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RESUMEN

La mediastinitis posquirudrgica es una complicacién importante que ocurreen 1 a 2 % de
las cirugias cardiovasculares (CCV) y posee una alta morbi-mortalidad.

Los objetivos del presente trabajo fueron: investigar la etiologia bacteriana de las
mediastinitis posteriores a CCV, analizar las caracteristicas feno y genotipicas del agente
etiolégico prevalente y establecer la relacion clonal entre los distintos aislamientos de
este ultimo.

Durante el periodo 2013-2016 se registraron 36 casos de mediastinitis en pacientes
adultos, 2 de los cuales fueron diagnosticados con criterios clinicos y el resto con
documentacion  microbiolégica. De las 34  mediastinitis  confirmadas
microbiolégicamente; 29 resultaron monomicrobianas y 5 polimicrobianas. Se
analizaron las monomicrobianas, resultando Staphylococcus aureus el agente etiolégico
prevalerte.

A 30 pacientes se les realizd ademds extraccion de sangre para cultivo; se obtuvo
desarrollo en 13 (43%) hemocultivos y en 10 de éstos (77%) el aislamiento coincidié con
el de muestras esternales.

Los aislamientos de Sau estudiados fueron en su mayoria meticilino sensible (SAMS) y
s6lo uno de ellos fue positivo para leucocidina de Panton-Valentine (LPV).

Los tipos spa hallados fueron diferentes para cada una de las cepas.
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En nuestro hospital, el agente etiolégico prevalente de mediastinitis posteriores a CCV
fue SAMS, hubo baja portacion del gen pvl y gran diversidad genémica de los
aislamientos estudiados durante el periodo de cuatro afos.

Palabras claves: Staphylococcus aureus; mediastinitis posquirdrgica; cirugia
cardiovascular; leucocidina de Panton-Valentine; gen spa

Titulo corto: Mediastinitis postcirugia cardiovascular

EN INGLES:
Investigation of etiologic agents in postoperative mediastinitis in an adult school
hospital

ABSTRACT
Postoperative mediastinitis is a serious complication in 1 to 2% cardiac surgeries (CS)

associated with high morbidity and mortality

The aims of this study were to investigate the bacterial ethiology of postoperative
mediastinitis after CS, to analyze pheno and genotypical characteristics of the prevalent
etiologic agent and to determine clonal relationship between differents isolates of this
agent.

Thirty-six cases of mediastinitis were registered in adult patients with CS during the
2013-2016 period. Two of them were diagnosed by clinical criteria and the rest had also
microbiological documentation; 29 were monomicrobial and 5 polimicrobial. The
prevalence was analyzed in the first ones, with Staphylococcus aureus (Sau) as the
prevalent etiologic agent.

Blood samples were taken for culture in 30 patients, 13 of them were positive with 10
isolates identical to their corresponding strains in sternal samples.

In regard to Sau characteristics, most of the strains were supceptible to methicilin and
only one of them was positive for Panton-Valentine leucocidin (PVL). Spa-typing was
performed and no matching was found.

We concluded that in our hospital the prevalent etiologic agent was methicillin-

sensitive Sau, the carriage rate of PVL was low and there was high genomic diversity
between the isolates causing mediastinitis during the analyzed period

Palabras claves: Staphylococcus aureus, post-operative mediastinitis, cardiac surgery,
Panton-Valentine leucocidin, spa gen
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Titulo corto: Post-operative mediastinitis

Introduccion

La mediastinitis posquirdrgica es una complicacién importante que ocurre en 1a 2 % de
las cirugias cardiovasculares (CCV) y posee una alta morbi-mortalidad (1) (2).

El espacio mediastinal es la regién que, dentro del térax, se encuentra entre los sacos
pleurales y se extiende desde el diafragma hasta su abertura superior. El esternén y los
cartilagos costales forman el limite anterior y los 12 cuerpos vertebrales limitan al
mediastino en su parte posterior. Se divide de forma arbitraria en sectores superior,
posterior, anterior y medio.

Una de las causas mas frecuentes de mediastinitis es la posquirurgica.

Segun el CDC (Centers for Disease Control and Prevention), la mediastinitis se define
como la entidad que cumple con algunos de los siguientes criterios:

o Cultivo bacteriano positivo del espacio mediastinico

o Evidencia de mediastinitis durante el examen anatémico o histopatoldgico

. Uno o mas de los siguientes signos y sintomas:

« Fiebre (>38 °Q)

« Dolor toracico

« Inestabilidad esternal

« Drenaje purulento del drea mediastinica

« Ensanchamiento mediastinico (3)

Los agentes etiolégicos mas frecuentes son Staphylococcus aureus (Sau) y
Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) (1) (4).

El Sau es uno de los microorganismos patégenos mas importantes debido a sus
numerosos factores de virulencia y a su elevada capacidad de generar resistencia a los
antimicrobianos.

La resistencia a la meticilina es un hallazgo frecuente y representa un problema de
salud publica. La meticilino resistencia se debe a la incorporacién de un elemento
movil de DNA llamado staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmec). Esta
estructura contiene entre otros al gen mecA, el cual codifica una proteina con afinidad
disminuida a los antibiéticos B-lactdmicos denominada PBP2a (5).

Dentro de los factores de virulencia, uno de los mas importantes es la leucocidina de
Panton-Valentine (LPV), codificada por dos genes [ukS-PV y lukF-PV. Este factor es una
citotoxina que se une a los fosfolipidos de la membrana de los leucocitos y
macréfagos induciendo la formacién de poros y apertura de los canales de calcio; en
consecuencia se produce liberacién de calcio y de especies de oxigeno reactivo (EOR o
ROS), lo que deriva en apoptosis y necrosis (5) (6) (7).
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Otro factor de virulencia importante es la proteina A, codificada por el gen spa. Es una
proteina presente en la pared celular de las cepas de Sau. Se une selectivamente a la
region Fc de la IgG humana, dificultando la opsonizacion y la fagocitosis del
microorganismo.

La proteina A protege a la bacteria de los mecanismos de defensa del huésped y esta
codificada en el gen spa. La secuenciaciéon de un fragmento polimérfico de dicho gen
(regidon X) resulté ser un eficiente marcador para la tipificacion de cepas y presenta
buena correlacion con las metodologias de referencia MLST y PFGE (8) (9).

Los dos factores de virulencia antes mencionados pueden estar presente tanto en
aislamientos Staphylococcus aureus meticilino sensible (SAMS) como en meticilino
resistente (SAMR).

Los objetivos del presente trabajo fueron:

a- Investigar la etiologia bacteriana de las mediastinitis posteriores a CCV
b- Analizar caracteristicas feno y genotipicas del agente etiolégico prevalente
c- Establecer la relacion clonal entre los distintos aislamientos de este ultimo

Materiales y métodos

Durante el periodo 2013-2016 se registraron 36 casos de mediastinitis en pacientes
adultos sometidos a CCV en el Hospital José Maria Cullen de la ciudad de Santa Fe; 2
de los cuales fueron diagnosticados con criterios clinicos y el resto con documentacion
microbioldgica.

De estos ultimos, a 30 pacientes se les realizd ademas extraccién de sangre para
cultivo.

Las muestras procesadas para estudio bacteriolégico fueron obtenidas por puncién
aspiracion de material purulento mediastinico, hueso esternal y sangre.

Las muestras de partes blandas y hueso se sembraron en agar suplementado con 5%
de sangre carnero (Biomerieux), agar chocolate enriquecido (Biomerieux), CLDE
(cistina lactosa deficiente de electrolitos), caldo tioglicolato y se incubaron a 35-37°C
durante 48-72h las placas y hasta 5 dias el caldo.

Los frascos de hemocultivo se incubaron en sistema automatizado BACTEC 9120 (BD) y
los que resultaron positivos se repicaron en placas de agar chocolate enriquecido y se
incubaron a 35-37°C con 5% de CO, durante 24-48h.

La identificacion fenotipica y las pruebas de sensibilidad de los microorganismos
recuperados se realizaron mediante método convencional y automatizado Phoenix
100 (BD) en el Hospital J.M Cullen. Todos los aislamientos fueron conservados en leche
a-60°C.

De las 34 infecciones que tuvieron documentacion microbioldgica se estudié la
prevalencia de las mediastinitis monomicrobianas. Todos los aislamientos del
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microorganismo prevalente se derivaron a la Catedra de Bacteriologia de la Facultad
de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas (UNL) para el estudio genotipico. En este ultimo se
investigo la presencia del factor de virulencia LPV y se tipificé el gen spa.

La extraccion de ADN bacteriano se realizé mediante la técnica de boiling con agua
calidad PCR. Como control de extraccion, a cada cepa se le realizé la deteccion de 16S-
rRNA mediante PCR simple segun Greisen et al (1994) (10).

Se determiné la portacion de los genes lukS/F-PV que codifican a la LPV (11) y se
amplificé el gen spa (12). Luego de purificar los productos de amplificacién se
cuantificaron por espectrofotometria y se enviaron a secuenciar a la Unidad de
Gendmica del Instituto de Biotecnologia — CICVyA correspondiente al INTA Hurlingham,
provincia de Bs. As., Argentina. Una vez remitidos los resultados, se trabajé sobre los
cromatogramas y secuencias enviadas. La serie de repeticiones arrojadas se cargaron en
la pagina http://spa.ridom.de/spatypes.shtml obteniendo el tipo de spa de cada
aislamiento.

Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la tablafl.
De las 34 mediastinitis confirmadas microbiolégicamente; 29 resultaron

monomicrobianas y 5 polimicrobianas.

Respecto a las mediastinitis monomicrobianas, el agente prevalente fue Sau
recuperandose en 8 casos de 29 (27,6 %), seguido por S. epidermidis y Corynebacterium
minutissimum.

De los 30 hemocultivos, se obtuvo desarrollo en 13 (43%); en 10 de estos (77%) el
aislamiento coincidid en género y especie con el de muestras esternales. Todos los
hemocultivos fueron monomicrobianos.

Del total de Sau, 7 fueron SAMS y 1 meticilino resistente.

En cuanto al estudio de LPV, solo uno de ellos fue positivo (SAMS).

Los tipos spa hallados fueron diferentes para cada una de las cepas resultando: t701,
t304, t238 (PVL +), t189, t084, t021 y t010 (SAMR), uno de ellos no pudo ser tipificado.

TABLA 1: BACTERIAS RECUPERADAS DE CULTIVOS DE MUESTRAS ESTERNAL Y

SANGRE
DEL TOTAL DE PACIENTES CON MEDIASTINITIS POST-CCV
MUESTRA
PACIENTE ESTERNAL HEMOCULTIVO
1 SAMS' ND®
2 SAMS SAMS
3 SAMS ND
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4 SAMS SAMS

5 SAMS SAMS

6 SAMS SAMS

7 SAMR? Escherichia coli

8 SAMS SAMS

9 S.> epidermidis ND

10 S. epidermidis S. epidermidis

11 S. epidermidis ND

12 S. epidermidis ND

13 C.” minutissimun ND

14 C. minutissimun SAMS

15 C. minutissimun NR°®

16 C. minutissimun ND

17 Kpn® BLEE® ND

18 Kpn BLEE ND
Enterococcus Enterococcus

19 faecalis faecalis
Enterococcus

20 faecalis ND

21 S. haemolyticus ND

22 S. warneri SAMS

23 S. hominis ND

24 S. xylosus ND
Enterobacter

25 aerogenes ND
Enterobacter Enterobacter

26 cloacae BLEE cloacae BLEE
Serratia Serratia

27 marcescens marcescens

28 Proteus mirabilis NR
Streptococcus

29 grupo mitis ND
SAMR + Kpn

30 BLEE SAMR
SAMS + Kpn

31 BLEE NR

32 S. warneri + S. ND

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) | 6




Universidad

Secretaria de A FCQ
Ciencia y Tecnologia

Bitacoradigital e s de Céraoba

capitis
C. xerosis + S.

33 hominis NR
S. epidermidis +

34 C. amycolatum ND

35 SDM’

36 SDM

1: Staphylococcus aureus meticilino sensible

2: Staphylococcus aureus meticilino resistente

3: Staphylococcus

4: Corynebacterium

5: Klebsiella pneumoniae

6: Cepa productora de Beta Lactamasa de Espectro Extendido
7: Sin documentacién microbioldgica

8: No hubo desarrollo

9: Hemocultivo no realizado

Discusion

A pesar de la optimizacion de las técnicas quirurgicas y la profilaxis antibidtica, la
incidencia de la mediastinitis postquirdrgica oscila entre 1 y 5% (13). Si bien no son
frecuentes, se asocian a una alta mortalidad y a una importante morbilidad (14).

Se obtuvo alta recuperacién bacterioldgica a partir de material de esternotomia, siendo la
mayoria monomicrobiana.

El presente trabajo se focalizd en el analisis de los agentes etiolégicos de las mediastinitis
posquirdrgicas monomicrobianas.

De los datos recopilados se observé que el principal agente etiolégico fue Sau lo que
concuerda con Vallina et al quienes comunican que la causa mas frecuente de
mediastinitis es la post-esternotomia derivada de la cirugia cardiaca siendo el
microorganismo responsable Sau (4).

Respecto a la meticilino resistencia encontrada, se coincide con Mekontso-Dessap et al
quienes reportan sobre un total de 41 casos, 26 causados por SAMS. (15)

En cuanto a la produccién de LPV, se encontré solo una cepa positiva, la cual correspondié
a SAMS. Si bien el numero estudiado es bajo, nuestro hallazgo concuerda con lo
comunicado por Tomatis et al respecto a la baja presencia de LPV en aislamientos del
mismo hospital (9).

Estos ultimos autores expresan que encontraron gran diversidad genémica lo que coincide
con nuestros hallazgos, pero se difiere en el intervalo de tiempo ya que ellos estudian los
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aislamientos recolectados en cuatro meses y en este trabajo se analizaron Sau productores
de mediastinitis durante cuatro afos.

El tipo spa del Uunico SAMR resulté t010 que no coincide con Tomatis et al quienes no
encuentran este tipo e informan que el prevalente es t019, no hallado en el presente
trabajo.

Se coincide con este grupo respecto a algunos tipos spa de SAMS tales como t701, t304,
t021y t189, siendo este Ultimo el mas frecuente reportado por estos autores (9).
Contrariamente, se encontraron otros spa t238 y 084, destacando que el t238 fue el
portador de LPV.

Con respecto a los microorganismos aislados de hemocultivo, en 10 de 13 (77%) también
se recuper6 el mismo género y especie que en el cultivo de muestras esternales. Estos
datos son similares a los reportados por Clara et al quienes informan que, un 87% de los
microorganismos aislados de hemocultivo también estuvieron presentes en material
esternal (16).

En nuestro hospital, el agente etiolégico prevalente de mediastinitis posteriores a CCV fue
SAMS, hubo baja portacién del gen pvl y gran diversidad gendmica de los aislamientos
estudiados durante un periodo de cuatro afios. En este trabajo se destaca la importancia de
conocer los agentes etiolégicos, determinar su susceptibilidad a los antimicrobianos e
investigar sus factores de virulencia para optimizar el control y tratamiento de las
infecciones post cirugia cardiovascular.
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