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RESUMEN

En América Latina, existen escasos estudios sobre la resistencia
amupirocina y produccién de biofilm en Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM). En este trabajo, se investigé
la resistencia a mupirocina en SARM aislados de pacientes
pedidtricos con bacteremia y su capacidad para producir
biofilm. Se estudié la resistencia a antibiéticos por Kirby-Bauer
y microdilucién en caldo. Se cuantificé el biofilm bacteriano
por ensayo de cristal violeta. EI 2,3 % (5/217) de los aislados
de SARM presentaron un alto nivel de resistenciaa mupirocina
con una concentracién inhibitoria minima de >512 ug/ml,
ademds de resistencia cruzada con clindamicina, eritromicina,
gentamicina y ciprofloxacina. Notablemente, dichos aislados
formaron biofilm en un nivel moderado-alto. Este primer
reporte en Argentina de aislados clinicos de SARM resistentes
ala mupirocina es clave para seguir su evolucién en el tiempo
anivel local y en la regién de América Latina.
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GLOSARIO

CIM: Concentracién inhibitoria minima.

CV: Cristal violeta.

DO: Densidad 6ptica.

DOc: DO critica.

SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.
SARM-R-MUP: SARM resistente a mupirocina.
SARM-S5-MUP: SARM susceptible a mupirocina .

INTRODUCCION

Las infecciones estafiloc6cicas comunes en
los tejidos blandos se asocian también con altas
tasas de morbilidad y mortalidad en muchos
paises del mundo, incluida Argentina.'? En
particular, las infecciones asociadas con S. aureus
resistente a la meticilina (SARM) ponen en
peligro la vida, especialmente, en los huéspedes
inmunosuprimidos, cuando la bacteria se propaga
desde la piel a los pulmones, al torrente sanguineo
0 a otros 6rganos del cuerpo.? Por esa razén, en
los pacientes hospitalizados la descolonizacién
con un agente antimicrobiano tépico, como la
mupirocina, se usa comunmente para evitar
la diseminacién del SARM.? Sin embargo, la
efectividad de dicho tratamiento se vio
disminuida de manera drdstica por la aparicién
de aislados resistentes.* Se han encontrado
aislados con bajo o alto nivel de resistencia a la
mupirocina, definida segtn la concentracién
inhibitoria minima (CIM) observada (8-256 ug/
ml o > 512 pg/ml, respectivamente).> Otro
factor que contribuye al éxito del S. aureus como
patégeno humano en los entornos de atencién
médica es su capacidad para la formacién del
biofilm bacteriano, comunidades multicelulares
de células adheridas a una superficie, como los
dispositivos médicos o los tejidos. Las infecciones
recurrentes y crénicas por SARM asociadas con el
desarrollo del biofilm tienen un gran impacto en
la seleccién de regimenes terapéuticos.®

Existen pocos estudios en Argentina y en
América Latina sobre la caracterizaciéon del SARM
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en los pacientes pedidtricos.”® Asimismo, mucho
menos se sabe sobre la presencia de la resistencia
a la mupirocina y la capacidad de formacién de
biofilm en SARM. El objetivo fue determinar la
presencia de SARM resistente a la mupirocina
(SARM-R-MUP) y su capacidad de producir
biofilm en los pacientes del Hospital de Pediatria
Garrahan.

METODOLOGIA

Se llevé a cabo un estudio descriptivo por
andlisis de muestras de sangre a través de una
conveniente estrategia de muestreo de pacientes
con bacteriemia en el perfodo de enero de 2011
a diciembre de 2015. El Hospital Garrahan es un
hospital pedidtrico lider en Argentina y referencial
en la regién, que recibe a nifios de pafses limitrofes,
como Bolivia, Perd y Paraguay, ubicado en la
Ciudad de Buenos Aires, Argentina. La aprobacién
ética para este estudio fue determinada por la Junta
de Revisién Institucional y el Comité de Etica del
Hospital Garrahan (protocolo n.° 868). Se obtuvo
una muestra de sangre por paciente y se realizé
la identificacion de S. aureus en el laboratorio del
Servicio de Microbiologia del Hospital Garrahan
de acuerdo con las especificaciones del Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio.’ La
confirmacién de SARM se realizé por la
identificacién de los perfiles proteicos especificos
mediante espectrometria de masas desorcién/
ionizacién ldser asistida por matriz-tiempo de
vuelo (matrix assisted laser desorption ionization time-

of-flight; MALDI/TOF, por sus siglas en inglés)
(bioMérieux, Francia). La susceptibilidad a los
antibidticos de los aislados se realizé mediante el
método de difusién en disco para los siguientes
antibidticos: oxacilina, cefoxitina, eritromicina,
clindamicina, teicoplanina, gentamicina,
ciprofloxacina, levofloxacina, quinupristina/
dalfopristina, linezolid, minociclina, rifampicina
y trimetoprima/sulfametoxazol, segun las
recomendaciones y la clasificacién del European
Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST). Las pruebas de sensibilidad
fueron confirmadas por VITEK2 (bioMérieux).
La susceptibilidad a la mupirocina (Forberton
Co. Laboratories) se realizé mediante el método
de difusién en discos Kirby-Bauer, y su nivel
de resistencia, por determinacién de la CIM. Se
ensayaron concentraciones finales entre 0,062 y
2,048 pug/ml a través del método de microdilucién
en caldo.”

La deteccion del biofilm bacteriano se llevé a
cabo por la técnica de tincién con cristal violeta
(CV) en placas de cultivo de 96 pocillos mediante
la determinacién de la densidad 6ptica (DO). La
produccién de biofilm se calcul6 considerando
una DO critica (DOc) igual a 0,1, que correspondié
a la media aritmética de la absorbancia de los
controles negativos mds tres veces el desvio
estdndar.! La clasificaron fue la siguiente:
aislados no productores de biofilm (DO < DOc);
productores débiles de biofilm (DOc < DO < 2
DOc); productores moderados de biofilm (2 DOc

TaBLA 1. Perfiles de resistencia cruzada de los antibidticos y concentraciones inhibitorias minimas de la mupirocina de
aislados clinicos de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

SARM Susceptibilidad antibidtica

Mupirocina Oxaciclina  Cefoxitina  Eritromicina Clindamicina Gentamicina Ciprofloxacina Levofloxacina Linezolid Rifampicina

KB* CIM** KB*
GM-36 R > 1024 R R R R S R S S S
GM-42 R >512 R R R R R S S S S
GM-43 R >512 R R R R R S S S S
GM-134 R >512 R R R R R S S S S
GM-212 R >512 R R R R R S S S S
GM-4 S 0,125 R R R R R R I S S
GM-17 S 0,125 R R R R R R I S I
GM-20 S 0,125 R R R R S S S S S
GM-31 S 0,125 R R R R R R I S I
GM-34 S 0,250 R R R R R R R R I

* Kirby-Bauer; ** CIM fue medida por la técnica de microdilucién (ug/ml); SARM: S. aureus resistente a la meticilina;

GM: muestra del Hospital Garrahan; R: resistencia; S: susceptibilidad; I: resistencia intermedia.
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<DO <4 DOc) y fuertes productores de biofilm
(4 DOc < DO). Los experimentos se informaron
como media + desvié estdndar, y la significaciéon
estadistica (valor de p < 0,05) se realiz6 utilizando
el software InfoStat 2015.

RESULTADOS

Se analizaron 217 aislados clinicos
de SARM, en los cuales se detecté un 2,3 %
(5/217) de aislados resistentes a la mupirocina
mediante la técnica de Kirby-Bauer (Tabla 1).
Ademads de la resistencia a la oxaciclina y a
la cefoxitina, los aislados clinicos mostraron
resistencias moderadas a la eritromicina, a la
clindamicina y a la gentamicina (27,6 %, 25 %,
15,2 %, respectivamente) y un bajo nivel de
resistencia a la ciprofloxacina, a la levofloxacina,

a la trimetoprima/sulfametoxazol y al linezolid
(6,9 %, 1,4 %, 0,5 %y 0,5 %, respectivamente).

En la Tabla 1, se resumen los perfiles de
resistencia cruzada de los aislados clinicos de
SARM-R-MUP denominados SARM GM-36, 42,
43,134 y 212. Ademas, se incluyen los valores
de CIM de la mupirocina determinados por el
método de microdilucién en caldo. Todos los
aislados clinicos de SARM-R-MUP tuvieron un
valor de CIM > 512 pg/ml y mostraron resistencia
cruzada con la clindamicina, la eritromicina, la
gentamicina y la ciprofloxacina. En comparacién,
se muestran aislados susceptibles a la mupirocina
medidos bajo las mismas condiciones
experimentales, los cuales mostraron valores de
CIM esperables para bacterias susceptibles al
antibiético (0,12-0,25 ug/ml).

Ficura 1. Deteccién de la produccién de biofilm en los aislados clinicos de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
y resistentes o susceptibles a la mupirocina mediante la tincion por cristal violeta a una absorbancia de 595 nm
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La produccién del biofilm fue débil, moderada o fuerte considerando una densidad 6ptica critica (DOc) = 0,1, ilustrada por
lineas de puntos verticales. S. aureus resistente a la meticilina (SARM) y resistentes o susceptibles a la mupirocina: SARM-R-
MUP o SARM-S-MUP, respectivamente; DOc: densidad 6ptica critica; GM: muestra del Hospital Garrahan.



Comunicaciones breves | Arch Argent Pediatr 2019;117(1):48-55 / 51

Ademads, se estudid si los SARM-R-MUP
tenfan la capacidad de producir biofilm. Los
resultados mostraron que todos los aislados de
SARM-R-MUP (GM-36, 42, 43, 134 y 212) fueron
productores del biofilm (Figura 1). Entre ellos,
tres aislados formaron una moderada cantidad
de biofilm, mientras que los otros dos fueron
fuertes productores. Cuando se analizaron cinco
aislados susceptibles a la mupirocina (SARM-S-
MUP) que presentaban entre 4 y 9 resistencias
a antibiéticos (GM-4, 17, 20, 31 y 34), se observé
que fueron también capaces de producir el biofilm
en un nivel similar a los aislados resistentes a la
mupirocina.

DISCUSION

En este trabajo se reporta, por primera vez
en Argentina, la emergencia de la resistencia
a la mupirocina en el SARM, en los pacientes
pedidtricos. Si bien la incidencia es baja (2,7 %),
es importante destacar el alto nivel de resistencia
cruzada de la mupirocina con la eritromicina, la
clindamicina y la gentamicina. Para complicar
adn m4ds la situacion, los aislados de SARM-
R-MUP fueron capaces de sintetizar biofilm y
presentaron de moderados a altos niveles de
produccién de este.

Otros autores reportaron un alto nivel de
resistencias simultdneas de la mupirocina con
otros antibiéticos asociado con una recolonizacién
maés habitual por SARM.**2 Por ello, la mupirocina
se recomienda como tratamiento de primera linea
para el impétigo en los pacientes con un ndmero
limitado de lesiones y, sobre todo, teniendo en
cuenta los patrones locales de resistencia del
SARM segtn las directrices de 2014 de la Sociedad
de Enfermedades Infecciosas.® En un hospital de
nifios de EE. UU., se detecté la resistencia a la
mupirocina en el 14,7 % de los aislamientos de
S. aureus asociados con infecciones recurrentes
de la piel y los tejidos blandos, tasa que fue
mds alta que la determinada en otros estudios
comunitarios de nifios (1,8 %).* En los pacientes
ambulatorios con afecciones dermatoldgicas en
EE. UU,, se detect? la resistencia a la mupirocina
en S. aureus asociada con dermatitis atépica,
epidermdlisis bullosa e inmunosupresién como
factores de riesgo adicionales, con una incidencia
del 19,3 % al 31,3 %.5

Es bien conocido que, en los pacientes con
sepsis, el uso de los dispositivos médicos, como
los catéteres venosos centrales, es comidn y puede
favorecer el crecimiento del biofilm bacteriano.
Nuestros resultados mostraron que todos los

aislados de SARM-R-MUP eran productores de
biofilm. Con respecto a la posible correlaciéon
entre la resistencia a la mupirocina en los aislados
de SARM y su capacidad para formar el biofilm,
otros autores reportaron cepas de SARM-R-
MUP aisladas a través de hisopados de heridas
infectadas tomados posoperacién, que eran
productoras de biofilm.? Se ha sugerido que la
formacion de biofilm puede jugar un papel en la
resistencia a la mupirocina entre las poblaciones
de pacientes hospitalizados en general.!!?

CONCLUSION

La presencia de aislados clinicos de SARM-
R-MUP con capacidad para producir el biofilm
en los pacientes hospitalizados dificulta los
protocolos de descolonizacién y puede ser
responsable de infecciones crénicas o persistentes,
puesto que estos son capaces de sobrevivir en
ambientes hostiles dentro del huésped. Por
lo tanto, la emergencia de la resistencia a la
mupirocina en los aislados de SARM en Argentina
es un problema creciente que exige un monitoreo
a futuro para seguir su evolucién en el tiempo.®
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Anticuerpos antitransglutaminasa tisular IgA y contra
péptidos de gliadina desaminados IgG como predictores

de enfermedad celiaca

IgA anti-tissue transglutaminase antibodies and 1gG antibodies against
deamidated gliadin peptides as predictors of celiac disease
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RESUMEN

Objetivo. Comparar el rendimiento de anticuerpos
antitransglutaminasa IgA (anti-TG2 IgA), antiendomisio IgA
(EMA IgA) y antigliadina desaminada IgA /IgG (AGADGP
IgA /1gG) para el diagnéstico de enfermedad celiaca.
Meétodos. Estudio descriptivo en pacientes con enfermedad
celiaca. Se dosaron anticuerpos: AGADGP (IgA/IgG), EMA
IgA, anti-TG2 IgA y biopsia intestinal. Sexo: mujeres (61 %).
Mediana de edad: 78,4 meses.

Resultados. Seincluyeron 136 nifios; 108 presentaron AGADGP
IgA elevado; 124, AGADGP IgG aumentado; 128, EMA IgA
positivo; 130, anti-TG2 IgA aumentado. Cuatro de 6 pacientes
con anti-TG2 IgA negativos tenfan AGADGP IgG elevado.
La combinacién de los anticuerpos AGADGP IgG + anti-
TG2 IgA tuvo una correlacion positiva en 134 pacientes y la
combinacién AGADGP IgG + EMA fue positiva en 133 nifios.
Conclusion. Se demostré la buena especificidad y sensibilidad
de EMA IgA, anti-TG2 IgA y AGADGP IgG. La combinacién
AGADGP IgG/anti-TG2 mostr6 sensibilidad del 98-99 % y
especificidad del 100 %. La eleccién de anti-TG2 y AGADGP
IgG da excelentes resultados, con bajo costo y no depende
del operador.

Palabras clave: enfermedad celiaca, anticuerpos, diagndstico, nifios.
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INTRODUCCION

La enfermedad celfaca (EC) es una enfermedad
crénica inmunomediada, sistémica, precipitada
por la ingestién de granos que contienen gluten,
que afecta al intestino delgado de individuos
genéticamente predispuestos.’

Los anticuerpos contra proteinas propias
(autoanticuerpos) son marcadores de
autoinmunidad; pueden ser anti-transglutaminasa
(anti-TG2) o antiendomisio (EMA).>*

El anticuerpo EMA es el mds especifico. Este
test presenta una alta sensibilidad (90-98 %) y
especificidad, realizado por inmunofluorescencia
indirecta (IFI) y observador dependiente, por lo
cual se utiliza en el algoritmo diagndstico como
test confirmatorio.

El anti-TG2 se realiza por el método de ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas (enzyme-
linked immunosorbent assay; ELISA, por sus siglas
en inglés), que es mds objetivo y sencillo, y
se recomienda como herramienta inicial en el
algoritmo diagndstico de la EC.>*

Se ha demostrado que la sensibilidad del




