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RESUMEN

El aumento de cepas bacterianas patdgenas resistentes a la mayoria de los
antibidticos, incluyendo carbapenémicos, ha generado la necesidad de buscar
alternativas de nuevos protocolos de tratamientos. Las bacterias Gram negativas
multirresistentes representan un verdadero reto clinico, sobre todo en infecciones
de origen intrahospitalario, debido a la alta mortalidad asociada. Entre estos
microorganismos multirresistentes se encuentran Acinetobacter baumannii y
Klebsiella pneumoniae, de dificil tratamiento por el grado de resistencia mostrado
ante los diferentes protocolos terapéuticos establecidos, determinado por diversos
mecanismosderesistencia. Debido al surgimiento de resistenciaacarbapenémicosen
estas bacterias, quedan muy pocas opciones terapéuticas, por lo que se ha recurrido
al uso de antibidticos antiguos que mostraron eficacia contra estos patdgenos, pero
con limitaciones de actividad y toxicidad, descontinuados por la falta de evidencia
clinica respecto a sus efectos secundarios y sélo recuperados nuevamente en la
actualidad. Uno de estos antibidticos es colistin, un farmaco que surgio en los afios
cincuenta para ser utilizado contra bacterias Gram negativas y, actualmente, de uso
restringido para infecciones intrahospitalarias multirresistentes. En la actualidad
se carece de estudios modernos sobre farmacocinética y farmacodinamia de este
agente y la experiencia actual se basa, fundamentalmente, en experiencias clinicas
con resultados poco concluyentes respecto a modo de uso, efectividad y toxicidad,
lo que genera controversia respecto a la utilidad de la combinacidon con otros
antibidticos para lograr mayor efectividad.

Se plantea el objetivo de evaluar la actividad antibacteriana in vitro de colistin, para
determinar si se produce o no efecto sinérgico entre las diferentes combinaciones
ensayadas.

Para esto se estudiaron 44 cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos y 48
cepas de K. pneumoniae productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
resistentes a diferentes antibidticos y no relacionadas genéticamente, provenientes
de hospitales de Chile. Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
colistin, ampicilina /sulbactam, vancomicina, tigeciclina, rifampicina e imipenem,
por el método de microdilucién; posteriormente, mediante el método de tablero
de ajedrez, se estudio el efecto producido al asociar colistin con cada uno de estos
antimicrobianos. Ademas, en cepas seleccionadas de acuerdo a su multiresistencia,
y sobre las que diferentes combinaciones actuaron en forma sinérgica, se estudio
la cinética de muerte en el tiempo, empleando los correspondientes antibidticos
combinados con colistin. Se encontraron cepas bacterianas con diferente grados de
resistencia a los distintos antibidticos ensayados. Se detectd, mayormente, efecto
sinérgico al asociar colistin con los distintos antibacterianos y, ademas, una muerte
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bacteriana en menor tiempo al utilizar la asociacion. Sin embargo, tanto para K.
pneumoniae como para A. baumannii las diferentes combinaciones presentaron
recrecimiento a las 24 horas, salvo la combinacién de tigeciclina con colistin en
A. baumannii, que continud sin crecimiento después de 24 horas, pero en este
caso la cepa era susceptible a tigeciclina. Se concluye que la sinergia es el efecto
mas frecuente que se produce al combinar colistin con otros antibacterianos,
especialmente en A. baumannii, y que lleva a muerte bacteriana antes de las 12 h,
con un posterior recrecimiento.

INTRODUCCION

Al descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928, que marcé el
auge de la era antibidtica, le siguidé un gran nimero de nuevas moléculas naturales
y sintéticas que revolucionaron el tratamiento de las enfermedades infecciosas,
proporcionandole a los pacientes, con cuadros clinicos ocasionados por bacterias,
una mejor perspectiva de tratamiento.

Con el posterior apogeo en el uso de los antibiéticos en medicina, surgié el
fendmeno de resistencia a los diferentes farmacos utilizados en el tratamiento de
las infecciones y, en la medida que mds y mejores antibidticos surgian, también los
microorganismos fueron mostrando mayores niveles de resistencia, generados por
una diversidad de mecanismos con los que cuentan las bacterias para superar el
efecto de los antimicrobianos. Muchos de estos mecanismos han aparecido como
parte del proceso evolutivo de las diferentes especies bacterianas, pero también
pueden ser adquiridos de forma horizontal a través de procesos de transferencia de
genes, como la conjugacién, transformacion y transduccién (Fernandez et al., 2003;
Diomedi, 2005; Hernandez et al., 2010).

La resistencia bacteriana no es un fendmeno nuevo. Muchos microorganismos
han sobrevivido a condiciones adversas ambientales y a la exposicién a elementos
toxicos a través de la expresiéon de mecanismos de resistencia. Estos mecanismos
permiten la seleccién de poblaciones bacterianas resistentes mejor adaptadas al
ambiente. Cuando un agente infeccioso es expuesto de manera frecuente a los
diversos antibidticos, se van seleccionando subpoblaciones resistentes, fendmeno
implicito en la utilizacién clinica de antibidticos. EI ambiente hospitalario ejerce
una mayor presion selectiva sobre los microorganismos, lo que genera una mayor
demanda de opciones terapéuticas, sobre todo para agentes Gram negativos
(Alpuche, 2002; Livermore, 2004; Lisazo et al., 2008).




I. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

El concepto de multiresistencia a antimicrobianos esta definido por el espectro de
antibidticos para los cuales las bacterias muestran disminucidn en la susceptibilidad.
Sin embargo, existen diversos criterios que definen la diferencia entre las tres
categorias de resistencia: multiresistencia (MDR), resistencia extendida (XDR) vy
panrresistencia (PDR). En el consenso de European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) y de Centers for Disease Control and Prevention (CDC) se definid
MDR como susceptibilidad disminuida a, por lo menos, un agente de al menos
tres categorias diferentes de antimicrobianos considerados para uso empirico
en infecciones por el microorganismo en estudio. Por su parte, XDR se refiere a
susceptibilidad disminuida a uno o mas agentes en todas las categorias, menos dos
de las propuestas para tratamiento empirico, y PDR corresponde a resistencia a
todos los agentes de todas las categorias propuestas, utilizando los criterios del
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)y de Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) como puntos de corte para establecer
susceptibilidad (Magiorakos et al., 2012).

En la actualidad, la necesidad de nuevos antimicrobianos se presenta en infecciones
originadas en ambientes hospitalarios, donde un pequefo, pero cada vez mas en
aumento, numero de microorganismos presenta resistencia extendiday panresistencia
a los antibidticos de uso clinico, lo que genera una verdadera emergencia de
salud publica. Dentro de estos microorganismos, las bacterias Gram negativas no
fermentadoras, como Acinetobacter baumannii y enterobacterias como Klebsiella
pneumoniae, se presentan como parte de las principales causas de infecciones
asociadas a la atencidn en salud por agentes multirresistentes (Livermore, 2004).

Infecciones Asociadas a la Atencidn en Salud (1AAS)

Se define las Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud como: “todo proceso
infeccioso general o localizado que ocurre como consecuencia de la atencién de
salud y que no estaba presente ni incubdndose al momento de hospitalizarse”
(MINSAL, 2010). Se estima que para Chile, 3% de las IAAS deriva en muerte de
pacientes, y en servicios de Cuidados Intensivos esta cifra se eleva a 20%. El costo
de atencién de pacientes con IAAS es cuatro veces mayor que el de aquellos con
enfermedades similares, pero sin IAAS (Subsecretaria de Redes Asistenciales, 2011).

Dentro de los microorganismos predominantemente implicados en IAAS se encuen-
tran A. baumannii y K. pneumoniae, los cuales pertenecen a los microorganismos
incluidos dentro del grupo ESKAPE, acrénimo que se refiere a Enterococcus faecium
(VRE), Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli pro-
ductora de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), A. baumannii, Pseudomo-
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nas aeruginosa y Enterobacter spp. (Rice, 2008; Boucher et al, 2009; Lisboa y Nagel,
2011). Estos comparten una prevalencia creciente, debido a que las practicas de uso
de antibidticos ejercen una presion selectiva sobre estos microorganismos, principal-
mente en los protocolos de Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) donde el 70 % de los
pacientes presenta infecciones por agentes multirresistentes (Lisboa y Nagel, 2011).

En estos pacientes las infecciones resultan, particularmente, de dificil tratamiento,
ya que su compromiso fisioldgico, ocasionado por la enfermedad asociada a su in-
greso, deriva en una menor respuesta inmunoldgica. Asi también, el nivel de resis-
tencia a los antimicrobianos que estos microorganismos puedan presentar contribu-
ye a elevar la morbilidad y mortalidad asociada a estas infecciones. K. pneumoniae,
junto con P. aeruginosay E. coli, son los tres agentes infecciosos mas frecuentemen-
te aislados en infecciones intrahospitalarias, tanto de los servicios de Cirugia como
Medicina Interna, y es la primera causa de infecciones del tracto urinario de origen
nosocomial en paciente critico. Por su parte, A. baumannii es la primera causa de
neumonia asociada a ventilacion mecanica (NAVM) en pacientes adultos y neona-
tos con 30 % y 44 % del total de casos, respectivamente, segun cifras del Informe de
Vigilancia Epidemiolégica de Infecciones Intrahospitalarias del Ministerio de Salud
de Chile para del aio 2007.

Acinetobacter baumannii, problema creciente de resistencia antimicrobiana.

El género Acinetobacter, descubierto en el afno de 1911 por el microbidlogo
holandés Martinus Willem Beigerinck, corresponde a bacterias Gram negativas,
no fermentadoras, oxidasa negativo y aerobio estricto, cuyo hdabitat natural es la
tierra y agua, y también ha sido aislado de alimentos y artrépodos. En los humanos,
coloniza piel, heridas, tracto respiratorio y gastrointestinal. Algunas cepas resisten
la desecacidén, lo que favorece su transmisibilidad entre pacientes hospitalizados
(Mufioz-Price y Weinstein, 2008). Rapidamente se identificd este agente como
patdgeno hospitalario importante que, sin embargo, hasta la década de 1980 fue
tratado facilmente con antibidticos, ya que resultaba susceptible a la mayoria de
medicamentos disponibles (Camp y Tatum, 2010).

Sin embargo, reportes cada vez mas frecuentes de casos de infecciones por A.
baumannii resistentes a uno o mas antibidticos han posicionado a este patégeno como
uno de los principales agentes bacterianos asociados a infecciones intrahospitalarias
por microorganismos multirresistentes (Hernandez Torres et al., 2010).

Las infecciones provocadas por cepas multirresistentes de Acinetobacter prolongan
la estancia hospitalaria en UCl en 6 dias y la estancia global en 18 dias, con respecto
a pacientes sin infeccion por A. baumannii (Sunenshine et al., 2007).




De estas infecciones intrahospitalarias graves provocadas por A. baumannii, las
mas frecuentes son la NAVM vy las bacteriemias primarias, ambas asociadas a una
mortalidad de hasta 50 % (Hernandez Torres et al., 2010).

Este microorganismo exhibe una amplia gama de mecanismos de resistencia. Aparte
de la resistencia intrinseca asociada a la baja permeabilidad a algunas moléculas de
antibidticos, también puede presentar otros mecanismos como bombas de expulsidon
y la adquisicion de elementos genéticos como islas de resistencia, las cuales pueden
contener mas de 45 genes de resistencia o secuencias de insercidén que pueden
contribuir a la expresion de genes cromosomales para enzimas inactivantes, como
los genes bla, .y bla,, ., que codifican una cefalosporinasa cromosomal y una
carbapenemasa respectivamente (Neonakis et al., 2011; Villa y Pachon, 2011).

Las IAAS ocasionadas por A. baumannii han adquirido notoriedad en afios recientes,
sobre todo debido a la capacidad que tiene este microorganismo de expresar
patrones de resistencia que incluyen a la mayoria de los antibiéticos conocidos,
reduciendo cada vez mas las posibilidades terapéuticas. Dentro del armamento
que le confiere resistencia a una gran variedad de antibidticos estd el poseer un
numero alto de B-lactamasas, que incluyen TEM-1, SHV y CTX-M, que inactivan
penicilinas y cefalosporinas (Pino et al., 2007; Pérez et al., 2007). Ademas, metalo-B-
lactamasas como VIM e IMP, las cuales hidrolizan un elevado nimero de antibidticos
betalactamicos, incluyendo carbapenémicos. Sin embargo, las B-lactamasas mas
frecuentemente encontradas en este agente microbiano son las oxacilinasas con
actividad de carbapenemasas las cuales, en su mayoria, son especificas de especie
(Garnacho-Montero et al., 2010; Rodriguez et al., 2010; Hernandez Torrez et al., 2010).

Las carbapenemasas tipo OXA han sido descritas alrededor del mundo, incluyendo
Sudamérica. Enzimas pertenecientes al subgrupo tipo OXA-58 han sido detectadas
en Chile en 38 cepas de A. baumannii (Opazo et al., resultados no publicados,
2010). Los genes blaOXA han sido relacionados a diferentes estructuras genéticas,
principalmente secuencias de insercion, especificamente ISAbal, ISAba2, ISAba3 o
ISAbal8 (Opazo et al., 2012).

La sobreexpresion de bombas de expulsion y la modificacién de sitio blanco para
algunos antibiéticos como el colistin son los mecanismos de resistencia mas
frecuentemente mostrados por Acinetobacter (Villay Pachén, 2011).

En este sentido, es necesario buscar alternativas de tratamiento viables ante aquellas
infecciones provocadas por A. baumannii multirresistente. Los tratamientos actuales se
basan en el uso de carbapenémicos, tigeciclina o polimixinas como colistin (Diomedi,
2005); sin embargo, cepas de A. baumannii resistente a estos agentes requieren
de otras estrategias de tratamiento. La creacién de nuevos farmacos deberia ser el
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mecanismo ideal, pero ante la ausencia de nuevas moléculas, el uso de combinaciones
de antibioticos que permitan contrarrestar los mecanismos de resistencia exhibidos por
las bacterias, se convierte en una alternativa viable para el tratamiento por A. baumannii
multirresistente (Diaz Jimenez, 2010; Shields et al., 2011; Villay Pachén, 2011).

Klebsiella pneumoniae (infecciones y resistencia)

Las infecciones por enterobacterias representan el 50 % a nivel mundial de todas las
infecciones intrahospitalarias reportadas y 80 % de las infecciones ocasionadas por
bacterias Gram negativas (Echeverri Toro et al., 2012).

Dentro de la familia Enterobacteriacea, el género Klebsiella es de gran importancia
debido a la frecuencia con que produce infecciones, sobre todo la especie K. pneu-
moniae la cual, desde el punto de vista clinico, es la mas importante por su relacién
con infecciones intrahospitalarias frecuentes como: infecciones del tracto urinario,
neumonia, sepsis e infecciones de tejidos blandos (Echeverri et al., 2009).

K. pneumoniae es un microorganismo bien adaptado al ambiente hospitalario y
puede permanecer tiempo suficiente en las manos del personal de salud, facilitando
su transmisibilidad entre pacientes (Gobernado, 2005).

Las bacterias pertenecientes a la especie K. pneumoniae poseen una capsula que
actua como factor de virulencia, la cual la protege de la fagocitosis por parte de los
polimorfonucleares y de los factores bactericidas séricos, inhibiendo la activacion
del complemento, especialmente del C3b (Vargas y Echeverri, 2009).

Las infecciones producidas por K. pneumoniae han sido tratadas empiricamente con
antibidticos betalactadmicos, pero debido a la cada vez mas frecuente resistencia
mostrada a estos compuestos y a otros que son utilizados como segunda linea, como
son los aminoglucdsidos vy las fluoroquinolonas, las ultimas opciones de tratamiento
gue permanecen viables son el colistin, tigeciclina y fosfomicina (Endimiani et al., 2010).

A pesar de haber sido dejado en desuso, el colistin actualmente se ha vuelto la
terapia de salvamento para infecciones por K. pneumoniae multiresitente; sin
embargo, ya existen reportes de resistencia a colistin. Por ejemplo, cepas de K.
pneumoniae productoras de carbapenemasas han mostrado resistencia al colistin
en tratratamiento (Eleman et al., 2010; Bogdanovich et al., 2011).

De la misma manera que sucede con A. baumannii, las infecciones producidas por
K. pneumoniae resistente a multiples antibidticos han significado un alto costo para la
atencion de los pacientes, con un porcentaje de mortalidad elevado. Debido a la des-
cripcion de las primeras cepas de Klebsiella productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) en los afios ochentas, y su diseminacion alrededor del mundo, cada




vez mas se utilizan carbapenémicos como opciones de tratamiento. Sin embargo, en los
afios noventas se reportd también cepas de K. pneumoniae productoras de carbapene-
masas de tipo metalo-B-lactamasa clase A de Ambler (Bratu et al., 2005), lo que reduce
las posibilidades de éxito en la terapia de estas IAAS cuando se presentan cepas produc-
toras de este tipo de enzimas. El problema se agudiza por la capacidad de los genes que
codifican la produccion de estas enzimas (genes bla,, ) de ser transferidos a bacterias,
incluso, de diferente especie (Arnold et al., 2011; Nordmann et al., 2011).

KPC en Chile

La resistencia de K. pneumoniae a carbapenémicos es un problema emergente
alrededor del mundo, y desde el primer reporte de una cepa productora de
carbapenemasa (KPC) en Chile, en el afio 2012, aislada de un paciente proveniente
de Italia en un hospital de la zona metropolitana (Cifuentes et al., 2012), la
preocupacion por las implicaciones en el sistema de salud (debido a la disminucidn
de la susceptibilidad a los carbapenémicos utilizados en clinica para la atencién
de pacientes criticos con infecciones intrahospitalarias relacionadas a estos
microorganismos) pone en evidenciala prioridad de encontrar opciones terapéuticas
viables que permitan enfrentar este problema, que ahora es una realidad en Chile.

El aparecimiento cada vez mas frecuente de IAAS ocasionadas por bacterias Gram
negativas resistentes a todas las opciones antibidticas disponibles plantea la imperiosa
necesidad de contar con nuevos farmacos que posibiliten hacerle frente a estas
infecciones. Sin embargo, en los Ultimos afios han surgido muy pocas nuevas moléculas
que proporcionen diferentes opciones terapéuticas para las infecciones ocasionadas
por bacterias multiresistentes, en gran medida determinado por lo poco atractivo
que resulta para la industria farmacéutica la formulacion de nuevos antibidticos. Si se
compara el costo que representa el desarrollo de una nueva molécula con el tiempo
relativamente corto que ésta sera utilizada en el tratamiento de un cuadro infeccioso (7
a 14 dias), con respecto a medicamentos dirigidos a enfermedades crénico-metabdlicas
que deben, muchas veces, ser utilizados de por vida, es comercialmente entendible que
la industria de medicamentos perfile sus esfuerzos en obtener estos ultimos mas que la
produccion de nuevos antibidticos (Jian Li et al., 2006).

Tigeciclina para tratamiento de bacterias multirresistentes

Una de las drogas en la que se ha enfocado el esfuerzo por demostrar eficacia como
tratamiento es tigeciclina, antibacteriano que pertenece al grupo de las glicilciclinas,
la cual es un derivado semisintético de la minociclina. Posee un amplio espectro
de actividad con accion sobre patdégenos de la comunidad e intrahospitalarios,
incluyendo aquéllos resistentes a B-lactdmicos (Pérez et al., 2007; Chung-Hsing,
2008). Su mecanismo de accidn esta definido por la unién a la subunidad ribosomal
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30S, bloqueando el sitio de entrada del aminoacil tRNA al sitio A del ribosoma'y, por
lo tanto, inhibiendo la sintesis de proteinas; aunque segln algunas investigaciones,
tigeciclina muestra actividad solo bacteriostatica sobre cepas de Acinetobacter spp.
(Curcio e Isturiz, 2006; Jones et al., 2006). Ademas, la baja concentracién tisular
es una limitacién a la hora de seleccionarla como tratamiento para infecciones
complicadas por A. baumannii.

Por otra parte, el fendmeno de resistencia bacteriana va en aumento en infecciones de
origen comunitario por la utilizacion de antibidticos de forma desmedida, sobre todo
en paises donde no existe una regulacidn bien establecida para su comercializacion y
distribucion. Sin embargo, el problema es mucho mas grave en las IAAS debido al uso
de antibacterianos, muchas veces sin una indicacion bien definida, y con protocolos
que favorecen la seleccidn de cepas resistentes, complicando aun mas el hecho que
en pacientes criticos su compromiso fisioldgico los vuelve vulnerable al aparecimiento
de infecciones por agentes oportunistas multirresistentes.

En bacilos Gram negativos multiresistentes se tiene pocas opciones terapéuticas.
Asi, en A. baumannii se consideraba a los carbapenémicos como de eleccidén
cuando se presentaban cepas multiresistentes; sin embargo, reportes cada vez
mas frecuentes de falla terapéutica de estos medicamentos han motivado la
investigacion in vitro de perfiles de resistencia a estos medicamentos (Pérez et al.,
2007). También se han evaluado otras opciones como rifampicina y tigeciclina para
el tratamiento de estos agentes multiresistentes, pero los resultados experimentales
han sido contradictorios, por lo que el enfoque actual es buscar sinergia a través
de combinaciones de medicamentos (Hernandez, 2010). Evidencia experimental
in vitro ha mostrado que cuando se combina colistin con otros farmacos como
carbapenémicos o rifampicina se presenta un efecto sinérgico enla accion bactericida
sobre cepas de A. baumannii, y esto ocurre a pesar de ser el agente resistente tanto a
carbapenémicos como colistin y rifampicina (Fica et al., 2007).

Antecedentes del uso clinico de colistin

Con el objetivo de reducir la mortalidad asociada a IAAS por organismos
multiresistentes, se han ensayado drogas antimicrobianas que habian sido utilizadas
anteriormente, pero que fueron discontinuadas debido al grado de toxicidad que
presentaban y al surgimiento de nuevas drogas con igual espectro de accién y
menor grado de toxicidad. Una de estas drogas es el colistin, farmaco que surgié a
mediados del siglo pasado, siendo muy utilizado para el tratamiento de infecciones
por bacterias Gram negativas (Luque et al., 2011).




El colistin o polimixina E, como también se conoce, se obtiene de Bacillus polimixa,
subespecie colistinus, y posee un anillo polipeptidico policatiénico con caracteristicas
detergentes que actia uniéndose a los fosfatos de la membrana celular de la bacteria,
desplazando los iones Ca*? y Mg*, alterando su permeabilidad, produciendo la
formacidn de poros que permiten una mayor entrada de medicamento, siendo este
fenédmeno el que gatilla una respuesta enzimatica hidrolitica sobre el peptidoglican,
lo que conlleva a la muerte celular (Giacometti et al., 2000). Existen dos
presentaciones: colistin metanosulfato para uso parenteral, y colistin sulfato para
uso tépico. En los ultimos afios, la utilizacién de este farmaco ha estado limitada
casi exclusivamente para uso tépico. Sin embargo, la efectividad de las polimixinas
contra cepas de A. baumannii ha sido bien documentada, presentando un rango de
efectividad de alrededor de 88 % (Balaji, 2011; Neonakis et al., 2011).

El conocimiento sobre colistin aln es insuficiente, lo que deriva en dosificacion
inapropiada y produccion de efectos secundarios indeseables, potencial toxicidad y
resistencia al medicamento. No obstante, existen estudios que demuestran un menor
efecto toxico del colistin en comparacion con los farmacos que surgieron como una mejor
opcion terapéutica y que desplazaron a colistin debido a su similar espectro de accion.
Estos medicamentos, los aminoglucdsidos, son nefrotdxicos conocidos y su toxicidad
se ve aumentada cuando se combinan con colistin en pacientes con funcién renal
disminuida (Al Aloul et al, 2005; Falagas et al., 2006). Sin embargo, la toxicidad renal de
colistin, en muchos casos dosis dependiente, puede ser evitada al utilizar regimenes de
combinacién con farmacos que resulten en actividad sinérgica a fin de reducir las dosis
efectivas, evitando de esta manera los efectos tdxicos del medicamento y la resistencia
antimicrobiana. Asi, la combinacidn de colistin con otros farmacos tiene como objetivo
proporcionar terapias eficaces contra la resistencia mostrada por agentes bacterianos
Gram negativos de dificil control, asi como evitar la emergencia de resistencia a estos
farmacos (Jackson y Machado, 1998; Shields et al., 2011; Cai et al., 2012).

Resistencia a colistin

Lamentablemente colistin, y en general las polimixinas, no estan exentas de que
los microorganismos para los cuales estan indicados presenten resistencia. La
resistencia a dichos medicamentos estd mediada por varios mecanismos en las
bacterias Gram negativas. La mayoria de estos implican cambios en la membrana
externa, principalmente modificaciones en el lipopolisacarido, especificamente en
el lipido A (Nikaido, 2003; Li et al., 2006). Ejemplo de estos cambios son aquellos
producidos por la activacién del sistema regulatorio de dos componentes (pmrA
— pmrB), que al ser activado se generan modificaciones de los grupos fosfatos del
LPS y del lipido A con etanolamina y modificacién del 4' fosfato del lipido A con
aminoarabinosa. Estas modificaciones reducen las interacciones electrostaticas
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entre la molécula de colistin y su sitio de union con la superficie celular. Estas
alteraciones electrostaticas han sido demostradas en bacterias como Salmonella
spp., Yersinia enterocolitica, K. pneumoniae, E. coliy Proteus vulgaris (Numilia, et al,
1996; Gunn et al., 1998)

En A. baumannii también se ha reportado resistencia asociada a pérdida total de LPS,
pero en este caso por mutaciones en uno de los tres genes implicados en la biosintesis de
lipido A, que son IpxA, IpxCy IpxD (Vaara et al., 1999; Lin et al., 2012). Estas mutaciones
producen niveles altos de resistencia a colistin, lo que refuerza la recomendacién de
utilizaciéon de combinaciones de medicamentos que permitan prolongar la vida util de
colistin, disminuyendo la seleccion de cepas resistentes (Moffatt et al., 2010).

AUn mas importante es sefalar que regimenes de dosificacion inadecuados
pueden aumentar la aparicién de cepas resistentes de A. baumannii y que, aun en
dosificaciones adecuadas, existe un porcentaje importante de cepas que pueden
presentar heteroresistencia con recrecimiento bacteriano en 24 horas en ensayos in
vitro, lo que aumenta el riesgo de seleccion de subpoblaciones resistentes a colistin
en regimenes de monoterapia por periodos prolongados (Li et al., 2006).

En Chile es muy escasa la informacion que sustente el uso de colistin sobre
microorganismos que exhiben patrones de multiresistencia, como A. baumannii y K.
pneumoniae, debido a la baja permeabilidad de membranas a los diferentes antibidticos,
asi como a su capacidad de recibir multiples genes que codifican diferentes mecanismos
de resistencia, como bombas de eflujo y enzimas inactivantes (Magiorakos et al., 2011).

Combinacidn de antibidticos contra microorganismos multiresistentes

Estd ampliamente demostrado que las bacterias exhiben resistencia a aquellos
elementos que ejercen presion selectiva como las condiciones ambientales y uso
de medicamentos.

Para el tratamiento de microorganismos multiresistentes se utilizan combinaciones
de antibidticos por las siguientes razones: garantizar cobertura de amplio espectro,
tratamiento para infecciones polimicrobianas, prevencién de la resistencia
antimicrobiana, tratar de reducir la toxicidad de determinado farmaco y para
obtener sinergismo antibacteriano (Jackson y Machado Reyes, 1998).

La falta de opciones terapéuticas para tratar agentes microbianos multiresistentes,
ha llevado a la busqueda de protocolos alternativos. La utilizacidon de combinaciones,
sobre todo para agentes Gram negativos multiresistentes, permite mejores
resultados antimicrobianos y reduce la descripcidn de efectos téxicos asociados al

paciente (Petrosillo et al., 2008).




Sinembargo, la combinacion de antibidticos debe de hacerse en base a conocimiento
del perfil de resistencia bacteriana, mecanismo de actividad de los medicamentos a
combinar, efectos toxicos y costos (Jackson y Machado Reyes, 1998).

In vitro es posible evaluar si el efecto al combinar dos antimicrobianos sera sinergia,
adicion, indiferencia o antagonismo. Esto puede realizarse por diversas técnicas,
siendo el método de microdilucién en tablero de ajedrez uno de los métodos mas
utilizados (Rand et al., 1993).

Mediante este método se determina un pardmetro conocido como indice Inhibitorio
Fraccionado (3FIC), para lo que se necesita conocer la concentracion inhibitoria
fraccional (FIC) de los antibidticos de la combinacidn (Pillai et al, 2005). La FIC se
obtiene de la siguiente manera:

FIC,= concentracion antibiotico A en la combinacidén
CMI,

FIC,= concentracién antibiético B en la combinacion
CMI,

El indice FIC corresponde a ZFIC=FIC, + FIC,

Dependiendo del valor de este parametro, se puede establecer el efecto de la
combinacion antibidtica. Asi, se obtiene sinergia si el indice FIC es £ 0,5; adicidn si
oscila entre >0,5 y <1,0; indiferencia si varia entre >1,0 - <2,0 y antagonismo cuando es
>2,0 (Hernandez et al., 2003; Orhan et al., 2005; Kobayashi, 2005; Shields et al., 2011).

Por otra parte, resulta de interés conocer si combinaciones sinérgicas in vitro
producen muerte bacteriana. Los estudios de sinergia se pueden complementar
con estudios de curva de muerte en el tiempo, evaluando lo que sucede con la
poblacién bacteriana al exponerla a combinaciones con diferente concentracion
de antibidticos, tomando muestras en una serie de tiempo durante un periodo
generalmente de 24 horas (Vogelman y Craig, 1986).

Combinaciones antibidticas con colistin

La descripcion de multiresistencia, tanto en K. pneumoniae como en A. baumannii,
representa un serio problema a nivel mundial: las opciones de tratamiento son
limitadas, y estas incluyen a colistin. Por lo tanto, cepas que muestran resistencia a
este antibidtico requieren estrategias diferentes, y ante la falta de nuevas opciones
de antibidticos, la combinacion de medicamentos es una opcién a seguir (Ko et al.,
2007; Shields et al., 2011; Neonakis, et al., 2011).
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Existen pocos datos de resultados experimentales que sustenten la combinacion de
colistin con otros farmacos, lo que plantea la necesidad de implementar protocolos
de estudio in vitro que sustenten la utilizacién de este fdrmaco como opcidn
terapéutica y, sobre todo, que permitan orientar posibles combinaciones con otros
medicamentos que disminuyan el riesgo de seleccionar mas cepas multiresistentes
(Balaji et al., 2011; Luque et al., 2011).

En este contexto, la implementacidon de protocolos que combinan colistin con
otros medicamentos ha sido una tendencia que ha ido en aumento en los ultimos
afios, a pesar que los datos que existen sobre farmacodinamia y farmacocinética
no son concluyentes, y que la utilizacién de estas combinaciones se basa,
fundamentalmente, en experiencias clinicas (Luque et al., 2011).

De esta manera, protocolos apropiados de estudio sistemdtico de susceptibilidad
a colistin de los microorganismos mas frecuentemente aislados en los diferentes
servicios médicos pueden llevar a conservar por mayor tiempo la susceptibilidad para
este medicamento. La eleccidén de antibidticos para su utilizacion en combinacién
o terapia individual con fundamento en resultados in vitro es de vital importancia
en nuestro medio, sobre todo por la cada vez mas marcada ausencia de opciones
terapéuticas.

Se plantea entonces la siguiente pregunta:

Con base a resultados in vitro, éicual es la combinacion de colistin con otros
antibidticos que permita el mejor resultado sinérgico para un potencial uso como
tratamiento de infecciones causadas por A. baumannii resistente a carbapenémicos
o K. pneumoniae productoras de BLEE multiresistentes?

Il. METOLOGIA
1. Hipétesis, objetivos y materiales

1.a Hipétesis

En la busqueda de protocolos de tratamiento que permitan un adecuado abordaje
terapéutico de pacientes afectados por infecciones producidas por bacilos
Gram negativos multiresistentes, se plantea investigar el efecto de diferentes
combinaciones de antibidticos que se utilizan rutinariamente para el tratamiento de
estas infecciones, basando dichas combinaciones en el mecanismo de accién que
poseen las polimixinas (colistin), alterando la permeabilidad de los microorganismos,




permitiéndole a otras drogas penetrar al espacio intracelular y producir el efecto
deseado en el sitio blanco, recuperando asi la susceptibilidad a dichos farmacos.

En este contexto se plantea la siguiente hipdtesis:

La combinacién de colistin con otros antibidticos in vitro resulta en efecto sinérgico
y bactericida sobre Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos y
Klebsiella pneumoniae productora de B-lactamasas de espectro extendido de
origen hospitalario

1.b Objetivo general

Investigar el efecto in vitro de la combinacidn de colistin con diversos agentes
antibacterianos sobre cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos y
K. pneumoniae productoras de B-lactamasas de espectro extendido de origen
hospitalario.

1.c Objetivos especificos

e Conocer la concentraciéon minima inhibitoria de los antibioticos en estudio
sobre cepas multirresistentes de A. baumanniiy K. pneumoniae.

e Investigar el efecto de la asociacion de colistin con diferentes agentes
antibacterianos sobre cepas de A. baumannii y K. pneumoniae resistentes a
ambos compuestos de la asociacion.

e Comparar, en cepas de A. baumannii y K. pneumoniae seleccionadas en base a
la combinaciéon de antibidticos que presente el mejor efecto sinérgico, el efecto
bactericida en el tiempo de la combinacién.

2- Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Se trabajo con 44 cepas de A. baumannii resistentes, al menos, a un antibidtico
carbapenémico (imipenem y/o meropenem) y 48 cepas de K. pneumoniae
productoras de BLEE aisladas en diferentes hospitales chilenos entre los afios 2008
al 2012. Ademas, se incluyod las cepas Escherichia coli ATCC 25922 y Enterococcus
faecalis ATCC 29212 como cepas controles en estudios de susceptibilidad, segun
propone el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012)

O
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Previo a cada experimento, los diferentes aislados, mantenidos en el cepario del
Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos a -80 °C en una mezcla
cultivo/glicerol 50 % en proporcion 2:1, se cultivaron en caldo tripticasa por un periodo
de 18 a 24 horas a 37 °Cy se traspasaron a agar tripticasa para comprobar su pureza.

Estudio de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se determind la CMI de los siguientes antibidticos: ampicilina/sulbactam (SAM),
vancomicina (VAN), imipenem (IMP), rifampicina (RIF), tigeciclina (TIG) y colistin
(COL) para las cepas de A. baumanniiy K. pneumoniae. En las cepas susceptibles a
imipenem, se determind la CMI de meropenem y ertapenem para K. pneumoniae y
de meropenem para A. baumannii. Se utilizé el método de microdilucién y puntos
de corte de acuerdo a recomendaciones de CLSI (2012). Para colistin en cepas de
K. pneumoniae y tigeciclina, en ambas especies se utilizd los puntos de corte de
EUCAST (2012). Al no existir puntos de cortes para rifampicina sobre estas especies
bacterianas, se establecié un valor de CMI = 32 pug/ml como resistencia.

Las series de concentraciones se prepararon de la siguiente manera: se colocé 100
ul de caldo Mueller-Hinton en cada pocillo, luego se agregdé 100 ul de solucidn
del antibacteriano (en concentracion al doble de la correspondiente) en el primer
pocillo de la serie y se realizé diluciones seriadas a la mitad, traspasando 100 ul de
un pocillo al siguiente, dejando el ultimo pocillo sin antibiético como control de
crecimiento de la cepa.

A partir de un cultivo de 18-20 h a 37 2C en caldo tripticasa, se prepard una suspension
bacteriana con una turbidez equivalente al estandar McFarland 0,5 (10® UFC/ml). Se
diluyd esta suspensién 1:10, para lograr 10’ UFC/ml, y se inoculd cada pocillo de la
serie con 5 pl para obtener 5x10° UFC/ml, seguin lo establecido por CLSI (2012).

Las placasseincubarona37°Cpor 18 a24horas, hastasulectura, la cual se determind
por turbidez observada a simple vista como indicador de crecimiento bacteriano.
El pocillo con la menor concentracion de antibidtico que inhibid el crecimiento
bacteriano se consideré como CMI del antibidtico. Todas las determinaciones
fueron realizadas en triplicado.

Estudio de combinaciones de antibiéticos

Se estudio el efecto de la combinacion de colistin con otros antibidticos en cepas
gue presentaron resistencia a ambos compuestos de la combinacién. Este estudio
se realizé mediante el método de tablero de ajedrez, en microplacas de 96 pocillos,
utilizando las siguientes combinaciones: colistin mas ampicilina/sulbactam (COL/
SAM), colistin mas carbapenémico (imipenem (COL/IMP), meropenem (COL/




MER) o ertapenem (COL/ERP); colistin mas vancomicina (COL/VAN); colistin mas
rifampicina (COL/RIF) y colistin mas tigeciclina (COL/TIG).

Cada serie de concentraciones a ensayar se prepard a partir de una concentraciéon
equivalente a 2 diluciones por encima del valor de CMI encontrado para cada
antibidtico, segun el estudio previo de CMI.

Los tableros de ajedrez se prepararon de la siguiente manera: en la fila Ay en la
columna 11 delasmicroplacasde 96 pocillos, se agregd 100 pl de caldo Mueller Hinton
en cada pocillo, y luego 100 pl de solucién de antibidtico A y B, respectivamente,
en concentracion al doble de la que se deseaba obtener. A partir de aqui, se realizd
diluciones seriadas a la mitad de cada uno de los antibiéticos, logrando de esta
manera tener en cada pocillo concentraciones decrecientes de la combinaciéon de
antibidticos. En la columna 1y en la fila H se conservo los antibidticos en individual,
de tal manera de obtener la CMI de cada antibidtico por separado. Luego se inoculd
cada pocillo con 5 pl de una suspension de la cepa bacteriana que contenia 107
UFC/ml a fin de lograr un indculo final de 5 x 10° UFC/ml en cada pocillo, como se
menciond anteriormente.

Posteriormente se incubaron las placas a 37 °C por un periodo de 18 a 24 horas,
luego del cual se registréd la combinacién con la menor concentracién de cada
antibidtico que inhibid el crecimiento bacteriano.

Con estos resultados se determind la concentracion inhibitoria fraccional (FIC) de
cada compuesto, se calculé el indice FIC para establecer el efecto producido por la
combinacion de antibidticos (Hernandez et al., 2003; Orhan et al., 2005; Kobayashi,
2005; Pillai et al., 2005; Shields et al., 2011), de acuerdo a los siguientes valores:

Sinergia indice FIC=<0,5
Adicién indice FIC=>0,5-<1,0
Indiferencia indice FIC=>1,0-<2,0
Antagonismo indice FIC=>2,0

Los ensayos se realizaron en triplicado para cada combinacién de antibidticos por
cada cepa estudiada.

Curva de muerte

Para este ensayo se selecciond una cepa de K. pneumoniae y una cepa de A.
baumannii, tomando como criterio aquellas que habian presentado el mejor efecto
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sinérgico en las combinaciones de antibidticos (Pillay et al., 2005).

El ensayo de curva de muerte se desarrollé en caldo Mueller-Hinton, utilizando las
concentraciones correspondientesaladelamenor combinacién que produjoinhibicién
del crecimiento (Shields et al., 2011; Peck et al., 2012). A partir de un cultivo de 18
-24 h a 37°C, en caldo tripticasa, de cada cepa bacteriana se preparé una suspension
bacteriana en agua destilada estéril con turbidez equivalente al estandar Mc Farland
0,5 (10® UFC/ml) y se diluyd en caldo Mueller Hinton hasta una concentraciéon que
permitiera obtener, aproximadamente, 10° UFC/ml como poblacién inicial en cada
matraz. Se inoculd matraces conteniendo 10 ml de caldo Mueller-Hinton con las
diferentes combinaciones de antibidticos establecidas y un matraz sin antibidtico
como control de crecimiento. Se tomaron muestras en los tiempos 0, 1, 2, 4, 8, 12
y 24 horas para recuento bacteriano. Para esto se tomaron alicuotas de 10 ul de
cultivo que se colocaron en un filtro de 0,45 um y se efectud lavado con 1 ml agua
estéril, filtrando el excedente de liquido a través de un sistema de vacio con matraz
de Kitasato para eliminar el efecto carry over, luego se procedid a colocar el filtro en
una placa con agar tripticasa la que se incubd a 37°C durante 18 a 24 horas. Se utilizd
el criterio de Pearson et al. (1980) para establecer muerte bacteriana.

El ensayo de curva de muerte se realizd en duplicado para cada combinacién de
antibiético en cada cepa estudiada.

lll- RESULTADOS

CMI para cepas de Acinetobacter baumannii

Al determinar la CMlI en las 44 cepas de A. baumannii se encontrd que 97,7 % de las cepas
presentd resistencia a ampicilina/sulbactam, 100 % a vancomicina, 52,3 % a imipenem, 27
% a colistin y 4 % a meropenem (Figura 1). Ademas, 8 de las cepas estudiadas presentaron
resistencia intermedia a meropenem y 11 a imipenem (CMlI de 8 pg/ml).
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Figura 1. Numero de cepas de A. baumannii resistentes, con resistencia intermedia y
susceptibles a los diferentes antibidticos.

SAM: ampicilina/sulbactam; VAN: vancomicina; TIG: tigeciclina; RIF:
rifampicina; MER: meropenem; IMP: imipenem; COL: colistin.

En la Tabla 1 se muestra los resultados de CMI de los antibiéticos estudiados sobre
las cepas de A. baumannii. Tanto para SAM como para IMP se presentaron valores de
CMI, correspondientes al punto de corte de resistencia para A. baumannii, en cambio
para tigeciclina y colistin este parametro correspondié a valores de susceptibilidad.

La CMI de vancomicina fue de 128 pg/ml y >128 ug/ml para las cepas de A.
baumannii estudiadas.

Tabla 1. Actividad antibacteriana de ampicilina/sulbactam (SAM), vancomicina (VAN),
rifampicina (RIF), imipenem (IMP), tigeciclina (TIG) y colistin (COL) sobre 44 cepas de
Acinetobacter baumannii multiresistentes

CMI (ug/ml)

Antibiético rango 50 % 90 %
SAM 4/2 - 256/128 32/16 64/32
VAN 32->128 >128 128
RIF 0,5-32 2 32
IMP 2-128 16 32
TIG 0,06 - 0,5 0,25 0,25

coL 0,5-32 2 32
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CMI para cepas de Klebsiella pneumoniae

Para las 48 cepas de K. pneumoniae se encontré 100% de resistencia a ampicilina/
sulbactam, vancomicina y rifampicina; 2 % (una cepa) fue resistente a imipenem;
35,4 %, a ertapenem; 18,8 %, a colistin; y 4 % resistentes a tigeciclina (Figura 2).
Es importante hacer mencidn que la cepa identificada como resistente a imipenem
correspondid a una cepa productora de carbapenemasa (KPC). Ademads, 6 de las

" de cepas
W Resistente
@susceptible

60

48 8 48
a0
3
1
0 0 0
0
sam van RIF

cepas estudiadas presentaron resistencia intermedia a ertapenem.
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Figura 2. Numero de cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE resistentes y
susceptibles a los diferentes antibidticos

SAM: ampicilina/sulbactam; VAN: vancomicina; RIF: rifampicina; ERP: ertapenem;
IMP: imipenem; COL: colistin; TIG: tigeciclina.

De los antibidticos estudiados, tanto para SAM como para VAN y RIF, se presentaron
CMI elevadas con valores de CMI_ y CMI  por encima de los que determinan
resistencia para K. pneumoniae (Tabla 2).

Las cepas mostraron susceptibilidad aimipenem con una CMI, de <2 pg/ml, excepto
la cepa productora de KPC que resultd susceptible sélo a TIG y COL con valores
de CMI de 1 y 0,06 pg/, respectivamente. Frente a ertapenem, se encontraron
37 cepas susceptibles, de las cuales 31 fueron inhibidas con concentraciones que
oscilaron entre 1y <0,125 ug/ml.

=




Tabla 2. Actividad antibacteriana de ampicilina/sulbactam (SAM), vancomicina (VAN),
rifampicina (RIF), imipenem (IMP), ertapenem (EPM), tigeciclina (TIG) y colistin (COL) sobre
48 cepas de Klebsiella pneumoniae

CMI (pg/ml)

SAM  64/32-256/128 256/128 256/128
VAN 128 - >128 >128 >128
RIF 0.5 -64 32 64
IMP <2-64 <2 <2
EPM 0,125 - >16 1 16
TIG 0,12-4 0,5 2
coL 0,5 - 64 0,5 16

Ensayos de combinacion de antibidticos (tablero de ajedrez)

Se selecciond 12 cepas A. baumannii y 6 cepas K. pneumoniae resistentes a colistin
para realizar los ensayos de combinacidn de antibidticos (tablas 3 y 4). En las cepas
de A. baumannii se realiz6 combinacién colistin con imipenem solamente en 10
de las doce cepas, ya que dos de las cepas eran susceptibles a imipenem. En estas
cepas se realizé combinacion colistin con meropenem, ya que las cepas resultaron
resistentes a ambos antibidticos.

Tabla 3. Efecto de la combinacion de colistin con ampicilina/sulbactam, imipenem, vancomicina,
rifampicina y tigeciclina sobre cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos

Concentracién minima inhibitoria (ug/ml)

Cepa COL  SAM COL/SAM IMP COL/IMP VAN COL/VAN RIF COL/RIF TIG COL/TIG.
A267 64 128/64 4/64/32 64 4/16 64 64/64 8 64/8 025  64/1

A363 64 128/64 0,25/4/2 32 0,25/2 128 0.12/2 8 0.12/2  ND ND

A364 64 32/16 64/16/8 16 0.5/8 128  64/128 8 64/8 ND ND
A375 64 64/32 4/8/4 16 0,5/8 128 1/32 16 0,12/0,5 0,25 0,12/0,5
A393 64 32/16 0,5/16/8 32 4/8 128 2/32 32 05/05 05 32/0,25
A394 64 64/32 2/16/8 16 0,5/4 128 0.12/2 16 0,06/2 0,5 0,5/0,12
A399 16 128/64 0,5/16/8 32 0,5/4 128 0,06/8 16 0,12/0,5 ND ND

A-26 4 64/32 0,12/4/2 ND ND 128 0,12/2 1 0,12/0,5 ND ND
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A-40 64  64/32  32/32/16 ND ND 128 0,12/2 1 0,2/05 ND ND

A400 32 64/32 8/16/8 128 1/64 32 0,2/2 16 0,25/0,5 0,25  4/0,06
A401 64 256/128 0,5/32/16 16 05/2 128 4/32 16 0,25/0,5 0,12 0,12/0,25
A403 64 128/64 2/16/8 32 05/4 128 4/4 16 0,12/0,5 0,25  64/0,25

COL: colistin; SAM: ampicilina/sulbactam; IMP: imipenem; VAN: vancomicina; RIF:
rifampicina; TIG: tigeciclina; ND: no determinado

Tabla 4. Efecto de la combinacidn de colistin con ampicilina/sulbactam, ertapenem,
vancomicina, rifampicina y tigeciclina sobre cepas de K. penumoniae productoras de
betalactamasas de espectro extendido

concentracién minima inhibitoria (ug/ml)

cepa COL SAM COL/SAM EPM COL/EPM VAN COL/VAN RIF COL/RIF TIG COL/TIG K-801 64 256/128 0,5/16/8
ND ND 32 1/16 32 0,5/0,12 4 0,12/0,5

K-802 32 256/128 0,55/16/8 16  4/8 32 1/16 32 0.12/0,5 1 0.25/8
K-828 8  256/128 2/32/16 64  1/8 128 0,5/32 16 0,12/0,50,25 05/0,25

K-848 4  256/128  4/4/2 ND ND 128 2/2 32 1/4 0,5 2/0,03
K-849 16 256/128 2/16/8 ND ND 128 05/8 32 0,25/0,5 4 2/0,12

K-869 64 256/128 0,12/8/4 ND ND 32 64/32 32 8/1 2 64/2 K-870 64 64/32 4/32/16 ND ND
128 64/128 8 0,12/0,5 0,5 16/0,25.

COL: colistin; SAM: ampicilina/sulbactam, EPM: ertapenem; VAN: vancomicina; RIF:
rifampicina; TIG: tigeciclina; ND: no determinado

Como se muestra en la tabla 5, sobre las cepas de A. baumannii, se presentd
predominantemente un efecto sinérgico al combinar colistin con carbapenémicos,
vancomicina y rifampicina (9/12 cepas). Este efecto también se observd, pero con
menor frecuencia, con la combinacidn colistin-ampicilina/sulbactam. Con ninguna
de estas asociaciones se obtuvo antagonismoy se observé inhibicion del crecimiento
bacteriano con concentraciones de ambos antibidticos por debajo de los valores
establecidos como puntos de corte para resistencia a dichos antibidticos (tabla 3).

Solamente frente a una cepa se encontrd un efecto antagdnico y correspondié a la
combinacién de colistin con tigeciclina. Es importante sefialar que esta combinacién
se ensayd Unicamente en 7 cepas de A. baumannii, ya que ninguna de las cepas
estudiadas resultd resistente a tigeciclina.




Tabla 5. Efectos de la combinacion de colistin con otros antibidticos sobre cepas de
Acinetobacter baumannii multiresistentes

N° de cepas
Combinacién Sinergia Adicién Indiferencia  Antagonismo
COL + SAM 9 2 1 0
COL + VAN 10 0 2 0
COL +RIF 9 1 2 0
COL + IMP 8 2 0 0
COL+ MER 1 1 0 0
COL + TIG* 1 0 4 2

COL: colistin; SAM: ampicilina/sulbactam; VAN: vancomicina; RIF: rifampicina; IMP:
imipenem; MER: meropenem; TIG: tigeciclina.

*Ensayo de 7 cepas

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos con las cepas de K. pneumoniae.
También se observo que las combinaciones ensayadas presentaron efecto sinérgico,
siendo la combinacién de colistin con rifampicina la que presenté el mejor
resultado, ya que en las 6 cepas ensayadas se encontré este efecto. La sinergia fue
menos frecuente al combinar colistin con ampicilina/sulbactam y vancomicina,
encontrandose en cantidad similar al efecto de indiferencia (Tabla 6).

La combinacién colistin-tigeciclina fue evaluada en 7 cepas de K. pneumoniae, de
las cuales solo 2 cepas eran resistentes a ambos antibidticos, encontrando en una
de ellas (cepa K-801) un efecto sinérgico y en la otra (cepa K- 869) indiferencia.

A diferencia de lo encontrado con A. baumannii, ninguna de las combinaciones
ensayadas presento efecto antagdnico frente a las cepas de K. pneumoniae estudiadas.
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Tabla 6. Efecto de la combinacidn de colistin con otros antibiéticos sobre cepas de
Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE resistentes a colistin

N° de cepas

Combinacién Sinergia  Adicion Indiferencia  Antagonismo

COL + SAM 3 1 2 0
COL + VAN 2 2 2 0
COL +RIF 6 0 0 0
COL+ EMP# 1 1 0 0
COL+TIG* 3 3 1 0

SAM: ampicilina/sulbactam; VAN: vancomicina; TIG: tigeciclina; RIF: rifampicina;
EMP: ertapenem; COL: colistin.

* Ensayo de 7 cepas; # ensayo de 2 cepas
Ensayo de curva de muerte para A. baumannii

Se realizé curva de muerte para la cepa A. baumannii A-400 sobre la cual se presenté
la mejor sinergia con todas las combinaciones de antibiéticos ensayadas.

Partiendo de un indculo de 10°ufc/ml, las combinaciones COL/SAM, COL/VAN, COL/
TIG y COL/IMP lograron efecto bactericida antes de las 4 horas. La combinacion de
COL/IMP fue la que en menor tiempo alcanzé muerte bacteriana (Figura 3).

Con la combinacion COL/RIF no se alcanzé muerte bacteriana en las 24 horas del
ensayo, sin embargo a las 4 horas presenté un descenso de 2 log con respecto al
indculo inicial (Figura 3).

Todas las combinaciones, excepto COL/TIG, presentaron recrecimiento a las 24
horas. Sin embargo, es importante sefialar que la cepa A-400 era susceptible a TIG,
pero se incluyd en este ensayo ya que ninguna de las cepas seleccionadas para este
estudio presentaba resistencia a dicho antibidtico.
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Figura 3. Curva de muerte de Acinetobacter baumannii A-400 con colistin combinado
con diferentes antibioticos

COL: colistin; SAM: ampicilina/sulbactam; VAN: vancomicina; RIF: rifampicin; TIG:
tigeciclina; IMP: imipenem. Las concentraciones de cada combinacién corresponden
a las del menor indice FIC.

Ensayo de curva de muerte para K. pneumoniae

Se realizé curva de muerte con la cepa K-849, sobre la cual se presentd sinergia con
todas las combinaciones de antibidticos ensayadas. No se realizd este estudio con
la combinacion colistin/carbapenémicos, ya que esta cepa resultd susceptible a los
carbapenémicos ensayados.

Todas las combinaciones antibidticas ensayadas produjeron muerte bacteriana
rdpidamente en las primeras 2 horas del ensayo. Sin embargo, al igual que con A.
baumannii, todas presentaron recrecimiento antes de las 24 horas (Figura 4).

Las combinaciones COL/TIG y COL/RIF fueron las que primero mostraron efecto
bactericida (antes de la primera hora). Sin embargo, con ambas se evidencidé un
recrecimiento bacteriano tan pronto como a las 4 horas del ensayo.

Con las combinaciones COL/VAN y COL/SAM se observo un descenso de 3 log de la
poblacién bacteriana a las 2 h del ensayo. No obstante, se produjo recrecimiento
bacteriano a las 8 y 12 h, respectivamente.
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Figura 4. Curva de muerte de K. pneumoniae K-849 con colistin combinado con diferentes
antibioticos

COL: colistin; SAM: ampicilina/sulbactam; VAN: vancomicina; RIF: rifampicina; TIG:
tigeciclina. Las concentraciones de cada combinacidn corresponden a las del menor
indice FIC

IV- DISCUSION

Las IAAS ocasionadas por agentes Gram negativos multirresistentes son un
problema creciente de gran importancia para los servicios de salud, no sélo por
el riesgo implicito de mortalidad, sino también por los altos costos que representa
la internacién hospitalaria y el uso de antimicrobianos por periodos prolongados
(Shields et al., 2011; Falagas et al., 2012).

Cuando los protocolos de tratamiento fallan y las opciones terapéuticas son
escasas, se necesitan opciones que ofrezcan alternativas viables para los pacientes
que padecen estas infecciones. Esto es particularmente importante en el caso de
infecciones por Gram negativos donde el surgimiento de nuevos medicamentos
cada vez es mas escaso (Luque et al., 2011; Villa et al., 2011).

En este contexto, las combinaciones de antibidticos ofrecen una alternativa
importante para el tratamiento de las infecciones por agentes multirresistentes (Ko
et al., 2007; Balaji et al., 2011; Shields et al., 2011).




En esta tesis se encontro que el efecto combinado de colistin con otros
farmacos permite recuperar la susceptibilidad de estos medicamentos cuando el
microorganismo se presenta como resistente, incluyendo cuando es resistente
también a colistin.

Las cepas de A. baumannii analizadas fueron seleccionadas por su resistencia a
carbapenémicos, las cuales, ademas, presentaban diferentes grados de resistencia a
los otros antibidticos ensayados. De éstas, 12 cepas resultaron resistentes a colistin.
Si consideramos que colistin junto con tigeciclina es el tratamiento de eleccién
para infecciones por A. baumannii resistente a carbapenémicos, el porcentaje
encontrado de resistencia a polimixinas de 27,2 % es muy alto.

En estas cepas también se ensayé tigeciclina, resultando ser todas susceptibles a
este medicamento; sin embargo, debido a las caracteristicas farmacocinéticas de
este medicamento, y a la dificultad para alcanzar concentraciones terapéuticas
en tejidos diferentes al pulmonar, es necesario contar con opciones terapéuticas
alternativas (Albur et al., 2012).

En aquellos antibacterianos ensayados que resultaron resistentes para cada cepa,
las concentraciones utilizadas fueron considerablemente altas, de hasta 3 o 4
diluciones por encima de los puntos de corte establecidos como resistentes para
estos medicamentos. En cepas de A. baumannii, la CMI, para SAM, VAN, RIF, IMP
y COL fueron de 64/32, 128, 32, 32 y 32 ug/ml, respectivamente; y en cepas de K.
pneumoniae, las CMI,, para SAM, VAN, RIF, EPM y COL fueron de 256/128, >128, 64,
16y 16 pg/ml, respectivamente. Estas concentraciones vuelven inviable la utilizacién
del medicamento, ya que las dosis necesarias para alcanzar concentraciones
plasmaticas terapéuticas son muy altas, lo que aumenta el riesgo de efectos téxicos,
sobre todo aquellos dependientes de concentracidn, como el caso del colistin (Al-
Aloul et al., 2005; Luque et al., 2011; Falagas et al., 2006).

También se determind la CMI para vancomicina en las cepas de ambas bacterias
Gram negativas, las cuales poseen resistencia intrinseca a dicho medicamento.
La vancomicina surgié para el tratamiento de sepsis por bacterias del género
Staphyloccocus, y este antibidtico bactericida se usa exclusivamente para infecciones
clinicas por bacterias Gram positivas (Gonzélez Pifiera et a./; 1998). En bacilos Gram
negativos, el principal mecanismo de resistencia mostrado contra vancomicina es
impermeabilidad a dicho compuesto, el cual estd formado por una molécula de
gran tamaio que no puede atravesar la pared celular para alcanzar su sitio blanco
(MacDougall y Chambers, 2012). Todas las cepas analizadas presentan resistencia
a vancomicina con CMI por encima de 128 ug/ml, lo cual es el resultado esperado
para estas bacterias.

S




Universidad Evangélica de El Salvador

Al ensayar la combinacién de colistin con vancomicina, se presentd efecto sinérgico
en 61 % de las cepas estudiadas (9 de 12 cepas de A. baumanniiy 2 de 6 cepas de K.
pneumoniae), disminuyendo la concentracidon necesaria de ambos medicamentos
para inhibir el crecimiento bacteriano en mas de dos diluciones con respecto a la
CMI observada para cada antibiético en forma individual. En el caso de colistin, esta
disminucién estuvo por debajo de los niveles establecidos como punto de corte,
aun en cepas resistentes a este medicamento.

Este efecto es producido por el aumento de la permeabilidad de la membrana
celular ocasionado por el colistin, el cual forma poros con el tamafo suficiente para
gue la molécula de vancomicina pueda penetrar y alcanzar su sitio blanco (Gordon,
Png y Whareham, 2010). Esto permite evaluar nuevas opciones de tratamiento
combinando colistin con un medicamento especifico para bacterias Gram positivas,
como terapia para Gram negativos multirresistentes (Giacometti et al, 2000).

La posibilidad de incorporar vancomicina en el protocolo de atencion de infecciones
por Gram negativos multirresistentes es una opcidn innovadora que requiere de
mayor estudio, aumentando el nimero de ensayos in vitro e incorporando ensayos
in vivo a los resultados obtenidos; sin embargo, los hallazgos de esta investigacidon
son de relevancia, ya que proporcionan evidencia experimental sobre la eficacia de
posibles combinaciones de colistin con vancomicina.

Cuando se realizé el ensayo de curva de muerte en la cepa de A. baumannii sobre
la que se presentaba efecto sinérgico con las combinaciones de colistin con los
diferentes antibidticos, todas las combinaciones presentaron efecto bactericida
antes de las 4 horas de ensayo, excepto la combinacién COL/RIF, la cual no alcanzé
efecto bactericida en 24 horas de ensayo: Todas las combinaciones presentaron
recrecimiento a las 24 horas. Esto puede deberse a que Unicamente se ensayaron
concentraciones de 1xFIC en cada antibiético de la combinacién, lo que resultaba
en concentraciones sumamente bajas de ambos medicamentos.

También en estas cepas bacterianas pueden estar actuando mas de un mecanismo
de resistencia: la combinacidn de colistin con los diferentes antibidticos tiene como
objetivo contrarrestar el efecto de laimpermeabilidad de la bacteria a los diferentes
medicamentos estudiados. Sin embargo, ya que A. baumannii tiene la capacidad
de contener genes que codifican diferentes mecanismos de resistencia, en este
ensayo esta cepa podria estar exhibiendo un mecanismo de resistencia diferente a la
impermeabilidad, lo que posiblemente le permita presentar recrecimiento a las 24 horas.

El principal mecanismo de resistencia de A. baumannii al colistin consiste en
presentar modificaciones del LPS, lo que reduce la capacidad del colistin de unirse a
su sitio blanco por la interaccion electrostatica entre el componente lipofilico de la




molécula de medicamento y el lipido A del LPS (Gunn et al, 1998). En A. baumannii
mutaciones en los genes esenciales que codifican la biosintesis de lipido A, los
genes: IpxA, IpxC, lpxD producen pérdida del lipido A, y por consiguiente resistencia
a colistin por modificacidn del sitio blanco (Moffatt et al., 2010). Estas mutaciones
pueden estar determinadas por la presencia de secuencias de insercién del tipo
ISAball, las cuales interrumpen el promotor de los genes de la regién central del
LPS, presentando asi la modificacién del sitio blanco (Moffat et al., 2011). A las
12 cepas de A. baumannii estudiadas que resultaron resistentes a COL, se buscd
secuencias de insercion ISAball a través de técnica de PCR convencional, utilizando
partidores disefiados con la herramienta de Pubmed en el sitio www.ncbi.nlm.nih.
gov. (resultados no mostrados), de las cuales 3 cepas amplificaron para ISAba11. Este
hallazgo hace pensar que en estas cepas, el mecanismo de resistencia estd mediado
por una mutacion en los genes que codifican para la formacion del LPS; sin embargo,
la combinacién con otros medicamentos permite recuperar la susceptibilidad a
ambos farmacos, aun cuando la cepa presenta resistencia a ambos medicamentos
de la combinacion, lo cual se evidencia por el efecto sinérgico obtenido al utilizar
solo pequefias concentraciones de medicamentos para lograr inhibir el crecimiento
bacteriano. Este dato debe de complementarse con mayores ensayos a fin de
determinar si la presencia de ISAba11 efectivamente estd interrumpiendo los genes
IpxA, IpxC o IpxD en estas cepas y correlacionarlo con los resultados obtenidos de
los ensayos de sinergia y curva de muerte.

El resultado de la combinacidn de colistin con imipenem en A. baumannii resulta la
mejor combinacion, ya que alcanzd valores de muerte bacteriana (descenso de 3 log
base 10 de UFC con respecto al inoculo inicial) en el menor tiempo (antes de 3 horas).
Es importante hacer notar que la combinacién de COL/TIG tuvo resultados igualmente
positivos, ya que la muerte bacteriana se alcanzé a las 3 horas. Esto posiblemente
se deberia a que el mecanismo de resistencia a carbapenémicos, principalmente
implicado en la cepa A. baumannii A400, puede ser impermeabilidad a los diferentes
antibidticos, y al anular esaimpermeabilidad con |la apertura de poros en lamembrana
celular por efecto del colistin, esto permite recuperar la susceptibilidad de la bacteria
a imipenem y los otros antibidticos de las diferentes combinaciones.

De igual forma en la combinacién COL/RIF, pueden estar implicados otros
mecanismos de resistencia a RIF, los cuales al expresarse permiten a la bacteria
sobrevivir a dicha combinacién. Sin embargo, este resultado no es desalentador,
ya que si se utilizan concentraciones mdas altas de ambos medicamentos en la
combinacion, seria posible alcanzar resultado de muerte.

Las infecciones de las vias urinarias representan las infecciones nosocomiales mas
frecuentes en los servicios de hospitalizacién (Andrade, 2011), siendo K. pneumoniae
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uno de los principales agentes asociados a esta patologia. Las cepas productoras
de BLEE estudiadas, todas provenientes de hospitales chilenos, presentan 100% de
resistencia a SAM, VAN y RIF, ademads de 35,4 % de resistencia a ertapenemy 18,7%
a colistin. Estos resultados vuelven particularmente importante buscar posibles
combinaciones que permitan obtener efecto sinérgico sobre estos microorganismos.
Asi, las combinaciones de COL con ERP y COL con TIG presentan efecto sinérgico,
posiblemente debido a que el principal mecanismo de resistencia mostrado por
estas cepas, ya sea alteraciones de la permeabilidad de las membranas celulares
a dichos medicamentos. Estas dos combinaciones son utilizadas en la practica
clinica para el tratamiento de infecciones ocasionadas por este microorganismo,
sin embargo es importante resaltar que, en este estudio, todas las combinaciones
ensayadas de colistin presentaron recrecimiento antes de las 24 horas del ensayo
de curva de muerte.

Lacombinaciénde COLconTIGfuelaquelogré masrapido muerte bacteriana, con
concentraciones de 1xFIC. Tanto para A. baumannii como para K. pneumoniae,
estas concentraciones fueron muy bajas incluso para algunos medicamentos,
hasta mas de 10 veces menores que las CMI de cada antibidtico por separado
para estas cepas; sin embargo, estos valores tan pequefos permitieron, en
el caso de TIG, descender el indculo inicial en 3 log antes de las 2 horas de
ensayo. El recrecimiento mostrado puede deberse a que la cepa ensayada
posea, ademas, un mecanismo de resistencia diferente a la impermeabilidad,
como puede ser la sobrexpresion de bombas de expulsién. En el caso de K.
pneumoniae, se ha identificado la sobrexpresién de ramA, un gen regulador del
sistema de expulsion AcrAB en cepas que presentan resistencia a TIG (Ruzin et
al., 2008; Spanu et al., 2012). Concentraciones mayores podrian ser efectivas
para evitar el recrecimiento a las 24 horas, por lo que debe complementarse
estos resultados con nuevos ensayos a fin de encontrar las concentraciones
adecuadas de medicamento.

La combinacién de medicamentos contribuye a disminuir la mortalidad en
pacientes afectados por microorganismos multiresistentes. Se ha informado
gue la combinacidn de colistin con tigeciclina o con carbapenémicos presenta
mejores resultados disminuyendo la mortalidad cuando se trata de infecciones
por cepas de K. pneumoniae productoras de KPC (Zubair et al., 2012). En nuestro
estudio, se obtuvo resultados similares, donde las combinaciones de colistin
con imipenem, para el caso de A baumannii, y colistin con tigeciclina, para K.
pneumoniae, presentaron mejores efectos bactericidas.

Si bien estos resultados se ven limitados por el nimero de cepas ensayadas, y por
la falta de concentraciones diferentes a las cuales se realizd los ensayos de curva de




muerte, los hallazgos observados representan evidencia in vitro de microorganismos
aislados en hospitales chilenos, y de la efectividad de estas combinaciones para
un probable tratamiento de infecciones por A. baumannii y K. pneumoniae
multirresistentes. También abre la pauta para continuar investigando en esta linea
de experimentacién con posibles combinaciones que permitan al médico contar
con evidencia experimental que sustente la utilizacién de dichas combinaciones.

V- CONCLUSIONES

e La combinaciones de colistin con carbapenémicos, rifampicina, vancomicina
y ampicilina sulbactam presentan, predominantemente, efecto sinérgico en
cepas de A. baumanniiy de K. pneumoniae resistentes a ambos antibidticos de
la combinacidn.

e Las combinaciones sinérgicas presentan efecto bactericida en las cepas de A.
baumannii y K. pneumoniae ensayadas en concentraciones correspondientes a la
presente en la menor combinacidn que produce inhibicidn; excepto la combinacidn
de COL/RIF sobre la cepa de A. baumannii.

e A pesar de ocurrir muerte bacteriana, con todas las combinaciones se produce
recrecimiento bacteriano a las 24 horas.

VI- PROYECCIONES

e Es necesario ampliar el nUmero de ensayos con mayor numero de cepas de
ambas especies bacterianas para confirmar el efecto sinérgico mostrado por las
diferentes combinaciones.

Estudiar el efecto bactericida de combinaciones con diferentes concentraciones
de ambos antibidticos para determinar las concentraciones necesarias que
eviten el recrecimiento en 24 horas.

Se debe ampliar la investigacion hacia los mecanismos de resistencia exhibidos
por las cepas estudiadas a fin de correlacionar el efecto sinérgico con el
mecanismo de resistencia que poseen las cepas estudiadas.

Las combinaciones con efecto sinérgico in vitro deben ser estudiadas en ensayos
in vivo a fin de establecer la correlacidn entre ellas.
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ANEXOS

Antibidtico B en concentracion decreciente en eje “Y”
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Antibidtico A en concentracion decreciente en eje “X”

Figura 5. Fotografia de tablero de ajedrez para calculo de indice FIC. La flecha roja
corresponde a la combinacién con menor concentracion de ambos antibidticos que

logra inhibir el crecimiento bacteriano.
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Figura 6: Representacion de resultados de tablero de ajedrez con la combinacion

colistin mas rifampicina sobre la cepa de K. pneumoniae K-870. Marcada de color

amarillo los valores correspondientes a la FIC de cada antibidtico.
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Figura 7: Representacion de resultados de tablero de ajedrez con la combinacion
colistin mas ampicilina/sulbactam sobre la cepa de A. baumannii A-394. Marcada de

color amarillo los valores correspondientes a la FIC de cada antibiético
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Figura 8: Fotografia de tablero de ajedrez de la combinacion COL-VAN sobre la cepa de

A. baumannii A-346. Inhibicién con la combinacién de VAN/COL en concentraciones de

S

8/0,5 pg/ml, respectivamente. C: control de crecimiento




