Revista Cubana de Farmacia. 2020;53(1):e109

Acrticulo original

Evaluacion de la actividad in vitro de combinaciones antibacterianas
frente a Staphylococcus aureus meticilino resistente
Evaluation of in vitro Activity of Antibacterial Combinations against

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus

Sergio Uribe Merlano®®* https://orcid.org/0000-0002-2262-2922
Marlene Duran Lengua® https://orcid.org/0000-0002-1104-6675
Roger Caraballo Marimén? https://orcid.org/0000-0002-7386-0074

tUniversidad de Cartagena, Facultad de Medicina. Cartagena de Indias, Colombia.
2Universidad de Cartagena, Facultad de Ciencias Farmacéuticas. Cartagena de Indias,
Colombia.

3Corporacion Universitaria Rafael Nlfiez, Programa de Medicina. Cartagena de Indias,

Colombia.

*Autor para la correspondencia: S_uribem@yahoo.com

RESUMEN

Introduccion: La resistencia antibacteriana es un fendmeno creciente que se caracteriza por
la refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto antibiético, lo que provoca
tratamientos ineficaces e incremento del riesgo de propagacion de los patdégenos resistentes.
Objetivo: Evaluar la interaccion farmacodinamica in vitro entre combinaciones de linezolid,
vancomicina, daptomicina y tigeciclina frente a aislados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, provenientes de pacientes en un hospital local de Cartagena de Indias.
Metodos: Los aislados de Staphylococcus aureus resistente a meticilina fueron recuperados
de muestras de esputo, sangre y orina de pacientes del Hospital Universitario del Caribe. Se
enfrentaron a las combinaciones: linezolid-vancomicina, linezolid-daptomicina, linezolid-
tigeciclina, vancomicina-tigeciclina, vancomicina-daptomicina y daptomicina-tigeciclina.

Para evaluar la actividad de estas combinaciones se determind la concentracion minima
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inhibitoria y la concentracion inhibitoria fraccionada utilizando las metodologias de
microdilucién en caldo y tablero de damas.

Resultados: Se evidencié que la combinacion de tigeciclina-daptomicina presentd
sinergismo in vitro en 93,8 % de los casos y se enfrentd a diferentes aislamientos clinicos de
Staphylococcus aureus. La combinacion vancomicina-tigeciclina mostré antagonismo en el
43,8 % de los ensayos e indiferencia en el 38 %. Otras combinaciones como vancomicina-
daptomicina, linezolid-daptomicina, linezolid-vancomicina y linezolid-tigeciclina tuvieron
un comportamiento farmacodindmico donde prevalecioé la indiferencia.

Conclusiones: La combinacién entre tigeciclina y daptomicina presenta mejor sinergismo
antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina, lo que la
convierte en una alternativa promisoria frente a infecciones causadas por este patdgeno. La
combinacion vancomicina-tigeciclina muestra antagonismo farmacoldgico, por lo que no
debe ser utilizada in vivo.

Palabras clave: sinergismo farmacoldgico; Staphylococcus aureus resistente a meticiling;

prueba de sensibilidad microbiana; agentes antibacterianos.

ABSTRACT

Introduction: Antibacterial resistance is a growing phenomenon characterized by the partial
or total refractoriness of microorganisms to antibiotic effect, which causes ineffective
treatments and increases the risk of spreading resistant pathogens.

Objective: To evaluate in vitro pharmacodynamic interaction between combinations of
linezolid, vancomycin, daptomycin and tigecycline against clinical isolates of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus from patients at a local hospital in Cartagena de Indias.
Methods: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates were recovered from sputum,
blood, and urine samples from patients at the University Hospital of the Caribbean. The
isolates were confronted to the combinations linezolid-vancomycin, linezolid-daptomycin,
linezolid-tigecycline, vancomycin-tigecycline, vancomycin-daptomycin, and daptomycin-
tigecycline. To evaluate the activity of these combinations, the minimum inhibitory
concentration and the fractional inhibitory concentration were determined using a broth

microdilution checkerboard method.
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Results: The tigecycline-daptomycin combination was shown to present in vitro synergism
in 93.8% of cases and was confronted to different clinical Staphylococcus aureus isolates.
The vancomycin-tigecycline combination showed antagonism in 43.8% of the trials and
indifference in 38%. Other combinations, such as vancomycin-daptomycin, linezolid-
daptomycin, linezolid-vancomycin and linezolid-tigecycline, had a pharmacodynamic
behavior in which indifference prevailed.

Conclusions: The tigecycline-daptomycin combination presents better in vitro antibacterial
synergism against methicillin-resistant Staphylococcus aureus, which makes it a promising
alternative against infections caused by this pathogen. The vancomycin-tigecycline
combination shows pharmacological antagonism, so it should not be used in vivo.
Keywords: pharmacologic synergism; methicillin-resistant Staphylococcus aureus;

microbial sensitivity tests; antibacterial agents.
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Introduccion

La resistencia antibacteriana es un fendmeno creciente que se caracteriza por la refractariedad
parcial o total de los microorganismos al efecto antibidtico, lo que causa tratamientos
ineficaces con prolongacion subsecuente de los tiempos de infeccion e incremento del riesgo
de propagacion de los patdgenos resistentes.) En Colombia, el estudio de esta problemética
se inicid en los afios noventa, pero no fue hasta la primera década del 2000 que se comenz6
con la vigilancia continua. Entre los hallazgos encontrados se destaca la alta tasa de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), que alcanza cifras del 80 % en las
unidades de cuidados intensivos (UCI) de las principales ciudades del pais. Lo que genera un
impacto nefasto en los indices de morbimortalidad, costos y calidad de vida, convirtiéndose
en un serio problema en los ambientes hospitalarios.?

Como medida sanitaria, para afrontar esta problemaética, la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) propone estrategias para su control, con énfasis en la evaluacion de combinaciones
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antibacterianas para obtener actividad sinérgica que logre aumentar la eficacia terapéutica y
disponer de mayores alternativas.” Aunque a nivel internacional existen estudios
relacionados con la temética, en Colombia no existen investigaciones que aborden el tema,
convirtiéndose, entonces, en un problema serio de salud. Esto se debe a que la utilizacién in
vivo de combinaciones de antibioticos debe tener un respaldo in vitro, en el que se incluyan
variables como: perfil de resistencia antibacteriano local, productos aprobados en el territorio
colombiano y marcas de medicamentos utilizados en las instituciones de salud.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la interaccion farmacodinamica in vitro entre
combinaciones de linezolid, vancomicina, daptomicina y tigeciclina frente a aislados clinicos
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina provenientes de pacientes en un hospital
local de Cartagena de Indias.

Métodos

Aislados bacterianos
Se utilizaron 15 aislamientos clinicos de SARM, obtenidos del laboratorio clinico del
Hospital Universitario del Caribe, que provenian de pacientes internados en los servicios de
hospitalizacién. Los microorganismos estaban presentes en muestras de sangre, orina y

esputo, identificados segun codificacion interna de la siguiente manera:

— muestras provenientes de sangre: S. a-S101, S. a-S102, S.a-S104, S. a-S108, S. a-

S112,

— muestras provenientes de orina: S. a-0125, S. a-0126, S. a-0131, S. a-0132, S. a-
0135

— muestras provenientes de esputo: S. a-E156, S. a-E157, S. a-E158, S. a-E159, S.a-
E160

Todos fueron trasladados a los laboratorios de farmacologia de la Universidad de Cartagena,
en el periodo comprendido entre julio del 2015 y julio del 2016, y se recibieron en agar

nutritivo. Como control se utilizé la cepa de Staphylococcus aureus ATCC (American Type
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Culture Collection) 4330 resistente a meticilina,® adquirida como polvo liofilizado en

biodiagndstica S.AS.

Reactivacion y control de pureza

La cepa ATCC liofilizada se reactivd mediante la rehidratacion con 0,3 mL de caldo
tioglicolato y luego fue sembrada en agar nutritivo e incubada en un periodo de 2-3 horas a
37 °C. Paralelamente, se seleccionaron cuatro colonias de las placas de agar nutritivo con
aislamientos clinicos, las que fueron transferidas a 5 mL de caldo tioglicolato y se llevaron a
incubacion durante 2-3 horas a 37 °C.©

Del paso anterior se realizé un subcultivo en una placa de agar nutritivo, el cual se mantuvo
en incubacion durante 16 horas a 37 °C, de acuerdo a lo descrito en el 2015 por el Instituto
de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés)(”) para observar las
caracteristicas fisicas de las colonias.

Confirmacion de identidad y curva de crecimiento bacteriano

La identidad de la cepa control, y aislados, se comprobd mediante pruebas bioquimicas,
utilizando los sustratos clasicos especificos del sistema automatizado MicroScan autoSCAN-
4 System®, ademas de las pruebas de catalasa y coagulosa.

Para determinar el crecimiento bacteriano se inocularon cuatro colonias de S. aureus
morfolégicamente similares en un frasco con caldo Mueller-Hinton e incubaron a 37 °C. Se
realiz6 el primer muestreo a los 30 minutos, a partir de este momento se tomaron muestras
cada 60 minutos hasta completar las 24 horas para ser leidas en un espectrofotometro
MultiSkan MK3, Thermo.®

Preparacion del inoculo
De una placa de agar nutritivo fueron seleccionadas colonias y se transfirieron a un frasco

con 5 mL de caldo Mueller-Hinton, posteriormente se ajusto su turbidez hasta ser equivalente
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al estandar 0,5 de McFarland (108 UFC/mL),” lo que se comprob6 en un espectrofotdmetro

leyendo a una longitud de onda de 625 nm, y una absorbancia entre 0,08-0,10.¢)

Determinacion de la CMI individual de cada antibacteriano

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de linezolid, vancomicina, daptomicina y
tigeciclina se evalud utilizando el método de microdilucion en caldo, descrito en 2015 por el
Instituto de Estandares Clinicos y mediante la preparacion inicial de soluciones madre de
cada antibidtico a 5120 pg por mililitro en agua estéril, que fueron diluidas hasta que se
obtuvieron concentraciones finales de 128 pg /mL.("” A partir de estas concentraciones se
realizaron diluciones dobles del antibidtico en tubos eppendorf hasta 0,25 pg/mL.

De estos ultimos se dispensaron 50 YL en los pozos de las microplacas y se le agrego6 a cada
uno 50 pL del inéculo para obtener concentraciones finales bacterianas de 5 x 10° UFC/mL
y de diluciones de antibiéticos desde 64 pg/mL hasta 0,125 pug/mL. Se utilizaron dos pozos
con agua y dos con caldo Mueller-Hinton como blancos del antibacteriano e indculo
respectivamente. Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 horas para su lectura
posterior.®

La CMI se definio6 como la menor concentracion de antimicrobiano que inhibié el

crecimiento microbiano.

Determinacion de la interaccion mediante tablero de damas
En una placa de 96 pozos se tomd la columna izquierda como eje v, y la fila inferior como
eje X. En los pozos del eje x se deposito el primer antimicrobiano a evaluar (antimicrobiano
A), se variaron las concentraciones gradualmente de izquierda a derecha desde 1/64 hasta 2
veces la CMI. En los pozos del eje Y se depositd el segundo antimicrobiano (antimicrobiano
B), variando las concentraciones de abajo hasta arriba desde 1/64 hasta 2 veces la CMI. Los
volimenes de medicamentos depositados fueron de 25 uL, empezando a partir del segundo
pozo. A continuacion se le agregd a cada pozo 50 pL de inoculo bacteriano ajustado

previamente al estandar 0,5 de McFarland.®
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Las combinaciones utilizadas fueron: linezolid-vancomicina, linezolid-daptomicina,
linezolid-tigeciclina, vancomicina-tigeciclina, vancomicina-daptomicina y daptomicina-

tigeciclina

Determinacion de la concentracion inhibitoria fraccionada (CIF)
Para el antimicrobiano A se dividio la concentracion, de ese compuesto, necesaria para
inhibir el crecimiento en una fila o columna por la CMI de ese antimicrobiano, frente al
microorganismo ensayado. Del mismo modo, se calculé el CIF del antimicrobiano B,

sumandose luego los dos para obtener la CIF total, para lo que se utilizo la ecuacion:

(A)/(CMI)a + (B)/(CMI)b = CIFa + CIFb = CIFt (o indice CIF)

Segun los valores de CIF obtenidos, se considerd que si CIF < 0,5 hay sinergismo, para CIF
> 0,5y CIF < 2 hay adicion y si CIF > 2 hay antagonismo.®?

Resultados

Determinacion de la CMI individual de cada antibacteriano
Los resultados reflejaron que sin importar la procedencia de los microorganismos se
mantuvieron los perfiles de sensibilidad ante un mismo antibiético. También se observé que
daptomicina y tigeciclina fueron los medicamentos que tuvieron mayor potencia in vitro,
debido a que necesitaron 0,5 pg/mL para ejercer el efecto antibacteriano. Solo la cepa S. a-
0131 mostré mayor resistencia a daptomicina. Sin embargo, la concentracion necesaria para
causar la inhibicion (1 pg/mL) se mantuvo dentro del rango establecido por CLSI para ser

considerado como sensible (Tabla 1).
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Tabla 1 - Concentracion minima inhibitoria de antibacterianos frente a Staphylococcus aureus

CEPA Vancomicina | Linezolid | Daptomicina | Tigeciclina
3 aATCC 4330 2 4 0.3 0.3
§.a-8101 2 4 0.3 0.3
§.a-8102 2 4 0.3 0.3
S.a-5104 2 4 0.3 0.3
§.2-8108 2 4 0.3 0.3
§.a-8112 2 4 0.3 0.3
820125 2 4 0.3 0.3
8. 20126 2 4 0.3 0.3
820151 2 4 1 0.3
820132 2 4 0.3 0.3
820135 2 4 0.3 0.3
5.a-E136 2 4 0.3 0.3
5. a-E137 2 4 0.5 0.5
5.2-E138 2 4 0.3 0.3
5. 2-E159 2 4 0.3 0.3
5aEL8D 1 4 0.3 0.3
8 =2 =4 =1 0.5°
Interpretacion® | I 4-8 - - =
4 =32 =3 - 0.5°

S. a-S: S. aureus provenientes de muestras de sangre; S. a-O: S. aureus aislados de muestras de orina; S. a-E: S. aureus provenientes de
esputo. *Criterios de interpretacion de puntos de corte (CLSI 2015); S: sensible; I: intermedio; R: resistente. "Puntos de corte EUCAST
(European committe antimicrobial suceptibility testing).

Evaluacion del sinergismo in vitro
En la figura se puede observar la interaccion farmacodinamica de las distintas combinaciones

antimicrobianas frente a la cepa S. aureus ATCC 4330. Los resultados obtenidos muestran
que las combinaciones mas eficaces fueron vancomicina-tigeciclina (CIF: 0,3125), linezolid-
tigeciclina (CIF: 0,3125) y daptomicina- tigeciclina (CIF: 0,25), siendo esta ultima la que
presentd sinergismo cuando fueron utilizadas concentraciones mas bajas de ambos
antibidticos, (0,125 pg/mL de vancomicina y 0,0625 pug/mL de daptomicina). Por otro lado,
las combinaciones de linezolid-vancomicina, linezolid-daptomicina y vancomicina-
daptomicina mostraron CIFs de 0,750; 0,750 y 1,250, respectivamente, por lo que se

catalogan como indiferentes
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Fig. — Representacion en tablero de damas de las combinaciones antimicrobianas frente a Staphylococcus aureus ATCC 4330.

La tabla 2 muestra la actividad antibacteriana de las seis combinaciones frente a las cepas de SARM, los resultados reflejan que

linezolid-vancomicina presentd indiferencia en el 87,5 % de los ensayos, siendo 0,667 la CIF méas baja y mostrada frente a

aislamientos provenientes de sangre. Sin embargo, al agrupar las muestras segun el origen del aislamiento, se encontré que ante

las muestras de sangre la combinacién presento sinergismo en el 25 % de los casos, aunque frente a aislamientos provenientes de

orina y esputo, la indiferencia fue del 100 %.
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Tabla 2 - Concentraciones inhibitorias fraccionadas de las diferentes combinaciones frente a cepas de Staphylococcus aureus

Cepa X CIF
S.a-5101 0,417
S. a-5102 0,750
S.a-S104 0,917
S.a-5108 1,167
S.a-S112 0,667
S.a-0125 0,833
S.a-0126 0,917
S.a-0131 0,833
S. a-0132 0,833
S.a-0135 0,917
S. a-E156 0,917
S. a-E157 0,833
S. a-E158 1,333
S. a-E159 1,167
S. a-E160 1,750

ATCC 4330 0,750
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1
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Discusion

Determinacion de la actividad antibacteriana
Los resultados obtenidos muestran que la tigeciclina y la daptomicina presentan mayor
actividad antibacteriana que el linezolid y la vancomicina, lo que se relaciona con la potencia
de los dos primeros farmacos. Sin embargo, hay que tener en cuenta factores como el tiempo
de comercializacion desde que la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus
siglas en inglés) los aprobo y su utilizacion clinica como medicamentos de primera, segunda
o tercera linea terapéutica.
En el primer caso, la menor exposicion de las bacterias a la tigeciclina (comercializada desde
2005) contribuye a impedir el desarrollo de las mutaciones necesarias para generar los
mecanismos de resistencia; caso contrario al de la vancomicina la que se encuentran en el
mercado desde 1955. En clinica, la daptomicina pasa a ser tercera o cuarta eleccién en
algunas infecciones complicadas causadas por SARM, en cambio la vancomicina es la
primera cuando se sospecha que la enfermedad es por este estafilococo.
Lo observado anteriormente corrobora lo expuesto por Picazo y otros en su investigacion, %
en la que la tigeciclina y la daptomicina presentaban mayor actividad in vitro que muchos
farmacos, incluso entre los que mostraron resistencia cruzada como ciprofloxacino,
gentamicina, teicoplanina y tetraciclina. Ademas, estos resultados se correlacionan con la
alta efectividad que estas presentan in vivo, como lo demostraron Araos y otros en el 2011,
quienes describieron su eficacia en tratamientos de infecciones de la piel, tejidos blandos,
bacteriemia, endocarditis y otras infecciones muy comunes en clinica®?.
En el presente estudio también se evidencia que linezolid es el antibiético con menor
potencia in vitro frente a los aislamientos clinicos y cepa ATCC, necesitando
concentraciones de 4 pg/mL para causar inhibicion. Lo que significa que en este modelo es
una alternativa poco eficaz, sin embargo, en la practica clinica se considera como una de las
principales opciones terapéuticas al enfrentar infecciones por SARM. De hecho, es el
antibidtico a escoger cuando se evidencia la resistencia a vancomicina. Incluso, en la
neumonia por SARM, linezolid ha obtenido tasas de curacion clinica y de supervivencia

significativamente superiores a las alcanzadas por el glucopéptido, o en la infeccién
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complicada de piel y partes blandas la oxazolidinona ha sido significativamente mas eficaz
que la vancomicina.®® Esto se debe, probablemente, a que las modificaciones bacterianas al
sitio de union de la oxazolidinona en el ribosoma durante la sintesis de proteinas es menos
frecuente que la sustitucion realizada al péptido D-alanil-D-alanina terminal por D-alanil-D-
lactato, siendo este Gltimo el principal impedimento para la accion de la vancomicina.

Sin embargo, existe gran preocupacion por el incremento de cepas SARM resistentes a
linezolid, producto de la recombinacion homologa entre cepas con genes mutantes y cepas
salvajes bajo la presion selectiva del farmaco. A lo que se le une, su uso cada vez mas
frecuente, sobre todo en terapias a largo plazo, por sus ventajas farmacocinéticas v,
especialmente, por el hecho que su disponibilidad de administracion por via oral favorecen
que la resistencia pueda extenderse.¥

Cada uno de los antibioticos ensayados mantuvo igual su actividad antibacteriana frente a
todos los aislamientos clinicos y cepas de referencia. Lo que permite suponer que las
diferencias in vivo de un mismo medicamento utilizado en distintas enfermedades estan
relacionadas, principalmente, con parametros como la distribucion o penetracién al lugar de
la infeccion. Esto motiva una racionalizacién de su uso, porque son alternativas que se
pueden utilizar mientras no se induzcan resistencias que obliguen a la busqueda de opciones
mas costosas. Estos resultados concuerdan con lo publicado por Mensa y otros, en el 2013,
en su investigacion realizada en 16 hospitales de diferentes ciudades espariolas, que termind
convirtiéndose en una informacién crucial para desarrollar la guia de tratamiento

antimicrobiano de infecciones por Staphylococcus aureus.*?

Evaluacion del sinergismo in vitro
Los resultados muestran la existencia de diferentes interacciones farmacolégicas entre las
combinaciones. El hecho que se ensayaran medicamentos bacteriostatico-bacteriostatico,
bactericida-bactericida o bacteriostatico-bactericida no supone un factor predictivo, como
tampoco gue el mecanismo de accion sea sobre el mismo blanco farmacoldgico o una diana
diferente, dicho de otra manera, no se encontrd ningun patrén en el comportamiento.
La combinacion vancomicina-linezolid muestra indiferencia en el 87,5 % de los casos. Estos

resultados corroboran lo reportado por Kelesidis y otros en el 2011, donde la misma
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combinacidon present6 un CIF de 1 con la utilizacion de la metodologia de tablero de damas
y antagonismo cuando se evalud su actividad mediante curva de letalidad.*> A pesar de esto,
Steed y otros, con la utilizacion de ensayos in vivo, en modelos de endocarditis en conejos,
para correlacionar farmacocinética/farmacodinamia mostré la existencia de sinergismo
farmacoldgico, reafirmando la variabilidad e impredecibilidad de estas interacciones.®

La indiferencia farmacodinamica se caracteriza porque la concentracion inhibitoria de la
combinacion no presenta diferencias significativas con alguno de los antimicrobianos
utilizados individualmente, esto se concluye después que el calculo de la CIF se encuentra
entre 1y 2, tal como se aprecia en la combinacién vancomicina-daptomicina de la figura. Lo
que fue corroborado por Entenza y otros en un estudio sobre las diferentes interacciones
farmacoldgicas que se presentaban entre combinaciones de macrdlidos, betalactamicos,
glucopeéptidos, oxazolidinonas, gliciclinas y lipopéptidos frente a enterococos, estafilococos
y estreptococos.”

El analisis estadistico demuestra que, de todos los bioensayos realizados, la combinacion
que presenta mayor sinergismo in vitro es daptomicina-tigeciclina con rangos de CIF entre
0,250 y 0,375 con una efectividad del 93,7 % ante el total de bacterias. Sin embargo, frente
a las cepas aisladas de muestras de sangre el sinergismo es del 75 %, siendo el 25 % restante
indiferente con una CIF de 0,625. Otras combinaciones como vancomicina-daptomicina y
linezolid-daptomicina muestran, en el 100 % de los casos, indiferencia frente a todas las
cepas utilizadas, registrando CIF entre 0,750-2,0 y 0,750-1,0 respectivamente. Esto
corrobora los ensayos realizados por Sader y otros en el 2009, en los cuales la actividad
predominante de ambas combinaciones frente al patdgeno S. aureus fue la indiferencia
farmacodindmica. Por este motivo su utilizacion en clinica no debe causar un efecto
beneficioso diferente cuando se compara con alguno de los dos componentes de la mezcla,
por el contrario, aumentaria las probabilidades de provocar reacciones adversas a los
pacientes.*®)

Los resultados permiten determinar las mezclas que ofrecen la mejor actividad in vitro, lo
que constituye una informacion valiosa que puede contribuir a la orientacion de estudios in
vivo para establecer pautas en la terapia antibacteriana en infecciones causadas por

estafilococo en el Hospital Universitario del Caribe.
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Se puede concluir que la combinacion entre tigeciclina y daptomicina presenta mejor
sinergismo antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina, lo
que la convierte en una alternativa promisoria frente a infecciones causadas por este
patdgeno. La combinacién vancomicina-tigeciclina muestra antagonismo farmacolégico,

por lo que no debe ser utilizada in vivo.
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