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ANTECEDENTES

Recientemente, se han aprobado algunos antibiéticos nuevos para su uso contra organismos gram
positivos como el estafilococo aureus”. Sin embargo, las infecciones causadas por patégenos
gramnegativos son mucho mas dificiles de tratar debido a su alta resistencia intrinseca a diversos
medicamentos. En los ultimos 30 afios solo se haya desarrollado una Unica nueva clase de
antibiotico, que ademas no actua contra las bacterias Gram-negativas5 (la teixobactina).

Dentro de esta resistencia, han surgido nuevas cepas que conllevaran mayor impacto clinico y
epidemioldgico en los proximos afos.

La identificacion de enterobacterias productoras de carbapenemasa en muestras ambientales de
Nueva Delhi, India, en 2011 tuvo importantes implicaciones clinicas para las personas que viven en
entornos de bajos recursos que dependen de las instalaciones publicas de agua y saneamiento®.
Actualmente, estas cepas, resistentes a carbapenémicos, incluidas Pseudomonas aeruginosa vy
Acinetobacter baumannii, también se estan propagando rapidamente hacia y dentro de los paises

de altos recursos’.

Si a este problema mayusculo agregamos que, como se adelanté previamente, el periodo actual es
a menudo definido como un "vacio de descubrimiento de antibiéticos”, pues no se han desarrollado
nuevos antibidticos importantes (el desarrollo mas importante relacionado con las diferentes clases
de antibioticos tuvo lugar en el periodo comprendido entre 1949 y 1980), podremos comprender la
relevancia de realizar estudios que aborden la prevalencia y caracterizacion de la resistencia
antimicrobiana en distintos entornos.

Resistencia a Carbapenémicos.

Los carbapenémicos son antibiéticos B-lactamicos que se unen a las proteinas de unién a la
penicilina e inhiben la sintesis de la pared celular. Meropenem, doripenem, ertapenem e imipenem
son los cuatro carbapenémicos utilizados clinicamente®. Si bien durante varios afios fueron la ultima
arma en el arsenal terapéutico antimicrobiano, con muy buenos resultados, durante la ultima década
hemos observado un cambio en el paradigma, secundario a los mecanismos de resistencia de varios
organismos.

En el 2013, un informe de los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) en
Estado Unidos, clasifico a las enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC) como una de las
tres amenazas de resistencia antimicrobiana mas urgentes. Las ERC recibieron este nivel de
amenaza mas alto debido al aumento veloz de su propagacion global, la predisposicion de la
resistencia a multiples farmacos y la alta mortalidad durante las infecciones del torrente sanguineo

(bacteriemias) °.

El Instituto de Estandares de Laboratorio Clinico define a las enterobacterias como resistentes a
carbapenémicos si tienen concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de 22 ug/ml contra ertapenem

y = 4 ug/ml contra doripenem, meropenem o imipenemm.



Los organismos resistentes a carbapenémicos pueden mostrar una variacion significativa en los
valores de la concentracion inhibitoria minima (MIC) del carbapenémico, dependiendo de su estado
de permeabilidad, la tasa de hidrodlisis de carbapenémico por la enzima asociada y el nivel de

expresion génica”.

Ademas, aquellas enterobacterias que estan documentadas por producir una carbapenemasa
también se consideran ERC, independientemente de la MIC del carbapenémico. Y para especies de
enterobacterias que tienen resistencia intrinseca al imipenem -como Morganella morganii, Proteus
spp. y Providencia spp., se requiere resistencia a los carbapenémicos distintos del imipenem.

En cuanto a Pseudomonas, una de las principales causas de infecciones nosocomiales en los
entornos hospitalarios12, los mecanismos de resistencia a carbapenémicos son la produccién de
Metalo Beta-lactamasa (mecanismo de carbapenemasas que se explicara mas adelante), la
sobreexpresion del flujo de salida y la pérdida de la proteina de membrana externa, entre otros™.
Incluso, cualquiera de la produccion de metalo B-lactamasa o la sobreexpresion del flujo de salida

podria inducir resistencia a otros -lactamicos antipseudomonales.

De estos organismos, los que muestran una resistencia manifiesta a los carbapenémicos se pueden
dividir en dos grupos:

1) organismos productores de carbapenemasas (OPC) que, como su nombre indica, expresan
carbapenemasas, enzimas que hidrolizan el anillo 3-lactamicos del carbapenémico, y

2) organismos resistentes a los carbapenémicos que no producen carbapenemasas (no OPC) que
tienen una susceptibilidad reducida a los carbapenémicos debido a la expresion de cefalosporinasas
(B-lactamasas de espectro extendido y AmpC) junto con defectos de permeabilidad celular (cambios
en la permeabilidad de la membrana a través de mutaciones en bombas de flujo o porinas).

A diferencia de los organismos no productores de carbapenemasas, los genes asociados con los
OPC son facilmente transferibles a muchas especies gram-negativas, ya que a menudo se
encuentran en elementos genéticos moviles (por ejemplo, plasmidos), lo que aumenta el potencial
de propagacion a gran escala.

Estas enzimas, las carbapenemasas, pertenecen a las clases A, B o D de Ambler”, con enzimas de
clase A y D poseyendo un mecanismo hidrolitico basado en serina, y las enzimas de clase B
requiriendo 1 o 2 iones de zinc por su actividad catalitica.

Finalmente, hay un caso de 3-lactamasa de clase C que hidroliza imipenem (CMY-1O)15.

Las carbapenemasas mas comunes en los organismos productores de carbapenemasa son:
Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC-Clase A), metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi (NDM-
Clase B), metalo-B-lactamasa codificada por integrones de Verona (VIM-Clase B), metalo-3-
lactamasa de Imipenem (IMP-clase B) y oxacilinasa-48 (OXA-48-clase D). A continuacion

describiremos brevemente las caracteristicas mas importantes de cada una de ellas.



B-lactamasas clase A.

La primera carbapenemasa de clase A se reporté en 1990, en un aislado de Serratia Marcescens,
en Reino Unido®. Se identificaron muchas carbapenemasas clase A después del descubrimiento de
S. marcescens enzima-1 (SME-1), incluyendo Guayana de espectro extendido 2 (GES-2) —siendo la
mayoria de variantes GES solo BLEE, pero con mutaciones puntuales frecuentes que les confieren
mayores propiedades hidroliticas frente a los carbapenémicos-, Imipenasa/no metalo-p-lactamasa
clase A (IMI/NMC), Serratia fonticola carbapenemasa-1 (SFC-1), SHV-38 -enzima que difiere en una
sola sustitucion de la SHV-1, B-lactamasa de espectro extendido- y la KPC, que ha sido reportada
ampliamente en K. pneumoniae y otras enterobacterias, pero también se ha identificado en
Pseudomonas aeruginosa”. Al igual que otras B lactamasas de espectro extendido, las
carbapenemasas de esta clase son inhibidas tanto por acido clavulanico y el tazobactam'®. Ya que
la KPC es la mas comun de las carbapenemasas clase A, profundizaremos en sus caracteristicas
mas importantes.

KPC. Se descubrié en una cepa de K. pneumoniae resistente de Estados Unidos, afio 2001. Es el
agente responsable mas importante de conferir resistencia a los carbapenémicos en infecciones por
ERC del hemisferio occidental'®. A diferencia de las carbapenemasas previamente caracterizadas
de Clase A (NMC y SME), la KPC se transmite a través de plasmidos, lo que facilité su rapida
aparicion en enterobacterias no Klebsiellas. KPC y su eficiente hidrélisis de carbapenémicos confiere
altos niveles de resistencia en ausencia de cambios complementarios de permeabilidad de
membrana o expresion de BLEEs, lo que la distingue de otras serina B-Iactamasaszo. La K.
pneumoniae productora de KPC esta muy extendida en su lugar de origen, Estados Unidos, pero
también es endémica en algunos paises europeos como Grecia e Italia.

B-lactamasas clase B.

Las Metablo-B-lactamasas (MBL) se pueden diferenciar de las 3-lactamasas de clase A y D por su
uso de zinc en lugar de serina catalitica en el sitio activo, mediado por hidrdlisis, de los (-
lactamamicos. Por consiguiente, las MBL son inhibidas por quelantes de metales como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y el acido dipicolinico (DPA), pero no por el acido clavulanico u
otros inhibidores de la B-lactamasa usados en la clinica. A menudo tienen perfiles de hidrolisis contra
todos los B-lactamicos, excepto los monobactamicos, y pueden conferir un alto nivel de resistencia
cuando se combinan con cambios en la permeabilidad de la membrana y la produccién de BLEE?.
Las MBL se descubrieron hace mas de cuarenta afio” (1960s), pero inicialmente no se consideraron
un problema grave para la terapia antimicrobiana, porque se encontraron codificadas
cromosOmicamente y en organismos no patégen0323. Sin embargo, esta situaciéon cambié en la
década de 1990, con la diseminacion de las IMP (imipenemasa metalo-B-lactamasa) y VIM (Verona-
codificada metallo-B-lactamasa) en patdgenos gramnegativos, incluyendo enterobacterias,
Pseudomonas aeruginosa, y Acinetobacter bumannii**. Ahora sabemos que los genes bla, que
codifican MBLs, a menudo estan integrados en integrones que estan asociados con transposones o

plasmidos que contienen multiples genes de resistencia a farmacos, y por lo tanto, pueden ser



facilmente transferido entre organism0325. Aunque hay 3 subclases de MBL (B1-B3) que difieren en
homologia de secuencia de aminodcidos, casi todas las de importancia clinica pertenecen a la
subclase B1.

En 2009, surgieron los primeros reportes de enterobacterias transmisibles productoras de MBL en
Estados Unidos, en pacientes adultos (tipo VIM y tipo NDM —Nueva Dehli Metallo-B-lactamasa-);
aunque desde principios del 2004 ya se contaban con informes de Pseudomonas aeruginosa
productora de MBL en ese mismo pais (la VIM-7) y se asocié ademas con brotes nosocomiales en
adultos en el 2005 (VIM-2)26. Las MBL mas estudiadas, y con mayor carga de la enfermedad a nivel
mundial son la NDM, IMP y VIM, por lo que ahondaremos un poco en cada una de ellas.

NDM. Originalmente endémica en algunas regiones de Asia, y responsable de varios brotes
alrededor del mundo, el primer reporte que se tiene es de un urocultivo positivo para K. pneumoniae,
tomado de paciente sueco que fue hospitalizado en India®” en el 2009. Hasta la fecha, hay 18
variantes de NDM que han sido identificadas: NDM-1 a NDM-20%° (ya que NDM-11 no se asigné a
ninguna variante Unica y NDM-19 adn no se ha publicado). Las variantes son secundarias a
mutaciones en el gen que codifica para la B-lactamasa, y es esta misma modificacion la que
determina la tasa de hidrélisis del carbapenémico. De todas ellas, es NDM-1 la mas comun en la
practica clinica. El gen que codifica esta MBL se encuentra en un elemento genético muy movil, y el
patron de diseminacion parece ser mas complejo e impredecible que el del gen que codifica KPC.
En ocasiones se utiliza una variedad de antimicrobianos no (-lactamicos, incluso como parte de
terapia de combinacion®. Sin embargo, a menudo los organismos que producen NDM son
resistentes a una amplia variedad de antimicrobianos, por no decir a todos los antimicrobianos, lo
que limita las opciones sin terapéuticas, y afiade la frecuencia de efectos adversos dentro de los
farmacos utilizados (colistina y fosfomicina, como ejemplos mas frecuentes).

IMP. En 1988, la IMP-1 transferible se aislé por primera vez de una P. aeruginosa, en Japoén, y fue
encontrada en un integron clase 1 ubicado en un plasmido conjugacional. En 1991, se encontré en
un aislado de S. marcescens también de Japén3°, lo que sugiere una transferencia horizontal de
genes de bla IMP-1 entre especies gram negativas no relacionadas, y también muestra predominio
de aislados productores de IMP especificos con expansion clonal®'. Hay mas de 50 variantes de IMP
dentro de este grupo, con 33 variantes identificadas en P. aeruginosa.

VIM. VIM-1 se identific6 primero en P. aeruginosa en 1999, y después de eso, también se ha
reportado en otras especies gram negativas de varios paises (se encuentra en gran parte en ltalia y
Grecia)sz. VIM-1 tiene la identidad de secuencia de aminoacidos mas cercana (32.4%) a NDM-1.
Actualmente, VIM-2 es la MBL mas difundida en P. aeruginosa y ha sido la fuente de multiples
brotes®.

B-lactamasas clase D.

Las B- lactamasas de clase D se denominan oxacilinasas (OXA) porque escinden la oxacilina
ademas de la penicilina, distinguiéndolas asi de las B- lactamasas de clase A. Aunque inicialmente

se caracterizaron como [3-lactamasas de espectro extendido, en 1985, una cepa de A. baumannii



aislada en Reino Unido demostré que OXA-23 conferia resistencia contra imipenem34. Esta clase de
enzimas son frecuentes en A. Baumannii, pero no en P. aeruginosa. Entre el grupo heterogéneo
OXA (que incluye mas de 100 enzimas), se han identificado seis subgrupos principales con grados
variables de actividad de hidrolizacién a carbapenémicos: OXA-23, OXA-24 /| OXA40, OXA-48, OXA-
58, OXA-143, y OXA-51. OXA-48 fue identificada en un aislado de K. pneumoniae (Turquia, 2001 )35,
y hasta la fecha continta siendo la 3- lactamasa clase D mas frecuentemente detectada. Actualmente
su region de distribucion mas preponderante es el Norte de Africa y Europa. OXA-48 y sus derivados
(por ejemplo, OXA-181 y OXA-232) se han detectado en enterobacterias, hidrolizan 3-lactamicos de
espectro estrecho e hidrolizan débilmente a los carbapenémicos, pero respetan a las cefalosporinas
de amplio espectro (ceftazidima, cefepime36). Ademas, las enzimas de este grupo se ven afectadas
de forma variable por los inhibidores de las B —lactamasas usados en la clinica, como el clavulanato,
el sulbactam o el tazobactam. Todos los grupos OXA, a excepcién del OXA-51 -que esta codificado

cromosomicamente-, se transportan en plasmidos transmisibles.

Es de importancia considerar que, si bien ciertas carbapenemasas han sido asociadas tipicamente
a regiones o paises especificos, en la era de viajes internacionales generalizados y exposicion
continua a la atencion médica, la asociacién entre un mecanismo de resistencia especifico y una
region determinada se ha debilitado, creando una necesidad de vigilancia local y nacional de rutina.
Deteccion.

Existen muchas pruebas fenotipicas y genotipicas de deteccion de carbapenemasas disponibles
para su uso en laboratorios clinicos”’. Varias pruebas comerciales (ya sea para uso exclusivo en
investigacién o aprobadas por la FDA) estan disponibles para una deteccion mas rapida de
resistencia a carbapenémicos. Estas se pueden dividir en 2 categorias: pruebas moleculares que
detectan el mecanismo de resistencia (la presencia de un gen que codifique una carbapenemasa) y
pruebas fenotipicas que detectan la actividad in vitro de estas enzimas (hidrdlisis de carbapenémicos
in vitro). Nuestro protocolo consistira en el uso del segundo tipo de pruebas para detectar la
presencia de este mecanismo de resistencia a antimicrobianos. Pocas, por no decir que ninguna de
estas pruebas, pueden ser realizadas en muestras de pacientes de manera directa, sino que
requieren de un cultivo bacteriano previo.

Es importante ademas mencionar que el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) de
los Estados Unidos no recomienda la diferenciacion rutinaria en la practica clinica entre organismos
productores de carbapenemasas y aquellos no productores de estas enzimas, a excepcion de los
laboratorios que aun no han implementado los puntos de corte actuales de carbapenémicos para
enterobacterias®®. Esto ultimo no es un inconveniente en los laboratorios participantes de nuestro

estudio.



Tratamiento

No es la finalidad de nuestro estudio evaluar las opciones terapéuticas para estos organismos, pero

mencionaremos brevemente el panorama actual al cual nos enfrentamos.

El tratamiento 6ptimo de la infeccién debida a organismos productores de carbapenemasas es
incierto y las opciones de antibidticos son limitadas. A nuestra disposicion tenemos una combinacion

de farmacos antiguos y novedosos, los cuales describiremos brevemente.

Avibactam es un nuevo inhibidor de la b-lactamasa, que fue aprobado para uso en combinacién con
ceftazidima para tratar infeccion del tracto urinario complicada e infecciones intraabdominales, el 25
de febrero de 2015 por la FDA%. Datos iniciales de eficacia clinica para ceftazidima-avibactam

provienen principalmente de dos ensayos clinicos fase 2140 41

, con un 3er esetudio del 2018,
comparando esta combinacién vs meropenem para neumonias nosocomiales, incluyendo aquella

asociada a la ventilacién (demostré no inferioridad42).

La fosfomicina es un derivado del acido fosfénico (acido cis-1,2-eposipropilfosfénico) que ejerce
actividad antimicrobiana bactericida contra patégenos susceptibles al bloquear la etapa temprana de
la sintesis de la pared celular bacteriana. Tiene una actividad de amplio espectro y puede ser eficaz
contra tanto Gram positivos (Staphylococcus aureus, Enterococcus species, Streptococcus
pneumoniae) y bacterias Gram negativas. La susceptibilidad de los aislamientos de ERC a la
fosfomicina varia segun la geografia. En nuestro pais contamos tanto con presentacion oral (bien
tolerada, y solo util para tratar ITUs) y parenteral (la cual alcanza niveles adecuados en pulmon,
valvulas cardiacas, hueso, tejidos blandos, etc.), a diferencia de Estados Unidos, donde solo se

cuenta con la primera.

La tigeciclina es el primer miembro de la clase de glicilciclina de antibioticos. Como un derivado de
tetraciclina, se une con alta afinidad a los ribosomas bacterianos, aunque no se ve afectada por los
mecanismos tipicos que impulsan la resistencia bacteriana a las tetraciclinas™. Fue aprobada por la
FDA en el 2005, y esta etiquetada para el tratamiento de las infecciones de tejidos blandos
complicadas, infecciones intraabdominales complicadas y neumonias adquiridas en la comunidad.
Este farmaco no nteractia con carbapenemasas especificas, por lo que su actividad es diversa, ya

sea contra algunas cepas de ERC que producen enzimas clase A (KPC), B (NDM-1) o D (OXA-48).

Colistina también llamada polimixina E, pertenece al grupo de antibidticos de polimixina. Es un
antibiotico viejo. descubierto en la década de 1940, pero su uso clinico fue en gran parte abandonado
en la década de 1970 por su nefro y neurotoxicidad. Pero el surgimiento de organismos
multidrogorresistentes ha provocado un regreso a su uso*. Formulaciones parenterales y de
nebulizacién contienen el colistimetato, que es un profarmaco inactivo. El antimicrobiano es activo

contra varios BGN incluyendo Acinetobacter spp., P. aeruginosa, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,



Escherichia coli, Salmonella spp., Shigellaspp., Yersinia spp. y Citrobacter spp. Los puntos de corte
de susceptibilidad para colistina publicados por EUCAST son 2 mg/L para P. aeruginosa,
Acinetobacter spp. y enterobacterias*. Cuando se usa una polimixina (colistina o polimixina B) para
las enterobacterias productoras de KPC o de ML, generalmente se usa con un segundo agente
activo. Sin embargo, la proporcién informada de pacientes con insuficiencia renal oscila entre el 33%
y el 60,4% utilizando un estandar basado en definicién que determina la gravedad de la lesion renal
aguda (AKl) y KDIGO™. La nefrotoxicidad generalmente ocurre durante los primeros 7 dias de
tratamiento con colistina y es principalmente dependiente de la dosis y reversible con la interrupcién
de la colistina. El segundo efecto adverso mas frecuente es la neurotoxicidad y ha sido reportado en
aproximadamente el 7%, principalmente documentado como Parestesias periféricas u orofaciales,
vértigo, trastornos visuales, Confusién, convulsiones y evento perjudicial de neuromuscular. Bloqueo

que conduce a la paralisis de los musculos respiratorios y la apnea47.

Ceftolozano/Tazobactam, combinacién entre cefalosporina e inhibidor de la B-lactamasa,

originalmente aprobado por la FDA para el tratamiento de infecciones intraabdominales complicadas
e ITUs (2015). Su dosificacion y composicion ofrecen cobertura antimicrobiana expansiva de
organismos gramnegativos, incluyendo Pseudomonas aeruginosa, y actividad estable contra
muchas B-lactamasas, asi como la cobertura de BLEES, junto algunos anaerobios. Es susceptible a
la hidrélisis por carbapenemasas, pero no se ve afectado por otros mecanismos de resistencia como
las bombas de eflujo o la pérdida de porinas. En un estudio del 2016, ceftolozano/tazobactam fue
exitoso en el tratamiento del 71% de los pacientes con infecciones por P. aeruginosa MDR, la
mayoria de las cuales tenia neumonia. En un estudio del 2017*°, donde se compard la efectividad
de Ceftolozano/Tazobactam y Ceftazidima/Avibactam contra aislamientos de P. Aeuruginosa BLEE,
en comparacion con otros b-lactamicos in vitro, se encontré una respuesta mayor cuando se usaron
los nuevos farmacos (12.0% de aislamientos susceptibles a imipenem, 15.9% a meropenem, 20.7%
a piperacilina-tazobactam, 24.6% a ceftazidima, 25.9% a cefepime, 72.5% a C/T y 61.8% a CZ/A).

Esto aun tiene que corroborarse con estudios multicéntricos, fase 3.



JUSTIFICACION

La resistencia microbiana a los antibiéticos que se usan de manera rutinaria en la clinica es un
problema de salud que afecta nuestra practica cotidiana. Dentro de este panorama, el subgrupo de
bacilos gram negativos es de vital importancia. La resistencia de los bacilos gram negativos a
carbapenémicos esta proliferando rapidamente en todo el mundo. En el 2016, la Organizacion
mundial de la salud defini6 al entorno hospitalario como un componente central de los programas de
control y prevenciéon de infecciones, ya que es una fuente de brotes y eventos de transmision
esporadica de bacilos resistentes a carbapenémicos. El desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos que hagan frente a esta situacion, comparado con la rapida adquisicion de nuevos

mecanismos por parte de las bacterias patdgenas para el ser humano, es lento
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia a los antimicrobianos, o la capacidad de las bacterias (patégenas) para resistir la
accion de los antibidticos, recientemente se ha calificado de tener un impacto en los seres humanos
similar al del cambio climatico’.

Durante los ultimos afios, la medicina se ha enfrentado al desarrollo de cepas bacterianas altamente
resistentes, que, como consecuencia de la actividad de viajes en todo el mundo, se dispersaron por
todo el globo. Esto es ain mas sorprendente si se tiene en cuenta que los antibidticos se introdujeron
en la medicina humana hace apenas cien afios. Sin embargo, desde el comienzo de esta era de los
antibidticos, al descubrimiento de los primeros farmacos que proporcionaron beneficios consistentes
para la salud de la medicina humana también se acompafdé del uso indebido y abuso de los
antimicrobianos en la medicina veterinaria y humana, lo cual ha acelerado el creciente fenémeno
mundial de la resistencia antimicrobiana®. La resistencia cubre diferentes aspectos principales,
resistencia natural, resistencia adquirida y resistencia clinica.

En el laboratorio de microbiologia, la resistencia se mide de acuerdo a la susceptibilidad in vitro de
los microorganismos a distintos antimicrobianos. Pero esto a su vez genera otro problema: la
resistencia en un microorganismo contra un medicamento en particular puede impulsar determinadas
decisiones de tratamiento en los clinicos, fomentando asi la presion de seleccion para el desarrollo
de resistencia contra otro antibiético. Por lo tanto, las bacterias pueden adquirir mas y mas rasgos
de resistencia, terminando con resistencia multiple.

Es importante recalcar la importancia dentro de este grupo de microorganismos de las bacterias
gramnegativas. Este subgrupo (en especial los bacilos) son responsables de una gran cantidad de
infecciones resistentes a los antimicrobianos tanto en humanos como en animales. Entre esta clase
de bacterias también se encuentran algunos de los organismos ambientales mas exitosos. Parte de
este éxito es su adaptabilidad a una variedad de nichos diferentes, su resistencia intrinseca a los
farmacos antimicrobianos y su capacidad para adquirir rapidamente mecanismos de resistencia’.
Por tal motivo consideramos ponderable realizar un estudio acerca de sus mecanismos de

resistencia en nuestro medio.

HIPOTESIS

Este estudio no requiere de hipotesis debido a que es un estudio descriptivo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar prevalencia y caracterizacion de enterobacterias y pseudomonas

resistentes a carbapenémicos en 3 hospitales de Ledn, Guanajuato.

Objetivos secundarios

e Caracterizar la proporcién de mecanismos enzimaticos y no enzimaticos entre las
enterobacterias resistentes a carbapenémicos en los 2 centros hospitalarios.

e Caracterizar la proporcién de mecanismos enzimaticos y no enzimaticos entre las
pseudomonas resistentes a carbapenémicos en los 2 centros hospitalarios.

e Caracterizar el tipo de carbapenemasas presentes en las enterobacterias
resistentes por mecanismos enzimaticos.

e Caracterizar el tipo de carbapenemasas presentes en las pseudomonas resistentes

por mecanismos enzimaticos.

MATERIAL Y METODOS

a. Disefio general
o Diseio del estudio: Estudio descriptivo, observacional y transversal.

e Poblacién del estudio: Cultivos con desarrollo de Enterobacterias y Pseudomonas
Aeuruginosa desde marzo del 2019 a Agosto del 2019 en los siguientes centros
hospitalarios: Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio yHospital General de Ledn

¢ Universo del estudio: Todas las muestras de cultivos desde marzo del 2019 a Agosto del
2019 en los siguientes centros hospitalarios: Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio
y Hospital General de Leén de la ciudad de Ledn, Guanajuato.

¢ Tamaiio de la muestra: Cantidad total de cultivos con las propiedades necesarias para
caracterizar a las poblaciones de Enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa resistentes a
carbapenémicos.

¢ Tipo de muestreo: Secuencial, por conveniencia.

o Lugar de realizacion: Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio (HRAEB). Hospital
General de Ledn.
e Periodo de tiempo de realizacién del estudio: Mayo 2019 — Octubre 2019.

e Descripcion de la maniobra o intervencion:

e Serevisaran todos los aislamientos positivos de enterobacterias y pseudomonas resistentes

a carbapanémicos, mediante el uso de discos de susceptibilidad. Determinaremos si la
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resistencia se debe a un mecanismo enzimatico (presencia de carbapenemasas) o no

enzimatico (resistencia no mediada por carbapenemasas), en los microorganismos que

presenten un mecanismo enzimatico de resistencia se determinara el tipo de

carbapenemasa presente.

Se usara Kit de resistencia (Resisti Kit, Pfizer) que contiene: 3 paquetes de agar Mueller

Hilton (10 cajas cada uno), E. Coli ATCC 25922 (cepa susceptible, control negativo no

productora de carbapenemasas), K. Pneumoniae BAA-1705 (productora de serino

carbapenemasa tipo KPC, control positivo), E. Cloacae BAA-2468 (productora de B-

lactamasa NDM1, control positivo), 25 discos de meropenem de 10 ug, 25 discos de

meropenem 10 ug con &cido fenilbordnico, 25 discos de meropenem de 10ug con EDTA, 25

discos de meropenem de 10ug con cloxacilina, 25 tubos de 12x75mm y 14 tubos de 2ml con

tadn de rosca con 2ml de caldo soya tripticaseina.

Se realizara un Método de inhibiciéon de carbapenémico (modificado), para la deteccion de

carbapenemasas:

- Toma de colonias de la cepa problema con 1 asa bacterioldgica de 1 uL estéril

(procedimiento para enterobacterias) o con asa bacteriologica de 10 uL estéril

(procedimiento para Pseudomonas spp).

- Resuspension decolonias en los tubos de 2ml con caldo soya tripticaseina. Mezcla

posterior en agitador orbital tipo vortex por 10 seg.

- Depésito de 1 disco d emeropenem de 10 ug e incubar durante 4 horas + 15 minutos, a
35 C+ 2 C. 10 minutos previos a finalizar las 4 horas, ajustar al 0.5 de McFarland la cepa
E. Coli ATCC 25922 e inocular en la placa de agar Mueler Hinton.

- Retiro con esterilidad del disco de meropenem, y depositar en la placa previamente
inoculada con la cepa E. Coli ATCC 25922.

- Incubar las placas a 35 C + 2 C durante 18-24 horas (por lo menos 6 horas)

- - Interpretacion de los resultados, de acuerdo al siguiente concepto:

- - Resultado carbapenemasa positivo. Diametro de inhibicién de 6-15mm o presencia de

colonias puntiformes dentro de una zona de 7-15mm.

- - Resultado carbapenemasa negativo Diametro de inhibicion mayor o igual a 19mm

(diametro limpio)

- - Resultado carbapenemasa indeterminado Diametro de inhibicién de 16-18mm, o

diametro de inhibicion mayor o igual de 19mm y la presencia de colonias puntiformes

dentro de la zona de inhibicion.
Test con inhibidores (para la caracterizacion del tipo de cabapenemasa, si el resultado previo

fue positivo).

- Se prepara una suspension al 0.5 de McFarland con la cepa a probar.
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- Inoculacién con la suspension bacteriana en una placa de agar Muller Hinton con la
ayuda de un hisopo estéril.

- Secar durante 3 a 10 minutos

- Division de la placa en 4, con un marcador indeleble por el reverso.

- Colocacion de un disco de meropenem de 10 ug en un cuadrante; en el otro cuadrante
meropenem de 10 ug con acido fenilborénico (AFB); en el tercer cuadrante meropenem
10 ug con EDTA; y en el ultimo cuadrante meropenem 10 ug con cloxacilina (cada kit
cuenta con 10 pruebas y 2 controles)

- Incubacién a 35 °C + 2, durante 18-24 horas.

- - Interpretacion de resultados de caracterizacion:

- Positiva: Aumento de igual o mayor a 5mm de la zona de inhibicion de
meropenem/inhibidor, en comparacién con el meropenem solo.

- Negativa: Aumento menor o igual de 4mm en la zona de inhibiciébn de
meropenem/inhibidor, en comparacién del meropenem solo.

- Carbapenemasa tipo A (KPC): Aquel resultado positivo en el disco de AFB y negativo

en el resto de discos.

- Carbapenemasa tipo B (MBL): Aquel resultado positivo en el disco de EDTA, y negativo

en el resto de los discos.

- Carbapenemasa tipo A con AmpC, posible presencia de AmpC con pérdida de porinas:

Resultado positivo tanto en los discos de AFB como de Cloxacilina, negativo en EDTA.

Criterios de seleccion para el grupo de intervencion:

= Criterios de inclusion:
Cultivos de sangre, orina, secreciones, expectoracion y liquidos recabados en los 2 centros
hospitalarios de la ciudad de Leén, Guanajuato.
Cultivos de pacientes adultos (18 afios de edad en adelante), que hayan recibido atencion
en cualquier servicio intrahospitalario o ambulatorio de los 2 centros hospitalarios en la
ciudad de Ledn, Guanajuato.
Cultivos de sangre, orina, secreciones, expectoracion, liquidos recabados en el Hospital
Regional de Alta Especialidad y Hospital General de Le6n de Marzo 2019 a Agosto 2019.
Cultivos de sangre, orina, secreciones o expectoracién con un desarrollo positivo para

enterobacterias (E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter) y/o Pseudomonas aeruginosa.
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Criterios de no inclusion:

Cultivos duplicados de sangre, orina, secreciones, expectoracion recabados en los 2 centros
hospitalarios de la ciudad de Ledn, Guanajuato, con desarrollo de Enterobacterias o
Pseudomonas aeruginosa.

= Criterios de exclusion:

No aplica.
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DESENLACES Y VARIABLES DEL ESTUDIO
o Desenlaces principales a medir:

1. Nudmero de enterobacterias y pseudomonas resistentes a carbapenémicos

2. Numero de enterobacterias y pseudomonas carbapenémico-resistentes con
mecanismo de resistencia enzimatico: se obtendra el numero especifico de
microorganismos esetudiados con una resistencia enzimatica a carbapenémicos.

3. Numero de enterobacterias y pseudomonas carbapenémico-resistentes con
mecanismo de resistencia enzimatico productoras de KPC.

4. Numero de enterobacterias y pseudomonas carbapenémico-resistentes con
mecanismo de resistencia enzimatico productoras de Metalo beta lactamasa.

5. Numero de enterobacterias y pseudomonas carbapenémico-resistentes con
mecanismo de resistencia enzimatico productoras de Ampc, o posible presencia

de Amp C con pérdidas de porinas.

e Variables a medir:

Cultivo positivo para Enterobacterias:

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicion: Cualitativa policotomica.

Definicion conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier enterobacteria durante el tiempo

de desarrollo del estudio.

Definicion operacional: Sera el desarrollo de enterobacterias en cualquiera de los cultivos (sangre,
orina, secreciones, expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo

seleccionado.

Cultivo positivo para Pseudomonas:

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicion: Variable cualitativa nominal.

Definicidn conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier Pseudomonas durante el tiempo

de desarrollo del estudio.
Definicién operacional:

Sera el desarrollo de pseudomonas en cualquiera de los cultivos (sangre, orina, secreciones,

expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo seleccionado.
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Cultivo positivo para Enterobacteria resistente a Carbapenémicos:

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicién: Variable cualitativa policotémica.
Unidad de medicion:

Definicion conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier enterobacteria con resistencia a

carbapenémicos mediante uso de discos de sensibilidad durante el tiempo de desarrollo del estudio.
Definicién operacional:

Sera una enterobacteria (Escherichia Coli, Klebsiella, Enterobacter, etc.) que ha desarrollado
crecimiento en cualquiera de los cultivos previamente descritos y que ademas es resistente

carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit para carbapenemasa postiva.

Cultivo positivo para Pseudomonas resistente a Carbapenémicos:

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicion: Variable cualitativa nominal.

Definicion conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier Pseudomonas con resistencia a

carbapenémicos mediante uso de discos de sensibilidad durante el tiempo de desarrollo del estudio.
Definicién operacional:

Sera cualquier Pseudomonas que ha desarrollado crecimiento en cualquiera de los cultivos
previamente descritos y que ademas es resistente carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit

para carbapenemasa postiva.

Enterobacteria con expresion de Carbapenemasa tipo A (KPC):

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicién: Variable cualitativa policotémica.

Definiciéon conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier enterobacteria resistente a
carbapenémicos, cuyo mecanismo de accion sea enzimatico, y con expresion de carbapenemasa

grupo A de Ambler, durante el tiempo de desarrollo del estudio.

Definicion operacional: Sera el desarrollo de enterobacterias en cualquiera de los cultivos (sangre,
orina, secreciones, expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo

seleccionado, que tengan resistencia a carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit para
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carbapenemasa postiva, y que en la caracterizacion tenga resultado positivo en el disco de AFB y

negativo en el resto de discos.

Enterobacteria con expresion de Carbapemasa tipo B (MBL):

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicién: Variable cualitativa policotémica.

Definiciéon conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier enterobacteria resistente a
carbapenémico mediante mecanismo enzimatico, con expresién de carbapenemasa del grupo B de

Ambler, durante el tiempo de desarrollo del estudio.

Definicion operacional: Sera el desarrollo de enterobacterias en cualquiera de los cultivos (sangre,
orina, secreciones, expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo
seleccionado, que tengan resistencia a carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit para
carbapenemasa postiva, y que en la caracterizacion el resultado sea positivo en el disco de EDTA,

y negativo en el resto de los discos.

Enterobacteria con expresion de Carbapenemasa tipo A con AmpC, posible presencia de AmpC con

pérdida de porinas:

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicién: Variable cualitativa policotémica.

Definicion conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier Enterobacteria resistente a
carbapenamicos mediante la expresién de carbapenemasa tipo A con AmpC, o AmpC con pérdida

de porinas, durante el tiempo de desarrollo del estudio.

Definicion operacional: Sera el desarrollo de enterobacterias en cualquiera de los cultivos (sangre,
orina, secreciones, expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo
seleccionado, que tengan resistencia a carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit para
carbapenemasa postiva, y que en la caracterizacion tenga resultado positivo tanto en los discos de

AFB como de Cloxacilina, y negativo en EDTA.

Pseudomonas con expresion de Carbapenemasa tipo A (KPC):

Tipo de variable: Independiente.

Nivel de medicion: Variable cualitativa nominal.
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Definicion conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier Pseudomonas con resistencia a
carbapenémicos, cuyo mecanismo de accion sea enzimatico, y con expresién de carbapenemasa

grupo A de Ambler, durante el tiempo de desarrollo del estudio.

Definicion operacional: Sera el desarrollo de pseudomonas en cualquiera de los cultivos (sangre,
orina, secreciones, expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo
seleccionado, que tengan resistencia a carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit para
carbapenemasa postiva, y que en la caracterizacion tenga resultado positivo en el disco de AFB y

negativo en el resto de discos.

Pseudomonas con expresion de Carbapemasa tipo B (MBL):

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicion: Variable cualitativa nominal.

Definicion conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier Pseudomonas con resistencia a
carbapenémicos, cuyo mecanismo de accion sea enzimatico, y con expresién de carbapenemasa

grupo B de Ambler, durante el tiempo de desarrollo del estudio.

Definicion operacional: Sera el desarrollo de pseudomonas en cualquiera de los cultivos (sangre,
orina, secreciones, expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo
seleccionado, que tengan resistencia a carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit para
carbapenemasa postiva, y que en la caracterizacion el resultado sea positivo en el disco de EDTA,

y negativo en el resto de los discos.

Pseudomonas con expresion de Carbapenemasa tipo A con AmpC, posible presencia de AmpC con

pérdida de porinas:

Tipo de variable: Independiente.
Nivel de medicion: Variable cualitativa nominal.

Definicion conceptual: Cultivo que presente desarrollo de cualquier Pseudomonas con resistencia a
carbapenémicos, mediante la expresion de carbapenemasa tipo A con AmpC, o AmpC con pérdida

de porinas, durante el tiempo de desarrollo del estudio.

Definicion operacional: Sera el desarrollo de Pseudomonas en cualquiera de los cultivos (sangre,
orina, secreciones, expectoracion, liquidos) que se tomaron durante el periodo de tiempo
seleccionado, que tengan resistencia a carbapenémicos, mediante la prueba Resisti Kit para
carbapenemasa postiva, y que en la caracterizacion tenga resultado positivo tanto en los discos de

AFB como de Cloxacilina, y negativo en EDTA.
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ANALISIS ESTADISTICO
a. Estrategia de analisis estadistico:

e Se realizara con ayuda del programa estadistico SPSS 20 para Windows. Los datos se
presentan utilizando estadistica descriptiva. Se realizé6 determinaciéon de intervalos de
confianza mediante calculo de score de Wilson.

Las variables cualitativas se reportan como frecuencia y porcentaje; las variables cuantitativas se
reportan como media y desviacion estandar, cumpliendo con los supuestos de normalidad de

acuerdo a la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

11. ASPECTOS ETICOS;

a. Se trata de un estudio retrospectivo donde se hace una revisién de los cultivos microbioldgicos
de 2 centros hospitalarios en la ciudad de Ledn, Guanajuato, con la informacién de los pacientes
a quienes se les realizan las tomas (sexo, edad, sitio de muestreo, diagndstico presuntivo).

b. Al tener dicho disefio de estudio confiere minimo riesgo de afeccion a lo estipulado en las NOM-
004-SSA3-2012 del expediente clinico, NOM-012-SSA3-2012 que establece los criterios para la
ejecucioén de proyectos de investigacion para la salud en humanos y en la Declaracién de Helsinki
de la AMM de los principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos con ultima
version en 2013.

c. El estudio no viola ninguna de las normas de la investigacion clinica en humanos y se basa en
el articulo 100 de la ley General de Salud en materia de Investigacion para la salud.

d. Elestudio se presento6 al Comité de Investigacion del Hospital Regional de Alta Especialidad del

Bajio siendo aprobado y registrado con el folio:

LOS PROTOCOLOS FINANCIADOS POR LA INDUSTRIA FARMACEUTICA DEBERAN INDICAR
LOS BENEFICIOS PARA LA INSTITUCION. MENCIONE CUALES SON DE FORMA CONCISA:

El estudio no sera financiado por la industria, como se menciona previamente solo apoyara con los
kits para deteccioén de resistencia a carbapenémicos. La institucion se beneficiara con la deteccion y
caracterizacion de las enterobacterias y pseudomonas resistentes a carbapenémicos, lo cual
ayudara a establecer el panorama de resistencia antimicrobiana en nuestro hospital, con informacién

que permitird implementar estrategias efectivas de tratamiento y prevencion.
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RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 1793 aislamientos durante el plazo de un afio (Julio 2018 a junio 2019),
correspondiendo 839 de ellas al Hospital General Ledn (HGL) y 954 al Hospital Regional de Alta
Especialidad del Bajio (HRAEB).

Del universo estudiado en HRAEB, 2 especimenes no presentaron reporte de resistencia a
carbapenémicos (indeterminado, ambos Salmonella sp). No hubo resultados indistintos respecto a

la susceptibilidad a carbapenémicos en el muestro del HGL.

CARACTERISTICAS DE POBLACION EN HRAEB

Se dividieron los cultivos en 4 grandes familias, con el siguiente espectro de frecuencia: Hemocultivo
n= 152 (15.9%), Urocultivo n= 401 (42%), Secreciones n= 315 (33%) y Liquidos n=86 (9%). La
prevalencia de enterobacterias fue de n= 805 (84.3%) y de pseudomonas n= 149 (15.6%). Los
microorganismos a su vez, en orden descendente de frecuencia (ver figura 1), fueron los siguientes:
Escherichia coli en 492 ocasiones (51.6%), Klebsiella sp. en 182 ocasiones (19.1%), Pseudomonas
aeruginosa en 149 casos (15.6%), Enterobacter en 43 ocasiones (4.5%), Morganella 27 ocasiones
(2.8%), Proteus en 21 ocasiones (2.2%), Serratia en 20 ocasiones (2.1%), Citrobacter en 12 casos
(1.3%), Salmonella en 7 ocasiones (0.7%) y Providencia en 1 ocasién (0.1%); no se detectd

crecimiento de Shigella.

La mayoria de los hemocultivos presentaron desarrollo de Escherichia coli (n= 76 de 152, frecuencia
50%), seguido de Klebsiella sp. (n= 37, 24.3%), Pseudomonas aeruginosa (n= 24, 15.7%),
Enterobacter (n=10, 6.5%), Salmonella (n=3, 1.9%), Morganella y Citrobacter (ambos con 1

aislamiento, 0.6% respectivamente).

Los urocultivos repitieron prevalencia predominante de Escherichia coli (n= 290 de 401, 72.3%),
seguido de Klebsiella sp. (n= 59, 14.7%), Pseudomonas (n= 21, 4.2%), Morganella (n= 14, 3.4%),
Proteus (n= 8, 1.9%), Citrobacter (n= 5, 1.2%), Enterobacter (n= 2, 0.4%) y Providencia y Serratia

con 1 aislamiento cada uno (0.2%).

En secreciones se aislaron Escherichia coli (n= 97 de 315, 30.7%) y Pseudomonas (n= 90, 28.5%)
con frecuencia semejante, seguidos de Klebsiella (n= 67, 21.2%), Enterobacter (n= 21, 6.6%),
Morganella (n= 12, 3.8%), Proteus (n= 12, 3.8%), Serratia (n= 10, 3.17%), Citrobacter (n=5, 1.5%) y
Salmonella n=1 (0.3%).

En los liquidos el orden de frecuencia fue el siguiente: Escherichia coli (n= 29 de 86, 33.7%),
Klebsiella (n= 19, 22%), Pseudomonas (n= 14, 16.2%), Enterobacter (n= 10, 11.6%), Serratia (n= 9,

10.4%), Salmonella (n= 3, 3.48%), Citrobacter y Proteus (n= 1 cada uno, 1.16% respectivamente).
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Perfil de susceptibilidad microorganismos HRAEB

Enterobacterias. Las cepas de Escherichia coli fueron resistentes a carbapenémicos en 1.23% (6 de

los 492 aislamientos); Morganella tuvo igualmente 6 casos de resistencia, pero en menor niumero de
aislamientos (27), para una prevalencia de 22.2%. Las cepas de Klebsiella sp. mostraron resistencia
a carbapenémicos en 7.1% (13/182 casos); Proteus y Serratia presentaron en 2 ocasiones cada una,
con prevalencias de 9.5% y 10% respectivamente; Enterobacter solo reporté una resistencia de las
43 muestras (2.3%); mientras que Citrobacter, Providencia y Salmonella fueron cepas 100%

sensibles a carbapenémicos (Ver figura 2).

Globalmente, las enterobacterias como familia mostraron una prevalencia de resistencia de 3.7%
(30 de 805 muestras).

Pseudomonas. Dicha proporcién de susceptibilidad se muestra distinta en las cepas de
Pseudomonas aeruginosa. De las 149 muestras, 71 fueron sensibles y 78 resistentes a por lo menos
uno de los dos carbapenémicos con actividad antipseudomonas disponibles en el hospital, con una
prevalencia de resistencia dentro de este género del 52.3%. Debido a la alta prevalencia,
desglosamos la frecuencia de la misma por tipo de cultivo, encontrando lo siguiente: 43 de las 78
colonias resistentes se aislaron en secrecion (frecuencia de 55.1%); 13 de 78 en urocultivos (16.6%);
12 de 78 en hemocultivos (frecuencia 15.3%) y 10 de 78 en liquidos, (12.8%). Una manera de
presentar esta informacion, que otorgue relevancia clinica a la hora de tomar decisiones es la
siguiente: ante un hemocultivo positivo con desarrollo de Pseudomonas, la probabilidad pre prueba
de resistencia a carbapenémicos es del 50% (n= 12/24); en urocultivos es del 61.9% (n= 13/21), en
secreciones 47.7% (n=43/90) y en liquidos 71.4% (n= 10/14).

Resistencia a carbapenémicos -por cultivo- en Enterobacterias y Pseudomonas

Extrapolando la resistencia a carbapenémicos global de acuerdo al tipo de cultivo, encontramos que
Liquidos presenta la mayor prevalencia de resistencia con un 19.7% (17/86) -ver tabla-; en segundo
lugar, Secreciones (Ulceras, heridas, expectoracion, aspirado traqueal) con un 16.5% (52/315);
tercero, Hemocultivos, con una prevalencia de 13.8% (21/152); y finalmente Urocultivos, con 4.48%
(18/401).

Resistencia a carbapenémicos y caracterizacion del mecanismo

De los 954 aislamientos captados en el HRAEB durante 1 afio, 108 presentaron resistencia a por lo
menos 1 carbapenémico activo para la cepa correspondiente. La prevalencia global de resistencia
fue 11.3% (95% IC, 9.4%-13.4%)

21 de las 108 colonias resistentes mostraron un mecanismo de inactivacion mediado por enzimas

(19.4%, ver tabla); en contraparte, 54 tuvieron un resultado negativo, sugiriendo otro mecanismo
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(porinas, porcentaje de 50%). Los 33 microorganismos restantes no recibieron prueba para
determinar el mecanismo de resistencia (30.6%). Finalmente, detectamos 4 cepas productoras de
metalobetalactamasas (19% de las 21 muestras con inactivacion enzimatica) y 2 productoras de
AmpC (9.5%); el resto presentaron un mecanismo no identificado por ResistiKit o Carba NP (15/21,
71.4%) —figura 3-.

Susceptibilidad a nuevos farmacos inhibidores y Colistina

En microorganismos resistentes a carbapenémicos, se realizaron pruebas de susceptibilidad para
Ceftolozano/Tazobactam (C/T) en 65 muestras y en 48 para Ceftazidima/Avibactam (CZA). En el
primer caso, el resultado demostré sensibilidad en 25 de 65 (38.4% de las cepas; 95% IC, 27.6%-
50.6%); resistencia en 28 de 65 (43%; 95% IC, 31.7%-55.1%), intermedio en 2/65 (3%), y no reporte
en 10/65 (15.3%); especificamente, la sensibilidad de Pseudomonas a esta combinacién de
betalactamico/inhibidor: 40% (20 de 49 casos); en E. Coli fue 25% (1/4); y en Klebsiella 44% (4/9).

El segundo betalactamico + inhibidor (CZA) mostré actividad en 26 de 48 pruebas realizadas
(susceptibilidad 54% global; 95% IC, 40.2%-67.4%), resistencia en 16 de 48 (33.3%; 95% IC, 21.6%-
47.4%), y no reportado en 6/48 (12.5%); no hubo resultados intermedios. La sensibilidad en
Pseudomonas fue de 57.5% (19 de 33 casos); Klebsiella 75% (6/8) y E. Coli 25% (1/4).

Colistina mostré una actividad in vitro mas elevada en 48 pruebas: 45 (93.7%; 95% IC, 83.1%-97.8%)
sensibles, resultado similar en el género Pseudomonas (93.1%, 41 de 44); E. Coli y Klebsiella fueron

100% susceptibles con 1y 3 casos respectivamente.

CARACTERISTICAS DE POBLACION EN HGL

Los cultivos se dividieron en 6 grandes categorias, con la siguiente frecuencia de aparicion:
Urocultivo 317 de 839 (37.8%), secreciones 209 de 839 (24.9%), expectoracion 185 de 839 (22.1%),
liqguido 79 de 839 (9.4%), hemocultivo 44 de 839 (5.2%) y tejido y hueso 5 casos (0.6%). La

prevalencia de enterobacterias fue de n= 699 (83.3%) y de pseudomonas n= 140 (16.7%).

Entre las enterobacterias, Escherichia coli fue el desarrollo mas prevalente con 53.9% de los casos
(452 de 839), seguido de Klebsiella sp en 14.7% (123 de 839), Proteus 3.9% (33 de 839),
Enterobacter 3.6% (30 de 839), Morganella 2.7% (23 de 839), Citrobacter 2.1% (18 de 839), Serratia
1.7% (14 de 839), Salmonella 0.6% (5 de 839) y Providencia en una ocasién (0.1%); no se aislaron

colonias de Shigella (figura 4).
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En hemocultivos, Escherichia coli se aislé en 20 de 44 casos (45.4%); Klebsiella sp. y pseudomonas
en 8/44 cada uno (18.1% y 18.1%); Citrobacter (4.5%), Enterobacter (4.5%), Salmonella (4.5%) en

2 ocasiones respectivamente; y Morganella (2.2%) y Proteus (2.2%) 1 ocasion.

En urocultivos, Escherichia coli se aislo en 76.6% (243 de 317), Klebsiella sp. en 7.8% (25 casos),
Pseudomonas aeruginosa en 6.3% (20), Proteus 3.4% (11), Enterobacter 2.2% (7 ocasiones),
Morganella 1.89% (6), Citrobacter 0.9% (3) y Salmonella 0.6% (2).

Secreciones mostré Eschericia coli 54.5% (114 de 209 casos), Pseudomonas aeruginosa 14.3%
(30/209), Klebsiella sp 10% (21/209), Proteus 7.6% (16), Morganella 6.6% (14/209), Enterobacter
3.3% (7/209), Citrobacter 2.3% (5/209), Providencia y Serratia en una ocasion (0.4% y 0.4%).

Liquidos continué mostrando el predominio de Escherichia coli en 54.4% (43 de 69 casos); Klebsiella
sp. 24% (19 de 79), Pseudomonas aeruginosa 10% (8/79), Proteus y Serratia en 3.79% (3/79)

respectivamente y Enterobacter, Morganella, Salmonella con un solo aislamiento (1.2%).

La prevalencia se modifica en expectoraciones, donde 38.3% son Pseudomonas (71 de 185),
Klebsiella 26.4% (49/185), en tercer lugar E. Coli con 17.2% (32/185); complementan Enterobacter
6.4% (12/185), Serratia 5.4% (10/185), Citrobacter 4.32% (8/185), Proteus 1% (2) y Morganella 0.5%

(1)-

Tejidos y hueso mostraron solo desarrollo de Pseudomonas (3 casos), Enterobacter (n= 1) y

Klebsiella (n=1) —figura 5-.
Perfil de susceptibilidad a carbapenémicos en muestras de HGL

124 de los 839 aislamientos captados en el HGL durante el afio de recoleccion fueron resistentes a
por lo menos 1 carbapenémico activo para la cepa correspondiente. Prevalencia global de resistencia
fue 14.8% (95% IC, 12.5%-17.3%)

El microorganismo con mayor prevalencia de resistencia a carbapenémicos fue Morganella con un
78.2% (n= 18/ 23), le continuan Pseudomonas aeruginosa con 44.2% (n= 62 / 140), Serratia 42.8%
(n= 6/ 14), Enterobacter 26.6% (n= 8 / 30) y Proteus 24.2% (n= 8 / 33) con tasas de resistencia
>10%. Completan el cuadro Citrobacter 5.8% (n= 1/ 17), Klebsiella sp 4.8% (n=6/123) y E. Coli
con 3% (n= 14 / 452). Providencia mostré solo un aislamiento, siendo el mismo resistente a

carbapenémicos. Las cepas de Salmonella fueron todas sensibles (n= 0/ 5).

La resistencia a carbapenémico por tipo de cultivo fue 0% en tejido y hueso (n= 0/ 5); 8.8% en
liquidos (n=7/79), 10.4% en urocultivos (n= 33 /317), 13.6% en hemocultivos (n=6/44), 13.8% en

secreciones (n= 29 / 209), y con mayor prevalencia, 26.4% en expectoraciones (n= 49/ 185).
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Finalmente, 2 de los 6 grandes grupos de cultivos en el HGL se consideraron cultivos criticos
(Hemocultivos y Liquidos), por lo que se realizé analisis descriptivo de la prevalencia de resistencia

a carbapenémicos por tipificacién de microorganismo:

En el caso de hemocultivos, 100% de Morganela (1 / 1) tuvo resistencia; y 50% de pseudomonas (4
/ 8) y Enterobacter (1 / 2) no fueron sensible a carbapenémicos; el resto de las cepas no desarrollo

resistencia en este medio de cultivo.

En liquidos, 66% de Serratia (n=2/ 3), 37.5% de Pseudomonas aeuruginosa (n= 3/ 8), 2.3% de E.

Coliy 100% de Morganella (n= 1/ 1) presentaron resistencia.
Susceptibilidad a nuevos farmacos inhibidores y Colistina

No se realizaron pruebas a Ceftolozano/Tazobactam o Ceftazidima/Avibactam en muestras

resistentes a carbapenémicos en HGL.

De estos aislamientos, se monté panel de susceptibilidad a Colistina a 45 de las 124 (36.3%), con
especimenes potencialmente susceptibles en 20 ocasiones (E. Coli n= 1, Pseudomonas n= 16 y
Enterobacter n=3). La sensibilidad global fue de n=19/20 (95%; 95% IC, 76.3%-99.1%).

DISCUSION

Nuestro estudio tuvo los objetivos de determinar la prevalencia de resistencia a carbapenémicos, los
patrones de susceptibilidad a farmacos considerados de ultima linea y la relacidn de estos datos con
el tipo de cultivo realizado en poblaciones de enterobacterias y pseudomonas de los 2 hospitales
publicos con mayor poblacion hospitalaria en la ciudad de Ledn, Guanajuato. De la misma manera,
caracterizamos la frecuencia de aislamiento de cada una de las especies dentro de la familia de
enterobacterias y pseudomonas. Durante el lapso de un afio fuimos capaces de recolectar 1793
aislamientos. La mayor parte correspondieron a cultivos de orina (718), con un porcentaje global de
40%. El resto de las muestras del HGL se dividieron en hemocultivos, liquidos, tejidos/hueso,
secreciones y expectoraciones/aspirados traqueales, mientras que en el HRAEB se incluyeron tanto

a los tejidos y expectoraciones en el grupo de secreciones.

La prevalencia final de resistencia a carbapenémicos en los 2 centros hospitalarios fue de 13%, con

una proporcion muy similar en ambas instituciones (11.3% y 14.8%).

Sin embargo es importante desglosar esta informacion en las 2 grandes familias de bacterias
implicadas: En el rubro de enterobacterias encontramos una resistencia de 3.7% en el HRAEB,
siendo esto similar a lo reportado por Gupta et al®®, donde los aislamientos no duplicados de

enterobacterias CarbaResistentes fue de 1.2% (3,758 de 314,904 muestras en pacientes
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hospitalizados) y sobre todo al estudio por Rizzo et al51, que analizé muestras de enterobacterias
asociadas a los cuidados hospitalarios —contexto similiar a los pacientes de nuestro hospital-, con
una tasa de CarbaR en 3.2%. Contrastan ambos resultados con lo encontrado en HGL, donde en el

8.8% de los casos encontramos aislamientos CarbaR entre enterobacterias.

La prevalencia de CarbaR en Pseudomonas fue mucho mas elevada, y asemeja lo reportado en
series latinoamericanas anteriores por Unal et al®®, donde la %S de Pseudomonas susceptibles a
meropenem/imipenem fue 57% y 52% respectivamente. En nuestra muestra encontramos una %S
a ambos carbapenémicos en 55.7% en el HGL y 47.6% en el HRAEB. Estos datos contrastan
desfavorablemente con la literatura reportada en el primer mundo, donde la %S a meropenem e
imipenem es de 89% y 85% en USA, y 76%/70% en Europa; pero a su vez guarda concordancia con
lo observado en el borde Asia-Pacifico (58% susceptibilidad a Meropenem53), lo que sugiere una

mayor virulencia de Pseudomonas en el contexto hospitalario de los paises en vias de desarrollo.

La elevada morbilidad y mortalidad asociadas a infecciones por Pseudomonas aeuruginosa se
incrementan gracias al desarrollo de resistencias altas a las opciones terapéuticas actuales, y por la
falta de opciones farmacoldgicas con buen perfil de seguridad en la practica diaria. En ese aspecto,
nuestro estudio evalud la tasa de susceptibilidad en cepas de Pseudomonas CarbaR a los farmacos
inhibidores de segunda generacion (Ceftolozano/Tazobactam y Ceftazidima/Avibactam) y a

antimicrobianos tradicionales cuyo uso no es de primera linea por la alta frecuencia de toxicidad.

En las pruebas de susceptibilidad realizadas, menos del 50% de todas las muestras fueron sensibles
in vitro a Ceftolozano/Tazobactam (C/T); este hallazgo fue general tanto para enterobacterias como
para Pseudomonas. Esto contrasta notablemente con los resultados de Gallagher et al™, quien
encontré una susceptibilidad de 125/139 (89.9%) en aislamientos de Pseudomonas resistentes
MDR, en un estudio multicéntrico, retrospectivo y observacional en 20 unidades de salud de USA. Y
ala vez encontramos mejor perfil de actividad comparado con el estudio latinoamericano mas grande
realizado a la fecha (Pfaller et al55, realizado en México, Argentina y Brasil, 2415 muestras
consecutivas) donde la actividad de C/T fue testimonial contra cepas CarbaR de enterobacterias (S
1.6%).

Por su parte, Ceftazidima/Avibactam (CZA) superé la media de susceptibilidad en las muestras, pero
por el minimo (54%), siendo mas efectiva en los aislamientos que correspondian a Klebsiella (75%).
Si bien los primeros estudios que evaluaron la eficacia de CZA no se realizaron especificamente en

%57 van Duin et al*® condujeron una investigacion

enterobacterias resistentes a carbapenémicos
prospectiva donde el 96% (23/24) de los aislamientos donde se realizé prueba de susceptibilidad a
CZA fueron susceptibles. Sin embargo, los autores mencionan la necesidad de confirmar tales

conclusiones en un ensayo clinico aleatorizado.
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La baja susceptibilidad reportada en nuestro estudio se puede explicar por el hecho de que C/T y
CZA -en conjunto- no poseen actividad antimicrobiana contra organismos gram-negativos
productores de carbapenemasas clase B, y que C/T tampoco guarda espectro de accién contra las
bacterias productoras de carbapenemasa tipo A%, Por lo tanto, inferimos una preponderancia de
microorganismos productores de KPC y metalobetalactamasas en nuestra cohorte, que no pudieron

identificarse por los medios fenotipicos disponibles.

Al ser un estudio de caracter retrolectivo, se perdié la oportunidad de aplicar el kit de resistencia
(Resisti-Kit) en todas las colonias aisladas. Muchas de estas muestras tenian sensibilidad a otras
clases de antimicrobianos, por lo que se contaban con opciones terapéuticas alternativas a beta
lactamicos y no se priorizd la caracterizacion de resistencia a carbapenémicos. Sin embargo,
nuestros resultados denotan la necesidad apremiante de solicitar pruebas de caracterizacion
fenotipica o molecular en todo aislamiento resistente a carbapenémico de aqui en adelante, pues las
implicaciones terapéuticas son inmediatas (por ejemplo, un hallazgo de organismo gram negativo
productor de carbapenemasa clase A o clase D podria acelerar la toma de decisiones, favoreciendo

la indicacién de CZA sobre otras opciones).

Finalmente, llama la atencion la distribucion de resultados en nuestro estudio, ya que, contrario a la
creencia general, se cuantificé una mayor cantidad de muestras en el HRAEB en comparacion con
el centro de referencia histérico de la region, el HGL. Esto puede deberse a 2 circunstancias

principales:

1) durante los ultimos afos el HRAEB ha aumentado el nimero de pacientes que atiende por servicio
—secundario a una mayor oferta de servicios y aumento en la matricula de personal operativo-,
ademas de que gran parte de esta poblacidn no es la misma que se observé durante los primeros
afios de vida de nuestra institucion —donde originalmente los pacientes acudian a recibir atencién
especifica y se contrarreferian-, sino que se ha evolucionado a una cohorte bien establecida donde
los tratamientos sistémicos y oncolégicos generan multiples reingresos y seguimiento/vigilancia

durante un largo periodo de tiempo. Esto mismo va relacionado a

2) la poblacién tiene un perfil distinto a otras instituciones de la region (y del pais), siendo la gran
mayoria de nuestro universo pacientes inmunocomprometidos por varios factores. Entre ellos
destacan el efecto secundario de los tratamientos citotoxicos (nadir de quimioterapia), las mismas
enfermedades oncolégicas, los padecimientos autoinmunes y tratamientos inmunosupresores
durante el cuidado post trasplante, por mencionar algunos. Esto en consecuencia los predispone a
un mayor numero de infecciones oportunistas que en otras unidades no se llegan a detectar ni

sospechar.
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Ademas, es importante recordar que nuestro estudio se basd solamente en recoleccion de
enterobacterias y pseudomonas, omitiendo otros microorganismos altamente frecuentes en medios

hospitalarios ajenos al nuestro, como Acinetobacter spp, entre otros.
CONCLUSIONES

Nuestro trabajo refuerza la evidencia reciente respecto al aumento de resistencia hacia
carbapenémicos en microorganismos gram negativos en el medio hospitalario. Igual como sucedié
con el surgimiento de las enterobacterias productoras de beta lactamasas de espectro extendido
(BLEESs), nos encontramos nuevamente ante una amenaza global para la cual aun no desarrollamos
una defensa farmacoldgica ideal. Gracias a la informaciéon recabada en este protocolo, ahora
tenemos una idea clara sobre el panorama actual en la ciudad de Ledn Guanajuato respecto a este
problema. Esperamos que con este trabajo sensibilizemos al personal de la salud sobre el siguiente
paso es realizar: una caracterizacion global de estos aislamientos carbapenémicos resistentes, tests
de susceptbilidad tanto a antimicrobianos nuevos como antiguos y medidas de prevencion en nuestra

practica diaria.
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ANEXO. GRAFICOS
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Figura 1. Porcentaje de aislamiento en enterobacterias y Pseudomonas en el Hospital Regional de Alta
Especialidad del Bajio
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Figura 2. Prevalencia de microorganismos y su susceptibilidad a carbapenémicos en HRAEB
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Figura 3. Resistencia a Carbapenémicos y caracterizaciéon del mismo en HRAEB.
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Figura 5. Resistencia a carbapenémicos por tipo de cultivo en HGL.
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