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Actividad in vitro de la tigeciclina en cepas bacterianas cultivadas
en muestras clinicas de pacientes atendidos en un hospital
universitario

In vitro activity of tigecycline in bacterial strains isolated in clinical specimens from patients
seen at a university hospital

Jaime Alberto Lépez Vargas'

RESUMEN

Introduccioén: el constante incremento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos, hace necesario disponer de herramientas
terapéuticas. La tigeciclina es un nuevo antibiotico, derivado de la minociclina, y ha demostrado excelente actividad in vitro en
contra de un amplio espectro de microorganismos. Objetivo: describir la sensibilidad de las bacterias aerobias grampositivas
y gramnegativas a la tigeciclina, aisladas de muestras clinicas, en un hospital de cuarto nivel de atencién. Metodologia: se
realizé la identificacion por medios convencionales y el estudio de sensibilidad a la tigeciclina por el método de difusiéon con
disco, a bacterias cultivadas de muestras (con excepcién de orina) provenientes de pacientes atendidos en el servicio de
Urgencias y ambulatorios. Resultados: en total se estudiaron 2 515 bacterias. EI 100% de las cepas de Staphylococcus aureus
(651), Staphylococcus coagulasa negativa (382) y Enterococcus spp. (276) es sensible a la tigeciclina. Del mayor nimero de
enterobacterias analizadas, Escherichia coli (511) presenté una sensibilidad del 99.8%, Klebsiella pneumoniae (332) un 93.1%
y Enterobacter cloacae (129) del 96.9%. Las cepas que presentaron mecanismos de resistencia como Staphylococcus spp.
oxacilino resistentes y enterobacterias productores de betalactamasas de espectro extendido presentaron altos porcentajes de
sensibilidad a la tigeciclina. Conclusiones: la tigeciclina, como en la mayoria de los estudios realizados en otras regiones del
mundo, presentd una excelente actividad in vitro en las bacterias cultivadas en las muestras clinicas de este Hospital y, por tanto,
podria ser una opcién en el tratamiento, tanto empirico como terapéutico, de las infecciones en las que esté indicado su uso.
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ABSTRACT

Introduction: The steady increase in bacterial resistance to antibiotics, will require new therapeutic strategies. Tigecycline
is a new antibiotic derived from minocycline, which has demonstrated excellent in vitro activity against a broad spectrum of
microorganisms. Objective: To describe the sensitivity of Gram-positive and Gram-negative aerobic bacteria to tigecycline,
isolated from clinical samples, in a fourth-level hospital. Methods: The identification was carried out by conventional methods
of identification and the susceptibility study to tigecycline by the disk diffusion method, to isolated bacteria specimens (except
urine) from patients treated in the emergency and outpatient department. Results: Atotal of 2515 bacteria strains were included.
100% of strains of Staphylococcus aureus (651), Staphylococcus coagulase negative (382) and Enterococcus spp. (276), were
susceptible to tigecycline. The largest number of Enterobacteriaceae tested, Escherichia coli (511) had a sensitivity of 99.8%,
Klebsiella pneumoniae (332) a 93.1% and Enterobacter cloacae (129) of 96.9%. The strains that showed resistance mechanisms
such as Staphylococcus spp. oxacillin-resistant or Enterobacteriaceae producing extended spectrum beta lactamases showed
high rates of susceptibility to tigecycline. Conclusions: Tigecycline, as with most studies conducted in other regions of the
world, presented an excellent in vitro activity in bacteria isolated in the clinical samples from this hospital and therefore could
be an option in treating both as empirical therapy of infections in which its use is indicated.
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INTRODUCCION

El aumento progresivo de la resistencia
microbiana a los antibidticos hace necesario la
implementacion de estrategias que tengan como
propésito dar solucién a uno de los principales
problemas actuales de salud publica'. El
desarrollo de nuevos antibiéticos es una de estas
estrategias. La tigeciclina es una glicilciclina, esto
es, una tetraciclina, y en este caso la minociclina
ala que se le ha afiadido un grupo glicilamido?. El
mecanismo de accioén de la tigeciclina es igual al
de las tetraciclinas, y consiste en evitar la entrada
del ARN de transferencia con el nuevo aminoacido
para afadir y, por lo tanto, la sintesis de la
proteina queda bloqueada 2. Los mecanismos de
resistencia que afectan a las tetraciclinas como
la proteccion ribosomal y las bombas de eflujo
no afectan a la tigeciclina. El espectro de accion
de este nuevo antibiotico incluye bacterias multi-
resistentes, como enterobacterias productoras
de beta-lactamasas?, enterococos resistentes
a la vancomicina, estafilococos resistentes
a la oxacilina y neumococos resistentes a la
penicilina*. Aunque existen publicaciones de
aislamientos clinicos, regionales y continentales,>
0] es necesario que cada regién examine su
propia flora bacteriana, ya que pueden existir
diferencias notables en cuanto a los patrones
de susceptibilidad, incluso entre hospitales de
una misma ciudad. Es por esto que se decidié
publicar la experiencia in vitro con la tigeciclina,
con cepas bacterianas cultivadas en muestras
clinicas de pacientes atendidos en un hospital de
cuarto nivel de atencion en la ciudad de Medellin
(Colombia).

METODOLOGIA
Tipo de estudio y poblaciéon

El presente estudio es de tipo descriptivo,
prospectivo. Se estudiaron cepas de
enterobacterias (excepto Proteus spp. y
Providencia spp., en las que se ha demostrado
que la tigeciclina presenta poca actividad),
Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.,
cultivadas de muestras clinicas (sin incluir
muestras de orina) de pacientes atendidos

106 JUL-DIC 2009

clinicas de pacientes atendidos en un hospital universitario

en el servicio de Urgencias o atendidos de
manera ambulatoria en el laboratorio clinico del
Hospital Pablo Tob6n Uribe (HPTU) de la ciudad
de Medellin (Colombia), entre abril de 2006 y
diciembre de 2008. EI HPTU es un hospital de
cuarto nivel de atencién con 283 camas y que
ofrece el servicio de todas las especialidades
meédicas, excepto obstetricia.

Técnicas de laboratorio

El proceso de identificacién de las
bacterias se realizé de acuerdo con las
guias correspondientes'. En el caso de las
enterobacterias se utilizd el sistema de pruebas
metabdlicas convencionales, preparadas en el
mismo laboratorio, y si no era concluyente el
resultado se empleo el sistema de identificacion
Crystal (Beckton Dickinson). De igual manera, en
el caso de Staphylococcus spp., se procedio a
realizar la prueba de la catalasa y la coagulasa en
tubo. Aquellos aislamientos que presentaron una
prueba de la coagulasa positiva se reportaron
como S. aureus y aquellos con un resultado
negativo como Staphylococcus coagulasa
negativa (SCN); no se intentd, con algunas
excepciones, identificar la especie en SCN.
El género Enterococcus spp. se identificoé por
medio de la prueba de la bilis esculina positiva
y el crecimiento de la cepa en caldo con NaCl
al 7%. Como en el caso de SCN, so6lo en
situaciones especiales se identific la especie.
Los estudios de sensibilidad a los diferentes
antimicrobianos se realizaron con la técnica
de difusién con disco, y de acuerdo con las
recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)'2. Los puntos de
corte de los halos de inhibicion para interpretar
la sensibilidad a la tigeciclina fueron: sensible,
> o igual a 19 mm; sensibilidad intermedia, 15
a 18 mm vy resistente, < o igual a 14 mm™. El
control de calidad se efectu6 semanalmente, y
se usaron las cepas de E. coli ATCC25922 y S.
aureus ATCC25923.

Recoleccion y analisis de la informacién

Todos los resultados de los cultivos de aerobios
positivos en el laboratorio de microbiologia se
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digitaron en la base de datos WHONET; este
mismo programa se utiliz6 para el analisis de
los datos. En el programa, se escogio la opcion
“un aislamiento por paciente” para evitar que una
misma cepa cultivada en dos o0 mas muestras del
mismo paciente, se consideraran como cepas
diferentes.

Aspectos éticos
El trabajo cont6 con la aprobacion del comité

de investigaciones y ética en investigaciones de
la Institucion.
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RESULTADOS

Se realizd el estudio de sensibilidad a la
tigeciclina a 2 515 bacterias, cultivadas en
2 145 muestras clinicas (Tabla 1). En la Tabla
2 se observa el tipo, numero de bacterias y los
resultados de sensibilidad a la tigeciclina de
los diferentes microorganismos analizados. El
100% de los cocos grampositivos estudiados
fue sensible a la tigeciclina. Con respecto al
mayor nimero de enterobacterias analizadas,
E. coli presenté un 99.8% de sensibilidad y
s6lo una cepa demostré tener sensibilidad

Tabla 1. Numero de cepas bacterianas estudiadas para su sensibilidad a la tigeciclina, por tipo y origen
de la muestra, en el laboratorio de microbiologia del HPTU entre abril de 2006 y diciembre de 2008

Tipo de muestra

Numero de muestras estudiadas

Sangre

Cavidad abdominal
Hueso

Sitio quirurgico
Aspirado traqueal
Abscesos

Heridas

Otros

Total

423
244
196
178
162
159
152
631
2145

Tabla 2. Actividad in vitro de la tigeciclina en bacterias cultivadas en el laboratorio de microbiologia
del HPTU entre abril de 2006 y diciembre de 2008

Bacterias % de cepas por categoria
No. S* I* R*
Staphylococcus aureus 651 100.0 0.0 0.0
Escherichia coli 511 99.8 0.2 0.0
Staphylococcus coagulasa negativa 382 100.0 0.0 0.0
Klebsiella pneumoniae 332 93.1 5.1 1.8
Enterococcus spp. 276 100.0 0.0 0.0
Enterobacter cloacae 129 96.9 2.3 0.8
Serratia marcescens 73 93.2 6.8 0.0
Klebsiella oxytoca 48 100.0 0.0 0.0
Citrobacter freundii 46 97.8 2.2 0.0
Morganella morganii 41 100.0 0.0 0.0
Enterobacter aerogenes 26 96.1 3.9 0.0
* S = sensible, | = intermedia, R = resistente
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intermedia. En cuanto a K. pneumoniae, 93.1%
fue sensible y 1.8% resistente; mientras que para
E. cloacae, 96.9% fue sensible y 0.8% resistente.
S. marcencens present6é una sensibilidad del
93.2% y el 6.8% tuvo sensibilidad intermedia,
pero ninguna de estas cepas fue resistente a
la tigeciclina. En el grupo de estudio, el 22%
de Staphylococcus aureus fue resistente a la
oxacilina y sélo el 0.4% de Enterococccus sp, lo
fue ala vancomicina. Con respecto a los bacilos
gramnegativos, las cepas de E. coli fueron
productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEEs) en un 5%, y ninguna de
ellas presenté resistencia a la tigeciclina (sélo
una de 22 presentd sensibilidad intermedia).
Sesenta y nueve cepas de K. pneumoniae (22%)
fueron BLEEs positivas; de éstas, cuatro (5.8%)
presentaron sensibilidad intermedia y tres (4.3%)
fueron resistentes a la tigeciclina. Debemos
mencionar que durante el afio 2008 se presento
un brote por un clon de K. pneumoniae KPC-3
positiva, sélo sensible a la tigeciclina, colistina
y gentamicina.

DISCUSION

Gales y Jones® compararon la actividad de
la tigeciclina con la tetraciclina y la minociclina,
en enterobacterias, encontraron entre 2 a 16
veces y entre 2 y 4 veces mayor actividad,
respectivamente. Sélo especies del género
Proteus presentaron resistencia (> 6 = 8 ug/
mL). Igualmente, el antibi6tico fue activo en
Enterococcus spp., incluyendo cepas resistentes
a la vancomicina, y Staphylococcus aureus
resistentes a la oxacilina. Con respecto a los
bacilos gramnegativos no fermentadores,
encontraron que el compuesto presentaba
buena actividad en Acinetobacter spp. y
Stenotrophomonas maltophilia, pero escasa
actividad en el caso de Pseudomonas aeruginosa.
Ademas, demostraron que era efectivo en
bacterias como Haemophilus influenzae y
Moraxella catarrhalis. La mayoria de los estudios
realizados en diversas regiones del mundo, ha
descrito altos porcentajes de sensibilidad a la
tigeciclina, tanto en bacilos gramnegativos tipo
enterobacterias, como en cocos grampositivos’™
0. Ademas, las investigaciones realizadas con
bacterias que presentaban algun mecanismo de
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resistencia especial, como las enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEEs), K. pneumoniae productora
de KPC, Staphylococcus aureus oxacilino
resistentes, Enterococcus spp. resistentes a
la vancomicina, y Streptococcus pneumoniae
resistentes a la penicilina, han demostrado que
la tigeciclina presenta una excelente actividad
in vitro® * % 1%; con excepcion de un estudio
realizado en Bélgica, en el que describen altos
porcentajes de resistencia en cepas de E. coli
y K. pneumoniae productoras de BLEEs y
Enterobacter spp. multiresistente®. La compaiiia
farmacéutica Wyeth implementé un estudio
mundial denominado “Tigecycline Evaluation
and Surveillance Trial (T.E.S.T.)” para evaluar
la actividad in vitro de la tigeciclina. De este
seguimiento se han publicado varios trabajos; en
todos ellos se concluye que este nuevo antibiotico
podria ser una buena alternativa terapéutica,
debido a los altos porcentajes de sensibilidad
observados, tanto en cocos grampositivos como
en enterobacterias '-?2. En el Unico estudio
colombiano publicado y conocido por nosotros,
y que hace parte del seguimiento T.E.S.T., se
analizaron 553 cepas (155 cocos grampositivos
y 398 bacilos gramnegativos), en tres hospitales
universitarios de alta complejidad de la ciudad
de Bogota. En este estudio, el 100% de los
cocos grampositivos fue sensible a la tigeciclina;
mientras que de las 361 enterobacterias, en
tres (1.1%) se encontré sensibilidad intermedia
y en una cepa de K. pneumoniae (0.3%),
resistencia a la tigeciclina®. A diferencia de la
mayoria de las investigaciones mencionadas,
en las que se utiliz6 como método de estudio
de sensibilidad la microdiluciéon en caldo, para
establecer la concentracién inhibitoria minima
(CIM) de los antibioticos ensayados; en nuestro
estudio se empled el método de difusion con
disco, ya que hasta hace algunos meses era la
metodologia estandar en nuestro laboratorio, y
ademas porque los sistemas automatizados, o al
menos el sistema Vitek, incorporaron hace poco
tiempo a la tigeciclina en las tarjetas destinadas
al estudio de la sensibilidad bacteriana, y por
el momento sélo en bacilos gramnegativos.
Fernandez et al.?* en 20 laboratorios argentinos,
con el método de difusion con disco, analizaron
3 182 aislamientos bacterianos, cifra comparable
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a la de la presente investigacion (2515); y
encontraron el mismo hallazgo de 100% de
sensibilidad en los cocos grampositivos. En las
enterobacterias encontraron que Serratia spp.
presenté el mayor porcentaje de aislamientos
con sensibilidad intermedia (19.1% versus 6.8%
en nuestro estudio), y resistentes (1.8% versus
0.0%). En K. pneumoniae reportaron sensibilidad
intermedia en el 11.1% de sus aislamientos,
mientras que en el presente estudio se encontrd
un 5.1%; vy resistencia en el 1.3% versus el
1.8% de nuestras cepas analizadas. Como en la
mayoria de las investigaciones, también se hallé
una muy buena actividad in vitro de la tigeciclina
en bacterias productoras de BLEEs, y como se
menciond, incluso en un clon de K. pneumoniae
KPC-3 positivo. Con respecto a Acinetobacter
baumannii, el segundo bacilo gramnegativo no
fermentador mas frecuentemente cultivado, y
contra el cual se ha descrito que tiene acciéon
la tigeciclina' 2, a pesar de que se ensayd en
el laboratorio y también se encontré una buena
sensibilidad (93%) [datos no presentados], y
con el uso de los mismos puntos de corte que
en las enterobacterias y que son mas estrictos
que los propuestos por Jones et al.?¢, se decidid
no describir los hallazgos ya que aun existen
controversias con respecto a los puntos de corte
para considerar como validos.

Una limitacion de nuestro estudio es el
meétodo utilizado para realizar las pruebas
de sensibilidad y mas considerando que
pueden presentarse alteraciones del ensayo
de acuerdo con el tipo de agar Mueller Hinton
empleado?. Esto podria explicar el mayor
namero de cepas que mostraron sensibilidad
intermedia tanto en el presente estudio como en
el publicado por Fernandez et al.?*, comparado
con la investigacion de Martinez et al.%. Esto
se pudo constatar cuando algunas de las cepas
que presentaron sensibilidad intermedia, se
remitieron a la Universidad Nacional de Bogota
para confirmar su sensibilidad, y la mayoria
resultd ser sensible a la tigeciclina por el método
de microdilucion en caldo (datos no presentados).
Desafortunadamente, los laboratorios clinicos
no contaban con los paneles para realizar la
concentracioén inhibitoria minima a la tigeciclina,
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pero con la incorporacion de este antibiético a
las nuevas tarjetas de estudio de sensibilidad
de los sistemas automatizados, este problema
seguramente estara resuelto; sin embargo, no
conocemos estudios que hayan validado estas
tarjetas con el estandar de oro. Es preciso
expresar que los resultados de los controles
de calidad realizados con las cepas ATCC, que
se llevaron a cabo semanalmente, siempre
estuvieron dentro de los rangos esperados.

Como conclusioén, la tigeciclina en nuestro
hospital tiene una excelente actividad in vitro
contra los cocos grampositivos y ademas en
enterobacterias, aun en cepas multirresistentes;
sin embargo, pueden presentarse cepas con
sensibilidad intermedia y resistente. Por ello,
es necesaria la realizacion de las pruebas de
sensibilidad en cada caso en particular y como
vigilancia de la evolucién del comportamiento
de las bacterias ante el uso del antibiético.
Finalmente, recomendamos que en aquellos
laboratorios que empleen el método de difusion
con disco, confirmen el resultado de la prueba
cuando un aislamiento presente sensibilidad
intermedia o resistente a la tigeciclina, por
un método que establezca la concentracion
inhibitoria minima del antibiético frente al
microorganismo.

DECLARACION DE CONFLICTO
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La presente investigacion se realiz6 como
parte del proceso del dia a dia del laboratorio de
microbiologia del HPTU y por iniciativa propia,
por tanto no subyace ningun interés que pudiera
haber alterado la metodologia o los resultados
del trabajo. Se recibié apoyo por parte de la
Compaiiia Wyeth, que suministré los sensidiscos
de tigeciclina para la realizacion de las pruebas
de sensibilidad.
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