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Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE
Bartonella bacilliformis PROCEDENTES DE REGIONES

ENDEMICAS DE LA ENFERMEDAD DE CARRION EN EL PERU

Giovanna Mendoza-Mujica'?, Diana Flores-Leodn'®

RESUMEN

Objetivos. Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana in vitro a cloranfenicol (CHL) y ciprofloxacino (CIP) de cepas de
Bartonella bacilliformis procedentes de areas endémicas de la enfermedad de Carrion (EC) en el Peru, mediante tres
métodos de laboratorio. Materiales y métodos. Se evalud la susceptibilidad antimicrobiana a CHL y CIP de 100 cepas de
Bartonella bacilliformis, los aislamientos procedieron de pacientes de los departamentos de Ancash, Cusco, Cajamarca,
Lima y La Libertad; las cepas se evaluaron mediante: disco difusion, E-Test y dilucién en agar. Resultados. El 26% de las
cepas de Bartonella bacilliformis evaluadas, presentaron resistencia a CIP y 1% a CHL. Se obtuvieron patrones similares de
sensibilidad/resistencia antimicrobiana en los tres métodos utilizados. Conclusiones. Las cepas de Bartonella bacilliformis
circulantes en el Pery, presentan elevados niveles de resistencia in vitro a CIP, por lo que se recomienda ampliar la
investigacion sobre la utilizacion del farmaco en los esquemas de tratamiento de la EC. Los métodos de E-test y disco
difusion resultaron mas convenientes para la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro del microorganismo.

Palabras clave: Bartonella bacilliformis; Ciprofloxacino; Cloranfenicol; Pruebas antimicrobianas de difusién por disco;
Recuento de dilucién agar (fuente: DeCS BIREME).

ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF Bartonella bacilliformis STRAINS FROM

REGIONS ENDEMIC TO BARTONELLOSIS IN PERU

ABSTRACT

Objectives. To evaluate in vitro antimicrobial susceptibility to chloramphenicol (CHL) and ciprofloxacin (CIP) in strains of
Bartonella bacilliformis from areas that are endemic to Bartonellosis in Peru, through three laboratory methods. Materials
and methods. Antimicrobial susceptibility to CHL and CIP from 100 strains of Bartonella bacilliformis isolated in patients
from the regions of Ancash, Cusco, Cajamarca, Lima and La Libertad were evaluated. Strains were evaluated by: disk
diffusion, E-test and agar dilution. Results. 26% of the strains of Bartonella bacilliformis evaluated were resistant to CIP
and 1% to CHL. Similar patterns of antimicrobial sensitivity / resistance were obtained in all three methods. Conclusions.
Bartonella bacilliformis strains circulating in Peru have high levels of in vitro resistance to CIP, so it is advisable to expand
research on the use of drug treatment regimens of the Bartonellosis. The methods of E-test and disk diffusion were the
most suitable for assessment in vitro of antimicrobial susceptibility of the microorganism.

Key words: Bartonella bacilliformis; Ciprofloxacin; Chloramphenicol; Disk diffusion antimicrobial tests; Agar dilution count

(source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Bartonella baciliformis es el agente etiologico de la
enfermedad de Carrion (EC), transmitida por mosquitos
del género Lutzomyia. La EC es endémica de Perq,
Colombia y Ecuador ; paises que tienen como
caracteristica geografica comun la presencia de valles
y quebradas formadas por la cordillera de los Andes,
donde se presentan condiciones optimas de temperatura,
humedad, y altitud, para convertirse en nichos ecoldgicos
del vector M. Numerosos estudios han determinado que

individuos asintomaticos, residentes en areas de alta
endemicidad de la EC sirven como reservorios de la
enfermedad, puesto que hasta el momento la infeccién
no ha sido detectada en especies animales .

Ante la ausencia de reportes de casos de EC en los
paises vecinos los ultimos afios, el Peru es el Unico pais
endémico con reportes en 11 de sus 24 departamentos,
y reemergencia reciente en zonas de extrema pobreza
de Lima, Ancash, La Libertad, Piura y Cusco, lugares
donde actualmente es considerada endémica ©.
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La EC se presenta en dos sindromes clinicos, forma febril
anemizante (fiebre de la Oroya) y forma eruptiva (verruga
peruana). La severidad de la enfermedad depende del
estado inmunoldgico del huésped, algunos pacientes
pueden presentar 100% de eritrocitos infectados, con
anemia severa de consecuencias fatales. Son frecuentes
en los casos graves de la enfermedad, las infecciones
oportunistas sobreagregadas que pueden incrementar los
porcentajes de morbimortalidad. En las areas endémicas
de extrema pobreza, la poblacién mas afectada por la
fase cronica eruptiva es la infantil, quienes presentan
lesiones eruptivas proliferativas en la piel; representando
los principales reservorios de la enfermedad 3.

El Ministerio de Salud del Peru, establecié anos atras
la terapia antimicrobiana para la EC, recomendando
la dosis y tiempo de tratamiento, de acuerdo a la
presentacion clinica, empleando CHL para la forma febril
anemizante y estreptomicina o rifampicina para la forma
eruptiva ®). Debido a reportes de fallas terapéuticas y
bacteremia persistente en pacientes tratados con CHL
en zonas endémicas, se actualizé la guia clinica de
tratamiento, recomendando la utilizacién de quinolonas
de segunda generacion, como CIP para el tratamiento
de la fase aguda de la enfermedad “%). Sin embargo, los
ultimos afos se ha reportado persistencia bacterioldgica
de Bartonella bacilliformis en pacientes tratados con
este farmaco, habiéndose estudiado una cohorte
de 62 pacientes, de los cuales 22,6%, presentaron
cultivos positivos postratamiento, © lo que podria estar
relacionado con diferentes mecanismos por los cuales
el microorganismo genera resistencia a CIP.

Investigaciones desarrolladas han descrito los mecanismos
bacterianos de resistencia a las quinolonas, por mutaciones
o sustituciones de aminoacidos en las sitios diana de las
posiciones Ala91, Asp95 del gen gyrA, y Ala85, Asp89 en
parC; como las producidas en Escherichia coli en Ala83 y
Ala 80, respectivamente. En Bartonella bacilliformis esta car-
acteristica es intrinseca y le confiere resistencia constitutiva
al acido nalidixico (quinolona de primera generacion), por
alteraciones en la hidrofobicidad de las dianas, dificultando
la interaccién del antimicrobiano 9); haciéndose necesario,
como un mecanismo de control y evaluacién de la suscepti-
bilidad antimicrobiana del agente etiolégico de la EC, la im-
plementacion de un sistema de vigilancia de la resistencia
antimicrobiana de Bartonella bacilliformis; con la finalidad
de reajustar los algoritmos terapéuticos 9. Sin embargo,
estas actividades no pueden desarrollarse en laboratorios
cercanos a las areas endémicas, debido a las caracteristi-
cas especiales de este microorganismo para su cultivo,
aislamiento y requerimientos nutricionales, por lo que se
requiere laboratorios especializados para su ejecucion (19,

Los protocolos de métodos de laboratorio para la

determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana
descritos actualmente en las guias internacionales,
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consideran Unicamente otras especies de Bartonella,
puesto que los casos de EC y su agente etioldgico,
Bartonella bacilliformis, actualmente, son reportadas
Unicamente en el Pert. Quiza por ello son pocos los
estudios realizados sobre susceptibilidad antimicrobiana
hasta el momento, que tienen ademas el inconveniente
de haber incluido muy pocas cepas en la evaluacion,
por lo que no expresan la situacion real de la resistencia
antimicrobiana de cepas de Bartonella bacilliformis (314,

Entre los métodos empleados para evaluar la suscepti-
bilidad antimicrobiana de bacterias de dificil crecimiento,
el de disco difusiéon es el mas utilizado, sin embargo, no
permite la evaluacion de Bartonella bacilliformis en condi-
ciones usuales, por ello se requiere la adecuacion del mét-
odo asi como plantear otras alternativas ("". Considerando
estos aspectos, la presente investigacion buscé establecer
la resistencia in vitro de cepas de Bartonella bacilliformis
provenientes de muestras extraidas de pacientes de zonas
endémicas del pais, evaluando la susceptibilidad a CIP y
CHL, mediante métodos de laboratorio especialmente
disefiados para la evaluacion de la susceptibilidad antimi-
crobiana de cepas de Bartonella bacilliformis.

MATERIALES Y METODOS

Se realizdé un estudio transversal, que incluy6 a cien
cepas de Bartonella bacilliformis del cepario del
Area de Bartonelosis del Laboratorio de Referencia
Nacional Metaxénicas Bacterianas, del Instituto
Nacional de Salud-Peru, aisladas de pacientes de
departamentos endémicos, durante junio de 2005 a
diciembre de 2011.

La seleccion de los aislamientos se realizé mediante
un muestreo aleatorio simple de acuerdo con la
disponibilidad de cepas por area endémica, se incluyeron
cepas obtenidas de brotes de la EC: 30 de Huarochiri-
Lima (2005); 20 de Jaén y Chota-Cajamarca (2007); 30
de Quillabamba-Cusco (2008-2009); 15 de Caraz-Ancash
(2011), y 05 de Pataz-La Libertad (2011). Se realiz6 la
evaluacion de la totalidad de aislamientos disponibles de
Ancash, Cajamarca y La Libertad (40 cepas).

La evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana in
vitro de cepas de Bartonella bacilliformis a cloranfenicol
(CHL) vy ciprofloxacino (CIP), se desarroll6 mediante
tres métodos microbioldgicos: Disco difusion, E-Test
y Dilucién en agar, los cuales fueron especialmente
acondicionados para el microorganismo. Como cepas
control se utilizaron cepas referenciales ATCC35685
de Bartonella bacilliformis y 25922 de Escherichia coli.

REACTIVACION DE CEPAS

Se retiraron de la congeladora a -80 °C, cepas
criopreservadas de Bartonella bacilliformis, las cuales
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fueron inoculadas en medio bifasico con la fase solida
agar Columbia(Oxoid), 0,25% de extracto de levadura
(Difco)y 10% de sangre de carnero desfibrinada y RPMI
1640 (Gibco) con L-glutamina y bicarbonato de sodio en
la fase liquida; los frascos inoculados fueron incubados
de 28-30 °C durante 4 a 5 dias, después de los cuales
se realizaron subcultivos en placas de agar sangre
Columbia inoculando 0,5mL de fase liquida a partir de
los cultivos positivos. Las placas fueron incubadas de
28-30 °C durante 3-4 dias, hasta obtener crecimiento
confluente de colonias del microorganismo.

EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD

Preparacion de placas de susceptibilidad para
los métodos de disco difusion y E-test. Para la
evaluacion in vitro de la susceptibilidad antimicrobiana
de las cepas de Bartonella bacilliformis a CHL y CIP,
se modificaron y adecuaron los procedimientos de los
métodos de susceptibilidad, periodos de incubacion y
medio de cultivo a emplear. Para los métodos de disco
difusion y E-test, se prepararon placas de agar Columbia
suplementado con 10% de sangre desfibrinada de
carnero, el volumen dispensado de agar por placa fue de
35 mL, con una altura del medio de 4 mm recomendado
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Preparacion de placas con diluciones del antimicro-
biano. Se realizaron diluciones de los antibidticos (droga
activa) CHL y CIP (®Sigma) en rangos decrecientes de la
concentracion de cada antimicrobiano de 128 — 0,0312-
ug/mL. Cada dilucién del antimicrobiano se homogenizé
en el medio agar sangre Columbia con 10% de sangre de
carnero y fue vertido en placas estériles.

Estandarizacion del inéculo para las técnicas de
disco difusion y E-test. Se realiz6 la estandarizacion
del inéculo bacteriano de Bartonella bacilliformis, a partir
de una placa de subcultivo con crecimiento confluente de
colonias del microorganismo, que fueron suspendidas en
5 mL de solucion salina fisiolégica estéril; ajustandose a
un patron de turbidez de 0,5 de la escala de Mc Farland,
correspondiente a 1,5x108 UFC/mL, e inmediatamente
verificado con un turbidimetro.

Inoculacion de placas para sensibilidad. Se distribuyd
homogéneamente 0,5mL del indculo bacteriano
estandarizado, en la superficie del agar sangre, con
la finalidad de lograr un crecimiento confluente del
microorganismo, una vez incorporado el indculo en
el medio, se colocaron los discos de susceptibilidad y
tiras E-test de ambos antimicrobianos; las placas se
incubaron de 28 a 30 °C por 6 dias.

Inoculacion de placas con diluciones de
antimicrobianos. Se estandarizaron los indculos

bacterianos de cada cepa a escala 0,5 de Mc Farland,
cada inéculo fue diluido a concentracion 1/100, finalmente
400 pL de cada dilucion fue colocada individualmente en
los pozos del replicador de Steers. Con el inoculador
de Steers se dispensaron 10 pL del inéculo bacteriano
sobre la superficie de las placas de agar que contenian
concentraciones crecientes de los antimicrobianos. Se
llevaron las placas a incubacion de 28-30 °C por 6 dias.

Lectura de placas de disco difusién. Se observaron
las placas con luz indirecta y se midi6 cada halo de
inhibicion alrededor de los discos con antimicrobiano:
CIP 5 ug CHL 30 pg (®0xoid), los casos que presentaron
crecimiento hasta el borde del disco se reportaron con el
valor del diametro del disco (6 mm), obtenidos los valores
se reportaron las cepas como sensible o resistente.

Lectura de placas de E-test. Se utilizaron las tiras de
CHL (rango 0,016-256 pg/mL) y CIP (rango: 0,002-32
ug/mL) (®Biomerux) se determind la concentracion
minima inhibitoria (CMI) del antimicrobiano observando
la interfase de la elipse, formada entre el crecimiento
bacteriano y la inhibicién del mismo.

Lectura de placas de dilucion en agar. Cumplidos
los 6 dias de incubacion se observaron con luz directa
las placas inoculadas, se observé el crecimiento en
los puntos de inoculacién, y se determiné las CMI en
la concentracion e identificando las diluciones del
antibidtico, a partir de las cuales se inhibié totalmente el
crecimiento bacteriano,

Determinaciéon de los puntos de corte y zonas de
inhibicion para la susceptibilidad antimicrobiana
de Bartonella bacilliformis. Ante la inexistencia
de puntos de corte establecidos por el CLSI u
otra institucion internacional para Bartonella
bacilliformis, el Laboratorio de Referencia Nacional
de Metaxénicas Bacterianas del Instituto Nacional
de Salud-Peru, siguiendo la metodologia establecida
por la British Society for Antimicrobial Chemotherapy
(BSAC) determind los puntos de corte de ambos
antimicrobianos para los métodos de E-test y dilucion
en agar, considerando la informacién farmacocinética,
obteniendo: CIP (sensible <0,5 pg/mL - resistente: 21
pg/mL) y CHL (sensible: 0,5 pg/mL - resistente: 21
pug/mL) y para el método de disco difusion (sensible =
21mm y resistente < 20mm).

ANALISIS DE DATOS

Seguidamente, el andlisis de los resultados obtenidos en
la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de
cada aislamiento, fue ingresada en el programa STATA
v12.0 para obtener los puntos de corte estadisticamente
establecidos para los dos antimicrobianos. Para
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Figura 1. Grafico de Scatterplot susceptibilidad antimicrobiana
Bartonella bacilliformis. Correlaciéon entre E-Test y dilucion en
agar (ug/mL)
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Figura 2. Grafico de Scatterplot susceptibilidad antimicrobiana
Bartonella bacilliformis. Correlacion entre zonas E-Test y
dilucion en agar (pg/mL)

determinar la correlacion entre la MIC (ug/mL) y el
diametro de la zona de inhibicién del test de disco
difusién de cada antimicrobiano, se aplicé el software
WHONET, utilizando scatterplot graphs (1920,

Mediante la ejecucion de tres métodos de laboratorio
se determiné La frecuencia de cepas de Bartonella
bacilliformis sensibles y resistentes a CHL y CIP, fueron
calculados en porcentajes correspondientes a las areas
endémicas. Para la evaluacion de la asociacién entre la
cepas resistentes y el tratamiento antimicrobiano previo
de los pacientes, se utilizé el coeficiente de correlacion
tetracorica y STATAv12.0.

CONSIDERACIONES ETICAS
Cada cepa evaluada fue codificada con la finalidad de
mantener la confidencialidad de la informacion. El estudio

contd con la aprobacion del Comité de Investigacion y
Etica del Instituto Nacional de Salud-Peru.
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Tabla 1. Susceptibilidad antimicrobiana de Bartonella
bacilliformis

Cepas sensibles Cepas resistentes

E-test
Ciprofloxacino 74 26
Cloranfenicol 99 1
Dilucién en agar
Ciprofloxacino 74 26
Cloranfenicol 99 1
Disco difusion
Ciprofloxacino 74 26
Cloranfenicol 99 1
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Tabla 2. Susceptibilidad antimicrobiana de Bartonella
bacilliformis en areas endémicas de la enfermedad de
Carrién en Peru

Susceptibilidad  CHL (%) CIP (%)

Ancash S T4 (93,3) 11 (73,3
(N= 15) R 167 4 (267)
Cajamarca S 20 (100) 18 (90,0)
(N= 20) R 0 2 (10,0)
Cusco S 30 (100) 14 (46,7)
(N= 30) R 0 16 (53,3)
La Libertad S 5 (100) 5  (100)
(N=5) R 0 0

Lima S 30 (100) 26 (86,7)
(N=30) R 0 4 (13,3
Total cepas S 99 (99,00 74 (74,0
(N=100) R 1 (100 26 (26,0

S: sensible; R: resistente CHL: clorafenicol; CIP: ciprofloxacoino

Figura 5. Cepa de Bartonella bacilliformis procedente del
departamento de Ancash, mostrando resistencia a las tiras de
E-test ciprofloxacin (>32ug/mL) y cloranfenicol (6ug/mL).

RESULTADOS

Los puntos de corte para la evaluacion de la
susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Bartonella
bacilliformis a CHL y CIP, mediante los métodos de
E-test, dilucion en agar y disco difusion, utilizando agar
Columbia suplementado con 10% de sangre desfibrinada
de carnero, fueron establecidos para el microorganismo
en el presente trabajo, siguiendo la metodologia de la
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC).

Los puntos de corte estadisticamente determinados
presentaron los mismos valores para CHL y CIP,
habiéndose obtenido para los métodos de dilucién
en agar y E-test los valores de < 0,5 pg/mL (cepas
sensibles) y = 1 ug/mL (cepas resistentes). Para disco
difusion, los valores obtenidos del diametro de los halos
de inhibicién, para ambos antimicrobianos fueron de =
21 mm (cepas sensibles) y < 20 mm (cepas resistentes).
El grafico de Scatterplot resultante, permite la comparacion
directa de los resultados de los aislamientos de acuerdo
a los métodos evaluados. Esto confirma que existe una

/

Figura 6. Cepa de Bartonella bacilliformis sensible a
ciprofloxacino halo de inhibicién (58 mm).
Método de disco difusion — CIP (5 ug)

Figura 7. Cepa de Bartonella bacilliformis resistente a CIP,
crecimiento confluente alrededor del disco de CIP (5 ug),
ausencia de halo de inhibicion disco difusion (6 mm)

correlacion positiva entre los valores de MIC y las zonas
de inhibicién en los tres métodos evaluados, habiéndose
obtenido los mismos resultados para cepas sensibles y
resistentes (Figura 1-4).

Usando los puntos de corte establecidos en la
investigacion, la resistencia fenotipica in vitro a CIP en las
100 cepas evaluadas fue del 26% y solo 1% resistente a
CHL. El mayor numero de cepas resistentes a CIP, fueron
las procedentes de Quillabamba-Cusco, 16/26 (61,5%),
Huarochiri-Lima, 4/26 (15,4%), Ancash, 4/26 (15,4%)
y Jaén-Cajamarca, 2/26 (7,7%). La cepa resistente a
CHL fue aislada de un paciente del departamento de
Ancash 1/100 (1%) (Tabla 3). No fue posible comparar
con precision la resistencia fenotipica in vitro de cepas
de Bartonella bacilliformis circulantes en cada region
endémica del Peru, por la limitada disponibilidad de
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R
Figura 8. Crecimiento de cepas de Bartonella bacilliformis
resistentes a CIP, crecimiento en los puntos de inoculacion.
Dilucién en agar >32 pg/mL

aislamientos, especialmente del departamento de La
Libertad.

En la evaluacién de la susceptibilidad antimicrobiana
mediante el método de E-test, 74 cepas presentaron
inhibicion del crecimiento bacteriano entre las MIC
0,016-0.5 ug/mL de CIP, confirmandose su sensibilidad
al antimicrobiano; la misma caracteristica fue observada
en 99 aislamientos enfrentados a las tiras de CHL; 26
cepas presentaron patrones diferentes, 13 aislamientos
desarrollaron por encima de la maxima concentracion
de CIP (>32 pg/mL) (Figura 3) y las 13 cepas restantes
desarrollaron hasta las concentraciones =1-4 pg/mL,
demostrando ser resistentes in vitro al antimicrobiano.
Una cepa presentod crecimiento hasta la concentracion
de 6 ug/mL de la tira embebida con CHL (Figura 1y 2).

Las 74 cepas determinadas como sensibles por el método
de E-test, presentaron halos de inhibicién entre 40 a 58
mm; alrededor de los discos de CIP (5 ug) y CHL (30 pg),
confirmandose su sensibilidad a ambos antimicrobianos
por el método de disco difusién (Figura 5). Por este
método las 26 cepas determinadas como ‘“resistentes”
por E-test, presentaron patrones similares de inhibicién a
los discos de CIP, 14 aislamientos mostraron crecimiento
confluente de colonias alrededor del disco (Figura 7); 8
cepas, presentaron halos de inhibicién entre 17-18 mm
y las 4 restantes halos entre 19 a 20 mm. Mientras que
para CHL, una cepa presentd un halo de inhibiciéon de
17 mm.

Por el método de Dilucién en agar, se confirmaron los
resultados obtenidos en los métodos previos evaluados,
74 cepas desarrollaron en placas de concentraciones
entre los rangos de 0,0312 a 0,5 ug/mL de CIP, 26 cepas
presentaron crecimiento en los puntos de inoculacion
en placas de concentraciones mayores a 1 yg/mL; 13
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aislamientos presentaron crecimiento en las placas
de concentraciones >32 ug/mL. Para CHL se observé
crecimiento bacteriano de 99 cepas, en las placas de
concentraciones del antimicrobiano entre 0,0312 a
0,5 pg/mL, solo 1 cepa presentd crecimiento hasta la
concentracion 16 pyg/mL (Figura 1y 2).

Por la revision de las fichas clinicas de los pacientes de
quienes procedian las 26 cepas resistentes a CIP, se
determiné que 17 nunca recibieron tratamiento de CIP,
mientras que los 9 restantes recibieron CIP/500 mg/12
h/10 dias. El paciente del que procedia la cepa resistente
a CHL no recibié ningun tratamiento antimicrobiano.

En la evaluacion estadistica de estos resultados,
mediante el coeficiente de correlacion tetracérica de
STATA V.12.0, se obtuvo un valor p<0,0001 para ambos
casos, demostrando que no existe asociacion entre la
resistencia antimicrobiana y el tratamiento recibido.

DISCUSION

Estudios realizados a nivel nacional e internacional que
evaluaron la susceptibilidad antimicrobiana in vitro de
cepas de Bartonella bacilliformis, mediante el método
de microdilucién en placa y E-test, determinaron que
Bartonella bacilliformis y otras especies del género
son altamente susceptibles a la mayoria de drogas
antimicrobianas como  betalactamicos, penicilina,
aminoglucoésidos, cefalosporinas y quinolonas (1214,
Sin embargo, nuestro estudio muestra una elevada
resistencia para CIP y casi nula resistencia para CHL,
la cual no era la esperada, dado que este medicamento
se dejo de emplear por los frecuentes reportes de falta
de respuesta clinica al tratamiento. Estos resultados
probablemente sean debido al reducido numero de cepas
del departamento de Ancash evaluadas, lugar donde se
reportaron casos de fracaso ala terapia antimicrobiana con
CHL. Referente a la resistencia a CIP, este medicamento
es considerado de primera linea en el manejo de la EC
en diversas guias, tanto nacionales como internacionales
(45619, |35 cuales deberian ser reevaluadas.

Las diferencias con otros estudios pueden deberse
a que estos fueron desarrollados en un numero
reducido de cepas de Bartonella bacilliformis (), por
consiguiente, los resultados obtenidos podrian no ser
significativos y no expresar la verdadera situacion de la
susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de
Bartonella bacilliformis, ni la real magnitud de probables
cepas resistentes circulantes en el Perd; ademas de que
el uso indiscriminado de CIP y otros antibiéticos podrian
haber modificado los resultados obtenidos en dichos
estudios ©, ello explicaria los actuales casos de fallas
en la terapia antibiotica establecida para el tratamiento
de pacientes con EC.
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Bartonella bacilliformis es un microorganismo de
crecimiento lento que requiere medios enriquecidos y
temperaturas optimas para su crecimiento, por lo que
los tres métodos de laboratorio desarrollados, fueron
disefiados y especialmente adecuados para el presente
estudio. Habiendo determinado que los métodos de
E-test y Disco Difusién resultan mas convenientes para
la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro
de cepas de Bartonella bacilliformis, por ser métodos
de facil ejecucion, que pueden ser desarrollados en
laboratorios intermedios; mientras que el método de
Dilucién en agar, presenta como desventajas el elevado
costo de los reactivos y laboriosos procedimientos para
su desarrollo.

La presente investigacion evalué la susceptibilidad
antimicrobiana in vitro de 100 cepas de Bartonella
bacilliformis, procedentes de cinco areas endémicas
con frecuentes brotes de la enfermedad. EI mayor
porcentaje (16%) de cepas resistentes a CIP, procedieron
del departamento de Cusco, donde uno de los ultimos
brotes importantes se registré el afio 2002, después del
fenémeno El Nifio ®y posteriormente los afios 2008 y
2009, periodos en los cuales se aislaron las cepas que
fueron evaluadas en el estudio. El limitado numero de
cepas disponibles de los departamentos de La Libertad
y Ancash no permitié obtener informacién representativa
de la situacion real de la susceptibilidad antimicrobiana in
vitro de las cepas de Bartonella bacilliformis circulantes
en ambos departamentos, sobre todo en Ancash,
departamento donde se reportaron frecuentes fallas en
la terapia antimicrobiana en pacientes tratados con CHL.

Cabe mencionar que lamentablemente no se disponen
de cepas de los grandes brotes de los afios 2002-2004
que ocurrieron en Cusco y Ancash, motivo por el cual no
fue posible incluir este importante grupo en la presente
investigacion.

La resistencia a CIP no es nueva, otros estudios
desarrollados mediante procedimientos moleculares
evaluando cepas de Bartonella bacilliformis, aisladas en
1957, 1970 y 1996, encontraron que estas cepas tenian
resistencia constitutiva a las quinolonas relacionada a la
presencia de alanina en posicién 91 y 85 de las dianas
de las quinolonas (GyrAy ParC) ®. Estos resultados ya
nos alertaban de la resistencia intrinseca y constitutiva
antes de la introduccién de las quinolonas en la practica
clinica, por lo que su inclusion en las normas técnicas y
recomendaciones clinicas sobre el uso de CIP para el
tratamiento de la EC en el Pert deberian ser reevaluadas
considerando su rapida resistencia.

Esto es importante en el contexto peruano, dado
que la evaluacién de la eficacia del tratamiento
antimicrobiano de la enfermedad de Carrion,

actualmente solo se realiza clinicamente de acuerdo
con la evolucion y respuesta clinica del paciente. No
se han desarrollado estudios, hasta el momento, de
evaluacion bacterioldgica de los antibidticos una vez
finalizado el tratamiento, estas evaluaciones, en caso
de realizarlas, proporcionarian evidencias importantes
del comportamiento in vitro del microorganismo
respecto a la terapia antimicrobiana utilizada. Si
el principal reservorio es la persona que sufrid la
enfermedad, el mejor antibiético seria aquel que
permita eliminar la bacteriemia después de terminado
el tratamiento, constituyendo la principal medida de
prevencion y control de la EC en areas endémicas;
siendo todas estas recomendaciones para futuras
investigaciones.

El estudio tiene algunas limitaciones; el numero de las
cepas no es representativa de la totalidad del Peru, sin
embargo, corresponde a aproximadamente el 50% de
cepas aisladas en el periodo 2005-2011 en el Laboratorio
de Metaxénicas Bacterianas del Instituto Nacional de
Salud, que es el centro de referencia peruano para la
caracterizacion bacterioldgica de Bartonella bacilliformis.
Actualmente, se viene realizando la evaluacién de
la susceptibilidad antimicrobiana a aminoglucésidos,
otras  fluoroquinolonas, macrdlidos, penicilinas,
cefalosporinas, tetraciclina y otros, ademas de la
caracterizacion molecular de los genes involucrados
en la resistencia genotipica de este microorganismo;
estudio que permitird complementar los resultados
obtenidos hasta el momento.

En conclusion, el presente estudio es el primer analisis
que incluye un numero importante de cepas de
Bartonella bacilliformis, mostrando los elevados niveles
de resistencia antimicrobiana in vitro de 26% de cepas
de Bartonella bacilliformis a las quinolonas de segunda
generacion (CIP), a diferencia del 1% de resistencia
encontrada para CHL. En los tres métodos evaluados,
se obtuvieron resultados similares para cada cepa
estudiada, lo cual confirma la sensibilidad o resistencia
in vitro de Bartonella bacilliformis a CIP y CHL.

Porconsiguiente,sesugierelaevaluaciondelosesquemas
de tratamiento utilizados en la terapia antimicrobiana de
los pacientes afectados por la enfermedad de Carrién.
Asi mismo, es necesario fortalecer el sistema de
vigilancia de la resistencia antimicrobiana de cepas de
Bartonella bacilliformis a nivel nacional y continuar con
el desarrollo de investigaciones que permitan determinar
molecularmente los mecanismos por los cuales este
microorganismo elude la accion de los antimicrobianos
utilizados hasta el momento.
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