —&— C. letal RFA
6 —8— (. letal RFA+VAN

6 9

12 15 18 21 24

Tiempo (horas)

Figura VI.12: Curvas de cinética de muerte de VAN(Z pg/mL), RFA (4 pg/mL) v la
combinacion de ambos AM frente a SAMR 10.
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V1. Resultados
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log,, UFC/mL
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Figura VI.13: Curvas de cinética de muerte de VAN(2 pg/mL), GEN (8 pg/mL) v la

combinacion de ambos AM frente a SAMR 10,

12
—F"--‘
10 __ i
‘____,...-'""" —&— = Curva de vida
3 8 o & —&— C.letal VAN
= _® e C. letal IMI
& 6 —8— C. letal IMI+VAN
g 34
0 r |
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (horas)

Figura V1.14: Curvas de cinética de muerte de VAN(2 pg/mL), IMI (0,5 pg/mL) v la

combinacion de ambos AM frente a SAMR 10.
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En cuanto &SAMR 10, (Figuras VI.11, VI1.12, VI.13 y VI.14) todos losMA
ensayados, incluso IMI, fueron bactericidas a lad@as, efecto que no se logr6 como
ya se demostré con VAN, AM al que resultd to