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RESUMEN

Alejapdra Gomez Flores Fecha de obtencién del
grado : Agosto 2004

Universidad Autonoma de Nuevs Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio : EVALUACION DE ANTIMICROBIANOS IN
VITRO E IN VIVO PARA EL. TRATAMIENTO
DEL MICETOMA POR Nocardia brasiliensis,

Numero de paginas: 72 Candidato para el grado de
Doctor en Medicina

Area de estudio: Dermatologia

En México, el micetoma es causado principalmente por Nocardia
brasiliensis, que produce aproximadamente el 86% de los casos. El tratamiento de
esta enfermedad ha variade a través del tiempo siendo de eleccion los
antimicrobianos pertenecientes 2l grupo de las sulfonamidas, y de estos la
combinacion trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) ha demostrado ser la mas efectiva.
En los casos resistentes, extensos ¢ que ponen en riesgo la vida se combina el SXT
con amikacina, que es una droga perteneciente al grupo de los aminoglucdsidos. Esta
combinacién presenta una efectividad en mas del 90% de los casos, sin embargo
existen reportes de casos tesistentes a esta combinacion ¢ bien pacientes no
candidatos a esta terapéutica por los efectos colaterales. Cada vez existe mas mnterés
en la bisqueda de otros antimicrobianos con actividad sobre Nocardia brasiliensis.
El objetivo del presente estudic fué evaluar la susceptibilidad in vitro e in vivo de
cepas de Nocardia brasiliensis, aisladas de pacientes con micetoma, a diversos
antimicrobianos. Los estudios in vitro se realizaron en 32 cepas de Nocardia
brasiliensis aisladas de pacientes con micetoma diagnosticados en el Servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzilez”; Como primer
estudio de monitoreo de sensibilidad in vitro se determind, por la técnica de difusién
en disco, la actividad de 44 antimicrobianos incluyendo aminoglucésidos,
cefalosporinas, penicilinas, quinolonas, macrélidos y algunos otros. En estos ensayos
observamos que algunos antimicrobianos presentaron una actividad en mas del 66%
de las cepas, y sus resultados se confirmaron cuantitativamente por ¢l método de
difusién en disco. Posteriormenie realizamos ensayos de combinacién de drogas
mediante analisis cruzado de los antimicrobianos mas activos. Como la actividad in
vitro no correlaciona necesariamente con lo observado in vivo se desarrollaron
estudios en ratones hembra BALB/c de los antimicrobianos més activos.
Contribuciones y Conclusiones: En los ensayos de sensibilidad por la técnica de
difusién en disco obtuvimos una sensibilidad en el 10G% de las cepas al linezolid,
gatifloxacina, moxifloxacina, amikacina, gentamicina, isepamicina, netilmicina y
tobramicina, y una sensibilidad mayor del 66% a minociclina, amoxicilina-AC,
ticarcilina-AC, nitroxolina, SXT y espiramicina. Estos resultados se confirmaron de
manera cuantitativa por el método de microdilucién en caldo. En los ensayos de
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combinaciones de drogas se ensayaron 4 combinaciones: 1.- SXT + amikacina esta
combinacion es la mas utilizada en la clinica, 2.- SXT + amoxicilina-AC, 3.-
linezolid + SXT y 4.- linezolid + amoxicilina-AC, no observindose en ninguna
efecto antagbnico y teniendo mayor efecto sinérgico en las combinaciones de
linezolid + SXT y SXT + amoxicilina-AC. En los estudios in vivo se analizaron por
separado el efecto de la amikacina, amoxicilina-AC y linezolid, las cuales son las
drogas que se han utilizado con éxito en el tratamiento de pacientes; fué linezolid el
que presentd la mejor actividad in vivo, seguido por amoxicilina-AC y amikacina.

Mediante este estudio reiteramos que es de gran importancia la realizacién de
estudios in vitro para conocer la sensibilidad de las cepas de Nocardia brasiliensis
causantes de micetoma. Los grupos de aminoglucésidos, el SXT y amoxicilina-AC
fueron de los antimicrobianos con mayor actividad como ya se habia reportado
previamente, pero existen otros como ¢l linezolid, la gatifloxacina y 1a moxifloxacina
que también tienen gran actividad y cuyos efectos colaterales son minimos, por lo
que podrian ser efectivos en el tratamiento de actinomicetomas por Nocardia
brasiliensis. Se deja la tarea importante del estudio de estas drogas y sus
combinaciones para encontrar mejores tratamientos, para esta enfermedad.

Directdt de Test,

‘D

. Se. Lucio Vera Cabrera
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CAPITULO I
1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El micetoma fué descrito por primera vez en 1842, por Gill en la
region de Madura, India (15); sin embargo, fué Godfrey quien reportd los
primeros 4 casos en 1846 llamandolo "morbus tuberculosis pedis” (15). En
1860, Carter lo nombra micetoma “tumor por hongos” al demostrar su
etiologia secundaria a la infeccidon por hongos (7,8). Pinoy, en 1913,
subdivide el micetoma de acuerdo a su etiologia en dos grupos:
actinomicetomas causados por bacterias, y eumicetomas causados por

hongos verdaderos (26). El primer caso en México lo reportd Cicero en

1902 (21)

1.2 Definicion
Esta enfermedad es una dermatosis inflamatoria crénica que afecta la
piel, el tejido celular subcutaneo, musculo y hueso; en ocasiones puede

diseminarse por continuidad y afectar drganos subyacentes (27, 38). La



infeccion resulta de la inoculacién traumatica del microorganismo causal en
la dermis 6 en el tejido celular subcutaneo a través de una herida causada
por una espina 0 astilla. El padecimiento se inicia como un nddulo indoloro
y pétreo en el sitio de la lesion el cual crece lentamente y eventualmente se
vuelve purulento y necrético. En etapas posteriores se forman muiltiples
nodulos adicionales produciendo aumento de volumen y deformidad del
area afectada (27, 40). Otra caracteristica de la enfermedad es la formacidén
de tractos fistulosos a través de los cuales drena un material filante
serosanguinolento 6 seropurulento que contiene los granos formados por
microcolonias del agente infeccioso. El tamafio y color de los granos
depende del agente causal.

Las lesiones generalmente son localizadas y se extienden por
continuidad a los tejidos involucrando con el tiempo ¢l misculo y huesos
adyacentes; en algunos de los casos se produce una osteomielitis
destructiva. En México, el 75% de los casos se presentan en extremidades
inferiores (44% en el pie), 10% en los superiores y el 10% en et tronco. La

extension por via linfatica 6 hematdgena es muy rara (22).

1.3 Etiologia

Los agentes del micetoma son saprofitos, se¢ encueniran en la



naturaleza en el suelo, en la madera, en vegetales y en espinas (V.gr.
arbustos del tipo acacia).

En México el 98% de los micetomas son causados por actinomicetos.
De ellos Nocardia brasiliensis es el agente causal del 86% de los casos,
Actinomadura madure el 8% y Streptomyces somaliensis el 4%. El 2%
restante es causado por eumicetos (hongos) principalmente Madurella
mycetomatis y Madurella grisea (22).

Nocardia brasiliensis fué descrita originalmente en 1913 por Pinoy
(26), y es una bacteria del orden actinomicetales, de ia familia
Nocardiaceae. El género Nocardia esta filogenéticamente relacionado a
otros actinomicetos patégenos para el humano pertenecientes a los géneros
Mycobacterium, Corynebacterium, Rhodococcus, Gordonia, y
Tsukamurella. Los microorganismos pertenecientes a Nocardia son gram
positivos, no moviles, parcialmente acido-alcohol resistentes, intracelulares
facultativos, aerdbicos, que presentan una extensa ramificacién celular,

cuyos filamentos fragmentan en formas cocoides ¢ bacilares (2, 43).

1.4 Epidemiologia
El micetoma se presenta'en ambos sexos, predominando en pacientes del

sexo masculino en una relacion de 4:1 (22, 27, 40); es mas frecuente entre



la segunda y cuarta década de la vida, existiendo casos reportados en nifnos
y ancianos. Su incidencia es mayor en 4reas rurales y los campesinos son
los més afectados por su misma ocupacion y la falta de zapatos, lo cual
facilita los traumatismos en los pies.

La prevalencia de los agentes causales varia, siendo méas frecuente en
los paises que se encuentran alrededor del trépico de Céancer (Latitud 15°S
y 30°N) con climas tropicales y subtropicales. El mayor nimero de casos
reportados han sido en India; en Africa predomina en Sudan, Senegal y
Somalia; En América se distribuye en Centro América, México, Venezuela,
Colombia y Brasil (18, 20). En México los casos reportados predominan en
los estados de Morelos, México, Jalisco, Veracruz, Oaxaca, Michoacan,

Guerrero, Hidalgo y Nuevo Ledn (22).

1.5 Fisiopatologia

Los mecanismos de patogenicidad de los actinomicetos asi como los
mecanismos de resistencia del hospedero aun no estdn bien claros. Por
estudios realizados se ha demostrado que tanto la inmunidad humoral como
la celular intervienen en la resistencia a la infeccion, siendo la inmunidad
celular 1a que parece tener una participaciéon mas importante en la defensa

del hospedero (2, 12).



1.6 Diagnéstico

El diagnéstico etiologico de las infecciones causadas por
microorganismos del género Nocardia se realiza determinando la presencia
del agente etiologico mediante varios examenes de laboratorio como son el
examen directo de las muestras, el estudio anatomopatoldgico, el cultivo
microbiolégico y la realizacién de pruebas bioquimicas a las colonias del
agente causal obtenido en cultivo (43, 32).

Pruebas inmunolodgicas: Los antigenos extracelulares de N.

-

brasilensis han sido investigados mas recientemente por su potencial
diagnostico, identificandose algunos antigenos somaticos poco especificos
que al utilizarse en pruebas intradérmicas han mostrado reactividad cruzada
con otros actinomicetos (28). En 1992 Salinas y cols. identificaron mediante
la técnica de Western blot tres antigenos inmunodominantes de 61-, 26-, v
24-kDa de peso molecular que fueron reconocidos por sueros de pacientes
con micetoma (29). Estos antigenos fiieron posteriormente aislados y
purificados (34). Con el antigeno de 24-kDa se ha estandarizado una
técnica de ELISA, con la cual es posible identificar pacientes infectados e
inclusive determinar la eficiencia de la terapia, ya que en pacientes

completamente curados la prueba de ELISA resulta negativa (30).



1.7 Tratamiento

En el tratamiento de los micetomas actinomicéticos, se han utilizado
diversos esquemas de antimicrobianos a través de a historia, destacando las
substancias que se mencionan a continuacion.

Las sulfonamidas: Estas substancias son un grupo de
antimicrobianos que actian en el metabolismo de los folatos de bacterias
susceptibles,  antagonizando competitivamente con el acido para-
aminobenzoico (PABA) (10). Dentro de este grupo de antimicrobianos se
encuentran la  sulfanilamida, la  diaminodifenilsulfona (DDS), el
sulfisoxasol, la sulfametoxipiridazina vy el sulfametoxazol. En 1941 se
obtuvo el primer reporte de un caso de micetoma pedis tratado con
sulfanilamida con buenos resultados (12). En 1945, Peters reporté otro caso
de micetoma por N. brasiliensis tratado exitosamente con sulfadiazina (50).
Los buenos resultados de tratamiento de la lepra con DDS condujeron a una
amplia investigacion del tratamiento de los actinomicetomas con sulfas. En
1948, se reconocié a las sulfonamidas como el tratamiento de eleccidn para
las infecciones por Nocardia (23). En 1950, en México, Garcia M. reporto
el primer caso curado de micetoma por N. brasiliensis con DDS (13) siendo

confirmado en este mismo afio por Latapi vy cols. (21). En 1952, Gonzalez

Ochoa fue el primero que comprobd la efectividad de estos antimicrobianos



in vitro. En 1954, Latapi y Lavalle reportaron un grupo de actinomicetomas
tratados exitosamente con DDS. En los ultimos 20 afios el trimetoprim-
sulfametoxazol (S8XT), introducido en E.U.A. en 1973, se ha convertido en
el tratamiento estindar de los actinomicetomas con un 60 a 70 % de
efectividad (41). Este medicamento combina una sulfonamida con una
diamino-pirimidina la cual inhibe selectivamente la dehidrofolato reductasa
en el metabolismo de los folatos por lo que al combinarse con la
sulfonamida se potencian sus acciones en etapas sucesivas de la misma via
enzimatica (23). )
Tetraciclinas: Descubiertas por Peabody en 1948 (40), el primero de
estos compuestos para su utilizacién clinica fue la clorotetraciclina. Las
tetraciclinas son wun grupo de antimicrobianos con propiedades
bacteriostaticas; su mecanismo de accién mas importante es bloquear la
union del complejo aminoacido-RNA de transferencia, dando como
consecuencia la falta de aminodcidos durante la traduccién del RNA
mensajero, impidiendo asi la sintesis de proteinas. La via oral es la forma de
administracién mas frecuente. Las tetraciclinas se dividen en dos grupos: a)
el grupo de accion corta, compuesto por la oxitetraciclina que se une en un
20% a las proteinas plasmaticas, y b) el grupo de accidn larga, compuesto

por doxiciclina y minociclina que se une en un 80% a las proteinas



plasméticas (19).

Todas las tetraciclinas se excretan por via renal principalmente por
filtracion glomerular y en menor proporcion por via biliar y heces. Las
tetraciclinas tienen un amplio espectro antimicrobiano ya que actiian contra
cocos y bacilos gram positivos y gram negativos, principalmente
enterobacterias ( 19).

Estos antibidticos se han utilizado con éxito en el tratamiento de
actinomicetomas por N. brasiliensis, N. asteroides, A. madure, y A.
pelletierii (41, 42). Mas recientemente, en 1996, Brown y cols. reportaron
dos nuevas tetraciclinas semi-sintéticas: la N,N-dimetilglicilamido-
minociclina y N,N-dimetilglicilamido-6-dimetil-6-deoxi-tetraciclina con
efectos terapéuticos in vitro sobre bacterias del género Nocardia (6),
aunque su uso en el tratamiento de casos de micetoma no se ha reportado.

Estreptomicina: La estreptomicina es un aminoglucésido aislado de
Streptomyces griseus por Waksman en 1943 (40). Actia inhibiendo la
sintesis de proteinas bacterianas al fijarse a proteinas rbosomicas
especificas de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Su efecto
terapéutico en actinomicetos se reportd en 1957 por Ziprkowski y cols.

(50). En 1976 Mahgoub y cols (24) reportaron su utilizacién en 144

pacientes con actinomicetomas con diferentes esquemas de estreptomicina



en combinacion con otros antibidticos  (estreptomicina-SXT,
estreptomicina-DDS estreptomicina-rifampicina) obteniendo la curacion del
63% de los pacientes y una mejoria importante del 30% de los pacientes.
La combinacidn estreptomicina-SXT presenté la mayor cantidad de
pacientes curados (24) .

Isoniazida: La isoniazida es otro antimicrobiano con propiedades
bactericidas que ha sido utilizado en el tratamiento de actinomicetomas. El
farmaco interfiere con la biosintesis de los acidos nucleicos, los lipidos de
la membrana y la glucélisis de la bacteria. Inhibe la sintesis de acidos
mico6licos, componentes principales de la pared celular de Nocardia al
interferir en la sintesis de la enzima micolasa. La isoniazida se absorbe en el
intestino, se acetila en el higado y se excreta por la orina. En 1954, se
reportd su utilizaciéon en cinco casos de micetomas actinomicdticos sin
combinacién con algun otro antimicrobiano presentando cura en dos casos y
mejoria importante en uno (21).

Rifampicina: Es un derivado semi-sintético de la rifampicina B
obtenida de Nocardia mediterranei que actia inhibiendo la DNA
polimerasa bacteriana. La rifampicina se ha utilizado como tratamiento de

actinomicetomas en diferentes esquemas en combinacidon con otros

antimicrobianos teniendo resultados favorables (40, 44). Su administracion



es por via oral, y es metabolizada en el higado.

Sus efectos colaterales se pueden presentar de forma muy variable como
exantema, fiebre, nduseas, vomito, sindrome cutineo, hepatitis téxica etc.

Amikacina: Este compuesto se sintetizé en 1972 y al igual que la

estreptomicina pertenece al grupo de los aminoglucédsidos. La amikacina
tiene una accion bactericida con un amplio espectro antimicrobiano. Se fija
a proteinas ribosOmicas especificas de la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano y actia inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas por tres
mecanismos diferentes: a) Impide €l comienzo de la sintesis de proteinas, b)
Impide el alargamiento de la cadena polipeptidica y ¢} Aumenta la
frecuencia de lecturas erréneas del codigo genético, lo cual da como
resultado la sintesis de proteinas estructuralmente anormales (25). La via de
administracién idonea es la parenteral ya que por via oral se inactiva por el
pH acido, la amikacina es excretada sin metabolizarse por filtracion
glomerular. Varios autores han reportado sobre su efecto inhibitorio in vitro
en cultivos de Nocardia, (1, 35) su efecto terapéutico in vivo se ha probado
en infecciones inducidas experimentalmente en modelos murinos de
infeccidn con Nocardia asteroides (36).

En 1985, Welsh y cols. reportaron un caso de un paciente con

actinomicetoma de diseminacién pulmonar en el que se logrd la curacion

10



después de 5 semanas de tratamiento con SXT 7-35 mg/dia respectivamente
y tres semanas con amikacina 500 mg cada 12 hrs. IM (38). Posteriormente,
el mismo autor en 1987 reporté una respuesta exitosa en nueve casos de
actinomicetomas, 2 tratados con amikacina como tratamiento unico y 12
combinando SXT y amikacina (39). En 1989 reporto otro estudio de 26
pacientes con actinomicetoma respondiendo favorablemente con curacién
21 de ellos al primer 6 segundo ciclo y 5 después de tres ciclos (15 semanas
de tratamiento) (40). Este régimen terapéutico actualmente se indica en
actinomicetomas severos y extensos, que no responden al tratamiento
tradicional ¢ que presentan riesgo de diseminacion a érganos 0 estructuras
vitales. Esta relativamente contraindicado en pacientes con problemas
hepaticos, Oticos 6 renales. Los efectos colaterales de estos medicamentos
son diferentes reacciones cutaneas alérgicas, exantema, fiebre con
eosinofilia, nefrotoxicidad reversible, ototoxicidad irreversible, bloqueo

neuromuscular y apneas neonatales.

Amoxicilina-Acido Clavulanice. La amoxicilina es una amino-

penicilina con actividad antibacteriana intrinseca; su accion consiste en
inhibir la sintesis de la pared bacteriana, tiene como desventaja su
Inactivaciéon por bacterias que producen beta-lactamasas; en el plasma se

une en 20% a proteinas y se excreta por via renal. Sus efectos de toxicidad
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se presentan con diarrea en 1 a 3 %, exantema, nefropatia, trastornos
hematolégicos y convulsiones.

El acido clavulanico por si solo tiene una actividad antibacteriana
escasa y su importancia radica en su capacidad de inhibir en forma
irreversible y progresiva a varias enzimas al inactivar su sitio de accion.
Dicho efecto es mas notorio en las beta-lactamasas II, I, IV y V
(penicilinasas) y en las producidas por estafilococos (II, IV) (19). Su
absorciéon por via intestinal es buena, se metaboliza en ¢l higado y se
excreta por via renal. Los efectos colaterales reportados son de naturaleza
gastrointestinal como diarrea, niuseas, vomitos y reacciones alérgicas con
prurito y eosinofilia. En 1987 Wallace reporté resistencia B-lactamica de .
brasiliensis inhibida con la utilizacion de acido clavulanico (37).

En 1993 Wortham report6 un caso de un paciente con micetoma en el
pie que invlolucraba el hueso, quien fué tratado inicialmente de forma
favorable con amikacina - SXT por 14 semanas, dicho paciente desarroll6
disminucidn subclinica de 1a agudeza auditiva por lo que se decidié cambiar
el tratamiento de forma alternativa con amoxicilina-acido clavulanico por 6
meses, con curacion (45). En 1993, en México Saul y Bonifaz reportaron

dos casos de micetomas tratados exitosamente con amoxicilina-acido

clavulanico (31). Uno de ellos era un paciente con micetoma en la rodilla
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tratado anteriormente con DSS y SXT por 7 meses, rifampicina por 1 mes,
y 3 ciclos de amikacina; el segundo paciente presentaba un micetoma en el
brazo y hombro izquierdo sin antecedente de tratamientos previos. Welsh
posteriormente reportd tres casos con resultados variables (40), uno de estos
casos se trataba de un paciente con micetoma en €l térax, el cual fue tratado
inicialmente con amoxicilina-acido clavulanico a dosis de 1.5g. con mejoria
importante durante el primer mes, pero con retomo de las lesiones a los tres
meses de iniciado el tratamiento. Los otros dos casos de actinomicetomas se
trataron inicialmente sin éxito con SXT y amikacina y después de tres
ciclos, se cambié el esquema con amoxicilina-acido clavulanico sin

presentar mejoria clinica ni bacteriologica.

1.8 Ensayos in vitro

Con el paso del tiempo, que puede ser muy variable de 1 mes a 1 afio
se puede presentar resistencia a los antimicrobianos. Por ello se han
realizado en diversas partes del mundo, estudios in vitro sobre la
susceptibilidad de los actinomicetos, obteniéndose resultados variables.

En 1976, Gary G. Carroll y cols. en Atlanta Georgia reportaron un
estudio‘ de susceptibilidad por el método de dilucién en agar de 17

antibidticos en 33 cepas de Nocardia, 7 cepas eran de la especie N.
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brasiliensis, las cuales mostraron una mayor sensibilidad a SXT,
sulfisoxazol, ampicilina, doxiciclina, minociclina, y gentamicina entre
otros (14).

En 1977, Wallace y cols. realizaron un estudio de susceptibilidad en
51 cepas de Nocardia spp. por el método de dilucion en agar, y difusion en
disco, observando una sensibilidad a la amikacina en el 90% de las cepas.
Para €l SXT y el sulfisoxazol se observé una actividad importante, aunque
se requirié para su estudio menor cantidad de inéculo bacteriano, con una
buena correlaciéon entre las dos técnicas (CMI vs halos de inhibicion en
disco) (35).

En 1988, Boiron y cols., probaron in vitro 16 antimicrobianos en 28
cepas de Nocardia de 4 especies encontrando que en 6 de cllas existia
susceptibilidad a amikacina, gentamicina y minociclina. (5).

En 1988, Berkey reportd, en un estudio que incluia 31 cepas de
Nocardia spp., mediante la técnica de dilucion en agar que en 4 cepas
pertenecientes a N. brasiliensis existia susceptibilidad a una nueva
carboxi-quinolona PD-117558 y una moderada susceptibilidad a
ciprofloxacina (3).

En 1989, Yazawak y cols., probaron por el métode de dilucién en

agar en 111 cepas de Nocardia spp. susceptibilidad a una nueva
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fluoroquinolona, la tosufloxacina con una actividad de 2 a 20 veces mayor
que otras quinolonas (46). Posteriormente este mismo autor en 1989 probé
un nuevo antibiético del grupo del oxacephem (Flomoxef) contra 113 cepas
de 5 especies de Nocardia y comparé su actividad con otras cefalosporinas,
utilizando la técnica de diluciéon en agar, y resulté tener una potencia de 2 a
50 veces mayor siendo N. brasiliensis moderadamente susceptible (47). En
1991, Yazawak comprobo que N. brasiliensis era resistente a kanamicina,
debido a la produccién de una enzima aminoglucdsido 3-transferasa (48). Y
en 1992, este autor determiné la CMI de 2 nuevos antibidticos del grupo de
carbapenemes (meropenem y L-627) en comparacidon con el imipenem
encontrando que en N, brasiliensis el meropenem resultd ser mas activo que
el imipenem con una CMI de 28.3-53.3 pg/ml (49).

En 1995, Duran en Argentina estudié la susceptibilidad in vitro por
las técnicas de difusion en disco y caldo de 13 cepas obtenidas de pacientes
con micetomas, 11 cepas de N. brasiliensis y 2 cepas de N. asteroides. Las |
cepas de N. brasiliensis presentaron susceptibilidad a SXT, tetraciclina,
gentamicina y amikacina. En general 61% de las cepas mostraron
sensibilidad a cefotaxima y ciprofloxacina, con moderada susceptibilidad a
penicilina, ampicilina y eritromicina (11).

En 1996, Biehel y cols. en Omaha, Nebraska reportaron un estudio de
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susceptibilidad in vitro por la técnica de difusidon en disco y dilucién en
caldo en 52 cepas de Nocardia: 27 N.asteroides, 13 N. farcinica, 4 N. nova
y 3 N. brasiliensis, presentando mayor susceptibilidad a minociclina en un
98%, seguido por SXT con 93%, amikacina 83%, e imipenem con 71% (4).

En 1997, Chaudhuri en India reporté resistencia a cotrimoxazole,
estreptomicina y ampicilina y susceptibilidad a amikacina y ciprofloxacina
en un estudio en cepas de Nocardia por el método de dilucion en agar y

difusién en disco (9).

-

En 1997, Ambaye y cols. de la Clinica Mayo en Rochester
Minnesota reportaron los resultados de otro estudio in vitro, de
susceptibilidad de cepas de N. asteroides a algunos antimicrobianos
encontrindose mayor susceptibilidad a los siguientes antimicrobianos
amikacina, SXT y menor susceptibilidad a, minociclina, imipenem,
ceftriaxona, amoxilina-acido clavulanico, ciprofloxacina, ampicilina, y
eritromicina.

Con los antecedentes antes citados, podemos analizar la terapéutica
utilizada a través del tiempo para infecciones por Nocardia y el interés cada
vez mayor en la busqueda de otros antimicrobianos con actividad contra
cepas de Nocardia brasiliensis. De estos estudios podemos concluir que las

bacterias presentan diferencias de susceptibilidad entre diferentes regiones
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del mundo y que la mayor parte de la investigacion se ha centrado sobre
las especies del complejo N. asteroides (35,5,6), cuyos resultados obtenidos
no se extrapolan necesariamente a N. brasiliensis. En la mayor parte de losa
estudios se han utilizado pocas cepas de N. brasiliensis y/o pocos
antimicrobianos por lo que es importante analizar otros antimicrobianos en
una mayor cantidad de cepas autdctonas.

Para lograr lo anterior, se propuso la realizacion de ensayos de
sensibilidad in vitro de N. brasiliensis utilizando los métodos de difusion en
disco y la técnica de microdilucion en caldo con una gran variedad de
antimicrobianos para determinar los patrones de sensibilidad de cepas
obtenidas en México.

Desde el punto de vista terapéutico, el tratamiento para infecciones
por Nocardia parece ser mas efectiva cuando se combinan varios
antimicrobianos. En este tipo de bacterias es probable que las tasas de
mutacion sean altas tal como se ha observado en Mycobacteriu_m
tuberculosis (2), por lo tanto, es importante determinar ¢l efecto de la
combinacion de los antimicrobianos mas efectivos mediante estudios in
Vitro.

Los efectos de los antimicrobianos in vitro, pueden no suceder in

vivo, ya que las condiciones del medio de cultivo son muy diferentes
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comparados con la de los tejidos. Las drogas pueden ser inactivadas,
metabolizadas a otros compuestos o al contrario ser cambiadas a
componentes bioquimicos activos (20). Por esto es importante corroborar
los hallazgos observados in vitro con los obtenidos en un modelo
experimental in vivo antes de probar la eficacia terapéutica de las drogas en
infecciones causadas por N. brasiliensis en humanos. Para ello utilizaremos
un modelo de micetoma experimental en ratones BALB/c (16, 17).

El desarrollo de estos estudios nos permitirda proponer nuevos
esquemas terapéuticos que sean efectivos y que puedan ser utilizados
exitosamente en pacientes. Otro objetivo deseable es que puedan actuar
eficazmente en los casos de micetomas resistentes a los antimicrobianos
habitualmente empleados, y eviten la amputacion del miembro afectado o

inclusive la pérdida de la vida.
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1.9 Hipotesis
Existen otros antimicrobianos, diferentes a los utilizados en el
tratamiento convencional, que son activos tanto in vitro como in vivo contra

cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de pacientes con micetoma,

1.10 Objetivos del Trabajo

1.10.1 Objetivo General:

Evaluar l1a susceptibilidad in vitro e in vivo de Nocardia brasiliensis

a una serie de antimicrobianos.

1.10.2 Objetivos Particulares:

1) Determinar la sensibilidad in vitro de 32 cepas de Nocardia brasiliensis
aisladas de pacientes con micetoma, a diversos antimicrobianos,
mediante la técnica de difusion en disco.

2) Corroborar los resultados obtenidos en el objetivo uno mediante ensayos
de sensibilidad por el método de microdilucion en caldo.

3) Analizar in vitro el efecto de diversas combinaciones de antimicrobianos
sobre las cepas de Nocardia brasiliensis.

4) Seleccionar los mejores medicamentos o combinaciones y determinar su

actividad en un modelo murino de micetoma experimental.
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CAPITULOII

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismos

Se utilizaron 32 cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de casos
clinicos de micetoma de pacientes del servicio de Dermatologia del
Hospital Universitario “Dr. Jos¢ E. Gonzalez”, 6 cepas de N. asteroides, 6
cepas tipo, y 3 cepas control, descritas en la tabla L.

Los aislamientos clinicos de N. brasiliensis se identificaron mediante
pruebas bioquimicas de hidrélisis de caseina, licuefaccién de gelatina y
descomposicion de urea y tirosina. Algunas de ellas se sometieron a analisis
de secuenciacidn de parte del gen para el RNAr 16S, para confirmar su
identidad como N. brasiliensis.

Como controles externos de los ensayos de susceptibilidad se
utilizaron los siguientes microorganismos: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 y Enterococcus faecalis ATCC 29212,
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Tabla L. Actinomicetos utilizados en estudios de difusion en disco.

N.brasiliensis ATCC200358

N.brasiliensis LIID 1
N.brasiliensis LIID 5
N.brasiliensis L1ID 7
N.brasiliensis LIID 8
M.brasiliensis LIID 13

N.brasiliensis LIID 84
N.brasiliensis LIID 91
N.brasiliensis LIIDV-088
N.brasiliensis LIIDV-158
N.brasiliensis LIIDV-243

N brasiliensis LIIDY-303

N.asteroides LIIDW-405
N.asteroides LIIDW-094
N.asteroides LIIDW-115
N.asteroides LIIDW-134
N.asteroides LIIDW-144

N.asteroides LIIDW-146

N.brasiliensis LIID 22 N.brasiliensis LIIDV-321 CEPAS TIPO Y CONTROL
N.brasiliensis LIID 31 N.brasiliensis LIID V-3199 N.brasiliensis NCTCL03
N.brasiliensis LIID 32 N brasiliensis LIID X-21 N.asteroides NCTC 6761
M. érasiliensis LIID 33 N brasiliensis LIID V409 N farcinica ATCCI3 18
N.brasiliensis 1ITD 38 N.brasiliensis LIIDW-042 N.nova ATCC33726

N.brasiliensis LIID 48 N.brasiliensis LI} W-067 A.madurae ENBC7550

N.brasiliensis LIID 51 N.brasiliensis LIID W-096 A.madurae NCTC5654

N.brasiliensis LIID W-102

N.brasiliensis LIID 53 Staph.aurens ATCC25922

N brasiliensis LIID 54 N.brasiliensis LIID W-120 E. coli ATCC25922

N.brasiliensis LIID 81 N.brasiliensis LIID X104 P.aeruginosa ATCC27853

2.2 Preparacion del inéculo

Las cepas de Nocardia se conservaron liofilizadas en ampulas de
vidrio, y de ahi se resembraron en agar Saboureaud. Se utilizaron colonias
bacterianas de 7 dias de crecimiento. De estas colonias se tomaron de dos a
tres asadas y s¢ colocaron en un tubo de vidrio estéril de 13 x 100 con 0.1
ml de solucion salina. Para preparar una suspension homogénea del
microorganismo, se trituré la masa bacteriana con una varilla de extremo

romo durante un minuto. Posteriormente se agregaron 1.5 ml de solucién
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salina, para resuspender las células bacterianas y se centrifugd a 1000 rpm
por 10 minutos en una centrifuga marca Eppendorf rotor 5810, para separar
los filamentos grandes y masas bacterianas que no fueron suspendidas. El
sobrenadante, que contienc principalmente fracciones unicelulares, se
ajustd a una concentracién equivalente al tubo 0.5 del nefelémetro de

McFarland.

2.3. Ensayos de susceptibilidad
2.3.1 Ensayo de difusién en disco

Estos ensayos se realizaron de acuerdo a las directivas del Comité
Nacional para Estindares del Laboratorio Clinico (National Comittee for
Clinical Laboratory Standards, NCCLS, Wayne, PA, USA) para los ensayos
de antimicrobianos por difusion en disco para bacterias que crecen
aerobicamente ( documento M2-A5).

Se utilizaron placas de 150 mm de didmetro con agar Mueller-Hinton
con 5% de sangre de carnero, que se inocularon con 1 ml de una suspension
de bacterias ajustada a una turbidez equivalente al tubo 0.5 de McFarland

y se extendid con un hisopo.
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Una vez seca la superficie del agar se colocaron los sensidiscos de los
antibioticos y las placas se incubaron a 37°C durante 3 dias; al completar
este tiempo se determinaron los didmetros de los halos de inhibicion.

Para los estudios de difusion en disco se ufilizaron en total 44
antimicrobianos pertenecientes a 10 grupos tabla II. Estos se obtuvieron de
las sigutentes marcas:

Amikacina (30 pg), amoxicilina-dcido clavuldnico (20-10 pg),
ampicilina (10 pg), carbenicilina (100 pg), ceftazidima (30 pg), imipenem
(10 pg), ceftriaxona (30 pg), netilmicina (30 pg), ticarcilina-4cido
clavulinico (75-10 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (1.25-23.75 pg),
eritromicina (15 ng), ciprofloxacina (5pg) y tetraciclina (30 pg). De Ila
marca BBL (Becton Dickinson, Cockeysville, MD)

Aztreonam (30 pg), cefamandol (30 pg), cefotiam 830 pg),
cefpirome (30 pg), cefsulodin (30 pg), ceftiofur (30 pg), enoxacina (10 pg),
gentamicina ( 10pg), isepamicina (30 pg), kanamicina (30 pg), latamoxef
(30 pg), mecillinam (10 pg), minociclina (30 pg), nitroxolina (20 pg) ,
ofloxacina (10 pg), acido oxolinico (10 pg), pefloxacina ( § ng), acido
pipemidico (20 pg), piperacilina-tazobactam (100-10 pg), pristinamicina
(15 pg), espectinomicina (100 pg), espiramicina (100 pg), estreptomicina

(10 pg), teicoplanina (30 pg), tobramicina (10 pg), virginiamicina (15 pg),
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ticarcilina + acido clavulénico y nitroxolina (20ug). De Sanofi Diagnostics
Pasteur ( Mamnes-la-Coquette, France) -
Linezolid de Pharmacia Uphjon
Levofloxacina (5 pg) y cefepime (30 pg) de Productos Bioldgicos de
México, S.A. (México, D.F.).).

Gatifloxacina, de Bristol Myers y moxifloxacina de Bayer.

2.3.2 Técnica de microdilucién en caldo -

Las cepas de Nocardia fueron analizadas siguiendo los lineamientos
del NCCLS para ensayos de antimicrobianos por diluciones (documento
M7-A3).

Para este estudio se utilizd caldo Mueller-Hinton adicionado de
cationes (calcio y magnesio), con el cual se realizaron diluciones seriadas
logaritmicas base 2 de cada antimicrobiano en un rango de concentraciones
de 0.125 a 64 pg/ml. Se utilizaron placas de microtitulacion (Falcon de
Becton Dicknson de Labware) para cultivo de tejidos de 96 pozos de fondo
plano con tapa de baja evaporacion. En cada pozo de las placas de
microtitulacion se colocaron 200 ul de los antimicrobianos y se inocularon
con 10 pl de una suspension de cada cepa de N. brasiliensis ajustada a una

turbidez equivalente al tubo 0.5 del nefelometro de McFarland, lo que
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resultd en una concentracion final de bacterias de 10* 0 10° UFC/ml. Las
placas se incubaron a 37°C por 72 horas y se determiné la concentracién
minima inhibitoria (CMI), considerada como la primera concentracién en
orden creciente del antimicrobiano, en la cual no se pudo detectar
crecimiento a simple vista. En el caso de las sulfas, debido al efecto de
“cola” el CMI se determind en donde existié 20% de crecimiento bacteriano
u 80% de inhibicidn del mismo.

Los antimicrobianos para estos estudios se obtuvieron de las
siguientes marcas:

Amikacina, amoxicilina-AC, gentamicina, netilmicina, espiramicina,
sulfametoxazol, tobramicina, carbenicilina, minociclina, y nitroxolina se
obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis MO).

La isepamicina se obtuvo de la compafiia Schering-Plough,
gatifloxacina de Bristol-Meyers, moxifloxacina de Bayer y el linezolid de
Pharmacia Uphjon.

Para estos ensayos se utilizaron placas con los siguientes
antimicrobianos liofilizados obtenidas de Microscan: aztreonam,
amoxicilina-AC, ciprofloxacina, gentamicina, ticarcilina-AC., netilmicina,

tobramicina, imipenem, y esparfloxacina
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2.3.3 Determinacién de la sensibilidad de cepas de N, brasiliensis a

combinaciones de drogas por analisis cruzado. -

La combinacion de medicamentos ha sido mejor demostrada en la
quimioterapia de la tuberculosis, donde la frecuencia de cepas resistentes
que aparecian durante la terapia se reducian claramente mediante el uso de
antimicrobianos combinados. Ventajas similares se han mostrado
ultimamente en el uso de terapia combinatoria del tratamiento de
infecciones bacterianas. En infecciones causadas por Nocardia brasiliensis
se ha utilizado con éxito la combinacion trimetoprim-sulfametoxazole sola
0 en combinacion con amikacina (39). Es esencial que las combinaciones de
antimicrobianos sean evaluadas mediante exdmenes de sensibilidad in vitro
antes de ser aplicadas clinicamente, para determinar si existe un efecto
combinatorio de adicion, de sinergismo o de antagonismo.

En el presente trabajo, inicialmente se determinaron cuales son los
antimicrobianos que tienen mas actividad in vitro, y luego ensayamos su
actividad en combinacion. Para ello se realiz6 la técnica de combinaciones
en tablero de ajedrez (checkerboard). Para ello se utilizaron placas de
microtitulacién y se colocaron de manera cruzada en columnas que

contienen la misma cantidad de una droga que es diluida de forma seriada
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base dos en todo el eje x, y en filas que contienen la misma cantidad de la
otra droga diluida de forma seriada base dos en el eje y. Por le tanto cada
cuadro (correspondiente a un tubo) en ¢l tablero es una combinacion unica.
En nuestro caso utilizamos concentraciones de 4 a 5 diluciones abajo del
CMI y dos diluciones arriba del CMI. En cada pozo de las placas de
microtitulacion se colocd un volumen total de 210ul formado por 100ul de
la droga A, 100pl de la droga B y 10ul de indculo de bacterias. Una hilera
de la placa se tomd como control a la cual-no se le colocd ningin

antimicrobiano. Las placas se mcubaron a 37°C y se leyeron a las 72 hrs.

2.0 Figura 1.- Amegio
1.0 de las diluciones de
) los antimicrobianos
0.5 Nk - 025/0.5 ge acuerdo a Ia
' técnica en tablero.
La flecha indica las

0.25 concentraciones de
cada droga en el

0.1 . tubo
correspondiente,

0.06 po

0.0

0.0 006 0.12 025 0.5 1.0 20

El célculo del efecto de la combinacion de las drogas se valord de
acuerdo al célculo del indice la concentracion inhibitoria fraccional (CIF)

cuya formula es la siguiente:
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CIF =Droga A/ CMI de estadroga + Droga B/ CMI de esta droga
Esquematicamente los resultados se valoraron de acuerdo a los patrones A,

B, Y C como se indica en la siguiente figura:
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Figura 2 .- Valoracion de los efectos de las combinaciones anti-bacterianas de acuerdo
al método de tablero. Un crecimiento positivo se representa como cuadro gris. A=
Aditivo (indiferente) ; B= Sinérgico y C= Antagonista

2.4 Produccion experimental de micetoma en ratones BALB/c.

Para la produccién experimental de micetoma en los ratones se siguié
el método desarrollado por Gonzéalez-Ochoa y col (17), debido a que con el
obtuvimos buenos resultados en el desarrollo de micetoma en el ratén y la
reproducibilidad de la técnica (33), (mediante este método se obtienen
micetomas en aproximadamente un 70% de los animales a los 40 dias de la
inoculacién). En este estudio se produjeron micetomas experimentales en
ratones hembra BALB/c de 7 semanas de edad, mediante la inoculacion de

20 mg de peso humedo de Nocardia brasiliensis, de forma subcutanea, en el

28



cojinete plantar izquierdo. Los ratones se dividieron al azar en cuatro
grupos de 15 cada uno y 5 dias después de la inoculacién se les
administraron los antimicrobianos en forma subcutinea a nivel del lomo, a
un grupo de 15 animales se les aplicé solucion salina como control.

Las dosis del tratamiento se aplicaron cada 12 hrs. por 4 semanas y la
lectura de la produccidon de micetomas se realizo a los 90 dias de la
inoculacién, sin embargo los micetomas se dejaron en observacion hasta

150 dias para observar si existia involucién espentinea.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS

3.1 Resunltados obtenides en la técnica de difusién en disco.

Los antimicrobianos se dividieron en 10 grupos y su lectura se
interpreto en resistente, intermedio 6 susceptible de acuerdo a las directivas
del Comité Nacional para Estdndares del Laboratorio Clinico (National
Comittee for Clinical laboratory Standards, NCCLS, Wayne, PA, USA),
para los ensayos de antimicrobianos por difusion en disco para bacterias
que crecen aerobicamente (documento M2-A8), tal como se describe en la
tabla 2. Para espectinorrﬁbina e isepamicina se tomaron los valores de
amikacina, para algunas cefalosporinas en las cuales no existen rangos se
tomaron los de la ceftriaxona y de referencia para los macrolidos se

tomaron los valores de la minociclina. Tabla II.
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Tabla II Grupos de antimicrobianos utilizados en los estudios in vitro por la técnica de
difusién en disco, con los valores para su interpretacion.

Antimicrobiara R I S Antimicrobiano R i S
<mm_rango >mm <mm___rango >mm
AMINOGLUCOSIDOS QUINOLONAS
Amikacina 14 15-16 17 Levofloxacina 15 16-20 21
Gentamicina 12 13-14 15 Ofloxacina 12 13-15 16
Isepamicina - - 17 Ciprofloxacina 15 16-20 21
Netilmicina 12 13-14 15 Enoxacina 14 15-17 18
Tobramicina 12 13-14 15 Perfloxacina - - 17
Estreptomicina 11 12-14 15 Ac. oxolinico - - 20
Kanamicina 13 1417 18 Ac. pipemidico - - 20
Espectinomicina - - 17 Gatifloxacina 14 15-17 18
B-LACTAMICOS Moxifloxacina - - 28
Amoxicilina-AC 13 14-17 18 MACROLIDOS
Ticarcilina-AC 14 15-19 20 Eritromicina 13 14-22 23
Piperacilina-Tz 17 18-20 21 Espiramicina - - 23
Ampicilina 13 14-16 17 Pristinamicina - - 23
Carbenicilina 19 20-22 23 Virginamicina - - 23
Mecillinam - - 24 TETRACICLINAS
CEFALOSPORINAS Minociclina 14 15-18 19
Cefotaxima 14 15.22 23 Tetraciclina 14  15-13 19
Ceftiofur - - 21 SULFONAMIDAS
Cefepime 14 15-17 18 SMX 10 11-15 16
Cefpirome - - 21 CARBAPENEMS
Cefiriaxona 13 1420 21 Imipenem 13 14-15 16
Cefamandol 14 15-17 18 Aztreonam 15 16-21 22
Cefotiam - - 21 OXAZOLIDINONAS
Ceftazidima 14 15-17 i8 Linezolid - - =21
Cefsulodin - - 21 GLICOPEPTIDOS
Latamoxef - - 21 Teicoplanina 10 11-13 14

R= resistente, I= intermedio, $= sensible
En el grupo de los aminoglucdsidos se probaron 8 y de ellos 5,
presentaron actividad en todas las cepas y los tres restantes, kanamicina,

estreptomicina y espectinomicina presentaron actividad de 0%, 3% y 10%
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respectivamente. Del grupo de f-lactamicos se probaron 6 y presentaron
mayor actividad los unidos a inhibidores de betalactamasas, teniendo una
actividad del 97% amoxicilina-AC, del 72% ticarcilina-AC y del 45%
piperacilina-TZ; del resto carbenicilina 3.4%, ampicilina 0%, mecillinam
0%. Del grupo de las cefalosporinas se probaron 10, de las cuales ninguna
tuvo actividad satisfactoria; cefotaxima fue la que presenté mayor actividad
en 28% de las cepas probadas y el resto con actividad por debajo del 20%.
De las quinolonas se probaron 9, presenfando una actividad del 100%
gatifloxacina y moxifloxacina ambas fluorquinolonas, seguidas por
levofloxacina con actividad en el 48% de las cepas y el resto fuvo actividad
en menos del 20% de las cepas probadas. Los macrélidos ensayados fueron
4 y tres presentaron una actividad del 0%, espiramicina presenté un 60% de
actividad. Del grupo de los carbapenems, €l imipenem presentd 10% de
actividad y aztreonam 0%. En el grupo de las tetraciclinas se probd la
minociclina con 93% de éctividad y tetraciclina con 38%. Del grupo de
trimetoprim/sulfametoxazol se obtuvo una actividad en el 83% de las cepas
probadas. De las oxazolidinonas se prob6 el linezolid que tuvo una
actividad en el 100% de las cepas, por ultimo de los glicopéptidos,
teicoplanina tuvo actividad en el 3% de las cepas probadas. Estos resultados

se describen en 1a tabla III.
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Tabla III Resultados del porcentaje de actividad de los antimicrobianos probados, los
cuales se dividieron en grupos, los de mayor actividad se encuentran en la primer
columna y los de menor actividad en la segunda y tercera. Cada uno, se ensay6 en 32
cepas de . brasiliensis, 6 cepas de N. asteroides, 6 cepas 1ipo, y 3 cepas control.

ANTIMICROBIANOS CON ANTIMICROBIANOS CON MENOR ACTIVIDAD
MAYOR ACTIVIDAD

AMINOGLUCOSIDOS % AMINOGLUCQOSIDOS % Latamoxef G
Amikacina 100 Estreptomicina 3 GLICOPEPTIDOS %
Gentamicina 100 Kanamicina 0 Teicoplanina 3
Isepamicina 100 Espectinomicina 10 MACROLIDOS %
Netilmicina 106 TETRACICLINAS % Pristinarmicina 0
Tobramicina 100 Tertracilina -38 Eritromicina 0
OXAZOLIDINONAS % B-LACTAMICOS % Virginamicina ]
Linezolid 100 Ampicilina 0 CARBAPENEMS %
QUINOLONAS % Carhenicilina 34 [mipenem 0
Gatifloxacina 100 Piperacilina’Tazobactam 45 Aztreonam 0
Mogxifloxacina 100 Mecillinam 0 QUINOLONAS %
TETRACICLINAS % CEFALOSPORINAS % Levofloxacina 48
Minociclina 93 Cefotaxima 28 Ofloxacina 21
B-LACTAMICOS % Ceftiofur 21 Ciprofloxacina 17
Amoxicilina-AC 97 Cefpirome 17 Enoxacing 0
Ticarcilina-AC 72 Cefepime 17 Perfloxacina 0
QUINOLINAS % Ceftriaxona 10 Acido Oxilinico 0
Nitroxolina 72 Cefamandole 34 Acido Pipemidico 0
OTROS % Cefotiam 34
SXT 8 Ceftazidima 0
Espiramicina 66 Cefsuledin 0

% Representa el porcentaje de cepas sensibles
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3.2 Antimicrobianos utilizados en la técnica de microdilucion en caldo.

Para realizar los ensayos de sensibilidad por el método de
microdilucién en caldo, se utilizaron los antimicrobianos que tuvieron
mayor actividad por la técnica de difusidn en disco, como observamos en la
primera columna de la tabla anterior. Tambieén se probo la ceftriaxona,
antimicrobiano no activo en la técnica de difusidén en disco, pero con
reportes previos de gran actividad por la técnica de microdilucién en caldo
con CMI muy bajos en cepas de Nocardia brasiliensis por lo que se decidid

probarla para observar si su actividad no variaba por la técnica utilizada.

3.3 Resultados obtenidos por la técnica de microdilucién en caldo.

Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias de cada
antimicrobiano que corresponden al 100% de ausencia de crecimiento
bacteriano de las diferentes cepas. En el caso de SXT se tomd como la
concentracion minima inhibitoria aquella que  inhibid el 80% del
crecimiento bacteriano ya que en este antimicrobiano se presenta un “efecto
de cola” en donde no es posible una inhibicién del 100%.

Para la interpretaciéon de los resultados, se obtuvieron las

concentraciones minimas inhibitorias del 50% y 90% de las cepas
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estudiadas (32 cepas) para cada uno de los antimicrobianos, para de esta
manera determinar la sensibilidad, como se describe en 1a tabla 4.

Las cepas se clasificaron como susceptibles, intermedios o resistentes
de acuerdo a los lineamientos de la NCCLS de microorganismos que crecen
aerobicamente (folletos M7-A4, M2-AS5 y M24-A), en estudios de
microdilucién en caldo.

Observamos que los aminoglucésidos amikacina, gentamicina,
tobramicina, netilmicina e isepamicina, “presentaron un IOQ% de actividad
sobre las cepas estudiadas, igual a los resultados que se habian obtenido en
los estudios de sensibilidad en disco. El SXT present6 una actividad en el
100% de las cepas estudiadas, es decir mas alta que la sensibilidad en disco,
donde tuvo una actividad en el 83% de las cepas. El linezolid presento
100% de actividad en las cepas estudiadas, equivalente a la sensibilidad que
presentd en disco, amoxicilina-AC presenté una actividad en el 93.3% de
las cepas probadas y en 6.6% resistencia, lo cunal concuerda con los
resultados de los ensayos de sensibilidad en disco. La nitroxolina es un
antimicrobiano que no tiene establecido el CMI aunque se presume que su
resultado es muy similar a la sensibilidad que presenta en los resultados en
disco. En el grupo de las tetraciclinas, la minociclina presenté actividad en

60% de las cepas, sensibilidad intermedia en 26.6% y resistencia en 13.3%,
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esto es mas bajo que en los estudios de disco donde tuvo una actividad en el
93% de las cepas, ceftriaxona tuvo actividad en 40% de las cepas probadas
y en disco del 10%, por lo que si fue mas alto pero no de importancia,
actividad intermedia en 33.33% y resistencia en 26.6%, espiramicina
presentd una actividad menor comparada con la técnica de disco, mientras
que gatifloxacina y moxifloxacina presentaron una actividad en el 100% de
las cepas. VertablalV.

Tabla IV CMI 5 y CMI o por la técnica de nricrodilucién en caildo.

Antimicrobiano CMI 50 CMI 90 RANGO
Amikacina lpg/ ml 2 pg/ ml 0.125-4 pg/ ml
Gentamicina 1 pg/ ml 2 pg/ ml 0.125 - 2 pg/ ml
Tobramicina 0.5 pg/ ml 2 pg/ ml 0.125 — 4 pg/ ml
Netilmicina 2 pg/ ml 4 ug/ ml 025-4pg/ml
Isepamicina 0.25 pug/ ml 1 pg/ ml <0.125 -4 pg/ mi
TMP/SMX 47/025pg/ml 95/05pg/ml 1.15-62 pg/ ml
Linezolid 1 pg/ ml 2 pg/ ml 0.5—-4 pg/ml
Nitroxolina 4 ng/ ml 4 pg/ ml 1-16 pg/ ml
Amoxicilina / AC 2 ng/ ml 4 pg/ ml 0.5-32 pg/ ml
Minociclina 1 pug/ ml 4 pg/ ml 0.125 - 32 pug/ ml
Ceftriaxona 16 pg/ ml 64 pg/ ml 0.25 - > 64 pg/ ml
Espiramicina 2 pg/ ml 64 g/ ml 0.25-> 64 pg/ ml
Gatifloxacina 0.5 ug/ ml 2 ug/ ml 0.25-2 pg/ ml
Moxifloxacina 0.5 ng/ ml 2 pug/ ml 0.25-2 ng/ ml

CMI so= Concentracion minima inhibitoria del 50% de las cepas estudiadas,
CMI s0= Concentracién minima inhibitoria del 90% de las cepas estudiadas,
RANGO= Son los valores de las CMI menor y mayor el 100% de las cepas estudiadas.
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Los resultados de las concentraciones minimas inhibitorias de los
diferentes antimicrobianos se graficaron contra el porcentaje de cepas
inhibidas, para conocer sl existia alguna diferencia entre ellos y su relacién
con amikacina. Se compararon tres grupos: 1.- Los resultados entre las
CMI de los aminoglucésidos (figura 3), 2.- La CMI de amikacina contra las
CMI de los antimicrobianos de gran actividad pertenecientes a los grupos
de oxazolidinonas y fluorquinolonas (figura 4), y 3.- La CMI de amikacina

contra las CMI de los grupos de mener actividad estudiados (figura 5).

En la figura No.3 se describen los resultados de los aminoglucosidos
que presentaron una actividad en el 100% de las cepas con CMI bajos. Al
graficar sus resultados observamos que las curvas de inhibicidon son muy
parecidas, siendo la isepamicina el aminoglucésido con una curva mas
pronunciada, lo que refleja una mayor actividad que las demés y la
netilmicina una curva menos vertical lo cual refleja una actividad de

inhibicién menor.
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Figura No. 3. Resultados de los CMI contra el porcentaje de cepas inhibidas entre los
aminoglucosidos activos. (A) isepamicina, (A) tobramicina, (o) gentamicina, (e)
amikacina, (=) netilmicina. La linea punteada es ¢l limite de susceptibilidad para
amikacina. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) estan en ug/mf

En la figura No. 4 al comparar las CMI de la amikacina con los de¢
linezolid, gatifloxacina y moxifloxacina, observamos  curvas con
pendientes mas pronunciadas en estos tres Ultimos antimicrobianos, siendo
muy parccidas entre ellas y la amikacina presenta una pendiente menos
vertical, 1o cual nos refleja una actividad un poco menor en comparacion

con estos grupos de antimicrobianos.
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Figura No. 4. Resultados de los CMI contra ¢l porcentaje de cepas inhibidas entre los
antimicrobianos nuevos activos y amikacina (c) linezolid, (A) gatifloxacina, (A)
moxifloxacina, (e) amikacina. La linea punteada es el limite de susceptibilidad de
amikacina. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) estan en yg/mf

En la figura No. 5 observamos que la amikacina presenta una curva con
una pendiente mas vertical en relacion con el resto de los antimicrobianos
por una mayor actividad. La minociclina, amoxicilina/AC y la nitroxolina
presentan curvas parecidas a amikacina, y la cefiriaxona si presenta mas
disparidad ya que su curva es menos pronunciada, lo cual refleja una

actividad de inhibicién menor.,
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Figura No. 5 Resultados de los CMI contra ¢l porcentaje de cepas inhibidas entre los
aminoglucosidos menos activos en comparacion con amikacina. (®) amikacina, (C}
minociclina, ( &) espiramicina, (A) amoxicilina/AC, (m} nitroxolina, (o) ceftriaxona. La
linea punteada es el limite de susceptibilidad de amikacina. Las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) estan en ug/mf

Al comparar los halos de inhibicién contra los valores de CMI de
cada uno de los antimicrobianos mas activos en las 32 cepas estudiadas,
observamos que aunque no existen rangos de susceptibilidad para Nocardia
brasiliensis, vemos que en 6 de ellos, amikacina, tobramicina, gentamicina,
netilmicina, isepamicina y moxifloxacina los rangos de los halos de

inhibicion se encuentran por arriba de 20 mm por lo que se podria
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considerar este valor 6 por arriba de él, como pardmetro para decidir si una
cepa es sensible 0 no (Figura 6).

En €l caso de SXT, gatifloxacina, nitroxolina, amoxicilina/AC y
minociclina los resultados son moderadamente dispersos por lo que no se
puede considerar ningun valor de actividad en los ensayos de sensibilidad
de disco (Figura 7).

En el caso de cefiriaxona y spiramicina los resultados son muy
dispersos que van de 0.25ug/ml hasta > 64ug/ml lo cual demuestra y
corrobora su inactividad para inhibir el crecimiento de N. brasiliensis

(Figura 8).
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Figura No. 6. Comparacion de los halos de inhibicién contra los CMI de cada
antimicrobiano en 32 cepas en aquellos en donde los halos de inhibicidn estan por arriba
de 20 mm. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) estan en ug/m/{
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Figura No. 7. Comparacién de los halos de inhibicién contra los CMI de cada
antimicrobiano en 32 cepas en aquellos en donde los resultados son moderadamente
dispersos. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) estan en pg/ml
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Figura No. 8. Comparacién de los halos de inhibicién contra los CMI de cada

antimicrobiano en 32 cepas en aquellos en donde los resultados son muy dispersos. Las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) estan en ug/m{

3.4 Resultados obtenidos de los ensayos de combinacién de drogas.

Se realizaron combinaciones de algunos antimicrobianos para
conocer ¢l efecto de la combinacidn de dos drogas activas sobre el CMI
comparado con el efecto obtenido individualmente con cada una de ellas, y

se clasifico su actividad como: un efecto aditivo, sinérgico ¢ antagodnico.

Se analizaron cuatro combinaciones en 11 cepas, estas fueron:

1.- SXT + amikacina esta combinacion es la mas utilizada en la clinica, 2.-
SXT + amoxicilina-AC, 3.- linezolid + SXT y 4.- linezolid + amoxicilina-
AC

El célculo para valorar el efecto de la combinacién de las drogas se
Tealizd de acuerdo al célculo del indice de la concentracion inhibitoria

fraccional (CIF) cuya férmula es la siguiente: CIF = Droga A / CMI de



esta droga +  Droga B / CMI de esta droga, y sus resultados se
interpretaron de acuerdo al valor final siguiente: < (.5 efecto antagonico;
0.5 — 2 efecto aditivo, 2 2 efecto sinérgico.

En los resultados observamos que ningin grupo tuvo efecto
antagoénico; la combinacién con mayor efecto de potencia 6 sinergismo fue
linezolid + amoxicilina —AC, observandose sinergismo en 9 de las 11 cepas,
los grupos de combinacién de linezolid + SXT y SXT + amoxicilina-AC
presentaron los mismos resultados obteniéndose sinergismo en 7 de las 11
cepas, y en €l grupo de SXT + amikacina en 7 de las 11 cepas se encontrd

un efecto de adicion y solo en 4 de 11 se observd un efecto de sinergismo

(Tabla V).

Tabla V Resultados obtenidos de la combinacion de drogas

ANTIMICROBIANOS SINERGICO ~ ADITIVO ANTAGONICO
TMP/SMX - AMK 4/11 711 0/11
TMP/SMX — AMOXICILINA/ AC 11 4/11 0/11
TMP/ SMX — LINEZOLID 711 4/11 0/11
LINEZOLID - AMOXICILINA / AC 9/11 211 0/11

n=11
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Produccion de micetomas experimentales. )

En los estudios in vivo, se produjeron micetomas experimentales en
ratones hembra BALB/c de 7 semanas de edad, mediante la inoculacion de
20 mg de peso himedo de N. brasiliensis ATCC 200358 de forma
subcutanea en el cojinete plantar izquierdo.

Observamos una inflamacién post-inoculacién transitoria de una
semana aproximadamente de duracidn, seguido por una etapa
desinflamatoria sin datos clinicos de dos semanas de duracion. El
crecimiento del micetoma comenzé a las tres semanas de la inoculacién con
un aumento del area de inflamacion, al mes y medio comenzo el desarrolio
de algunos nédulos, los cuales crecieron de tamafio y en niimero lentamente
hasta la deformacion del area infectada, se dejaron evolucionar los

micetomas hasta llegar a 150 dias para estudiar si no existia regresion

espontanea de los mismos, lo cual no se presentd en ningin ratén.
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3.6 Resultados obtenidos en los estudios in vivo.

Los resultados in vivo, ver Capitulo 2, se interpretaron a los 90 dfas
post-inoculacién, midiendo el desarrollo de los micetomas en cruces como

se muestra a continuacion.

+++ ++++

Figura 9. Observamos la estadificacién de los micetomas en cruces de acuerdo al

tamafio de €stos: + micetoma pequefio, ++ micetoma mediano, +++ micetoma grande,
++++ micetoma gigante.

Los ratones se dividieron en 3 grupos de tratamiento con 15 ratones
cada uno: amikacina, linezolid y amoxicilina/AC; un grupo control de 15

ratones al cual se le inoculd solucién salina como placebo los
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antimicrobianos se aplicaron a una dosis de 25 mg/kg y se aplicaron de
manera subcutinea en el dorso, iniciando su administracién a los 5 dias
después de la moculacion bacteriana.

Los resultados a los 90 dias fueron; en el grupo control de 15 ratones
9 desarroliaron micetomas gigantes de +++, uno de +++, dos micetomas
pequefios y en tres no se desarrollaron micetomas, de los grupos de
tratamiento con antimicrobianos, €l de la amikacina fue el mas débil para
inhibir la formaciéon de micetomas, ya que en este ‘grupo se inhibid el
crecimiento solo en 5 de 15 ratones, en 5 se desarrollaron micetomas
gigantes, en 3 micetomas de +++, y en dos ratones micetomas pequefios de
+ y ++. Este grupo fue seguido por el grupo de amoxicilina-AC, en el cual
en 5 ratones no se presentd formacion de micetomas, en 3 se desarrollaron
micetomas de ++++, en 2, micetomas de ++, en 2 ratones micetomas de una
+, y en tres se desarrolld inflamacién sin granulomas. El grupo mas efectivo
para inhibir la formacion de micetorhas fue el del linezolid en el que se
inhibid la formacion de micetomas en 7 ratones, en 2 de los ratones
restantes se produjeron micetomas gigantes de ++++, en otros 2 ratones se
desarrollaron micetomas pequefios de una + y en 4 solo se desarrollo

inflamacién sin producirse micetomas. Tabla VI.
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Tabla VI Lectura de la produccién de micetomas a los 90 dias postinoculacion en los
diferentes grupos de 15 ratones cada uno estudiados.

GRADO DE DESARROLLO EFECTO DE LOS ANTIMICROBIANOS
DE LAS LESIONES
Sol. Salina Linezolid Amoxicilina/AC Amikacina

No. micetoma 3/15 7/15 5/15 5/15
-+ 9/15 2115 3/15 5/15

=+ 1/15 0/15 0/15 3/15

++ 0/15 0/15 2/15 1/15

+ 0/15 2/15 2/15 1715

+/- 0/15 4/15 3/15 0/15

Para el analisis estadistico de los estudios in vivo se utilizé la
prueba de ANOVA y se observo una diferencia significativa solo con el
grupo de linezolid en donde vemos que el limite superior e inferior no se

tocan dando una p< 0.001 (Tabla VII), ( Figura 11).

Tabla VII. En esta prueba de ANOVA se observa una diferencia significativa entre el
grupo de solucién salina, y el grupo de linezolid, ya que los limites no se tocan.

Grupo Nimero de Media Error estandar Limite inferior Limite
animales superior
Salucion salina 15 3.53333 0.514396 2.80496 4.26198
Linezolid 15 1.2 0.514396 0.471354 1.92865
Amoxicilina-AC 15 1.86667 0.514396 1.13802 2.59531
Amikacina 15 2.8 0.514396 2.07135 3.52865

49



Figura 10. Esquematicamente los resultados de la prueba estadistica ANOVA se
pueden observar de la siguiente manera.

¥
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Grupo 1 Solucién Salina, Grupo 2 linezolid, Grupo 3 AMX/AC, Grupo 4

amikacina
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DISCUSION

Existen reportes aislados de sensibilidad desarrollados en un numero
pequefio de cepas de N. brasiliensis, aunque no se ha reportado algin
estudio in vitro 6 in vive donde se valore la sensibilidad de M. brasifiensis a
diversos antimicrobianos. El disefio de este estudio consistié en tres fases:
la primera fueron estudios de sensibilidad in vitro, la segunda fueron
estudios de combinacién de antimicrobianos in vitro y 1a tercera y ultima
fueron los estudios realizados in vivo en ratones.

Los farmacos utilizados se seleccionaron tratando de abarcar la
mayor parte de los grupos de antimicrobianos, desde los que se han
reportado con y sin actividad sobre N. brasiliensis hasta los mas nuevos
nunca antes probados, con el fin de conocer que grupos de antimicrobianos
pueden utilizarse como alternativa efectiva en el tratamiento de los
pacientes con micetoma actinomicético. )

En el grupo de las sulfas se probo la sensibilidad de N. brasiliensis a
trimetoprim-sulfametoxazol mediante ensayos de difusion en disco y

microdilucién en caldo y se obtuvo una sensibilidad del 83% lo cual

concuerda con lo reportado por otros autores (4,16, 40).

11500638
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Se ha reportado previamente que la amikacina es un aminoglucésido
que tiene una gran actividad sobre N. brasiliensis y es considerada en
muchos casos como el tratamiento de eleccion (40,45). En nuestro estudio
probamos 8 aminoglucdsidos por el método de difusién en disco obteniendo
en 5 de ellos una respuesta de 100% de actividad (lo que se comprobd
posteriormente por el método de microdilucion en caldo) estos fueron: la
amikacina, la gentamicina, Ia isepamicina, 1a netilmicina y la tobramicina.
Otros autores han reportado resultados concordantes con los nuestros pero
en un menor numero de cepas (5, 13, 40). En el caso de 1a isepamicina, no
existen reportes previos, por los resultados de su actividad inhibitoria in
vitro deberia considerarse como una alternativa terap€utica ya que con ¢lla
se reporta una menor incidencia de nefrotoxicidad (21).

Los aminoglucdsidos en los que se observo resistencia bacteriana
fueron la kanamicina, la estreptomicina y la espectinomicina; esto pudiera
deberse a varios mecanismos como son: inactivacion de la droga por
enzimas bacterianas, por falta de penetracién de la droga, 6 por baja
afinidad de la droga por el ribosoma bacteriano (25). En el caso de la
kanamicina, en un estudio realizado en Japon en 1991, se detecté que N.
brasiliensis y N. farcinica tienen una fosfodiesterasa que impide su

actividad terapéutica y por lo tanto son resistentes a este antibidtico (54). La
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kanamicina tiene en su estructura quimica un grupo butafenona, a diferencia
del resto de los aminoglucésidos, lo que podria también hinﬂuir en su
comportamiento bioldgico diferente. En cuanto a la estreptomicina existen
estudios 1 vitro donde se ha reportado su falta de actividad contra N.
brasiliensis (10) incluso menor que la de la kanamicina. Sin embargo
estos estudios han sido realizados en una cantidad pequefia de cepas por lo
que se decidid en el presente estudio probarla en una mayor cantidad de
cepas de N. brasiliensis obtenidas de pacientes de nuestra regidn
obteniéndose los mismos resultados antes mencionados. La falta de
actividad in vitro de la estreptomicina podria también ser consecuencia de
la inactivacion enzimatica por fosforilacién. Esto no concuerda con lo
publicado por Mahgoub y cols en 1976, en que ellos reportaron 144 casos
clinicos de micetomas tratados con estreptomicina en combinacién con
trimetoprim-sulfametoxazol, DDS y rifampicina obteniendo un 60% de cura
(26). Este efecto podria ser debido a las sulfas y no tanto a la
estreptomicina, por 1o que no queda clara su actividad.

Otro grupo importante de antimicrobianos que se probo fue ¢l de los

Slactamicos, de ellos, se estudiaron 8 y presentaron actividades in vitro

solo cuando se utilizaron en combinacién con inhibidores de B-lactamasas.

Anteriormente Wallace y col. reportaron que las bacterias del género
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Nocardia producen [lactamasas. Los genes que codifican para estas
enzimas han sido identificados por varios autores y se han encontrado
diferentes patrones de flactamasas lo que sugiere que los determinantes
genéticos de estas enzimas son cromosomicos (32). En el presente estudio,
el [B-lactimico m4s potente fue la combinacidn amoxicilina/dcido
clavulanico (2:1). Los flactamicos que no presentaron actividad fueron la
ampicilina, la carbencilina, la ticarcilinatacido clavulinico y el mecilliam
lo cual como ya se explico se debe a la hidrélisis enzimatica, producida por
las bacterias como se ha reportado previamente (21). Wallace 1y cols.
reportaron en 1983 un estudio in vitro (43) donde 29 cepas de N.
brasiliensis fueron sensibles a la carbenicilina, lo cual no concuerda con
nuestros datos. La carbencilina es resistente a una gran cantidad de (-
lactamasas conocidas, pero es sensible a otras, y estos resultados podrian
deberse a una variacidén enzimatica entre las bacterias de diferentes
regiones,

Del grupo de las quinolonas, nosotros estudiamos 9 de ellos y solo en
dos que son la gatifloxacina y la moxifloxacina se ob'tuvo una actividad
significativa en las cepas estudiadas. Las fluoroquinolonas son analogos
sintéticos del acido nalidixico, el cual fue la primer quinolona (1962)

utilizada en la clinica. Las modificaciones estructurales del dcido nalidixico
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fueron disefiadas para una mejor resistencia e incremento de su actividad
antimicrobiana. El dtomo de fluor en la posicidon 6 aumenta la actividad
contra gérmenes grampositivos, y el anillo de piperazina en posicion 7 le
confiere efecto contra Pseudomonas spp (21). Dentro de este grupo de
fluoroquinolonas existen una gran cantidad de drogas cuyas caracteristicas
propias se deben a una substitucion en la posicién 1. La feroxacina fue la
primera que mostré6 actividad contra micobacterias (relacionadas
filogenéticamente con Nocardia). En 1989 Yazawa reporté una actividad
del 100% de una nueva fluoroquinolona, tosufloxacina, contra 111 cepas de
Nocardia (52). Cada vez aparecen drogas nuevas pertenecientes a este
grupo de fluorquinolonas que prometen ser mas potentes, las que se
estudiaron en este estudio (gatifloxacina y moxifloxacina) no existen
reportes de su actividad sobre bacterias del género de Nocardia. Por lo que
es muy importante estudiar las drogas mas recientes de este grupo ya que
podrian ser posibles alternativas terapéuticas. |

Del grupo de las tefraciclinas, se probaron la tetraciclina y la
minociclina, obteniendo actividad in vitro importante en el 93% de las
cepas para la minociclina y poca actividad para la tetraciclina con 38%, lo
cual coincide con otros reportes de estudios de sensibilidad in vitro . La

diferencia puede deberse a que la minociclina tiene una accidn mas
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prolongada ya que su metabolismo es diferente. En los estudios clinicos
reportados anteriormente coinciden con esta efectividad, en micetomas
causados por bacterias del género  Nocardia y Actinomadura, su
administracidn es por via oral pero tiene efectos de hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad que lo hacen inaccesible para nifios menores de 12 afios,
mujeres embarazadas y pacientes con problemas hepaticos y renales, por lo
cual limita su empleo como una buena alternativa de tratamiento (21).

De las drogas con actividad in vitro que no han sido probadas
estudiamos la nitroxolina que tuvo un 72% de efectividad. Este es un
antimicrobiano perteneciente al grupo de las quinolinas, que in vitro tienen
actividad tanto antibacteriana como antifiingica, y en la clinica se utilizan
principalmente para infecciones del tracto urinario. Por otro lado se probo
la teicoplanina perteneciente al grupo de los glucopéptidos, ésta se relaciona
molecularmente con la vancomicina, presentd actividad muy escasa, ya que
inhibié el crecimiento de solo el 3% de las bacterias estudiadas.

Del grupo de las cefalosporinas se probaron 10 productos:
cefamandole, cefotaxima, ceftiofur, cefpirome, cefepime, ceftriaxona,
cefotiam, ceftazidima, cefsulodin y latamoxef de los cuales mnguno
presentd actividad contra las 32 cepas de N. brasiliensis probadas. Estos

resultados coinciden con lo reportado en estudios previos, donde se
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menciona sensibilidad de N. asteroides, pero no de N. brasiliensis la cual es
resistente. Existen algunos reportes de Argentina y EUA de estudios in vitro-
por CMI en una cantidad no mayor de 12 cepas de N. brasiliensis en donde
se reporta sensibilidad a la cefiriaxona y a cefotaxima, con un CMI < 8
ug/mi por lo que decidimos calcular el CMI de ceftriaxona para distinguir si
probablemente era la técnica utilizada y encontramos resistencia con CMI

de 16 a 64 ng/ml, y esto podria deberse a ]a habilidad de las cepas

mexicanas regionales de producir f-lactamasas potentes ya que las
cefalosporinas que se utilizaron en su mayoria son de tercera y cuarta
generacion que son resistentes a la mayoria de las B- lactamasas.

En reportes previos se documento sensibilidad a las eritromicina,
perteneciente al grupo de los macrélidos. Los nuevos antibidticos de este
grupo quimico tiene mejor farmacocinética y menores efectos colaterales.
En este estudio decidimos probar 4 de ellos 1. eritromicina, 2.
pristinamicina, 3. virginiamicina y 4. espiramicina. De ellos eritromicina,
pristinamicina y virginiamicina tuvieron 0% de actividad, habria que probar
su actividad al combinarla con otras drogas, por otro lado espitamicina tuvo
actividad en el 66% de las cepas, este macrdlido se utiliza como

antiparasitario, no existen reportes previos de su actividad sobre bacterias
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del género de Nocardia, por lo que seria importante realizar estudios
futuros.

Los compuestos de tipo carbapenem son B-lactamicos biciclicos, con
un nacleo comiin llamado carbapenem. Son resistentes a la hidrolisis
enzimatica de las B-lactamasas. En este estudio se probaron dos de ellos: el
imipenem y el aztreonam y se obtuvo una actividad en el 10% de las cepas
de N. brasiliensis con el primero y ninguna con el segundo. En lo
reportado anteriormente existe mucha controversia con imipenem pero
existen reportes de sensibilidad de N. brasiliensis a aztreonam (55).

En el presente trabajo se probé otro antimicrobiano de reciente
desarrollo, el linezolid, perteneciente al grupo de las oxazolidinonas. Estas
substancias son una nueva clase de antimicrobianos sintéticos que actian
inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas en las etapas tempranas de la
traduccion (9, 13, 38). El linezolid tiene un amplio espectro incluyendo a
Enterococcus faecalis resistente a vanclomjcina, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, micobacterias y microorganismos gram negativos.
En nuestro estudio, el linezolid presentd una actividad del 100% en los
estudios in vitro, y esto es importante ya que es un antimicrobiano de ficil

administracion y muy pocos efectos colaterales, aunque cara.
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Los actinomicetos son bacterias que estdin relacionadas
filogenéticamente con las micobacterias (M. tuberculosis y M. leprae) en
las que es bien conocido su mecanismo de mutacion y resistencia a la
monoterapia. En base a esto y tomando en cuenta que en el servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario se observaron pacientes que no
mejoraban con los tratamientos tradicionales, desde hace 21 afios se inicio
el tratamiento con politerapia combinando trimetroprim-sulfametoxazol con
amikacina, un aminoglucosido, con una respuesta exitosa que fluctda entre
1 y 3 meses de tratamiento (45) y desde entonces los actinomicetomas
resistentes a sulfas, muy extensos ¢ que comprometian la vida del paciente,
se han manejado con esta combinacién. Sin embargo se ha observado un
caso aislado de resistencia a la amikacina 6 bien de pacientes no candidatos,
por los efectos colaterales de la amikacina (ototoxicidad 0 nefrotoxicidad),
lo que motivé el estudio, para obtener otros antimicrobianos y ¢
combinaciones que puedan se activas y eficaces en el tratamiento de esta
enfermedad.

En los resultados de 1a evaluacion del sinergismo de la combinacion
de sulfas con otras drogas obtuvimos un mayor efecto al combinarse con
amoxicilina~ acido clavulanico y con linezolid obteniendo un efecto

sinérgico en 7 de 11 cepas probadas que equivale a un 63.6% de las cepas.
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En cambio con la amikacina solo tuvo un efecto sinérgico en 4 cepas de
11 probadas. Esto no concuerda con los resultados terapéuticos observados
en donde se obtiene una curacion de los pacientes con actinomicetoma en
mas del 90% ni tampoco con otros estudios in vitro donde se comprueba su
efecto potencial; lo cual podria deberse a un efecto de resistencia de las
bacterias, o0 una dosis menor de la empleada con anterioridad.

La combinacion con mejor efecto sinérgico fue al combinar linezolid
con amoxicilina-acido clavulanico con lo que se observé un efecto sinérgico
en 9 de 11 cepas ensayadas lo cual corresponde al 81.8%.

Con lo anterior concluimos que de los antimicrobianos probados los
mas activos son la oxazolidinona, la amoxicilina acido clavuldnico y el
trimetoprim-sulfametoxazol.

En los estudios in vivo se selecciond la amikacina por su bajo efecto
nefrotdxico y ser el mas empleado clinicamente, amoxicilina-acido
clavuldnico por tener buenos resultados en el tratamiento de pacientes con
micetomas, linezolid por los excelentes resultados in vitro y como control
solucidn salina, el tratamiento con sulfas qued6 en espera ya que en el
intento de utilizarse, los animales sufrieron intoxicacion y quemaduras, lo
que nos impidid su continuacién. En la actualidad no existe algin ensayo in

vivo de micetomas por N. brasiliensis en el que nos pudiéramos basar.
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De los grupos probados, el linezolid tuvo una respuesta que fue
estadisticamente significativa, inhibiendo la produccién de micetoma en 11
de 15 ratones, los grupos que le siguieron fue el de amoxicilina-acido
clavulanico inhibiendo 8 de 15 y por ultimo la amikacina inhibiendo 5 de
15. |

Los resultados obtenidos en los estudios in vivo con la amikacina no
se correlacionan con los obtenidos en los ensayos in vitro y en lo observado
en el tratamiento de los pacientes, donde es muy efectivo ya que fueé el
grupo de menor eficacia para evitar la formacion de micetomas, esto
pudiera explicarse por un metabolismo aumentado del anttbiético con una
eliminacién mas rapida, y con poca concentracién a nivel tisular. Se ha
visto en estudios previos es que tanto el horario de la administracion a los
animales, asi como la condicidn de estos y la via de administracién, influye
en la biodisponibilidad del medicamento (41), la cual es baja cuando se
administra durante la noche 6 bien si los animales se encuentran agregados
como en este estudio, y es alta si su administracion es por via intramuscular
6 parenteral, en nuestro estudio fue de forma subcutinea lo cual es ofra
variante que pudo haber influido. El grupo al que se administrd
amoxicilina-AC tuvo un resultado no estadisticamente significativo; pero

en los estudios in vitro se demostrd su efecto potencial al combinarse con
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otras drogas, por lo que seria importante que en estudios futuros se probara
en estudios in vivo en combinacion con otros antumicrobianos, como las
oxazolidinonas. En su utilizacion clinica se ha reportado una respuesta
bastante variable, en nuestra experiencia los pacientes presentan remisién 6
mejoria parcial, pero con el tiempo se presentan recaidas, como si la
bacteria Nocardia brasiliensis desarrollara una resistencia rapida adaptativa
al acido clavulanico resultado de un cambio mutacional que afecta el sitio
inhibidor ¢ activo en la betalactamasa, es deseable estudiar si combinada
con otras drogas disminuye esta respuesta de resistencia.

En el afio 2003 se reportaron dos ensayos clinicos de pacientes con
infecciones por Nocardia tratados con linezolid. La nocardiosis, es una
infeccién oportunista causada por bacterias del complejo N. asteroides en
individuos inmunocomprometidos; ¢l tratamiento es desalentador debido a
que las bacterias desarrollan resistencia, con indices de hasta el 50% de
letalidad. El primer reporte del tratamiento con linezolid en 5 pacientes con
nocardiosis y un paciente por N. brasiliensis, reporta un tratamiento exitoso
en todos ellos a dosis de 600mg dos veces al dia, por tiempo de 2 a 12
meses, sin presentar efectos colaterales importantes (27). Otro reporte de un
paciente con nocardiosis tratado con linezolid y minociclina , reporta

efectos colaterales importantes por lo que la oxazolidinona se descontinuo a
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los 4 meses. Son necesarios mas estudios clinicos ya que esta puede ser la
droga de eleccidn en estas enfermedades.

De los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos concluir que
las sulfas contindan siendo un tratamiento de eleccidon siempre
combinindolas con otros antimicrobianos. De los aminoglucésidos los de
mayor interés serian amikacina, isepamicina, gentamicina, netilmicina y
tobramicina, ya que son los que presentaron mayor actividad, sin embargo
los efectos colaterales potenciales y su via de administracidén no los hace
accesibles a todos los pacientes, pero son una excelente alternativa para el
tratamiento combinado. Del grupo [-lactimicos la amoxicilina-dcido
clavulanico es el de eleccion y podria combinarse con sulfas u
oxazolidinonas. Las fluoroquinolonas deben estudiarse un poco mas en
ensayos de combinacion de drogas y en estudios in vivo ya que podrian, de
confirmarse su efectividad, ser muy buenas alternativas terapéuticas. De las
tetraciclinas la minociclina resﬁlté ser un buen candidato para tratamientos
combinados.

El linezolid es un antimicrobiano muy potente con efectos colaterales
muy bajos y una via de administracién versatil ya que se administra via
oral, intramuscular y parenteral y deberia de considerarse como una

excelente alternativa para el tratamiento de actinomicetomas. Los grupos de
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antimicrobianos no activos contra esta bacteria incluyen a los

glucopéptidos, las cefalosporinas, los macrélidos y los carbapenem.



CONCLUSIONES

En este estudio observamos que Nocardia brasiliensis fue sensible

in vitro a varios antimicrobianos, mncluyendo:

isepamicina,
linezolid, moxifloxacina, gatifloxacina, minocicling,
amoxicilina/AC,

Las combinaciones de antimicrobianos in vitro tuvieron un efecto

sinérgico o aditivo, presentando una mayor actividad Ila

combinacién de linezolid + amoxicilina/AC, seguido por linezolid +

SXT y por ultimo amikacina + SXT.

Los resultados de este ensayo in vitro mostraron que el linezolid
perteneciente al grupo de las oxazolidinonas, fue el de mayor

actividad seguido por la amoxicilina/AC, y por ultimo por
amikacina.

El linezolid fue activo in vitro e in vivo por lo que es muy

importante su estudio en el futuro, ya que podria ser efectivo en el

tratamiento de pacientes con actinomicetomas.
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Abstracts

Methods: Time-kill kinetics were performed under baich culture
conditions. Strains of S. preumoniae and §. aurens were Cultivated in
BHI broth # 61617; 50% human serum. The final inoculum was ~ 106
CFU/mi. Multiples {1 -32 x MIC} of cach antimicrobial’'s MICs for the
test organisms were added to the cultures.

Resuits: In the absence of serum, Faropenem and amoxicillin were
comparably bactericidal against the penicillin-susceptible test strains,
while agamst penicillin-resistant strains, Faropenem exhibited
significantly greater bactericidal efficacy throughout the range of test
concentrations. In the presence of serum, bactericidal effects of both
Faropenemn and amoxicillin were reduced, however, the rate of
reduction was not significantly different despite the higher protein
binding capacity of Faropenem relative to arnoxiciilin.

Conciusions: Despite the differences between Faropenem and
amoxicillin 10 protein binding, the addition of serum affected the
activity of both drugs similarly.

In vitro activity of Faropenem against 384 genetically characterised
Moraxella catarrhalis isolates and 340 isolates of antibiotic resistant
Strepiococeus preamonize  P19.054

Schmitz FJ, Boos M, Mayer 3, Fluit AC. [nsrinit fiir Med
Mikrobiologie, Dusseldorf, Germuny

Background: Given the increasing prevalence of antibiotic-resistant
pathogens, the in vitro activity of Faropenem, a novel broad spectrum
antimicrobial, was determined against P-lactamase producing
Moraxella catarrhalis and multiply antibiotic resistant Srreplococcus
preumioniae isolates.

Methods: Using NCCLS microbroth dilution methodology, the
activity of Faropenem was compared with 26 oral andjor parenteral
antimicrobial agents against recent European clinical isolates. The
following genetically characterised isolates were tested: M. catarrhialis
{n = 3B4; B-lactamase production: BRO-1,n = 362; BRO-2,n=22)and
8. preumoniae (n = 340; erythromycin- and clindamycin-resistant
{ermB-phenotype, 1 = 166), only erythromycin-resistant {mefE-pheno-
type, n = 66), tetracycline-resistant (ietM-phenotype, 7 = 290), levofl-
oxacin (LEV)-resistant (gyrA and parC matations, combined with
efflux activity via pmr, #= 10}, and trimethoprim-sulfamethoxazole
(TMP/SMX)-resistant (sulA mutations, 1 = 34)).

Results: Faropenem exhibited excellent activity is depicted in the
table given below.

Cenclusions: Faropenem was one of the most potent agents tested,
and, therefore, warrants further investigation as a therapeutic opiion
for adult and pediatric respiratory tract infections caused by susceptible
pathogens.

In mg/l:

MIC50 MIC90 Range

M. catarrhalis

BRO-1.0.125 1 0004 1

BRO-2 0.125 0.25 0.0075 0.5

8. preumoniae

ermB-phenotype 0.06 0.25 0.0075 0.5
melE-phenotype 0.015 0.125 0.004 0.5
tetM-phenotype 0.015 0.25 0.004 0.5
LEV-resistant 0.06 0.25 0.0075 0.5
TMP/SMX-resistant 0.015 0.125 0.004 0.5

S89

Study of the sensitivity of Nocardia brasiliensis strains to several drugs,
including the novel oxazolidinone PNU-100766  P19.055

Vera-Cabrera LY, Gomez-Flores AG, Escalante-Fuentes WE, Weish
Q. Hospital Universitario, Monterrey, Mexico

The treatment of mycetoma by Necardia brsifiensis 1s mainly based
an the use of sulfonamides;more recently Welsh et al. have intro-
duced the use of amikacin in severe cases of mycetoma. The treat-
ment in both cases is difficult due to the development of secondary
effects produced by the drugs or the development of resistance to the
antimicrobials. Given these inconveniances, we have been engaged in
studies looking for better aliernatives to treat this infection. In order
to do so, we determined the sensitivity of 30 ¥, brasiliensis strains to
44 antimicrobials by the disk diffusion method, and corraborate the
resitlts with broth microdilution assays, We observed that some
antimicrebials have effect over most of the strains, ¢.g. amikacin,
gentamycin, isepamycin, netilmicin, tobramycin, mynociclin, amoxi-
cillinclavulanate, piperacillin-tazobactam, nitroxolin #nd spyramicin,
We also assayed a novel oxazolidinene, the compound PNU 100766.
This drug was gquiet active against all the N. &rasiliensis strains tested,
with an MIC%) of 2 pug/ml. We conclude that there exist other drugs,
than those used in the conventional treatment, that are active against
N. brasiliensis and that can be used to treat this infection.

Emergence of resistance in respiratory pathogens against Faropenem in
comparison te amoxicillin  # 61617; clavulanate, cefuroxime and
clarithromycin -~ P19.056

Schubert S, Ullmann U, DalhofT A. Klinikwn der Christiun-Albrechis-
University, Strabe, Germany

Objectives: To compare the spontaneous emergence of resistance in
Streprococcus  preumoniae  and  Moraxella  catarrhalis  against
Faropenem to comparator drugs designed for oral therapy of respira-
tory infections.

Merhods: Resistant vapiants were elicited by spreading an inoculum
of 107-108 CFU/ml over BHI agar plates supplemented with 5%
bovine blood and test drug: Faropenem (FAR), amoxicillin (AMX),
amoxicillinclavulanate (AMC). cefuroxime (CFX) or clarithromycin
(CLA) at 2 x MIC for each test organism [strains of S. preumoniae
(n=0)and M. catarrhiaiis (n = 3)]. Following overnight incubation at
37 °C. the number of colonies growing on the drug-containing plates
was counted. The frequency of resistant variants was calculated as the
ratio of resistant variants arising after overnight incubation te the
number of CFU originally inoculated.

Resulis: Exposure of the indicator organisms, S. prewmonize and
M. catarrhalis, resvlted the resistance mutation frequencies as shown
in the table below.

Conciusions: QOverall. the spontaneous emergence of drug resistance
against Faropenem was similar to comparator drugs, but for certain
strains, comparator drug-mduced resistance mutations up to 1000-
fold more frequently than Faropenem.

Pi9.054
Strains FAR AMX AMC CFX CLA
$. Prewmnoniae bdx 10 "4x 1078 1.4x107%-1.3x10"% 2x1i0 S7x10-° 1L5% 10~ "-6x10-* Tx10-¥93x 04
3.5x1078.12x107%  [.5x 10771077 33x10-5 11 x107% 34x10"744x10"%

M. catarrhalis 11 x 10-%-8 x 10-¢

P19.036
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In Vitro Activity of PNU-100766 (Linczolid), a New Oxazolidinonce
Antimicrobial, against Nocardia brasiliensis
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The in vitro activity of a novel oxazolidinone, linezolid, was studied by comparing the activity of linezolid with
those of amikacin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and amoxicillin-clavolanic acid against 25 sirains of
Nocardia brasifiensis isolated from patients with mycetoma. All N. brasiliensis sirains tesied were sensitive 1o
linezolid (MIC at which 0% of strains are inhibited [MI1C,,], 2 pp/ml; MIC,, 1 pg/ml). This amtimicrobial
might constitute 8 good alternative for treatment of uctinomycetoma.

Mycetoma is a localized but progressive infectious disease of
the skin, subcutaneous tissues, bone, and adjacent organs that
is characterized by firm tumefaction of the affected site, nod-
ules, abscesses, and sinuses that drain pus contairing grains or
granules (15). This infection is produced by a wide varicty of
etiologic agents, which can be either bacteria or fungi (13},
Worldwide, about 60% ol the mycetoma cases are caused by
aerobic actinomycetes, but in Mexico, 98% of the cases are
caused by bacteria and only 2% are cavsed by 1rue fungi (6).
The infecting microorganisms can be introduced through the
skin by minor travma, such as that inflicied by o thorn or
splinter contaminated with soil containing the etiologic agent.
The causative agents of myceloma vary from region to region.
In Mexico, 86% of the cases are caused by Nocardia hrasiliensis
and the remainder are caused by Actinontadura madurac and
other actinomycetes {6}. Sulfenamides, particularly sulfame-
thoxazole combined with trimethoprim (SXT), are the treat-
ment of chaice for actinomycetoma (14). One of the disadvan-
tages of this therapeutic scheme is that sulfonamides must be
given for several months, even vears, and achieve only a 70%
cure rate. In 1987, a therapy for disseminated or hard-to-treat
cases of actinomycetoma that consisted of amikacin alone or in
combination with SXT was described {13). By this therapeutic
scheme with this combination of antimicrobials, a higher cure
rate was obtained in a shorter period of time than when SXT
was used.

In the past 15 years. in our dermatology service, the combi-
nation of amikacin and SXT has been the therapy of choice for
severe cases of mycetoma or those cases recaleitrant 1o SXT
treatment. However, in isolated cases cure was nol always
obtained due to the development of resistance 10 this thera-
peuatic regimen or to the production of secondary effects
caused by the amikacin treatment, such as mild ototoxicity or
nephrotoxicity. which required the cessation of treatrment {14},
Therefore, we have considered it necessary 10 evaluate the in
vitro and in vivo activities of other antimicrobials against A.

* Corresponding author, Muiling address: Servicio de Dermatologiy,
Hospital Universilario. Madero v Gonzalitos, Colonia Mitras Centro,
C.P. 4460, Monlerrey, N.L., México. Phone: (528) 348 U3 83, Fux:
(328) 348 44 07, L-mail: owelshir yahoo.com.
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brasifiensis in order to obiain belter therape stic alternatives {or
the treatment of actinomyceloma.

Linezolid belongs to the oxazolidinone class of synthetic
antibacterial agents that act by inhibiting the process of buc-
terial protein synthesis by 2 novel mechamism (4, 10). In con-
trast to oilicr inhibitors of protein synthesis, the oxazolidinones
act eariy in translation by preventing the formation of o func-
tional initiation complex (10), Therefore, the possibilities of
observing cross-resistance with other drugs are minimal. This
drug has a very wide antimicrobial spectrum including van-
comicin-resistant Errcrocpccus faccalis and Enterococcus fae-
cirm. methicillin-resistant Stapfiococcis aurens anaerobes,
mycobacteria, and other gram-paositive micrporganisms (1, 2, 3,
5, 8.9, 16). Since Nocardia and Mycobacterium are phyloge-
netically related organisms, it is possible that linezotid is also
effective against Nocardia. In order o analyze this possibility.
we decided to evaluate the in vitro activity of linezolid apainst
25 clinical isolates of M. brasifiensis obtained from patients with
actinomycetoma in vur dermatological clinic and to compare
its antibacterial activity with those of other antimicrobials that
have been used for the treatment of this disease, such as SXT,
amikacin. and amoxicillin-clavuianic acid.

Linezolid was obtained from s manufacturer (Pharmacia
and Upjohn, Kalamazoo, Mich.}; SXT and amikacin were ob-
tained from Sigma Chemical Co. (St. Lours, Mo.), and amoxi-
cillin-clavulamie acid was obtained from commercial sourees.

The broth microdilution method that we uscd has been
deseribed before (12). Briefly, we used [resh cotonics on Sab-
ouraud agar (7 days 0ld) to prepare the inoculum. Since M.
Brasiliensis grows as « firm myeelial mass (11), we prepared a
celivlar suspension by placing a couple of Joopfuls of the bac-
terial culture in a plass test tube and ground the baclerial
culture 10 suspead part of the hacterial mass. The ground
colonies were suspended in 1 mi of saline solution and were
diluted with cation-adjusted Mueller-Hmton broth until the
turbidity maiched that of a 0.5 McFartand standard. This sus-
pension was diluted to abtain a solution with a final concen-
tration of 1 % 10¢ to 5 X 10° CFU per well in 0.1 ml. This
solution was added to microplate wells {Microtest Praimaria:
Becton ihckinson and Co., Frankhn Lakes, N3 conlinning an
equil volume of broth with serial dilutions of the drugs 10 be
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TABLE 1. Activities of hincsold and othar antumicrabait apents
against chincal molales of A frasdiennas

MIC (g mly
Antimicrobial agent

Range RILP i<
Linezolid LS540y | h
SXT 115,62 19t 95405 9.5/0.5
Amikacin 02540 2 E]
Amoxicillin-clavulanic acid 1-32 2 4

2 50% and 0%, MICs at whucl 50 and ¥ of the & proviienap sivains age
inhibited, respectively.

tested. As a growth control we inoculated in the same way a
well containing cation-adjusted Mueller Hinton broth without
drug. After 3 days of incubation at 35°C, the plates were read
and the MIC was determiined as the lowest concentration of
drug that totally inhibited nncardial growth. For the sulfon-
amides, we considered the MiC (o be the lowest concentration
that inhibited 80% of the growth compared with the amount of
growth in the control well. As external controls we used Esch-
erichia coli ATCC 25922 and 8. gureus ATCC 29213, Linezolid,
amikacin, and amoxicillin-clavulanic acid (Augmentin) were
tested at concentrations of 64 to 0,25 pp/ml according (o the
guidelines of the National Committec for Clinical Laboratory
Standards {7). The combination of trimethoprim and sulfame-
thoxazole (ratio, 1:20) was tested at concentralions ranging
from 76/4 to 0.29/0.015 pp/ml.

The MICs of linezolid and the other antimicrobial agents
tested for the 25 clinical isolates of N. brasiltensis tested are
summarized in Table 1. Linezalid demonstrated in vitro activ-
ity against all jsolates tested (MICs, <4 pg/ml). The activity of
linezolid was comparable to those of SXT and amikacin, which
are, to date, the best therapeutic choices for the treatment of
actinomycetoma. The combination of amoxicillin-clavulanic
acid was active, although the MIC was above 4 wg/ml tor 4% of
the strains tested.

It appears that the primary activity of linezolid is against
gram-positive microorganisms, but it has a broad spectrum of
activity, with activity against staphylococci, entlerococcd, strep-
tococci, and sorie aclinomycetes (3, 2, 8, 9). Qur results sup-
port the fact that this drug is quite active against all the A
brastliensis isolates tested. Although we have evaluated other
drugs in vitro, they have not heen as active as linezolid against
all the strains tested (data not shown). On the other hand.
linezolid had homogeneous antibacterial activity against 100%

ANTIMIC RO AGENTS UHEMOTIY |

of the N hrndhenay molates tested. Given the in vitro resulis
desenbed here, hmesolid could be an exeellent drug for the
trestment ot patients with actinomycetoma.

We achnowledge 1he suppornt of the National Council Tor Science
and Technologs (CONACY [) (grant 3ID15-M).
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In Mexico mycetomas are mostly produced by Nocardia brasiliensis, which can be isolated from about 86% of
cases. In the present work, we determined the sensitivities of 30 N. brayiliensis strains isolaled from patients
with mycetoma to several groups of antimicrohials. As v lirst screening step we carried out disk diffusion assays
with 44 antimicrobials, including aminoglycosides, cephalosporins, penicillins, guinolones, macrolides, and
some others. In these assays we observed that some anlimicrobials bave an effect on more than 66% of the
strains: linczolid, amikacin, gentamiicin, isepamicin, netilmicin, tobramycin, minocycline, amoxicillin-clavu-
lanic acid, piperacillin-tazobactam, nitroxolin, and spiramycin. Drug activity was confirmed quantitatively by
the broth microdilution method. Amoxicillin-clavulanic acid, linezolid, and amikacin, which have been used to
treat patients, were tested in an experimental model of mycetoma in BALB/¢ mice in order 1o validate the in
vitro results, Linezolid showed the highest activity in vivo, followed by {he combination amoxicillin-clavulanic

acid and amikacin.

Mycetoma is an important cause of dermatological consul-
tation in many tropical and subtropical countries (17}, Therapy
for mycetoma caused by Nocurdia brasiliensis has traditionally
been based on the use of sulfonamides, such as dapsone, DDS,
sulfamethoxypyridazine, and sulfadoxine (10, 11, 15, 16, 37).
Streptomyein in combination with dapsone or trimethoprim-
sulfamethoxazole (SX'17} has also been used to treat paticnts
with actinomycetomnas, particularty those cases produced by
Strepromyces somaliensis (19), with a cure rate of about 63.2%.
More recently, the use of SXT for the treaument of actinomy-
cetoma has been reported (18, 25, 36). In our dermatology
clinic we have used the combination amikacin-5XT to treat
severe cases of mycetoma or those cases involving subjacent
organs and have obtained a curc rate of about 95% (36. O.
Welsh, and L. Vera-Cahrera, Abstr. 15th Cong. Int. Soc. Hum.
Anim. Mycol., abstr. 354, 2003). However, in many cases the
use of these drugs may run the risk of development of bacterial
resistance or side effects (21, 37); therefore, it is jmportant 1o
assay other drugs in order to select more potent, less Loxic
antimicrobials.

Comnsidering this background, we have begun to evalvale in
vitro and with an cxperimental murine mode! the activitics of
alternative antimicrobials for the treatment of actinomycctoma
caused by N, brasiltensis.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms. In this work, we used 30 strains of N, brusifensis isolated
from patients with mycetoma referred 10 our clinical dermaiology depariment.
Since a subtaxon of N, Brasifiensis, N. pseudohrasifiensis, has recently been de-
scribed, we look care 10 inciude only N brasiiensis sensu steicto strains in this
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study. The stramns were dentified by conventional biochemical tests (22, and
therr identilies were confirmed by DNA scquencing of a regon located beiween
nucicotides 70 and 334 of the N brastiensis 168 RNA gence (Genlank accussion
number Z36Y33). Thy [ragment was amphficd with primers NOC-2 (37 ACG
GGT GAG TAA CAC GG und NOC-4 (3-AGT CFG GG CG1 Gl
TCA GTC-37), which are specfic for sequences Incated @ conserved arcs,
although DNA sequencing of some internal regions alkywed us to diffcrentiate
mosl of the Nocardia species.

The sirais were grown on Sabouraud dexirose agar for 7 10 10 days, and «
suspension of each steain was made in 20% skim milk, These bacierial suspen-
sions consliluted our stack cultures, which were kept at —70°C in cryoviads until
use,

Disk diffusion method. The N. brasiiensis strains were prown on Sabouraud
agar for 7 duys at 30PC, and several colony fragments werg ransferred 16 a sterile
test tube. The baclerial mass was ground with a glass stick. and approximatety 2
ml of saline solution was thea added. The suspension was centrifuged at 160 >
g far 10 mun; and the turbidity of the supernalanl, which mainly comaincd shert
frapments and nocardial cells. was adjusted 10 that of the 0.5 Mclarland stan-
dard. One milliliter of this suspensinn was added to a 150-mm petri dish with
Mucller-Hinton agar supplemented with 5% bloed agar. After the plale surflace
was dry, paper disks containing the antimicrobials were placed on it, and the
plates were incubated al 37°C for 3 days. The nhibstion zone damcters were
measured at the end of this incubation perivd. Fine grawth or haze was ignored
when the readings were made, The interprelation was based op he NCULS
guidelines for pram-posilive arganisms, since 1there are no approved NCCLS
purdelines (or Nocardia. The following antimicrabials were used in his seudy:
amikacin (M) wp). amoxicillin-clavulanic acid {20010 pgeh ampreillin (10 ug),
carbenicilhin (100 pp), ceftanidime (30 ), imipenem (10 pwg), ceftriaxone {30
we) netilmnein (30 pg). ticaraillin-clavulanate (7510 pp) SXT {1.2523.75 pp),
erythromyein (15 pp). ciprofloascin (5 pg), and teiracychine (31 pg) were puor-
chased from Becton Dickinson [Cockewswille, Md.} Aztreonam (3 pg), cofa-
mandofe (30 pgh cclotiam (30 pph cclpirome (30 gl cefsulocdm {30 pgp).
celliofur {31 wp), enoxacin {10 wp), gentamicin (16 wg). isepamicia (30 ug).
kanamycin (M} pg). moxalactam (30 pg). amdmocillin (10 pg), minocyching (34
gl milroxalin 20 ), olloxacn (10 pg), exoline acid (10 pg), pefloxacm (5 pg),
pipemidic acid (20 pg), mperacillin-tazobactam (1INTG wg), pristmamyein (15
pg), spectnomyven (100 pp), sparamycin {10 pp), streplomyan (10 pg), tewco
plansn (30 pg), tobramycin (1) pg). and virginiamyan (15 pg) were ohlamned
from Sanch Dugnostics Pastewr {Marnes-la-Coguetic, Franee). Levofloxacin (5
ued and cefepme (30 pp) deks were obtiuncd fromn Productos Binlogages de
Maawa, S.A (Mexico Ciry, Mexico) Linezolid was kindly donated by Pluirmiacia
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FIG. 1. Production of myceloma lesions in infected BALBA muce stier 90 days of inoculation. Lefl photo, s mouse with no lesions; right photo,

a mouse with a 4+ lesion.

Upjohn (Kalamazoo, Mich.}, and disks containiag 30 pp of the drug were pre-
pared in-house.

Broth microdilution method. Amikacin, amoxicdiin, geatamcin, nehlmicn,
spiramycin, trimethoprim, sulfamethoxazole, whramyen, carbenicilling manocy-
cline, and nitroxolin were purchased from Sigma Chemical Products (51 Louns,
Mo.). Isepamicin was obtaincd from Schering-Plough (Mexico City, Mexin).
Premade amoxicillin-clavulanic acid (2:1: Augmentin} plates Tor MIC determi-
nations were obtained from Dade Micrascan (West Sacramento, Calif.). The
linezolid MICs for the M. brasiticnsis isolates included in this study have heen
reported elsewhere and therefore were not delermined in the present wark (300,

The broth microdilution method 1hal we used has been deseribed before (6, 7,
30%. Briefly, we used fresh colonies on Sabovraud agar {7 davs 0ld} to prepare the
inoculum. The bacterial suspension wis diluied 10 oblain a solution with a final
concentration of 1 X 10° to § = 10 CFU per well in 0.1 ml This sodution was
added to microplate wells (Microtest Primaria, Bectan Dickinson amd Ca.,
Franklin Lakes, N.J.) containing an equal volume of broth and serial dilutions of
the drugs to be tested. As a growth control we inoculated in the same way a well
containing cation-adjusied Mueffer-Hinton broth without drug. Afier 3 days of
incubation at 35°C, the plates were read and the MIC was determined s the
lowest conceritation of drug thar 1o1ally imhibiled nocardial growth, For the
sulfonamides we considered the MIC 1o be the Inwest conceniration that inhib-
ited B0% of the growth compared wilth the growth in the control well. We used
Escherichia colf ATOC 25922 and Stuphviococcus aurens ATCC 29213 as external
contrals. All the antimicrobials except SXT were tested al concentrations of (.25
to 64 pgml. The combination of trimethoprim and sulfamnclhoxazole (which
were used at a ratio of 1:20) was lusted al concenrirations ranging fram 0.3/41.015
to 152/8 pg/ml.

Combination assays. We used a previously described (8) checkerbaard
method to determine the eflects of the combinalions of two drugs un N brasi.
iensis,. Briefly, the drugs (o he tesied were diluted twoleld from column 1w
column 10 of each microplate well. Twofold dilutiens of drup B were then added
to rows 1 to 8 and the wells were inoculated with 10 pl of the inoculum (1 = 10°
ta 5 ¥ 10* CFU per well). The plaies were incubated at 35°C for 3 days. fn order
to better visualize the presence of growtls. Alamar blue was added w the plates.
The fractional inhibitory concentrations of each combination were Ihen calcu-
taled.

Experimental therapy for mycetoms cansed by N, brasiffensis in BALB/c mice,
Experimental mycetoma was produced by injecting 20 mg (wel weigh) of a &
brasifiensis suspension inta the left hind foatpad of female HAL T3 mice fage. &
1o B weeks) {12). The mice were divided into groaps of 15 ammals cach, and |
week lkater, the drugs were administered subculaneously al a dose of 25 mp'hp of
body weight twice a day for 4 weeks. A contral group of animals was moculated
with saline soluion,

Ninety days alter inoculation the mycetoma lesions were scored from hpo 4+,
depending on the level of development of the mycctoma lesons, from the
presence of minimal or no inflammation lo the cxtensive formabon of abseesses,
respeciively {Fig, 13,

Statlstical snalysis. The analyws of vanance {ANQOVA) test was applied to
determine significant differences among the experimental groups.

RESULTS

Disk diffusion method. A total of 44 antimicrobials belong-
ing to different chemical groups were tested {Table 1). All
aminoglycosides with the exception of karamycin and strepto-
mycin werc active against 100% of the strains; kanamycin and
streptomycin were aclive apainst less than 5% of the strains,
Minocycline was also very active (93%), while tetracycline
showed a low level of activity (38%). Beta-lactams did not
show pood activities against the N. brasiliensis strains unless
they were combined with bela-lactamase inhibitors, in which
case a significant increase in activity was observed, particularly
when the combination of amoxicillin and clavulanic acid was
used. As expected, SXT was active against most of the strains.
Twa other compounds. nitroxolin and spiramyein, were active
against more than 60% of the strains. Antimicrobials in the
cephalosparin, macrotide, carbapenem, and guinolone groups
had no activity or only low levels of actlivity against the N
brasiliensis strains iested.

Linezolid is known to be highly active against N. brasiiensis
(7. 3. We included this drug in the disk diffusion assays
because the inhibition zone diameters achieved with this drug
have not yet been reported. All the sirains tested were sensitive
to linczohd (MIC at which Y0% of strains tested are inhibited
[MICy], 2 pg/ml; MIC,,. 1 pg/mi) (30) and showed large
inhibition zonc diameters (range, 30 to 42 mm; mean * stap-
dard deviation. 37 mmj}.

Broth microdilution method. Antimicrobials with activities
against more than 60% of the strains tested were assayed by
the broth microdilution method (Table 2). The MICs of ami-
kacin, gentamicin, amoxicillinclavulanic acid, and SXT were
under the breakpoints established for Nocaerdia spp. for all the
N. brasilicasiy sirains tested (6. 24). Although the breakpuoines
{or iscpamicin and nctilmicin for Nocardia have not yet been
established, the MICs of the two drugs for the N. brasiliensis
strains were under the hreakpoini for amikacin and the strains
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TABLE 1. Suscepiibilitics of 1he A Brandic s slfatin 10 seserial
antimicrobials deteruned by ik dilliem assans

Antimicrolual

fo Suscetible

More active drugs

Aminoglycosides
AMIKACIH 1o s e PR 111}
Gentamicin ... ... ... . S 11 4}
Isepamicin .. e 11
NetilmICIN. e e e MY
Tobramycin ..o e PR 1|}
Tetracyclines {minocycliney ... ... ... .. .. . Y3
Beta-lactams
Amoxicillin-clavulanate ... ... Y
Piperacillin-tazobaciam - TR - 1
Ticarcillin-Clavulanate.. ... o . 45
Quinelins (nitroxolin) ..o, S e 73
Sulfonamides (SXT) .....c.coiicmmrioeeemese i e K3
Oxazolidinones (linezolid) ......_. e e 1K}
Less active drugs
Aminoglycosides2
SLreplOmMYCin ..o, e, e i
KanamyCin ... 4
Aminocyclitols (Spectinomycing ... voecrcvrcnnconnneee H)
Penicillins
Ampicillin... n
Carbenicillin.. 34
Mecillinam ]
Cephalosporins
Cefotaxim et et rep e e res 4D
Ceftiofur..... . 21
Cefpirome 17
Cefepime 17
Cefiriaxone ... 10
Cefamandole. 34
Cefotiam........ 34
Ceftazidime a
Cefsulodin.. i
Latamoxef ........... 10
Glycopeptides (1€iCOplaniny ..o, &
Macrolides
Spiramycin .........
Erythromyaoin ...
Carbapenems
Imipenem ...

Agtreanam ...

Quinolones
Levolloxacin
Ofloxacin
Ciprofloxacin
Enoxucin.............
PelONACTN cooreret et e et e .0

Streptograming
Yirginiamycin ...
Pristinamycin

As il R AG)NTs Clieme o

TABEY 2 Achvares of aiinmcrotinl apents agiinst chinical ssolanes
ul N brasdiengy determaned by the brot microdilutien methoad

MIC (ug/ml)

Antacrabial ageni

Banp Sy .1
Amhicm (125 4 2 B
Amuonciiim-chn ulawe acud 1 a2 2 4
Celtnanane 2» bl It el
Oentamscin 125 2 1 2
lsepamicin 111254 0.25 1
Minecycline 1.125-32 1 ®
Netliiem 254 4 4
Nilroxedn 11 4 4
Spiamycin 35 -6d 2 0d
SXT 1.15/0.62 9.5/0.5 8 3415

can probably be considered sensitive w the two drugs. Nitr-
oxolin und spiramycin also showed good activities agamst ihe
clinical isolates.

In our study most of the strains were resistant to cefiriaxone
in the disk diffusion assays: however, since other investigators
have published data supporting the sensitivity of N. brasiliensis
to this cephalosporin (6. 7, 33), we included this drug in the
broth microdilulion assays. The cumulative M1Cs of amonxicil-
lin-clavulanic acid, amikacin, and cefiriaxone for the M. brasil-
iensis isvlates are presented in Fig. 2. When a breakpoint of §
rg/ml for the three antimicrobials was considered (245, ceftri-
axone was the least active of the three, with less than 50% of
the strains being intermediate or resistant 1o this drug.

Assays with drug combinations. Given that combination
therapy seems (o work better for aclinomycetoma, we selected
amikacin, SXT, amoxiciliin-clavulanic acid, and linezolid to
determine the effects of combinations of these drugs on M.
brasiliensis, Table 3 shows thal some of the combinations
tested, particularly amoxicillin-clavulanic acid in combination
with linezolid, had synergistic activities. None of the combina-
tions had a remarkable synergistic cffect against the clinical
solates.

120

100
=
2
£ w0
=y
c
5 w0
134
S
£
]
=]
E 2
e )
(&

[

— ——— |
025 1 4 1 2

Anhimicrobial concenirahon ( pg/mi)

FIG. 2. Sensitivity of N. Brasifiensis 1o amikacin (%) amoniciihn-
clavalanic acid (O}, and ccfiriaxonc (®). The praph shows the cumu-
lative M1Cs of cach drug for the straims. The breakpoints for these
three drugs are represented by a doticd verticai hne.



VoL. 48, 2004

TABLE 3. Effects of combunatioms ol sevetal thigs on e M-
ton N drastfiens solaley!

Noo ol aommals wg whidh the dbrug
winmbianon ad 1he
tollows g ellect

st Adddiune Antsgomsin

Antimicrobial cambnn.on

Amikacin-SXT 4 7 0]
Amoxicillin-clavulanic acid-SX1 7 4 {1
Linezolid-SXT 7 4 3]
Linezolid-amoxicithin-clavubanic acid Y N 1]

° A total of 11 mice were tested

Effects of the drugs on the natural course of N. brasiliensiy
mycetoma in BALB/c mice. By the methodology used to infect
the animals, mycetonma lesions appeared as cariy as | month
after the initial inoculation. We monitored the infections for
up to 9 months and observed that after 90 days (data not
shown) the mycetoma lesions that had formed did not heal
spontaneously; on the contrary, they coatinued to grow and
formed very large, deforming mycetomas.

The results of the study of the effects of 4 weeks of therapy
on the development of mycetoma in BALB/c mice are shown
in Table 4. We observed the production of 4+ Iesions in 9 of
15 animals injected with saline solution. Oniy two animals in
the group treated with linezolid had 4+ lesions. When the
results were analyzed by the ANOVA test (Fip. 3). the results
for the group treated with linezolid were significantly different
from those for the control group. The results for the animals
treated with amikacin and amoxicillin-clavulanate were inter-
mediate.

DISCUSSION

Many in vitro studies of the sensitivities of Necardia 1o
antimicrobials have been reported; however, in most of them
the investigators have used M. asteroides or other Neocardia
species as the test organism or have included few (n < 20) N,
brasifiensis strains (2, 3, 4, 5, 29, 31, 34, 35). In the present work
we studied the sensitivities of local N. brasiliensis strains {0 a
wide range of antimicrobials. We obscrved that the strains
were particularly sensitive 10 aminoglycosides, including the
recently developed aminaglycoside isepamicin. In our 20 years
of experience in treating mycetoma with the combination ami-
kacin-SXT, most of the N, brasilicnsis actinomyceloma cases

TABLE 4, Effects of the aptimicrobials on the natural course of
N. Brastfienses infection in BALBf«c mice

Nu. of animals”

Degree of

infection Saline Linczolid Amoxicillin-clavulanic Amikacin
solution (25 mpfkg) agid (25 mpfkype) (25 mpkg)

4+ 9 2 3 5

3+ 1 1] 0 3

2+ 0 i 2 1

1+ 2 2 2 1

* i 4 K] ]

Nepative 3 7 5 s

*The numbers of ammals with the indicated degree of infection in cach
Irealment group.

AUTINTEIES 0 ANTINIG ROBLAES ACVNST N BRASILIENSIS 83

Buve Been sensitive Lo thes combinabion therapy: one patienl.
homvever. was sucoesstolly srcated with netimicin (Welsh and
Vera Cabrery Absie Isth Cong. lab Soc. Hum, Anim. My-
col) Sisomuaa and neulmien are structarally different from
the rest of the aminoglvcosides; therefore, the existence of
cross-resistanee between amikacin and netilmicin is less prob-
alle, which correbates with this dlinical observation. No athol
aminoglycosides hine been used in chimcal trials, but because
of the gl deprees of sensitivity ol the N, brasiliensis struns (o
these apents, these antinticrobials, particelarly the less loxic
compoeunds, such as sepamicin and arbekacin, could poten-
tially be msctul dor the treatment of aclinomycetoma (210,

The heta-lactams were poorly active in our study; one of the
penicilling 1esied, carbenicillin, was active against only 3.4% ot
the N brasdiensis climical isolates. In contrast, Wallace ct al.
{32), who alse used the disk diffusion technique, found thal
0% of the V. brasifiensts strains 1ested (n = 29) were sensi-
tive {anhibition halo, more than 16 mm). Under our conditions
(curbenicillin disk of LW pwg), 16 strains Jid not produce any
inhiibition zone al all, and only 5 strains showed an inhibition
zone of more than 16 mm. These results were confirmed with
our quality control strains, &£, cofil ATCC 25922 and Staphylo-
coccus awreas ATCC 29213, and sugpest the exisience of dif-
ferences in the sensitivities of N, brasiliensis strains to the
antimicrobials, depending on the geographical source. Differ-
ences in sensitivity results for cefotaxime and cefiriaxone be-
tween our Study and previous studies were also found. These
drugs have been reported to be active against J00% of the N.
brastliensis strains tested (6, 20, 33); however, in the present
work these drups did not have remarkable activitics, and in the
case of ceftriaxone, more than 50% of the strains were inler-
mediate or resistant by the broth microdilution method. Cefo-
taxime was of particular interest: 37% of 1he strains tested
(data not shown) presented no inhibition halo in the disk
diffusion assays. while the rest of the isolates presented large
zoncs of inhibition {range, 11 te 52 mm; meamn, 23.6 mm). It is
possible that the species N. brasiliensis contains subspecies, as
has been demonstrated before jor the species formerly known
as the N. asteroides complex (38), although this possibility was
not studicd further.

Increases In sensitivily were observed when beta-lactams
were lested in combination with a beta-lactamase inhibitor,
particularly with the combination amoxicillin-clavuianic acid.
This in vitro finding has been reported previously {33}, and on
the basis of these data, amoxicillin-clavulanic acid has success-
fully been used as treatment for a few cases of cutancous M.
Brasificnsis infection (9, 26, 39). However, more extensive clin-
ical trials should be carrted out since the combination amoxi-
cillin-clavulanic acid is not active in vitro against 100% of
strains, and sccondary resistance has scldom been reported (o
occur (28).

Nitroxalin and spiramycin, two drugs not previously tested
against Nocardia, were active against more than 66% of the
strains by the disk diffusion method, and the MICs of both
drugs by the broth microdilution method were excellent, These
findings make these agents good candidates for testing in an
animal madel in order to determine their uscfulness in vivo.

Quinolones such as ciprofloxacin, cnoxacin, offoxacin, and
petioxacin did not show any significant activity against the N,
brasifiensis isolates. These drugs have been reported 1o be
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FIG. 3. Analysis of the resulls for the animal model by (he ANOVA 1est. The intervals shown are based on the least significant difference
obtained by the Fisher method. The following treatments are represented on the x axis: 1, saline solution; 2, linezolid, 25 mg/kg: 3, amoxicillin-

clavulanic acid, 25 mg/kg: and 4, amikacin, 25 mg/kg.

particularly active against gram-negative microorganisms (1,
13), and quinolones have traditionally been known Lo be poorly
active against N. brasilicnsis. New quinolones. such as gatifloxa-
cin, moxifloxacin, and BMS-284756, have shown more prom-
ising activities (29; L. Vera-Cabrera, E. Gonzdlez, S. . Choi,
and ). Welsh, submitted for publication}.

Teicoplanin, a relativety new glycopeptide, showed very poor
activity against the N. brasiliensis isolaies. These results con-
firm a previous obscrvation of the sensitivitics of several No-
cardia species to this agent (14).

The results of the present study show thal other antimicro-
bials may be useful for the treatment of M. brasiliensis infec-
tions. Although in vitro activity is strongly indicative of in vivo
activity, as has been demonstrated in the case of amoxicillin-
clavulanic acid, amikacin, and SXT, it is necessary 10 confirm
the potential clinicat use of any of these drugs with animal
studfes. In our in vivo ciperiments with the murine mycetama
model, we observed that amikacin had very low levels of ac-
tivity against the development of lesions. Although this drug
has been shown to be active against N. brasiliensis in in vitro
assays and in patients, it is possible that the drug did not work
in mice becausc it is metabolized very rapidly and doecs not
reach levels in plasma or infected tissue sufficient to inhibit
nocardial growth. It would be important 1o determine the
pharmacokinetics of amikacin or any other drug tested in
plasma or tissue in this BALB/c mouse model before its effect
on the natural course of infection is studied.

As oppoesed to amikacin, linczolid produced good resulis in
the experimental modei, and the results obtained with lingzolid
were even better than those obtatncd with the combination of
amoxicillin and clavulanic acid, which has becn demonstrated
to be active against human N. brastliensis infections, Swudies of
the pharmacokinetics of linczolid at u dose of 5 mg/kg in micu
have resulted in a half-life of 0.63 h and & maximum concen-
tration in seruom of 519 mg/ml (1. 1. Lec, 1. H. Kim. 5. H. Chei,

W. B. Im, and 1. K. Rhee, Abstr. 42nd Intersci. Conf. Antimi-
crob, Agents Chemother., abstr. F-1315, 2002). These condi-
tions seem 10 be enough 1o stop the production of lesions in the
mouse footpad. Linezolid administered at a dose of 600 mg 1o
humans has a half-life of 5.4 h, a magimuem conceadtration in
serum of 21.2 mg/ml, and a minimum concentration in serum
of 4 pg/mi for about 12 h (27); these findings are promising for
the use of linczolid for the treatment of human infections,
since the levels in scrum rcmain above the MIC for the N
brasiliensis isolates for 12 h, Moylett et al. (23) have reported
on the use of linezolid {600 mg administered twice a day oralty
for 2 months) to treat a patient with cutaneous N. brasiliensis
infecttan that resulted in clinical cure. No other studies on the
clinical use of linezolid for the treatment of N brasiiionsis
infection have been conducted, although on the basis of the
results obtained in the in vitro and mouse model assays, the use
of oxazolidinones Jike linezolid for the treatment of mycetoma
caused by N. brasiliensis scems Lo be promising,
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