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2. RESUMEN

Titulo: Efecto del inoculo en la susceptibilidad a cefalotina por
Staphylococcus aureus y S. lugdunensis susceptibles a meticilina en pacientes

de un hospital de tercer nivel.

Objetivo: Determinar la frecuencia del efecto del in6culo a cefalotina (EICEF) en
aislados clinicos de S. aureus y S. lugdunensis obtenidas de muestras de pacientes

del INCMNSZ, la presencia del gen blaZ y su posible correlacion

Introduccion: En afos recientes se ha observado un aumento de S. aureus
susceptible a meticilina (SAMS) como causa de infecciones invasivas potencialmente
mortales. El tratamiento recomendado son penicilinas o cefalosporinas de primera

generacion.

El Efecto inoculo (El) se define como un incremento de la CIM cuando se
aumenta el inéculo de la prueba a 1x10’ UFC/mL. El mecanismo principal de
resistencia en MSSA para el ElI en cefalosporinas es la presencia de una
betalactamasa de espectro reducido, codificada por el gen blaZ. Los estudios actuales
se enfocan en el El de cefazolina (EICz), por ser la cefalosporina recomendada a nivel
mundial. Existe informacion controversial sobre el impacto del EICz in vitro en el
desenlace de los pacientes, debido a que puede ser causa de falla a tratamiento o

aumento de la mortalidad.

En México, no esté disponible la cefazolina ni la dicloxacilina intravenosa, por ello
la cefalotina es la primera opcion de tratamiento parenteral. En 1976, se describi6 la
cefalotina como la cefalosporina mas estable a la betalactamasa de S. aureus. Sin
embargo, los estudios sobre el efecto in6culo de la cefalotina (EICEF) son escasos y
fueron realizados con metodologia diferente a la utilizada en la actualidad. Por otro
lado, el papel del patdgeno emergente S. lugdunensis sobre el El la informacion es

escasa.



Método: Estudio observacional descriptivo retrospectivo
Metodologia: Se incluyeron todos los aislados clinicos de S. aureus y S.
lugdunensis susceptibles a meticilina de septiembre 2015 a abril 2021, la identificacion

fue realizada por Bruker MALDI Biotyper y la susceptibilidad por el sistema VITEK-2.

Determinacion del efecto indculo a cefalotina e interpretacion: Se determiné
la CIM por el método de microdilucion en caldo de acuerdo con CLSI. Se defini6 como
efecto indculo a la CIM 216mg/L con el indculo alto o al menos dos diluciones de

diferencia con indculo estandar.

Deteccion de blaz: Se llevé a cabo por medio de PCR de punto final con los

primers descritos previamente por Pereyra et al**

Resultados: El MICso de cefalotina para las cepas analizadas con el indculo
estandar fue de 0.25 pg/mL y de 0.5 pg/mL con el inéculo alto. EI cambio en la CIM
entre el indculo estandar y alto ocurrié en 36.5%, sin embargo, fue de una dilucion en
todos los casos y ninguna CIM fue >1 pg/mL. La frecuencia del gen blaZ fue de 72.1%,

73.5% en S. aureus y 50% en S. lugdunensis.

Conclusiones:

No se identificé efecto indculo para cefalotina en las cepas analizadas de S. aureus 'y
S. lugdunensis.

Las cepas con blaZ positivas, se asociaron de forma significativa a resistencia a
bencilpenicilina, eritromicina y clindamicina, asi como al aumento en la CIM de
cefalotina entre el inéculo estandar y alto fue de una dilucion y al diagndstico de
endocarditis por ecocardiograma.



3. MARCO TEORICO

El género Staphylococcus spp., esta formado por bacterias gram positivas, que
pueden aparecer de forma aislada, en parejas, tétradas o mas comunmente formando
racimos. Son cocos inmoviles, no formadores de esporas, anaerobios facultativos,
catalasa positivos. En general son parte de la microbiota de piel y mucosas. El
complejo S. aureus estad formado por las especies S. aureus, S. argenteus y S.
scheweitzeril. S. aureus se considera de gran importancia debido a su capacidad de
producir gran variedad de enfermedades como infecciones de piel y tejidos blandos,
neumonia, absceso profundos, bacteriemia, endocarditis, artritis y osteomielitis, entre
otros; tanto adquiridas en la comunidad como asociadas al cuidado de la salud?. En el
caso de S. lugdunensis, a pesar de tratarse de un estafilococo coagulasa negativo
actualmente es reconocido como un patdégeno emergente por su gran capacidad de

virulencia y patogénica, siendo incluso comparable con S. aureus®*.

De acuerdo con el Instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI, por sus
siglas en inglés) las pruebas de susceptibilidad para el género Staphylococcus spp.,
se pueden realizar por medio de la prueba de difusién en agar o por microdilucién en
caldo Mueller-Hinton. Los antibioticos recomendados para la determinacion de
susceptibilidad son?:

A. Probados y reportados de forma rutinaria: penicilina, cefoxitina (como
subrogado de oxacilina), algin macrélido (azitromicina, claritromicina o

eritromicina), clindamicina, rifampicina y trimetoprim/sulfametoxazol.

B. Probados de forma rutinaria y reportados de forma selectiva: ceftarolina,
vancomicina, daptomicina, tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina, minociclina),

linezolid y lefamulina.

C. Alternativos o suplementarios, para pruebas y reportes: lipoglicopéptidos
(dalbavancina, oritovancina o telavancina), gentamicina, fluoroquinolonas

(ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino) y cloranfenicol.



U. Solo probados y reportados en aislados provenientes de orina: nitrofurantoina,

trimetoprim y sulfonamidas.

Hasta hace algunos afios, se observé aumento sostenido de las infecciones por
S. aureus meticilina resistentes (SAMR), sin embargo, informes mas recientes de la
enfermedad invasiva han reportado incremento de la prevalencia de las cepas
susceptibles (42.3 — 69.2%). Un estudio realizado en 2016 en seis areas urbanas de
Estados Unidos demostro prevalencia de enfermedad invasiva por S. aureus meticilina
susceptible (SAMS) 1.8 veces mayor comparado con las cepas resistentes (31.3 vs.
15.7 por 100,000 habitantes). Ademas de forma global, se observé que la incidencia
de la enfermedad por SAMS fue mayor en todos los grupos etarios, siendo responsable
de un mayor numero de hospitalizaciones y muertes. Asi, el SAMS es considerado
como un problema de salud publica en Estados Unidos y otros paises desarrollados®.
Una diferencia notable es que las infecciones por SAMS fueron mas frecuentes en
personas sin exposicion previa al medio hospitalario, ya sea por ser mas jovenes o ser

previamente sanos®.

En las infecciones producidas por SAMS, la primera opcién de tratamiento son
los betalactamicos®. Generalmente, se recomienda el uso de penicilinas resistentes a
penicilinasas como nafcilina o dicloxacilina, y las cefalosporinas de primera generacion
como cefalexina, cefazolina y cefalotina como alternativa. En un meta analisis
publicado en 2018 sobre la seguridad de la cefazolina comparada con las penicilinas
anti estafilocécicas, en 11 estudios retrospectivos de pacientes hospitalizados, se
encontré que el riesgo de nefrotoxicidad (OR 0.225, IC95 0.127 — 0.513), nefritis
intersticial aguda (OR 0.189, IC95 0.0053 — 0-675), hepatotoxicidad (OR 0.160, IC95
0.066 — 0.387) y suspension de tratamiento por efectos adversos (OR 0.372, IC95
0.089 — 0.414) fueron menores con el uso de cefazolina’. En este mismo meta andlisis
en tres publicaciones sobre pacientes ambulatorios la cefazolina se asocié a menor
riesgo de nefrotoxicidad (OR 0.327, 1C95 0.192 — 0.722), hepatotoxicidad (OR 0.313,



IC95 0.156 — 0.627) y reacciones de hipersensibilidad (OR 0.372, IC95 0.201 — 0.687)".
Con base en estos datos es posible considerar a la cefazolina como opcion de primera
linea, por tener un menor riesgo de efectos adversos y eficacia similar al compararlo

con el tratamiento con penicilina’.

Sin embargo, existen algunas preocupaciones respecto al uso de la cefazolina
como antibidtico de primera linea para el tratamiento de SAMS por la falta de evidencia
en infecciones graves, el amplio espectro innecesario y la posible mayor
susceptibilidad de las cefalosporinas de primera generacion al efecto in6culo (El);
factores que podrian resultar en una falla al tratamiento’~1°. En un estudio prospectivo
realizado en Argentina en 2018 sobre 89 episodios de bacteriemia por SAMS, de 77
pacientes tratados con cefalosporinas, 42 cepas presentaron efecto inéculo (El) para
cefazolina, en estos casos se observdO mayor riesgo de origen desconocido o
asociacion a catéter (p= 0.033) y mortalidad en 30 dias (p= 0.34), esto ultimo se
corroboré en el analisis multivariado (RR 2.65, IC 95 1.10 — 6.42, p 0.03) al compararlo
con pacientes con SAMS sin El para cefazolina®. Por otro lado, existen estudios donde
no se ha demostrado diferencia en los desenlaces clinicos a pesar del uso de

cefazolina u otras cefalosporinas!?2.

El El es un fendmeno de laboratorio que describe el incremento significativo de
la concentracion inhibitoria minima (CIM) de un antibiético cuando se incrementa el
nimero de organismos inoculados?!®. Se han propuesto mdltiples mecanismos para

explicar este fendmeno farmacodinamico#:
Menor interaccion del antibiotico por numero de bacterias
Proteccion de las células bacterianas por formacion incipiente de biopeliculas

Expresion de proteinas inducidas por la alta poblacion bacteriana



Disminucion de la expresion de proteinas de unién a la penicilina (PBP, por sus

siglas en inglés) durante la fase estacionaria del crecimiento bacteriano
Aumento de las subpoblaciones resistentes
Produccion espontanea de mutaciones que confieren resistencia

Accion hidrolitica de las enzimas producidas por las bacterias vivas o muertas

Ademas, se ha observado que el EI ocurre con mayor frecuencia con
betalactamicos, la explicacion mas comun es la produccion de betalactamasas

asociada o no a otros mecanismos de resistencial4.

El EI ha sido descrito desde 1946 en S. aureus, primero a la penicilina y
posteriormente a otros antibidticos como cefalosporinas de primera y segunda
generacion, meticilina, ampicilina, penicilinas resistentes a betalactamasas,
cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina quinolonas y aminoglucésidos®®. El mecanismo
mas descrito por sus posibles implicaciones en la clinica, es el El en S. aureus con
cefazolina (EICz), que se define como un aumento significativo del CIM a este
antibiético, cuando el in6culo bacteriano se incrementa a 107 unidades formadoras de
colonias/mL (UFC/mL), respecto al inéculo estandarizado de 10° UFC/mL®. Se ha
considerado como EICz positivo al incremento en la CIM de 216 pyg/mL o = 4 veces a
la concentracion del in6culo estandar. La prevalencia del EICz en SAMS varia de

acuerdo con los diferentes reportes416-18,

La mayoria de los estudios que investiga el EI en SAMS se enfocan en el efecto
in vitro de la cefazolina, algunas veces incluyendo a la nafcilina como antibiotico con
el cual se compara!4. Ademas, se suele buscar en los SAMS con EICz, la presencia
de la betalactamasa o del gen blaz, responsable de su produccién. Por otro lado, la

demostracién de la presencia de betalactamasa o del gen blaZ no siempre se



manifiesta con la presencia del El, sino que varia en diferentes estudios de forma
significatival416-20, En América Latina, la prevalencia reportada de EICz en SAMS es
de 40%, incluyendo 11 cepas de México en las que la prevalencia fue de 36%1% en
Trinidad, Kuwait, China y Estados Unidos la prevalencia de esta betalactamasa es de
83-91%2' y en Republica de Corea la prevalencia del gen blaZ es de 84.1%, en donde
se caracteriz6 que el 43.4% de las betalactamasas fue de tipo C, y el EICz se asocio

al El de piperacilina/tazobactam y ampicilina/sulbactam?2.

Desde el punto de vista funcional, la betalactamasa de S. aureus es considerada
una penicilinasa de espectro reducido que es inhibida por acido clavulanico y
tazobactam?!. Al igual que las betalactamasas de otros organismos gram positivos, la
betalactamasa de S. aureus es una proteina unida a la membrana celular en el extremo
N-terminal por un residuo de cisteina y una modificacién del glicérido tioeter?3. En su
forma madura, separada de la membrana en el medio extracelular, la betalactamasa

es una enzima con masa molecular de 30kDa, que contiene 257 aminoacidos?*.

Respecto al efecto indculo en otras cefalosporinas, la informacion es limitada. Un
estudio realizado en 1976 sobre la inactivacién de cefalosporinas por MSSA report6
gue la cefalotina y cefoxitina eran muy poco afectadas por la penicilinasa de S. aureus.
En este estudio se probaron ocho cefalosporinas distintas. Se utilizaron 100 cepas de
S. aureus productores de penicilinasa, provenientes de Seattle en Washington, todos
susceptibles a cefalotina y meticilina. La CIM fue determinada en caldo de Mueller-
Hinton y caldo soya tripticasa, con un inéculo inicial variable aproximado de 3x10°
UFC/mL y un inéculo alto definido como 3x10” UFC/mL. En el caso de la cefalotina la
CIM fue <2pg/mL en ambos medios de cultivo. La inactivacion de las cefalosporinas
por la betalactamasa de S. aureus ocurrio con el siguiente orden: cefazolina (93% en
6 horas), cefaloridina (70% en 6 horas y totalmente a las 12 horas), cefalexina (70%
en 6 horas, y 18% presente a las 12 horas). En el caso de cefoxitina y cefalotina, la

degradacion observada a 6, 12 y 24 horas fue casi nula. En este estudio se concluyd,



que estas cefalosporinas fueron altamente resistentes a la inactivacion por las
betalactamasas de los MSSA 2°. En esa misma revisién se recomend6 el uso de
cefalotina para infecciones graves por MSSA, a menos que se confirmara
susceptibilidad clara con CIM <8ug/mL en caldo soya tripticasa para cefaloridina y
cefazolina. Sin embargo, un estudio realizado en Argentina en 2009 reporto la
presencia de El leve para cefalotina, al observar un aumento modesto pero significativo
en la CIM de las cepas blaZ positivas comparadas con las negativas. Este fenomeno
se observé en 13% de las 98 cepas estudiadas con CIM de 8 pug/mL con el indculo
alto, la mayoria de las cepas presento blaZ tipo B 'y C ?6. A partir de estos estudios y
con la posterior descontinuacion de la cefalotina en Estados Unidos en 1993, poco se
ha estudiado la posibilidad de la existencia de cepas SAMS con efecto indculo para la
cefalotina. En México, no es posible encontrar cefazolina o dicloxacilina intravenosa,
siendo cefalotina la mejor opcién parenteral para infecciones por SAMS, a pesar de no
estar aprobada por la FDA (Food and Drug Administration). Esto se debe
principalmente a que la vida media de la cefalotina es mas corta que la de la cefazolina,
considerada el estdndar actual de cefalosporinas parenterales de primera generacion

en otros paises.

La cefalotina, 3-(hidroximetil)-8-oxo-7-[2-2(tienil)acetamido]-5-tia-azabiciclo
[4.2.0] oct-2-ene-2-carboxilato axetato, es una cefalosporina semisintética disponible
en forma de sal sédica para uso intramuscular e intravenosa. Su absorcion oral se
considera deficiente. Tiene un peso molecular de 418 Da. Se trata de una molécula
soluble en agua, que conserva su actividad en un rango amplio de pH que varia desde
4 hasta 7.5. Por medio de técnica de ultrafiltrado, se observé que posterior a su
administracion intravenosa o intramuscular, el 65% del farmaco se mantiene unido a
las proteinas del suero humano. Ademas, logra concentraciones adecuadas en liquido
pleural, liquido sinovial, liquido amniético, ascitis, corazon, higado y rifiones. Sin
embargo, se ha observado una concentracibn muy baja e incluso indetectable en
liguido cefalorraquideo, humor vitreo y corteza cerebral a pesar de administrase en

pacientes con inflamaciébn meningea. La eliminacion de la cefalotina ocurre por



filtracion glomerular en su forma intacta en un 60-95% y como su metabolito deacetil-

cefalotina en 10-40%, la excrecién biliar es minima?’.

3.1 Mecanismo de resistencia del gen blaZ

La betalactamasa de S. aureus puede ser expresada constitutiva 0 mayormente
inducible. Actualmente, se reconoce que esta codificada por la familia de genes
estructurales blaz?3. Los estudios filogenéticos recientes sugieren que blaZ fue
transferido de manera lateral desde Geobacillus stearothermophilus?. El gen blaZ esta
regulado por las proteinas de union al ADN Blal y un transductor de sefial BlaR1, de
la que solo pocas copias estan presentes en la membrana. En ausencia de
betalactamicos el homodimero de Blal de 14KD se une a la region operadora de blaZz,
formando un dimero que reprime su transcripcion. En presencia del betalactamico, el
antibiotico produce la acetilaciéon del dominio de union a penicilina de la proteina
BlaR1. Dicha unién promueve la ruptura rapida auto catalitica de BlaR1, por un
mecanismo de tipo pro-metaloproteasa dependiente de Zinc. La metaloproteasa
activada (porcion de BlaR1) se une a Blal y actia como proteasa, generando un
fragmento de 11KD con la capacidad de unirse al ADN y un fragmento de 3KD que
contiene el dominio de dimerizacién, asi interfiere en la formacién del dimero que
conforma Blal. Sin la unién de Blal al sitio operador de blaZz, inicia la transcripcion de
blaZ y blaR1-blal, lo que permite la sintesis de la betalactamasa, y las proteinas Blal y
BlaR1. Una vez que BlaR1 es activada a su forma de proteasa no es capaz de seguir
produciendo la sefial para mantener activa la sintesis de la betalactamasa, por lo que
es indispensable la generaciéon continua de BlaR1 para detectar el antibiético en el
ambiente de la bacteria. Esto explica, por qué su produccion también es inducible.
Cuando la concentracion de antibiético disminuye, BlaR1 deja de ser auto activada y,
Blal deja de ser escindida, se dimeriza nuevamente, se une al ADN y recobra su
capacidad como represor de blaz?°. Existe otro producto conocido como BlaR2, cuyo
papel en la regulacion de la sintesis de betalactamasas aun no ha sido aclarado°.

Debido a la relacion estrecha entre los genes reguladores de mecA, presente en la



mayoria de las cepas de SAMR, esencialmente todos los SAMR tienen penicilinasa?'.

Figura 1.

Figura 1. Regulacion del gen blaZ para la expresion de betalactamasa en S. aureus
(tomado de: HaoH, Dai M, Wang Y, Huang L, Yuan Z. Key genetic elements and
regulation systems in methicillin-resistant. Future Microbiol. 2012;7(11):1315-1329)
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Se ha demostrado la influencia del locus agr (accessory gene regulator), que
funciona como sensor de quorum y regulador de virulencia, en la expresién del gen
mecA. Por lo que se comenzé a investigar la posibilidad de que dicho locus afectara
también a blaz, la sintesis de betalactamasa y el EI en SAMS. Hasta el momento la
evidencia no es concluyente, ya que originalmente se asocio el El a un agr disfuncional,
mientras que en un estudio reciente el agr tipo Ill se relacion6 con el incremento en la
resistencia a eritromicina y clindamicina, la presencia del gen blaz, la expresion de

betalactamasa tipo A o C y el EICz positivo3.

De acuerdo con su estructura molecular, las betalactamasas de S. aureus forman

parte del grupo A de Ambler (serina-penicilinasas) y 2a de Bush®*33. Las
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betalactamasas, fueron divididas de acuerdo con un método serolégico producido por
Richmond en 1965, desafortunadamente este método fue dificil de replicar, por lo que
fue abandonado3*. Posteriormente, se clasificaron en cuatro grupos (A, B, C y D) con
base a sus propiedades cinéticas y la capacidad relativa de hidrolizar a distintos
betalactamicos®. Las betalactamasas de S. aureus de tipo A y C son faciles de
distinguir desde el punto de vista cinético, tanto por los sustratos que hidrolizan como

por su constante de Michaelis-Menten (Km) y su constante catalitica (Kcar)®®.

Las penicilinasas de tipo A, C y D normalmente son codificadas por un plasmido
de aproximadamente 30Kb, que ademas incluye genes de resistencia a iones como
cadmio, hierro, antimonio, mercurio, arseniato y arsenito. 232437, A pesar ser parte de
un plasmido, se ha observado una baja transmisidon a otras especies bacterianas,
siendo el mas importante un brote clonal en enterococos en la década de 198021, Otras
bacterias en las que se ha identificado blaZ son estafilococo coagulasa negativos como
S. hyicus, S. xylosus, S. haemolyticus, S. chromogenes, S. epidermidis y mas
recientemente S. lugdunensis®. Por otro lado, la betalactamasa de tipo B es de
localizacién cromosémica®*. En el caso de S. lugdunensis, se pensaba que no producia
betalactamasa, si bien cada dia existen mas publicaciones al respecto de la presencia
de EICz asociado a blaZ en esta especie. Normalmente se considera que posee una
baja resistencia a betalactamicos (33-25%) y una prevalencia muy baja de mecA. Por
lo anterior en muchos sitios se recomienda la penicilina como tratamiento de primera
linea®3%4%, Sin embargo, un estudio realizado en Taiwan en 2016 informé una
prevalencia de resistencia a penicilina alta (76 - 52%) dependiendo de si era una

infeccién asociada a cuidados de la salud o comunitaria, respectivamente®!.

La basqueda de betalactamasas en los SAMS es muy importante en infecciones
graves o profundas en las que se plantea dar tratamiento con penicilina o
cefalosporinas de primera generacion, cuando se aisla la bacteria de forma repetitiva.

La prueba de difusién en agar con discos y la microdilucion para la determinacion de
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la CIM a penicilina, no siempre detectan la resistencia a betalactamicos por
betalactamasas, por ello, la CLSI sugiere medir la susceptibilidad de penicilina en
todos los aislados sensibles a meticilina. Se recomienda siempre que la CIM de
penicilina sea <0.12 pg/mL o el halo de inhibicién sea 229 mm. Ademas, se debera
examinar el borde de la zona de inhibicion alrededor del disco de penicilina; un borde
difuso indica la ausencia de betalactamasa mientras que un borde definido es indicador
de su presencia. En otros Staphylococcus spp., se ha utilizado el disco de cefinasa (0
nitrocefina) para identificar la presencia de betalactamasas*?#3. Varios estudios han
comparado la efectividad de diferentes métodos fenotipicos para la deteccién de
betalactamasa de S. aureus, siendo la sensibilidad menor de 72%%-4° comparado con
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar el gen blaz, por lo que en
casos de alta sospecha, donde las implicaciones clinicas se consideren mayores, el

uso de esta prueba debe ser considerada’=°.
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4. JUSTIFICACION

Identificar la presencia del efecto in6culo en cefalotina, la cefalosporina de
primera generacion que esta disponible en México y conocer la frecuencia de la
betalactamasa en las especies de S.aureus y S. lugdunensis sensibles a meticilina, lo
cual podria ayudar a orientar de forma adecuada el tratamiento para infecciones

graves producidas por estos microorganismos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia del efecto indculo a cefalotina en aislados clinicos de S.
aureus y S. lugdunensis obtenidas de muestras de pacientes del instituto Nacional
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ)

5.2 Objetivos especificos
-Determinar la frecuencia del efecto del indculo a cefalotina en aislados clinicos
de S. aureus y S. lugdunensis obtenidos de muestras de pacientes del INCMNSZ,
mediante pruebas de susceptibilidad por el método de microdilucién

-Determinar la presencia del gen blaZ en el DNA de los aislados clinicos de S.

aureus y S. lugdunensis
-Determinar la correlacion entre el efecto indculo a cefalotina y el gen blaZ
-Describir los patrones de resistencia de los aislados de S. aureus y S. lugdunesis

-Describir los sitios de infeccidén, sindrome infeccioso, tratamiento recibido,
duracion del tratamiento, dias de estancia hospitalaria y desenlaces de los

pacientes

13



6. METODO

Disefio del estudio: estudio observacional descriptivo retrospectivo.

6.1 Poblacion de estudio

Todos los aislados clinicos de S. aureus y S. lugdunensis sensibles a meticilina,
aislados de muestras de pacientes del INCMNSZ, obtenidos durante el periodo de
septiembre 2015 a abril 2021.

6.2 Metodologia

6.2.1 Recuperacién de los aislados de S. aureus y S. lugdunensis
Se recuperaron los aislados clinicos de S. aureus y S. lugdunensis susceptibles
a meticilina del cepario del laboratorio de microbiologia clinica. Solo se incluyé el

primer aislado de cada episodio clinico.

Todos los aislados fueron identificados por el método de BD™ Bruker MALDI
Biotyper™ (Bruker Daltonic Inc. Billerica, MA, USA.). Ademas, se les realizaron
pruebas de susceptibilidad con el sistema VITEK-2 (Biomerieux, Marcy-L’Etoile,

France). Todos los datos fueron capturados en una base de datos.

6.2.2 Determinacion del Efecto Inoculo a Cefalotina (EICEF)

La CIM a cefalotina (Fresenius Kabi, Milano Italy) fue determinada utilizando el
método de microdilucion en caldo Mueller-Hinton Il ajustado con cationes (DIFCO,
Becton Dickinson and Company, Heidelberg, Germany) con indculo estandar de 10°
UFC/mL. De forma simultanea se realizé la determinacion de la CIM con inéculo de
107 UFC/mL. Las placas se incubaron a 35+2°C durante 24 horas y se leyeron en un

espejo.
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Interpretacion. La CIM se determindé como la concentracion de antibiotico en
donde no se observé crecimiento bacteriano. Se compararon los resultados de la CIM
obtenida con in6culo estandar e indculo alto de cada aislado. Se determiné como
efecto de indculo cuando la CIM con in6culo alto fue 216mg/L o con al menos dos

diluciones de diferencia con la CIM del in6culo estandar 14:16-18,

Control de calidad. Se utilizé6 como control para el efecto del indculo la cepa S.
aureus ATCC 25923.

6.2.3 Deteccion de blaz

Se realizé la busqueda del gen blaZ en todos los aislados. La extraccion de ADN
se llevé a cabo a partir de aislados cultivados en agar sangre de carnero incubados a
35+2°C durante 24h. Se tomaron de dos a cinco colonias de Staphylococcus spp., y
fueron suspendidas en microtubos con 1mL de agua estéril y colocados en bafio de
agua a ebullicién por 10 minutos; posteriormente, se centrifugaron por 2 minutos y se
tomaron 5uL del sobrenadante como templado para la PCR. Los primers utilizados
fueron previamente descritos por Pereyra et al*® que son stau-blaZz forward (5'-
CAAAGATGATATAFTTGCTTATTCTCC) y stau-blaz reverse (5°-
TGCTTGACCACTTTTATCAGC) a concentracion de 1uM. La PCR se realizé en 50uL
de volumen final, 200 uM de dNTP’s (GIBCO, Thermo Scientific, Carlsbad, California),
buffer 1x y 1.25 U de Taq polimerasa (GIBCO). Las condiciones de la PCR fueron: un
ciclo a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por
30 segundos y 72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C por 7 minutos. El
proceso de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador (Thermo Scientific).

Se utiliz6 como control positivo la cepa S. aureus ATCC 29213, productora de

betalactamasa blaZ y como control negativo la cepa S. aureus ATCC 25923.
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6.3 Analisis estadistico

Se utilizé el software SPSS version 26. Los datos cuantitativos que no tenian
distribucion normal se reportaron como mediana, con rangos intercuartilicos (RIC)
entre percentiles 5 y 95, o como media y desviacion estandar en caso de presentar
distribucion normal. Para determinar la distribucion de los datos se realizo la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. En el caso de los datos cualitativos se reportaron las
frecuencias y los porcentajes. Para las comparativas de datos cuantitativos no
paramétricos se utilizé U de Mann-Whitney y en los datos cualitativos chi cuadrada o

exacta de Fisher.

Las graficas se realizaron con el programa Graphpad Prism version 8.4.3
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7. RESULTADOS

7.1 Recuperacién de los aislados de S.aureus y S. lugdunesis

Se recuperaron 171 aislados de S. aureus y 10 de S. lugdunesis susceptibles a
meticilina, del cepario del laboratorio de microbiologia clinica del INCMNSZ de
septiembre 2015 a abril 2021. Estas cepas pertenecian a 168 pacientes, con 181

episodios distintos de infecciones de diferentes sitios anatomicos Tabla 1.

Tabla 1. Sitios anatdmicos de la recuperacion de los aislados clinicos de S. aureus y S.
lugdunensis analizados

Especie (n) Sitio de aislamiento

S. aureus (171) Sangre 124 (72.5%)
Biopsia de hueso 13 (7.6%)
Liquido articular 11 (6.4%)
Liquido pleural 11 (6.4%)
Absceso 4 (2.3%)
Punta de catéter 4 (2.3%)
Aspirado traqueal o lavado bronquial 3 (1.8%)
Liquido cefalorraguideo 1 (0.5%)
S. lugdunensis (10) Sangre 8 (80.0%)
Hueso 1 (10.0%)
Punta de catéter 1 (10.0%)

De los 181 aislados, solo 23 (12.7%) presentaron cultivos mixtos con otras
bacterias, las mas comunes fueron Pseudomonas aeruginosa (5), Enterococcus

faecalis (5) y Escherichia coli (5).

La distribucion de los 181 episodios fue la siguiente: 5 (2.8%) de septiembre de
2015, 21 (11.6%) en 2016, 34 (18.8%) en 2017, 37 (20.4%) en 2018, 53 (29.3%) en
2019, 17 (9.4%) en 2020 y 14 (7.7%) hasta abril de 2021. Cada una de las 181 cepas
correspondia a un episodio de hospitalizacion y proceso infeccioso, algunos casos
fueron de enfermedad diseminada, por lo que se logréo el aislamiento de

Staphylococcus spp., en varios sitios. Tabla 2.
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Sitio de infeccién

Tabla 2. Sindromes mas frecuentes en

pacientes con infeccién
S. aureus

por Staphylococcus spp.
S. lugdunensis

n=171 n=10

n (%) n (%)
Bacteriemia 143 (79.0) 134 (78.4) 9 (90.0)
Bacteriemia asociada a catéter 59 (32.6) 53 (31.0) 6 (60.0)
Endocarditis 23 (12.7) 23 (13.5) -
Pulmonar: neumonia o empiema 54 (29.8) 53 (31.0) -
Osteomielitis 0 espondilodiscitis 38 (21.0) 37 (21.6) 1(10.0)
Infeccién de tejidos blandos 37 (20.4) 36 (21.0) 1(10.0)
Artritis séptica 33 (18.2) 32 (18.7) 1(10.0)
Miositis 0 abscesos musculares 24 (13.3) 24 (14.0) -
Embolos sépticos a higado o bazo 3.7 3(1.8)
Peritonitis 2(1.1) 2(1.2)
Infeccién de vias urinarias 17 (9.4) 17 (9.9
Meningitis 0 émbolos sépticos 7 (3.9 7 (4.8%)

La presencia de cultivos positivos en mas de dos sitios por paciente fue la
siguiente: un sitio, la mayoria en sangre periférica o de catéter venoso central (38.7%),
dos sitios (33.7%), tres sitios (12.2%) y cuatro o mas sitios (16.3%). Grafica 1.

De la poblacién estudiada, el 63.5% (115) fueron hombres, la mediana de edad
fue de 50 afos (RIC 21 - 75 afios), las medias de peso 67 kg (x 16.5kg) y estatura 164
cm (x 11.2 cm), la mediana de indice de masa corporal fue de 23.9 kg/m? (RIC 17.5 -
35), la mediana indice de comorbilidad de Charlson de 4 puntos (RIC 1 - 8 puntos). De
las enfermedades del indice de comorbilidades de Charlson, las mas frecuentes
fueron: enfermedad renal cronica (37%) de las cuales 76.1% (51/67) se encontraba en
terapia sustitutiva renal con hemodialisis, diabetes mellitus 35.9% (65/181) vy
enfermedades del tejido conectivo 25.9% (47/181), siendo lupus eritematoso
generalizado 10.4% (19/181) y artritis reumatoide 8.2% (15/181,) las mas frecuentes.
Tabla 3.
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Tabla 3. Frecuencia de las comorbilidades en los pacientes con infecciones por S. aureus

S. lugdunensis
Enfermedad n (%) Enfermedad n (%)

Enfermedad renal crénica 67 (37.0) | Trasplante de érgano so6lido 16 (8.8)
Diabetes mellitus 65 (35.9) | Cirrosis hepatica 15(8.2)
Enfermedad tejido conectivo 47 (25.9) | Infarto agudo al miocardio 10 (5.5)
Enfermedades hematoldgicas 30 (16.6) | Neumopatia crénica 6 (3.3)
Tumor de érgano sélido 21 (11.6) | Evento vascular cerebral o AIT 2(1.1)
Enfermedad vascular periférica 21 (11.6) | Demencia 1(0.6)
Insuficiencia cardiaca 17 (9.4) | Infeccion por VIH 6 (3.3)

Ademas, 84 (46.4%) de los pacientes tenia tratamiento con al menos algun
medicamento inmunosupresor: esteroides 37.6% (68/181), quimioterapia 14.9%
(27/181) y otros 16.6% (30/181).

Los factores asociados a las bacteriemias no relacionadas a catéter fueron:
infecciones monobacterianas (77/103 vs. 9/19, p= 0.02), infecciones distintas a
espondilodiscitis/osteomielitis (70/88 vs. 16/34, p <0.05), no tener VIH (84/115 vs. 2/6,
p= 0.04) y uso de esteroides (39/48 vs. 45/71, p= 0.04).

De las 143 bacteriemias, se encontraron hemocultivos de seguimiento con
persistencia de crecimiento de S. aureus en 43 pacientes (30.1%), la mediana de dias
para el ultimo hemocultivo positivo fue de 5 dias, (RIC 1 - 14 dias). La persistencia de
hemocultivos positivos se asocié a sexo femenino (22/47 vs. 27/96, p= 0.03),
portadores de catéteres endovasculares (25/57 vs. 24/86, p= 0.05), infecciones
musculares o0 absceso de psoas (10/18 vs. 39/125, p= 0.04), realizaciéon de
ecocardiograma (45/112 vs. 4/31, p= 0.005), detecciéon de endocarditis (15/23 vs.
30/90, p= 0.005), resistencia a tetraciclina (6/6 vs. 47/128, p= 0.001) y tratamiento con
cefalotina (25/54 vs. 24/89, p= 0.02). Sin embargo, los hemocultivos positivos
persistentes no se asociaron a mayor mortalidad intrahospitalaria o presencia del gen
blaZ.
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En cuanto a los 143 episodios de bacteriemia por Staphylococcus spp., se realizé
ecocardiograma transtoracico en 126/143 pacientes (88.1%). Entre los 126 pacientes
se detectaron 11(8.7%) casos de endocarditis. Debido a un alto indice de sospecha
clinica, de los 115 pacientes restantes se complementé con ecocardiograma
transesofagico en 38 (33.0%). De los 38 ecocardiogramas realizados se realizd
diagnoéstico de endocarditis en 12 pacientes (31.5%). En total, se encontraron 23
(16.1%) pacientes con endocarditis entre 143 bacteriemias. Los factores asociados a
diagndstico de endocarditis por ecocardiograma fueron: antecedente de enfermedad
renal cronica (15/50 vs. 8/63, p= 0.02), presencia de émbolos sépticos en higado o
bazo (2/2 vs. 21/111, p <0.05), émbolos sépticos a sistema nervioso central o
meningitis (4/5 vs. 19/108, p<0.05), foco de infeccién no urinario (23/99 vs. 0/14, p=
0.04), resistencia a levofloxacino (1/1 vs. 21/107, p= 0.05) y a clindamicina (9/27 vs.
13/81, p= 0.05).

7.2 Andlisis del patréon de susceptibilidad de S. aureus y S. lugdunensis

Para el andlisis de la susceptibilidad de los aislados de Staphylococcus spp., se
probaron antibidticos dependiendo del sitio de aislamiento. Encontramos que todas las
cepas fueron sensibles a vancomicina y linezolid. Para quinupristina/dalfopristina se
probaron 96 aislados, cefazolina 92, teicoplanina 90, daptomicina 87, tigeciclina 86 y
doxiciclina 86, todos susceptibles a dichos antibioticos. Ademas, el 95% de las cepas
fueron sensibles a rifampicina, nitrofurantoina, trimetoprim/sulfametoxazol y
tetraciclina. Por otro lado, los antibiéticos con mayor resistencia fueron bencilpenicilina
(34.3%), clindamicina (21%) y eritromicina (17.7%). Tabla 4.
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Tabla 4. Patrén de susceptibilidad de Staphylococcus aureus y S. lugdunensis a
distintos antibiéticos

Clase de Antibidtico Resistente Intermedio  Sensible No
antibidtico n (%) n (%) n (%) disponible
n (%)
Betalactamicos Bencilpenicilina 62 (34.3) - 30 (16.6) 89 (69.2)
Oxacilina - - | 181 (100) -
Cefazolina - - 92 (50.8) 89 (49.2)
Fluoroquinolonas | Ciprofloxacino 9 (5.0 3(1.7) | 169 (93.4) -
Levofloxacino 2(1.1) 84 (46.4) - 95 (52.5)
Moxifloxacino 9 (5.0) 2(1.1) | 170(93.9) -
Aminoglucosidos | Gentamicina 11 (6.1) 8 (4.4) | 162 (89.5) -
Macrélidos Eritromicina 32 (17.7) 5(2.8) | 144 (79.6) -
Glicopéptidos Vancomicina - - | 181 (100) -
Teicoplanina 2(1.1) - 90 (49.7) 89 (49.2)
Tetraciclinas Doxiciclina - - 86 (47.5) 95 (52.5)
Tetraciclina 8 (4.4) - | 173 (95.6) -
Otros Linezolid - - | 181 (100) -
Daptomicina - - 87 (48.1) 94 (51.9)
Tigeciclina - - 86 (47.5) 95 (52.2)
Clindamicina 38 (21.0) - 143 (79) -
Quinupristina 92 (50.8) 89 (49.2)
/dalfopristina
Nitrofurantoina - 2(1.1) | 177 (97.8) 2(1.1)
Rifampicina - - | 180 (99.4) 1(0.6)
Trimetoprim 8 (4.4) - 172 (95) 1 (0.6)
/sulfametoxazol

7.3 Tratamiento y desenlace de los pacientes con infeccion por Staphylococcus

SPP.

De los 181 pacientes, desconocemos datos sobre el manejo de 16 (8.8%)

debido a que fueron referidos, mientras que 163 (90.1%) fueron hospitalizados y dos

(1.1%) recibieron manejo de forma ambulatoria. El tratamiento recibido fue con los

antibioticos: vancomicina (53%), dicloxacilina (40.3%), cefalotina (33.7%) y algun

carbapenémico (22.6%). Tabla 5.

Tabla 5. Antibiéticos recibidos por los pacientes con infecciones por Staphylococcus spp. sensibles

a meticilina

Antibiético

Antibiético

Vancomicina 96 (53.0) | Carbapenémico 50 (27.6)
Linezolid 12 (6.6) | Piperacilina/tazobactam 39 (21.5)
Fluoroquinolonas 12 (6.6) | Dicloxacilina 73 (40.3)
Trimetoprim/Sulfametoxazol 23 (12.7) | Ceftriaxona 12 (6.6)
Rifampicina 7 (3.9) | Cefalotina 61 (33.7)
Otros 14 (7.7) | Otros betalactdmicos 16 (8.8)
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Encontramos 163 pacientes hospitalizados, de los cuales 39 (23.9%) fallecieron

durante la estancia hospitalaria. La mediana de duraciéon del tratamiento
antimicrobiano fue 19 dias (RIC 2 - 84 dias), cinco pacientes recibieron tratamiento por
tiempo indefinido. Ademas 61 (33.7%) pacientes recibieron algun procedimiento
invasivo para el control del foco infeccioso. La mediana de dias de estancia hospitalaria
entre los pacientes fue de 18 dias (RIC 4 - 87 dias); en los pacientes que sobrevivieron
la mediana fue de 19 dias (RIC 7 - 90 dias) comparado con una mediana de 16 dias
(RIC 2 - 88 dias) en los pacientes que fallecieron. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos (x?, p= 0.49).

El tratamiento de primera linea con dicloxacilina o cefalotina, 62 (34.3%)
recibieron dicloxacilina, 50 (27.6%) cefalotina y 11 (6.1%) ambos antibiéticos. Se
observé que 58 pacientes (32%) no recibieron ninguno de los dos antibiéticos, por
diferentes causas: en 18 pacientes, se ignora el tratamiento debido a que fueron
referidos a otras instituciones, 23 pacientes, requerian tratamiento de amplio espectro
por infeccidén polimicrobiana, nueve pacientes fallecieron en las primeras 48 horas del
tratamiento, etc. Un factor determinante en la eleccién de dicloxacilina o cefalotina
podria ser el afio en que se aislé el germen, debido a la poca disponibilidad de

dicloxacilina intravenosa en los afos recientes. Tabla 6.

Tabla 6. Distribucién del tratamiento en los pacientes con infeccion por Staphylococcus spp., con
dicloxacilina o cefalotina en base a la disponibilidad del antibiético.

Antibiético 2015 2016 2018 2019 2020

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Dicloxacilina 2(40.0) | 12 (57.1) 7(20.6) | 22(59.5) | 19(35.8) 0 0
Cefalotina 2 (40.0) 2(9.5) | 14 (41.2) 4(10.8) | 10(18.8) | 10(58.8) 8 (57.1)
Ambos 0 1(4.7) 0 0 4(75)| 2(11.8)| 2(14.3)
Otros 1(20.0) 6(28.6) | 12(35.2) | 10(27.1) | 20(37.7) 5(29.4) 4 (28.5)
Total/afio 5 21 34 37 53 17 14

Cuando se analizaron los 112 pacientes que recibieron dicloxacilina o cefalotina
especificamente, las variables asociadas al tratamiento con cefalotina fueron: miositis
0 absceso de psoas (13/50 vs. 4/62, p= 0.004), infeccidn polimicrobiana (7/50 vs. 2/62,
p= 0.037) y el antecedente de diabetes mellitus (23/50 vs. 13/62, p= 0.018).
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Se realizé andlisis univariado para buscar asociaciones con mortalidad. Se
incluyeron el tipo de Staphylococcus spp., sitio de dénde se cultivd la bacteria,
infeccion polimicrobiana, resistencia a antibidticos, edad, sexo, indice de masa
corporal, comorbilidades, uso de medicamentos inmunosupresores, tratamiento
recibido, duracion de tratamiento, procedimientos de control de foco, dias de
hospitalizacion, presencia del gen blaz, determinacion de CIM con in6culo estandar e
indculo alto, o incremento de la CIM 21 dilucion con el cambio del indculo. Las variables
asociadas a mortalidad fueron: edad, resistencia a eritromicina, resistencia a
clindamicina, cirrosis hepdatica, diabetes mellitus, uso de linezolid, uso de
carbapenémicos y duracion de tratamiento antibidtico. Los factores que se asociaron
con la disminucion de la mortalidad fueron: uso de dicloxacilina y uso de
piperacilina/tazobactam. En el andlisis multivariado, sélo la variable de duracion de
tratamiento conservd la significancia estadistica (p= 0.037), esto probablemente

influido por los dias que sobrevivieron los pacientes. Tabla 7.

Tabla 7. Variables asociadas a la mortalidad de pacientes con infecciones por Staphylococcus spp.
sensibles a meticilina

Variable Pacientes Pacientes
fallecidos sobrevivientes
n (%) n (%)

Edad, afos (RIC) 53 (23 - 75) 49 (21-78) | 0.013**
Resistencia a eritromicina 11/27 (40.7) 27/130(20.8) | 0.027*
Resistencia a clindamicina 12/32 (37.5) 26/125 (20.8) 0.05*
Cirrosis hepética 6/13 (46.2) 33/152 (21.7) 0.03*
Diabetes mellitus 20/60 (33.3) 19/105 (18.1) 0.04*
Tratamiento

Linezolid 6/12 (50.0) 33/153 (21.6) 0.02*
Carbapenémicos 23/50 (46.0) 16/115 (13.9) | <0.005*
Dicloxacilina 10/73 (13.7) 29/92 (31.5) | 0.007*
Piperacilina/tazobactam 4/38 (10.5) 35/127 (27.6) 0.03*
Duracién de tratamiento antibiético, dias (RIC) 9 (0-160) 19 (18 — 35) | 0.001**

*Chi cuadrada, **U de Mann-Whitney

A pesar de que el uso de dicloxacilina se asocié a menor mortalidad, al separar
especificamente los pacientes que recibieron cefalotina o dicloxacilina (no ambas), se

observo que la proporcion de las defunciones no presentd una diferencia significativa
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(11/50 defunciones con cefalotina vs. 10/62 defunciones con dicloxacilina, p= 0.43).

Graficas 2y 3.

7.4 Analisis de la CIM con Inéculo estandar e indculo alto y el gen blaz
Respecto al andlisis de la CIM de cefalotina, con el inéculo estandar (1x10° UFC)
la CIMso fue de 0.25 pg/mL (RIC 0.25 - 1 pg/mL) y la media geométrica fue de 0.36
ng/mL; mientras que con el indculo alto (1x107 UFC) la CIMso fue de 0.5 pg/mL (RIC
0.25 - 1 pg/mL) y la media geométrica de 0.45 pg/mL. El cambio en la CIM entre el
in6culo estandar y el inéculo alto ocurrid en 66 (36.5%) de los aislados. La diferencia
de la CIM entre ambos in6culos fue de una dilucion en todos los casos y en ninguna

de ellas la CIM fue mayor a 1 pg/mL.

Las variables asociadas a las cepas que presentaron diferencia de una dilucion
entre el indculo estandar y el indculo alto fueron: resistencia a penicilina, resistencia a
gentamicina, endocarditis, tratamiento con carbapenémicos, no tratamiento con

piperacilina/tazobactam y fluoroquinolonas. Tabla 8.

Tabla 8. Andlisis de la diferencia de la CIM entre el in6culo estandar y alto, y su asociacién con
otras variables de los pacientes con infeccion por Staphylococcus aureus y S. lugdunensis

Antibiético Cepas con diferenciade Cepas sin diferencia de
CIM entre in6culos CIM entre in6culos
n (%) n (%)

Resistencia a penicilina 29/61 (47.5) 28/110 (25.5) 0.003
Resistencia a gentamicina 0/61 (0) 11/110 (10.0) 0.011
Endocarditis 12/45 (26.7) 10/81 (12.3) 0.042
Tratamiento

Carbapenémicos 29/65 (44.6) 21/115 (18.3) <0.005
Piperacilina/tazobactam 8/65 (12.3) 31/115 (26.9) 0.022
Fluoroquinolonas 1/65 (1.5) 11/115 (9.6) 0.038

*Chi cuadrada

Se analizaron 172 cepas para busqueda del gen blaZ por medio de PCR. De las
cuales 162 fueron S. aureus y 10 S. lugdunensis; 124/172 (72.1%) fueron positivos
para el gen blaZ y 48 (27.9%) fueron negativas. Del total de los aislados 73.5%
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(119/162) fueron S. aureus y 50% (5/10) S. lugdunensis tenian el gen blaZ, no hubo

diferencia significativa (p= 0.11).

La media geométrica de la CIM de los aislados sin blazZ fue de 0.31 pg/mL para
el inéculo estandar y 0.36 para el indculo alto. La media geométrica para las cepas con
blaZ fue de 0.38 para el inéculo estandar y de 0.49 para el indculo alto. La distribucion
de la frecuencia de la CIM entre los aislados fue diferente de acuerdo con la presencia
de blaz, tanto para el in6culo estandar (p=0.001) como para el inéculo alto (p< 0.001).

Tabla 9, gréfica 4.

Tabla 9. Distribucion de la frecuencia de la CIM de los aislados clinicos de S. aureus y S.
lugdunensis de acuerdo con la presencia de blaZ

In6culo blaZz negativo blaz positivo
n (%) n (%)
Estandar 0.125 4(8.3) 0(0) 0.001
0.250 28 (58.3) 58 (46.8)
0.500 13 (27.1) 58 (46.8)
1.000 3(6.3) 8 (6.5)
Alto 0.125 1(2.1) 0(0) <0.001
0.250 23 (47.9) 20 (16.1)
0.500 20 (41.4) 86 (69.4)
1.000 4 (8.3) 18 (14.5)

*Exacta de Fisher

Se realiz6 un andlisis de la susceptibilidad a otros antibioticos para observar si
habia diferencia de acuerdo con la presencia del gen blaZ. En el andlisis se encontr6
diferencia con bencilpenicilina (44.0% para blaZ positivo vs. 6.3% para blaZ negativo,
p< 0.005), eritromicina (22.6% vs. 6.3%, p< 0.01) y clindamicina (27.4% vs. 6.3%, p=
0.002). Fueron excluidos del andlisis oxacilina, vancomicina, daptomicina y linezolid
debido a que hubo un 100% de sensibilidad en las cepas en ambos grupos. Ademas,
cefazolina, quinupristina/dalfopristina, doxiciclina, tigeciclina, nitrofurantoina vy
rifampicina fueron excluidos debido a que los datos sobre resistencia fueron muy

escasos. Tabla 10.
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Tabla 10. Andlisis de la presencia del gen blaZ y su asociacién con la resistencia de S. aureus y
S. lugdunensis a distintos antibioticos
Clase de Antibidtico Total blaz positivo  blaz negativo

antibidtico n (%) n (%) n (%)

Betalactamicos Bencilpenicilina 58 (33.7) 55 (44) 3 (6.3)

Fluoroquinolonas | Ciprofloxacino 9(5.2) 9(7.3) 0 0.06
Levofloxacino 2(1.2) 2(1.6) 0 0.38
Moxifloxacino 9(5.2) 9(7.3) 0 0.06

Otros Gentamicina 11 (6.4) 9(7.3) 2(4.2) 0.46
Eritromicina 31 (18) 28 (22.6) 3(6.3) 0.01
Teicoplanina 1(0.6) 1(0.8) - 0.53
Tetraciclina 8 (4.7) 7 (5.6) 1(2.1) 0.32
Clindamicina 37 (21.5) 34 (27.4) 3(6.3) 0.002
Trimetoprim 8 (4.7) 8 (6.5) - 0.07
/sulfametoxazol

*Chi-cuadrada

Se realiz6 el andlisis entre el gen blaZ positivo y el efecto del aumento de la CIM
en una dilucién a cefalotina con un in6culo alto. Dentro de las cepas sin gen blaz, s6lo
12 (25%) presentaron el fenbmeno de aumento de la CIM, mientras que en el grupo
de las cepas con gen blaZ hubo aumento de la CIM en una dilucién en 50 (40.3%)
aislados. Esta diferencia no fue significativa (p= 0.06). Las variables asociadas a la
presencia del gen blaZ fueron: diagnéstico de endocarditis y recibir tratamiento distinto

a ceftriaxona Tabla 11.

Tabla 11. Variables asociadas a la presencia del gen blaZ en aislados Staphylococcus spp.
sensibles a meticilina

Variable Cepas blaz positivas | Cepas blaZ negativas p*

n (%) n (%)
Endocarditis 21/89 (23.6) 1/33 (3.0) 0.009
Tratamiento con ceftriaxona 5/124 (4.0) 7148 (14.6) 0.01

*Chi cuadrada
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8. DISCUSION

La busqueda del efecto inéculo es importante, debido a que ha sido asociado con
falla al tratamiento y aumento de la mortalidad, sobre todo el en caso de cefazolina.
Sin embargo, en México, la cefalotina es el betalactamico parenteral de eleccion para
infecciones invasivas por SAMS y la informacion de la existencia del efecto in6culo con
este antibiotico y el posible impacto en los desenlaces clinicos es escasa. En este
estudio se analizaron 181 aislados clinicos de S. aureus y S. lugdunensis, y
encontramos que la CIMso de cefalotina fue 0.25 pug/mL y de 0.5 pg/mL para el in6culo
estandar y alto respectivamente. Ademéas 1 pg/mL fue la la CIM méxima. Por lo
anterior, es posible afirmar que ninguno de los aislados clinicos de S. aureus y S.
lugdunensis de muestras de pacientes del INCMNSZ presento efecto indculo para

cefalotina.

En estudios previos se ha observado que la cefalotina es una de las
cefalosporinas mas estables a la accion de las betalactamasas de SAMS. Sin
embargo, otros estudios han reportado que hasta 13% de las cepas con presencia de
blaZz pueden alcanzar CIM de 8 pg/mL, lo que ha sido llamado como “leve efecto

indculo a cefalotina” 1025,

De los 181 aislados clinicos analizados en este estudio, 172 se analizaron para
la busqueda del gen blaz, de las cuales 72.1% fueron positivas, 73.5% de S. aureus y
50% S. lugdunensis. Los estudios previos para S. aureus en América Latina han
informado de hasta un 81% de aislados blaZ positivas, siendo el tipo C la mas
frecuente (37%) 1°. En el caso de S. lugdunensis, se pensaba que no era portador de
blaZ, aunque estudios mas recientes han encontrado resistencia a penicilina entre 51-
76% y el gen blaZ entre 7-40% dependiendo de la zona geogréfica 43°41, Por lo tanto,
la frecuencia de blaZ positiva encontradas en este estudio, coinciden con la frecuencia
previamente descrita en América Latina para S. aureus y en informes recientes en

Taiwan para S. lugdunensis.
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Existen al menos dos explicaciones para la ausencia del efecto inoculo a
cefalotina. Primero se ha informado que la betalactamasa de Staphylococcus spp.
puede expresarse de forma constitutiva o inducible. Segundo, aun en las cepas que
son capaces de expresar la betalactamasa, existen varios tipos, conocidas por las
letras A, B, C y D. Estas enzimas tienen distinta afinidad para hidrolizar a cada uno de
los betalactamicos. En la actualidad se clasifican por serologia o secuenciacion
nucleotidica. Las bases moleculares de estas diferencias no han sido bien elucidadas,
pero los estudios previos han mostrado que el orden de mayor afinidad por la cefalotina
como sustrato es para el tipo C, seguido de B, Ay D. Sin embargo, en estudios previos
se ha demostrado una prevalencia de la betalactamasa tipo C de hasta 40% en
Argentina pero s6lo 13% de efecto indculo a cefalotina %25, Debido a esto, el estudio
del efecto in6culo y las betalactamasas es un fenbmeno complejo que deberia

involucrar la CIM, el gen blaZ y su tipificacion.

De las 124 cepas positivas para blaz, 55/63 (87%) fueron resistentes a penicilina,
lo cual resulta esperado ya que la betalactamasa es el principal mecanismo de
resistencia de Staphylococcus 5052, Ademas, se encontr6 que 28 (22.6%) eran
resistentes a eritromicina y 34 (27.4%) a clindamicina, con una diferencia al compararlo
con aislados blaZ negativos. Este fendmeno es debido a que el plasmido que codifica
blaZ contiene otros genes de resistencia a otros antibiéticos, desinfectantes y metales

pesados 552,

Los patrones de susceptibilidad mas comunmente identificados en este estudio,
fueron la resistencia a bencilpenicilina (34.3%), clindamicina (21%) y eritromicina
(17.7%). Los datos contrastan con lo reportado en otros paises dénde la
susceptibilidad es menor: 31-13.5% a penicilina, 74% a clindamicina y 71% a
eritromicina 53-%5. Sin embargo, en este estudio no se conocia de forma sistematica la
susceptibilidad a todos los antibiéticos de las 181 cepas, por lo que esta informacion

no es realmente representativa de la epidemiologia local de los SAMS.
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De las caracteristicas clinicas, la mayoria fueron de infecciones
monomicrobianas (87.3%). Los sindromes infecciosos mas frecuentemente
encontrados fueron bacteriemia, bacteriemia asociada a catéter, neumonia o
empiema, osteomielitis o espondilodiscitis, infecciones de tejidos blandos y artritis
séptica. Ademas, la mayoria fueron hombres, con una mediana de edad de 50 afios y
un indice de comorbilidad de Charlson de 4 puntos. Las comorbilidades mas
frecuentes fueron enfermedad renal crénica diabetes mellitus, enfermedades del tejido
conectivo y hematoldgicas. Esto es similar a lo reportado en estudios recientes sobre
infecciones invasivas por S. aureus®® y S. lugdunensis 4. Algunas diferencias
importantes son la alta frecuencia de enfermedades del tejido conectivo, trastornos
hematoldgicos y endocarditis 84!, Esto podria ser derivado de la alta concentracién
de patologias especificas y la disponibilidad para realizar estudios de abordaje

diagnéstico en el INCMNSZ por tratarse de un hospital de tercer nivel.

En este estudio, encontramos asociacion entre el gen blaZ y el diagnéstico de
endocarditis, pero no en otros sitios anatomicos involucrados en las infecciones o la
mortalidad intrahospitalaria. La publicaciones que buscan asociacion entre mortalidad
y la presencia del gen blaZz o la resistencia a penicilina informan de resultados

heterogéneos por lo que se necesitan mas estudios para resolver esta pregunta®?12,

Los antibidticos mas utilizados dentro del INCMNSZ para el tratamiento de estas
infecciones fueron vancomicina (53%), dicloxacilina (40.3%), cefalotina (33.7%) y
algun carbapenémico (22.6%). Respecto a los desenlaces de los pacientes, 90.1%
recibid tratamiento intrahospitalario, con una mediana de estancia de 18 dias. El
porcentaje de pacientes hospitalizados y el numero de dias resulta muy similar a lo

publicado en otras series recientes °.
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La mortalidad de los pacientes hospitalizados por infecciones invasivas por
SAMS en el INCMNSZ fue de 23.9%, que es similar a lo informado en otros estudios
585657 | os factores asociados a mortalidad fueron mayor edad, menor duracién de
tratamiento, cepas con resistencia a eritromicina o clindamicina, antecedente de
cirrosis hepatica o diabetes mellitus. Estos datos coinciden de forma parcial con una
revision sistematica de los estudios publicados®%’. No obstante, la naturaleza
retrospectiva del estudio podria resultar inexacto para calcular las escalas
tradicionalmente asociadas a mortalidad como McCabe Jackson o Pittsburg &57. Por
otro lado, recibir tratamiento con carbapenémicos se asocié a mayor mortalidad,
probablemente como reflejo de la gravedad de los pacientes al ser utilizados en
pacientes con infecciones graves por su amplio espectro antimicrobiano y poca
toxicidad®®. Recibir linezolid también se asoci6 a mortalidad, debido a la gran
proporcion de bacteriemias y la evidencia de una menor respuesta microbioldgica,
éxito terapéutico y mayor mortalidad al compararlo con vancomicina o teicoplanina en
estas infecciones °°. A diferencia de otros estudios, el tratamiento con vancomicina no
se asocié a mayor mortalidad. Esto probablemente debido a la posibilidad de detectar
de forma répida el gen mecA, lo que podria disminuir el tiempo de tratamiento
inadecuado®®-6, El uso de dicloxacilina se asocié a menor mortalidad, sin embargo, al
separar a los pacientes que recibieron cefalotina o dicloxacilina no se observé
diferencia en la proporcion de defunciones. Estos resultados son diferentes a lo
reportado en algunos estudios déonde la cefazolina se asoci6 a mayor mortalidad
comparado con oxacilina para tratamiento de las infecciones invasivas por S. aureus.
Sin embargo, debido a que la cefalotina ha sido reemplazada por cefazolina como la
cefalosporina de primera linea recomendada para SAMS, no existen estudios
comparativos entre ambos medicamentos y esta informacion debe tomarse

anicamente como algo descriptivo de los pacientes analizados.
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9. CONCLUSIONES

No se identificd efecto inGculo para cefalotina en las cepas analizadas fue de S.

aureus y S. lugdunensis

Los antibioticos cuya resistencia se asocié de forma significativa a la presencia

de blaZ fueron bencilpenicilina, eritromicina y clindamicina.

Los aislados de S. aureus y S. lugdunensis con blaZ positivo, presentaron
aumento de una dilucion en las CIM de cefalotina entre el indculo estandar y el inéculo

alto.

Los aislados de S. aureus y S. lugdunensis blaZ positivo, se asociaron de forma

significativa a endocarditis demostrada por ecocardiograma.
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Grafica 2. Desenlace de acuerdo con tratamiento
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Grafica 3. Sobrevida de acuerdo con el tratamiento, dividido en cefalotina,

dicloxacilina, ambas u otros
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Grafica 4. Distribucion de la frecuencia de la CIM de los aislados clinicos de acuerdo
con la presencia de blaZ y el in6culo
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