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1. Resumen

La multirresistencia generada por microorganismos productores de carbapenemasas como
Klebsiella pneumoniae que hace parte de la familia de las Enterobacterias es un tema que
se ha convertido en un problema de salud publica a nivel mundial, esto debido a que a
medida que transcurre el tiempo las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia
que les permiten inhibir la funcién de una gran variedad de antibidticos, de tal manera que
el clinico se ha visto en la necesidad de recurrir a terapias combinadas utilizando moléculas
tales como colistina,fosfomicina y tigeciclina en conjunto con carbapenémicos, en algunos
casos con perfil de resistencia, para contrarrestar este efecto y asi disminuir las tasas de
mortalidad. Sin embargo, se desconoce en nuestro medio el comportamiento de estas

moléculas a nivel in vitro.

Metodologia: Se realizdé un estudio a partir de 236 muestras obtenidas del cepario del
Hospital San Ignacio procedentes del periodo de 2013 a diciembre de 2016. Posteriormente
se realizaron pruebas fenotipicas que confirmaran aislamientos con carbapenemasas y se
procedié a hacer microdilucion para evaluar in vitro colistina, fosfomicina y tigeciclina.

Ademas, se analiz6 la MIC real de los carbapenémicos mediante la técnica de E test.

Resultados: De los 236 aislamientos resistentes a carbapenémicos el microorganismo mas
comunmente aislado fue Klebsiella pneumoniae. (75%) seguida de E. cloacae (8%).Los
microorganismos fueron recuperados de muestras de orina, hisopado rectal y sangre entre
otros. Los servicios de los cuales se obtuvieron principalmente fueron hospitalizacion
general 36%, urgencias 29% y UCI 17%. Se observo un predominio en el género masculino
con un 66% vs un 34% del femenino. Por otro lado los hallazgos de sensibilidad para
colistina, fosfomicinay tigeciclina fueron de 26%, 85% y 94% respectivamente. No obstante,
la resistencia encontrada en las Enterobacterias estudiadas frente a estos antibidticos
fueron de 23%, 15% 1%.

Adicionalmente se reportd que de los 236 aislamientos el 83% fueron resistentes a
meropenem, el 74% fue resistente a doripenem y ertapenem reporta una resistencia del
100%.

Conclusion: Los perfiles de susceptibilidad frente fosfomicina y tigeciclina encontrados en
las Enterobacterias estudiadas reportan mayor porcentaje de sensibilidad indicando su

posible uso para tratamiento. Sin embargo, para colistina el porcentaje de resistencia fue
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mayor que su sensibilidad.

La técnica de Etest® presenta un 52% de posibilidades de manejo terapéutico para
meropenem en combinacion ya que se encontrd 25 casos en los que la MIC estaba por

debajo de 16ug/ml.

Palabras clave: Colistina, fosfomicina, tigeciclina, microdilucion, E test, carbapenémicos



2. INTRODUCCION

Las infecciones por bacterias Gram negativas son muy prevalentes, estas pueden ser
infecciones tanto adquiridas en la comunidad como en los hospitales. Dia a dia se conoce
mas acerca de los mecanismos de resistencia adquiridos por las Enterobacterias por lo que

se ha convertido en un reto terapéutico.

Adicionalmente las bacterias tienen la capacidad de adquirir resistencia en funcién de su
variabilidad genética, bien sea por sufrir una mutacion o mediante transferencia de material

genético entre células bacterianas de especies relacionadas o diferentes (Vignoli, 2017).

Dentro de los mecanismos de resistencia mas importantes se encuentran: la modificacion
enzimatica del antibidtico, las bombas de expulsiéon y el cierre de porinas, entre otros. En
consecuencia, actualmente se estan estudiando las posibles alternativas de terapia

combinada aun cuando los antibidticos a utilizar resultan resistentes a nivel in vitro.

Por lo anterior, el presente trabajo de grado tiene como objetivo determinar el perfil de
susceptibilidad de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos frente a colistina,
fosfomicina vy tigeciclina., con el fin de lograr dar un apoyo al clinico, de tal manera que las

tasas de mortalidad desciendan favorablemente.

Para alcanzar los propositos del presente estudio fue importante confirmar los criterios de
inclusién y exclusién, comenzando por la viabilidad de las cepas de tal manera que
aseguraran que correspondian a aislamientos resistentes a algun carbapenémicos, de este
modo poder determinar la concentracion minima inhibitoria de las moléculas de rescate
como lo son colistina, fosfomicina y tigeciclina, teniendo en cuenta las indicaciones acerca
de los puntos de corte instaurados por Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) ya que
para poder proporcionar un tratamiento empirico correcto frente a enterobacterias
multirresistentes es fundamental conocer la distribucion local de los patégenos al igual que

sus patrones de sensibilidad y resistencia. (Farifias, 2013)
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3. Problemay justificacion

El acelerado aumento de bacterias resistentes a antibidticos de amplio espectro, ha
conllevado a investigar cada vez mas a fondo los mecanismos de resistencia que ellas
generan, principalmente en el grupo de Enterobacterias debido a su alto impacto en la

mayoria de las infecciones asociadas al cuidado de la salud.

Ademas, existe un interés en buscar de qué manera la informacién resultante del perfil de
susceptibilidad de dichas bacterias puede apoyar al clinico mediante un tratamiento dirigido
y acertado; mas aun, cuando las posibilidades de tratamiento son escasas como es el caso
de infecciones por microorganismos multiresistentes, lo que a su vez se ha convertido en
un problema de salud publica por generar una estancia hospitalaria prolongada, aumento
en los costos de salud y aumento de las tasas de morbimortalidad por infeccion. (Patricia
A. Bradford, 2016)

Actualmente, la informacion disponible para el clinico sobre el comportamiento
antimicrobiano se basa en estudios in vitro de antibiogramas; sin embargo, la mayoria de
metodologias, ya sean manuales o automatizados, tienen como limitante comun la escasa
cantidad de concentraciones de antibiético a evaluar. Por lo tanto, no se genera en muchas
ocasiones lo que se conoce como “Concentraciéon minima inhibitoria real” (MIC real) del
antibiético. Ademas, otra limitante no menos importante, es que varios de los antibiéticos
utilizados para el manejo de bacterias multiresistentes no son analizados in vitro por dichos

sistemas, quedando el clinico a expensas de tratar de manera empirica el paciente.

Teniendo en cuenta que las opciones de tratamiento de Enterobacterias resistentes a
carbapenémicos, es decir, multiresistentes, se limitan generalmente al uso de antibidticos
llamados “antibidticos de rescate” como colistina, polimixina B, fosfomicina y/o tigeciclina,
se desconoce en muchas ocasiones su comportamiento in vitro siendo que en nuestro
medio no existe como protocolo de trabajo en el laboratorio clinico el estudio de dichas
moléculas. Es por ello, importante conocer el comportamiento in vitro de estos antibiéticos
y ademas la MIC real de cada uno de los carbapenémicos, de tal manera que el clinico
pueda tener la posibilidad de su uso en terapia combinada, carbapenémicos y antibiéticos
de rescate, escogiendo dentro de los carbapenémicos analizados, aquel carbapenemico
que a pesar de ser resistente tenga la concentracion minima inhibitoria menor dentro de los

analizados.. (Jesus Rodriguez-Bafio, 2014)
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La finalidad de este proyecto es entonces, evaluar el perfil de susceptibilidad in vitro de
Enterobacterias resistentes a carbapenémicos frente a antibidticos de rescate
determinando a la par la MIC real a carbapenémicos como doripenem, ertapenem y

meropenem.

4. Marco teorico

Las bacterias Gram negativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, en donde se
incluyen géneros como Klebsiella spp., Enterobacter spp., Escherichia coli, Serratia
marcescens, Citrobacter spp., son microorganismos habitantes de la flora intestinal
causantes de un nimero importante de infecciones intrahospitalarias (Leidy Gonzéalez 2014)
(Joseph P Lynch 2013). Las Enterobacterias se caracterizan por tener patrones de
propagacion rapidos por la facilidad de diseminacién entre los humanos, ya sea por ingesta
de alimentos o agua o fuentes ambientales contaminadas y llevando con ellas su resistencia
a quimicos y antibiéticos a los que han sido expuestos y que comparten entre ellas por
plasmidos o transposones (Joseph P Lynch 2013) (Etienne Ruppé 2015).

El 27 de febrero de 2017 la organizacién mundial de la salud (OMS) en un comunicado,
lista los principales patdgenos resistentes a antibiéticos, siendo éstos patdgenos prioritarios
para la investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos para combatir el creciente problema
de las bacterias con multiresistencia. El comunicado hace especial énfasis en las bacterias
Gram negativas clasificando a la familia Enterobacteriaceae, productoras de
carbapenemasas, en prioridadad 1 o critica para la blisqueda de nuevos antibiéticos o

tratamientos. (Organizacién Mundial de la Salud, 2017)

En el medio clinico, K. pneumoniae, de la familia de las enterobacterias es uno de los
patdgenos mas prevalentes entre las infecciones intrahospitalarias, (Hassan Ahmed Khan,
2015) se destaca por ser el segundo microorganismo que se encuentra en Unidades de
cuidados intensivos (UCI), pacientes hospitalizados y el tercero encontrado en UCI neonatal
y UCI pediatrica. Es un microorganismo que generalmente coloniza el tracto
gastrointestinal, la faringe y la piel, siendo considerado un agente importante en neumonia,

heridas quirargicas y septicemia neonatal. (Jaime Alberto Lopez Vargas, 2009)

Es una bacteria Gram negativa no mévil que desarrolla una capsula constituida por

polisacéaridos, formando una envoltura gruesa en la superficie de la bacteria, es considerada
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como el factor de virulencia més importante, protegiendo al patégeno de la fagocitosis, la
desecacion y contra agentes bactericidas. (Lazaro, 2003)

Su proceso infeccioso inicia con la adherencia a células del hospedero por medio de
estructuras filamentosas denominadas pilis que actuaran de anclaje celular para promover
la colonizacion bacteriana y formacion de biopeliculas que confieren la capacidad al
microorganismo de evadir la respuesta inmune y soportan ambientes hostiles (Suescun,
2006)

Escherichia coli hace parte de la flora intestinal de los mamiferos desde el momento del
parto, manteniendo una relacion comensal en personas inmunocompetentes, sin embargo,
cuando se presenta un cuadro de inmunodeficiencia o se rompen las barreras
gastrointestinales el patégeno puede inducir una infeccién grave. (James B. Kaper, 2004)
Se ha reportado como segunda causa de consulta en infecciones de tracto urinario donde
E.coli multirresistente muchas veces se encuentra presente. (Gémez, 2007)

Adicionalmente es una bacteria que puede ocasionar infecciones en tracto gastrointestinal,

septicemia, meningitis neonatal, gastroenteritis y peritonitis. (Hassan Ahmed Khan, 2015)

Al igual que Klebsiella spp. tiene mecanismos de virulencia formados por adhesinas que
promueven la adhesién y colonizacion al hospedero. Es sin embargo, una caracteristica de
E.coli la secrecion de toxinas que impactan directamente en los procesos biol6gicos de las
células eucariotas. Enterobacter spp. es un patégeno oportunista que raramente afecta a
personas inmunocompetentes, pero se ha reportado especialmente E.aerogenes y E.
cloacae como patdégenos multiresistentes descritos durante varios brotes de infecciones
adquiridas en hospitales de Europa. (Anne Davin Regli, 2015). Segun estudios,
Enterobacter spp. se ha considerado como un importante patégeno, especialmente en el
servicio de cuidados intensivos. (Anne Davin Regli, 2015) (W. Eugene Sanders JR, 1997)
Los aislamientos de muestras clinicas de Enterobacter spp se recuperan de vias
respiratorias, heridas quirargicas, sangre y vias urinarias, relacionandose asi con
neumonia, septicemia cistitis o pielonefritis. Su capacidad infectiva se ha asociado a su
capacidad para formar biopeliculas y la secrecién de diferentes citotoxinas como
enterotoxinas, hemolisinas y toxinas formadoras de poros (Anne Davin Regli, 2015), siendo

este complejo de factores su arsenal de virulencia.

Serratia marcescens por su parte es una Enterobacteria que se puede encontrar a nivel
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intestinal del hombre y en reservorios con escasos nutrientes. Su adquisicion mas comun
se da a nivel intrahospitalario, especialmente en unidades de cuidados intensivos.
(M.Teresa Dossi C., 2002). Se presenta mayormente en personas con enfermedades de
base como, diabetes, neoplasias e insuficiencia renal. Entre las infecciones provocadas por
este patdgeno se encuentran neumonia, infeccion de vias urinarias, infeccion de heridas
quirdrgicas, meningitis, endocarditis y sepsis, entre otras. (Maria Magdalena Rodriguez
Palacios, 2015)

De las bacterias entéricas Serratia spp. se caracteriza por secretar quitinasa extracelular,
proteasas, nucleasas y lipasas que sirven como factores de virulencia para infectar y

colonizar a hospederos inmunocomprometidos. (Alejandro Ruiz Sanchez, 2003)

Todas las Enterobacterias expresan factores de virulencia comunes entre si y especificos
entre especies, que define y caracteriza la infeccion causada por estos patégenos,
explicando las repercusiones de infeccién a nivel intrahospitalario contra pacientes que
generalmente se encuentran con un sistema inmune debilitado, es por ello que el nimero
de antibidticos destinado para estas infecciones es bastante amplio , dentro de los cuales
se destaca el grupo de betalactdmicos (como cefalosporinas, penicilinas, carbapenémicos
y monobactamicos), asi como las quinolonas, los cuales actian en el interior de la bacteria
ejerciendo su actividad bactericida al unirse e inhibir lastopoisomerasas bacterianas (
Vacarezza, 2017) .

Los antibidticos B-lactamicos son actualmente una de las familias de antibidticos mas
utilizadas en la practica clinica (Jorge Calvo, 2008) por su amplio espectro frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Su nombre proviene de la presencia de un anillo
lactamico en su estructura con un oxigeno en posicion B con respecto a un nitrégeno.
Dependiendo de los radicales que se unen al anillo se pueden distinguir diferentes grupos,
que ya han sido mencionados como las penicilinas, cefalosporinas, monobactam vy

carbapenemicos. (Jorge Calvo, 2008)

Dentro del grupo de betalactamicos, las penicilinas de amplio espectro, tienen la capacidad
de inhibir selectivamente la sintesis del peptidoglicano (mureina), sustancia que le confiere
la forma, rigidez y estabilidad a la membrana celular de tal manera que si hay un bloqueo
en la sintesis de esta lo que se esperaria es la destruccion de la bacteria por lisis osmética

(Lozano Valdés & Larrondo Muguercia, 2017).En cuanto a las cefalosporinas, las de tercera
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y cuarta generacion, son las mas indicadas en tratamiento para Enterobacterias (Rivas &
Rivas, 2002). Por ultimo los carbapenémicos han sido considerados la siguiente linea de
tratamiento para infecciones producidas por Enterobacterias resistentes a cefalosporinas,
0 microorganismos productores de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), dado que
no suelen ser afectadas por estas enzimas ( Garcia & Astocondor, 2012) sin embargo, cada
vez mas se presentan casos de dicha resistencia. (Salgado, 2015).

Los B-lactamicos son antibidticos bactericidas que actuan inhibiendo la ultima etapa de la
biosintesis de los peptidoglicanos de la pared celular bacteriana. Su sitio blanco de accion
son las enzimas PBP que tienen accién transpeptidasa, transglucosilasa y carboxipetidasa,
actividad importante para entrelazar los componentes del peptidoglucano. Los B-lactdmicos
bloguean estas enzimas porque estructuralmente su anillo es similar a la del residuo acil-
D-alanin-D-alanina de las cadenas del peptidoglicano, sustrato natural de las PBP. (Jorge
Calvo, 2008)

Entre la familia de los antibiéticos B-lactamicos, los carbapenémicos han sido ampliamente
usados contra las Enterobacterias, el primer carbapenémicos fue la a tienamicina,
desarrollada a partir de Streptomyces cattleya, (M. Gobernado, 2007) sin embargo por su
inestabilidad molecular, se desarrolla un compuesto derivado en 1985 el imipenem. En
1988 el imipenem fue el primer carbapenémico de uso clinico que aparecié en el mercado,
seguido de meropenem en 1997 y posteriormente de ertapenem, disponible en los paises
de la Unién Europea desde 2002 (M. Gobernado, 2007). Doripenem representa el
carbapenémicos mas reciente siendo autorizado su uso clinico en el afio 2009. (Monge,
2013)

El actual aumento exponencial de Enterobacterias resistentes a 3-lactdmicos ha impulsado
que se desarrollen alrededor del mundo diversas investigaciones sobre los mecanismos de

resistencia a antibiéticos que estan desarrollando las Enterobacterias.

Entre los mecanismos de resistencia a los antibiéticos se encuentran, la expulsién del
antibiético por bombas de eflujo, la forma de hacerlo es tomando el antibiético del espacio
periplasmico y expulsandolo al exterior evitando asi la llegada de la molécula al sitio de
accion. Siendo éste un mecanismo casi exclusivo de las bacterias Gram negativas. (Jose
David Tafur, 2008) . Al mismo tiempo las bacterias Gram negativas pueden generar cambios

en la membrana lipidica desarrollando asi cambios en la permeabilidad de la membrana
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externa (3). Estos cambios se deben principalmente por cambios en las porinas, proteinas
que forman canales que regulan la entrada de elementos a la célula, entre ellos los
antibiéticos. EI cambio de conformacién de las porinas puede llevar a impedir el paso de
éstos elementos terapéuticos al espacio periplasmico, lo que bloquea la accién del
antibiético. (José David Tafur, 2008). Siendo mas representativo este mecanismo en
bacterias Gram positivas, la alteracion del sitio de accién es en las Enterobacterias también
un mecanismo importante en cuanto a la resistencia antimicrobiana. Se caracteriza por
alterar el sitio donde actla el antibiético que puede presentarse como alteraciones
estructurales secundarias a mutaciones en la pared de la bacteria, disminuyendo asi la

afinidad del antibi6tico por las proteinas blanco. (José David Tafur, 2008)

Por ultimo, la modificacién enzimatica del antibidtico, donde la bacteria expresa enzimas
capaces de provocar cambios estructurales en la molécula para que éste pierda su
funcionalidad. Es el principal mecanismo de resistencia tanto cromosomal como plasmidica
que poseen las Enterobacterias. Las enzimas mas prevalentes son las beta-lactamasas que
tiene la capacidad de hidrolizar el anillo betalactamicos que poseen los antibiéticos de ésta
linea. (Jése David Tafur, 2008) . Las Enterobacterias presentan una resistencia a los -
lactdmicos por medio de la produccién de - lactamasas como las -lactamasas de espectro
extendido (BLEE) que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, penicilinas con inhibidores y
aztreonamy las B-lactamasas del tipo AmpC2 que generan resistencia a las cefalosporinas,
penicilinas, penicilinas con inhibidores y Aztreonam. Cefepime mantiene su actividad..
(Jesus Oteoa, 2014) (José David Tafur, 2008) En estos dos casos los carbapenémicos

mantienen su actividad.

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha identificado la aparicion de Enterobacterias
productoras de carbapenemasas, que limita en gran medida la terapia antibiética contra
estos patodgenos. (Jesus Oteoa, 2014); Segun la clasificacion Ambler las carbapenemasas
se encuentran en 3 clases: A, B, y D. Dentro las enzimas de tipo A se encuentran las
carbapenemasas tipo KPC que confieren resistencia a carbapenémicos principalmente a
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, sin embargo pueden encontrarse en otros
generos de enerobacterias.Las carbapenemasas tipo KPC son reconocidas por tener mayor
potencial para diseminacion debido a su localizacion en plasmidos. Las especies mas
comunes en adquirir este tipo de enzimas son K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli,

Enterobacter spp, Citrobacter spp, Serratia spp entre otros (Gomez-Gamboa, 2014 ).
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Las carbapenemasas pertenecientes a la clase B, también conocida como enzimas metalo
betalactamasas por requerir zinc para su actividad, se encuentran las enzimas tipo VIM,
IMP y NDM. Por otro lado, las enzimas de la clase D u oxacilinasas o tipo OXA las cuales
confieren resistencia a E. coli, Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Serratia marcescens (R. Vignoli, V. Seija 2008) (Cantén , 2011)

Las més encontradas a nivel mundial son carbapenemasas tipo KPC. La propagacion de
enzimas KPC (codificadas en genes blaKPC) son altamente transferibles dada su
trasferencia horizontal que facilita su diseminacién geografica y combinacion dentro de
plasmidos. (Mitchell W. Pesesky, 2015) .

Los datos epidemioldgicos, referentes a la produccion de carbapenemasas,
especialmente tipo KPC uno de los mecanismo mas importante de resistencia enzimatica
en Enterobacteriaceae, es reportado en la mayoria de los paises alrededor del mundo,
pero se observan dos patrones epidemiologicos divergentes: regiones que reportan muy
pocos aislamientos productores de KPC (Australasia y Africa) y areas donde KPC son
endémicos (noreste USA, Puerto Rico, Grecia, Zhejiang Provincia de China e lIsrael).
(Patrice Nordmann, 2011) (Chen, 2012)

Las Enterobacterias resistentes a carbapenémicos, entre ellas Klebsiella pneumoniae se
reportaron por primera vez en 1996 (Luke F Chen 2012) en Carolina del Norte; desde
entonces y mas especificamente desde el afio 2001 ha habido una evolucion evidente en
cuanto a adquisicién de resistencia de éste microorganismo por los reportes recibidos
alrededor del mundo entre el 2001 y el 2003 en Estados Unidos, Israel, Puerto Rico y
Escocia, principalmente. En América del sur el primer reporte de KPC fue en Colombia en
el afio 2006, en donde al mismo tiempo se contaba con reportes en Puerto Rico. Entre 2007
y 2008 la Red Nacional de Seguridad Sanitaria (NHSN) de Estados Unidos informé una
resistencia a carbapenémicos de hasta 4,0% de Escherichia coli y 10,8% de K.

pneumoniae. (Neil Gupta 2011) (Fig. 1)
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Fig. 1. Caracteristicas epidemiolégicas de Klebsiella pneumoniae productor de carbapenemasas por

pais de origen (Munoz-Price, 2013)

Es, sin embargo, relevante mencionar que en Grecia es donde se ha encontrado la mayor
prevalencia a nivel mundial de K. pneumoniae con resistencia a carbapenémicos. En 2010
se estimd un 49% de aislamientos resistentes a carbapenémicos reportados por Grecia al

Centro Europeo para el Control de Enfermedades y Prevencion. (Luke F Chen 2012)

Con respecto a la resistencia a carbapenémicos en nuestro pais, el aumento en la
resistencia a betalactdmicos en general es considerable pero particularmente en el caso de
resistencia a carbapenémicos, segun el dltimo reporte de los entes de vigilancia y salud
publica, en pacientes adulto se presenta un incremento de resistencia en el 2015 de un
21.5% comparado con lo reportado en 2014 que fue del 18.6%. En cuanto a pediatria, llama
la atencion el incremento en la resistencia a Imipenem vy la aparicién de resistencia a

ertapenem que alcanzaron el 6.9% en comparacion al 2014 donde no se evidenciaron
casos. (GREBO, 2015)

En estudios locales, por ejemplo el desarrollado en Medellin entre el 2007 y 20012, se
observa que la resistencia a imipenem, meropenem y ertapenem por E.coli se mantuvo

constante durante los seis aflos pero en microorganismos como K. pneumoniae y S.
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marcescens se observé un incremento de la resistencia a imipenem y meropenem, asi
como un incremento de la resistencia a ertapenem en E. cloacae. (Natalia Andrea
Maldonado, 2014)

Particularmente preocupa mucho el aumento de casos de S.marcescens resistentes a
carbapenémicos, ya que este microorganismo es intrinsecamente resistente a polimixinas
lo que limita las opciones terapéuticas disponibles; en 2013 se presentd resistencia a
carbapenémicos en 7,4% y ya para 2014 se habia duplicado el porcentaje (14,1%).
(GREBO,2014)

Para el tratamiento de infecciones por Enterobacterias productoras de carbapenemasas se
consideran moléculas como colistina, polimixina administrada por primera vez en el afio
1959 por via intravenosa para ser desarrollada posteriormente como un antibiético para el
tratamiento de Pseudomonas aeruginosa responsable en su mayoria de las infecciones
pulmonares. Este antibidtico, actia sobre la membrana celular bacteriana alterando su
permeabilidad y provocando lisis celular (Vademecum, 2016). Sin embargo, el tratamiento
con colistina tiene indicaciones desfavorables debido a su alta toxicidad. Entre sus efectos
adversos se encuentra neurotoxicidad, inestabilidad vasomotora, psicosis, apnea,

nefrotoxicidad y toxicidad fetal entre otros. (Stefan Schwarz, 2016)

Otra opcion terapéutica es fosfomicina, éste es un antibiético bactericida caracterizado por
inhibir la sintesis de la pared bacteriana mediante el bloqueo de una de sus glicoproteinas,
(Vademecum, 2016) suele utilizarse como tratamiento de amplio espectro entre las
bacterias Gram negativas dado que es considerado un antibiético con bajos niveles de
resistencia bacteriana lo que lo vuelve un tratamiento alternativo en combinacién con un

carbapenémicos para combatir las infecciones por Enterobacterias. (llias Karaiskos, 2014)

En cuanto a tigeciclina, es el primer antibiético de la familia de las gliciclinas con actividad
de amplio espectro especialmente frente a bacterias multirresistentes, intrahospitalarias y
de la comunidad, lo que le confiere gran importancia a nivel clinico debido a su mecanismo
de accion sobre las bacterias ya que inhibe la traduccién de proteinas en las mismas
uniéndose a la subunidad ribosomal 30S, (Vademecum, Vademecum, 2016). Por lo
anterior, es uno de los antibiéticos de Ultima generacibn mas importante para tratar
infecciones moderadas a severas de la piel y tejidos blandos al igual que infecciones

intraabdominales complicadas y aquellas producidas por microorganismos resistentes a
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carbapenémicos. (Daniel J. Curcio, 2006)

Las opciones de tratamiento de rescate que se estan considerando ahora generalmente se
limitan a colistina, gentamicina y / o tigeciclina, y en el caso especifico de infecciones
urinarias por Enterobacterias multiresistentes, fosfomicina. Por otra parte, diversos estudios
de infecciones causadas por microorganismos resistentes a carbapenémicos indican que
las terapias combinadas son a menudo més eficaces que las monoterapias (David van
DuinKeith S. Kaye, 2013), siendo esta conclusion apoyada por datos in vitro. (Mario
Tumbarello, 2012). Estos antibiéticos tampoco se salvan de generar resistencia en las
bacterias. No es ahora una sorpresa, pero si una gran preocupacion encontrar que con el
aumento actual de tratamiento con colistina para infecciones bacterianas por Gram-
negativos multirresistentes, se ha reportado la presencia de Acinetobacter spp., y
Pseudomonas spp. resistentes a colistina en todo el mundo. (Young-Mi Ah, 2014). Ademas

de esto, las enterobacterias también pueden obtener resistencia a éstas moléculas.

La resistencia a la colistina en K. pneumoniae por ejemplo, se ha reportado en todo el
mundo incluyendo Europa, Norteamérica, Sudamérica, Asia y Sudéfrica. La resistencia a
colistina reportada mas alta, en cepas de K. pneumoniae clinicamente aisladas se reporto
en Grecia (10,5-20%), seguido de Corea del Sur (6,8%), Singapur (6,3%) y Canada (2,9%)
(Young-Mi Ah, 2014)

La resistencia transferible o adquirida a las Polimixinas esta mediada por un plasmido
denominado mcr-1, que codifica para fosfoetanolamina transferasa, enzima que altera
estructuralmente el lipido A de la pared bacteriana, impidiendo de esta forma la interaccion
del antibidtico con la bacteria. En China se reportd este gen en Escherichia coli y
K.pneumoniae. Un segundo gen mcr-1.2 variante de mcr-1 se identifico6 en K.pneumoniae

KPC en ltalia, seguido del gen mcr-2 reportado en Bélgica. (Agila K. Pragasam, 2017)

Adicionalmente fosfomicina tiene la capacidad de penetrar capas de biopeliculas, siendo
utilizada en terapia combinada con otros antibiéticos en cepas que forman biopelicula. En
el caso de cepas como E. coli se ha demostrado que fosfomicina tiene una actividad
sinérgica con N-acetylocysteine, farmaco coadyuvante de la inhibiciéon y destruccion de
biopeliculas. La capacidad de la fosfomicina para modificar la produccion de proteinas de
unién a penicilina (PBPs) permite su uso para el tratamiento de infecciones ocasionadas

por bacterias resistentes a otros antibiéticos. (S. Dinicola, 2014)
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La resistencia de la fosfomicina puede atribuirse mutaciones cromosémicas que afectan
principalmente a su captacion; se ha demostrado que este mecanismo es adquirido
facilmente in vitro, que podria ser explicado por la ausencia de mutantes in vivo por ser

defectuosos fuera del huésped. (Kastoris, 2010)

La tigeciclina es un farmaco de amplio espectro que actla sobre patdgenos productores de
infecciones nosocomiales, incluyendo bacterias resistentes a los R-lactdmicos y a las
quinolonas. Es un agente bacteriostatico, que inhibe la sintesis de proteinas. ( Curcio &
Istariz, 2006)

Se ha encontrado que la resistencia a tigeciclina en Klebsiella pneumoniae esta en
aumento, reportandose casos en Grecia, India, y Arabia Saudi, en donde su eficacia como
agente terapéutico se ha vuelto incierto, en especial en pacientes con bacteremia
persistente causada por Escherichia coli , Acinetobacter baumanii , y K. pneumoniae
tratados con tigeciclina ( Tzouvelekis & Markogiannakis , 2012). Por otro lado, en la literatura
indican que su actividad no se ve afectada por mecanismos de resistencia
enzimaticos, presentes en bacterias Gram negativas dentro del hospital, como BLEE,
AmpC, serina-carbapenemasas y metalobetalactamasas. Sin embargo, hay estudios donde
se ha encontrado que la actividad de tigeciclina se ve afectada por bombas de eflujo no
especificas que se encuentran en Enterobacterias Pseudomonas spp. y Acinetobacter,
confiriendo sensibilidad disminuida a aminoglucésidos y fluoroquinolonas ya que
desarrollan un incremento de 4 veces en su concentracion minima inhibitoria (CIM) ( Curcio
& Isturiz, 2006) (Giménez & Garcia-Rey, 2009)

Actualmente, tigeciclina es considerada un agente activo disponible frente a determinadas
cepas/clones que han aumentado su prevalencia en todo tipo de infecciones. (Giménez &
Garcia-Rey, 2009)

Las pruebas de laboratorio para determinar la susceptibilidad de las bacterias frente a los
antibiéticos es una herramienta indispensable para el clinico, permitiendo dirigir un
tratamiento contra un microorganismo conocido, asi como mantener una vigilancia
epidemioldgica respecto a nuevos mecanismos de resistencia y frente a posibles brotes que

puedan afectar el ambiente hospitalario.

En la actualidad respecto a las moléculas de rescate, y puntualmente frente a colistina los
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laboratorios clinicos utilizan métodos como difusion en disco (DD), epsilometria, o0 TREK
Sensititre, para evaluar la accion de colistina in vitro. (Janet A. Hindler, 2013)

Se ha considerado que el uso del método DD para colistina es problematico para
aislamientos que no sean Pseudomona spp. produciendo gran cantidad de falsa
susceptibilidad, si se compara con diluciéon en agar. Al mismo tiempo se ha visto que evaluar
colistina por medio de epsilometria puede generar hasta un 32% de falsa susceptibilidad si
se compara con dilucién en agar. (Janet A. Hindler, 2013)

Segun estudios realizados por Janet A. Hindler et al. sugieren que el método de
microdilucién en caldo con polisorbato 80 el cual disminuye la adherencia de colistina a la
superficie de poliestireno de los pozos deberia usarse en el laboratorio como método de
referencia. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el efecto del polisorbato 80 respecto
a la viabilidad de los organismos no ha sido plenamente estudiado, y posiblemente podria
tener un efecto sinérgico con colistina de tal manera que pueden dar resultados falso
sensibles. (Janet A. Hindler, 2013)

En cuanto a tigeciclina y fosfomicina para evaluar su actividad in vitro suelen utilizarse
técnicas de Microdilucion en caldo, difusion en disco e E test, sin embargo, el CLSI no
recomienda los métodos de diluciéon en caldo pertinentes para fosfomicina (Falagas &
Kastoris, 2009) (Zarate & Serruto, 2010). Por otro lado, en un estudio indicaron que la
determinacion de la susceptibilidad de tigeciclina presenta dificultades en el laboratorio
asistencial al utilizar la técnica de difusién por disco , por lo que se sugiere que los
resultados intermedios o resistentes obtenidos por difusion en agar sean comprobados

mediante el uso de E-test. (Garcia & Porte, 2017)

A nivel mundial es comin en este momento, la realizacién de estudios de perfil de
susceptibilidad en bacterias en busqueda de mecanismos de resistencia por parte de los
laboratorios de microbiologia, en el caso puntual de resistencia frente a carbapenémicos,
por ejemplo, desarrollando inicialmente pruebas de microdilucion o difusién en disco y luego
realizando pruebas fenotipicas confirmatorias como test de Hodge, sinergismo con acido
borbonico y sinergismo con EDTA, entre otros; e igualmente pruebas moleculares, algunas
convencionales y otras en sistemas automatizados cerrados mas cercanos a la aplicabilidad
en el laboratorio clinico. Sin embargo, no se encuentra actualmente dentro de la dinamica

de busqueda del perfil de susceptibilidad bacteriano, el andlisis del comportamiento frente
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a antibidticos de rescate, como colistina, fosfomicina y tigeciclina, aun cuando en la
literatura ya se registran porcentajes de resistencia importantes. En Colombia no se registra
literatura cientifica que muestre el comportamiento de dichas moléculas en aislamientos de
enterobacterias resistentes a carbapenémicos. (Cristina E. Cabrera, 2011) (Konstantina
Dafopoulou, 2015)

5. Pregunta de investigacion

¢, Cudl es el perfil de susceptibilidad de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos frente

a antibidticos como colistina, tigeciclina y fosfomicina?

6. Objetivos

6.1 Objetivo General: Determinar el perfil de susceptibilidad de Enterobacterias

resistentes a carbapenémicos frente a colistina, fosfomicina y tigeciclina.

6.2 Objetivos Especificos:

- Determinar la concentracion minima inhibitoria de Enterobacterias frente a colistina,

fosfomicina y tigeciclina.

- Determinar la concentracion minima inhibitoria real (MIC real) de Enterobacterias frente a

los carbapenémicos.

7. Método de estudio

7.1Tipo de estudio: Observacional retrospectivo

7.2 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio esta constituida por aislamientos de Enterobacterias, provenientes
de muestras de pacientes que asistieron al Hospital Universitario San Ignacio por diferentes
servicios entre noviembre de 2013 y diciembre de 2016 (3 afios y que contaban con
resistencia al menos a un carbapenémicos (Meropenem, Doripenem, Ertapenem) y pruebas
fenotipicas confirmatorias de presencia de posibles carbapenemasas. Estos aislamientos

se encuentran conservados en el Cepario del hospital, congelados a -80°C.
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7.3 Tamafio de la muestra: 236 aislamientos de Enterobacterias, fue el nimero de
aislamientos correspondientes a los 3 afios descritos en la poblacion de estudio que

cumplian con los criterios de inclusion al estudio, descritos a continuacion.

7.4 Criterios de Estudio

7.4.1. Criterios de inclusion

Aislamientos correspondientes a Enterobacterias con resistencia al menos a un
carbapenémicos (Meropenem, Doripenem, Ertapenem) durante el periodo comprendido
entre noviembre de 2013 a diciembre de 2016, de diferentes muestras biolégicas de

pacientes del Hospital Universitario San Ignacio.

7.4.2 Criterios de Exclusion
Aislamientos de microorganismos diferentes a la familia de las Enterobacterias,
aislamientos de Enterobacterias sensibles a carbapenémicos y aislamientos de muestras

clinicas provenientes de meses diferentes al periodo descrito.

7.5 Conflicto de intereses

Los investigadores no refieren conflicto de intereses en el presente proyecto.

7.6 Consideraciones éticas

En el presente estudio no se realiz recoleccion de muestras directamente de los pacientes
razon por la cual no se diligencié consentimiento informado. Por el contrario, el proyecto se
inici6 a partir de cepas conservadas en el cepario del laboratorio de microbiologia del
Hospital Universitario San Ignacio, que inicialmente habian sido aisladas por orden médica
y se conservan por vigilancia epidemiolégica institucional. Los datos necesarios para el
proyecto a los que se tuvo acceso, correspondientes a historia clinica y diagndstico se

obtuvieron bajo el aval del Comité de ética e investigaciones del Hospital san Ignacio.
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8. Metodologia de investigacién

En este estudio se evaluaron 236 aislamientos provenientes del cepario del Hospital
Universitario San Ignacio con los criterios de inclusioén antes mencionados. Dichas muestras
fueron conservadas por el personal de microbiologia del Hospital San Ignacio por vigilancia

epidemioldgica y posteriormente guardadas en medios de congelacion.

8.1 Viabilidad Aislamientos de Enterobacterias del Cepario HUSI (2013-2016)

El Cepario del Hospital Universitario San Ignacio cuenta con 236 Enterobacterias
resistentes a carbapenémicos correspondientes al periodo noviembre 2013-diciembre
2016.

Las cepas se encuentran conservadas a -80°C, las cuales fueron resembradas en Agar

sangre y mac conckey e incubadas durante 48 horas para observar viabilidad y pureza.

Aquellas gque se encontraron viables y puras se reconfirmaron tanto en su identificacién

como en pruebas de susceptibilidad (metodologia MicroScan Becman Coultier ®).
8.2 Construccién de base de datos Cepas Enterobacterias 2013-2016

Teniendo en cuenta los aislamientos viables y puros, se desarroll6 una base de datos con
respecto a las cepas en Microsoft Excel, en donde se consigné la siguiente informacion: N°
Labcore (identificacion interna del Hospital Universitario San Ignacio), Historia Clinica,
Edad, Servicio donde se encontraba el paciente en el momento de la toma de muestra,
fecha de la toma de la muestra, microorganismo aislado, tipo de muestra, Concentraciéon
minima inhibitoria (MIC) de los tres antibiéticos carbapenémicos (Meropenem, Doripenem,
Ertapenem). Las columnas siguientes corresponden al trabajo de investigacion: MIC por
epsilometria de ertapenem, doripenem, meropenem, MIC por microdilucion de colistina,

fosfomicina y tigeciclina.
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Operacionalizacion de las variables

Variable Definicion Tipo de variable | Nivel Medida Fuente de la
Operativo Resumen variable

N° Labcore NUmero de | Cualitativa No aplica No aplica Sistema
identificacion interna Labcore
de toda muestra que (Sistema
ingresa al laboratorio integrado de
clinico del Hospital Laboratorio
San Ignacio. Cinico)

Edad Rango de vida de | Cualitativa Afos Frecuencias Historia Clinica
personas incluidas en | nominal absolutas
el estudio relativas

Tipo de muestra Muestra biolégica a la | Cualitativa Orina, sangre, | Frecuencias Historia Clinica
que se le practica hisopado absolutas
analisis rectal, etc. relativas
microbiol6gico de
identificacion de
gérmenes y
antibiograma

Género Clasificacion de la | Cualitativa Masculino Frecuencias Historia Clinica
poblacion entre | nominal Femenino absolutas
femenino y masculino relativas

Fecha de ingreso Periodo de tiempo | Cualitativa Dia, mes, afio Frecuencias Historia Clinica
definido en dia, mesy absolutas
afio relativas

Servicio Area del hospital enla | Cualitativa Consulta Frecuencias Historia Clinica
que se recibe al | nominal Externa absolutas
paciente relativas
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Concentracion Es la concentracion | Cuantitativa Valor en pg/ml | Frecuencias Reporte e
minima Inhibitoria | minima de un absolutas y | laboratorio

(MIC) antimicrobiano para relativas
inhibir el crecimiento

del microorganismo

Perfil de | Tipo de perfil de | Cualitativa Sensible Frecuencias Reporte de
susceptibilidad sensibilidad del | nominal Intermedio absolutas y | laboratorio
por microdilucién microorganismo policotomica Resistente relativas

aislado segun valor Sensible dosis

de la concentracion dependiente

inhibitoria minima Wild type

(MIC) para cada Not wild Type

antibiético reportado

Perfil de | Tipo de perfil de | Cualitativa Sensible Frecuencias Reporte de
susceptibilidad sensibilidad del | nominal Intermedio absolutas y | laboratorio
por Epsilometria microorganismo policotomica resistente relativas

aislado segun valor
de la concentracion
inhibitoria minima
(CIM) para cada
antibiético reportado

8.3 Microdilucién para colisitina, tigeciclinay fosfomicina

La microdiluciébn se utiliza para la determinacion de la sensibilidad in vitro de los
microorganismos a los antimicrobianos mediante el método de diluciones del antibiético en
estudio. Inicialmente las muestras son resembradas en agar sangre y macconckey para
comprobar su viabilidad y pureza. Todas las colonias aisladas se les realizaran
identificacion y microdilucién utilizando paneles MicroScan Ref. NC 66. Se realiza un
inocul6 a escala 0,5 McFarland (absorbancia de 0,08 a 0,12). Cada placa de microdilucion

cuenta con 96 pozos que contienen 100 pl de la suspension 0.5MF del microorganismo a
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estudiar. Finalmente, a las 24 horas de incubacién a 35°C se determina la (MIC) de cada

antibiotico. El panel de microdilucion referencia NC66 contiene los antibidticos colistina,

fosfomicina y tigeciclina.

Las concentraciones de antibidtico que presenta el panel se observan en la tabla 1.

Diluciones

panel

Microscan (ug/ml.)

NC66

Fosfomicina 64
Tigeciclina 1,2
Colistina 2,4

Tabla 1. Concentraciones segun antibiético por microdilucion.

En el caso de los carbapenémicos ertapenem, meropenem y doripenem, las MIC fueron

realizadas con panel Ref. 60, el cual posee las concentraciones de ertapenem (1,2, y 4

ug/ml.), doripenem (0.5, 1 y 2 ug/ml.) y meropenem (1, 2,4, y 8 ug/ml.)

Los resultados obtenidos se interpretan segun los criterios de CLSI version 2017 (CLSI,

2017) y su clasificacion segun la respuesta in vitro del microorganismo frente al antibiético

se da en términos de: sensible, intermedio, sensible dosis dependiente, wild type (WT), not

wild type (NWT) o resistente, dependiendo del antibidtico a interpretar. Los puntos de corte

para esta interpretacion se encuentran en la tabla 2.

Antibidticos / Puntos de corte Fuente
S I R
Fosfomicina | <64 >64 Punto de corte urinario CLSI 2017
Colistina wT NWT CLSI 2017 para Klebsiella, E.coli, Enterobacter cloacae, E.aerogenes,
<2 >4 y R.ornithinolytica
Tigeciclina <2 4 >8 FDA
Meropenem <1 2 24 CLSI 2017
Doripenem <1 2 24 CLSI 2017
Ertapenem | <05 | 1 22 CLSI 2017

Tabla2. Puntos de Corte segun antibidtico
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8.4 Epsilometria para meropenem

La epsilometria combina los principios de la difusion en disco y la dilucién en agar cuando
se estudia la susceptibilidad in vitro (Triantafilo, 2002). A partir de un cultivo de colonias
puras en agar Macconkey se toman de 2 a 3 colonias para ser emulsionadas en un tubo
con solucion salina ajustando la turbidez a una absorbancia de 0.08-0.12 correspondiendo
a una escala 0,5 McFarland. Partiendo de la suspension 0,5 McFarland se introduce un
hisopo para realizar una siembra masiva en agar Mueller Hinton y colocar posteriormente
una tira de antibiotico que posee 16 concentraciones de un mismo antibiético (0.002 — 32

ug/ml.) y se observan en la tabla 3

Diluciones en Epsilometria (E test - pg/ml.)

Meropenem 32,24,16,12,8,6,4, ,1,0.75, 0.5, 0.38, 0.25, 0.19, 0.125, 0.094, 0.064, 0.047, 0.032, 0.023,
0.016, 0.012, 0.008, 0.006, 0.004, 0.003, 0.002

Tabla 3. Concentraciones para carbapenémicos en epsilometria. En rojo se observan las diluciones que
aplican dentro del rango de resistentes. En amarillo las MIC intermedias y en azul las MIC que aplican
para sensibilidad por puntos de corte CLSI 2017.

La lectura se realiza después de 16 a 24 horas de incubacion a 35°C. La MIC se lee en
aguella concentracién de antibiético en donde se observa que la elipse de inhibicién corta
la tira. El resultado se registra en pug/ml y se interpreta como sensible, intermedio o
resistente de acuerdo a CLSI. (Microbe online, 2017)

29



9. Resultados

En el presente estudio se incluyeron 236 aislamientos de Enterobacterias provenientes de
pacientes que asistieron al Hospital Universitario San Ignacio en un periodo de tiempo
comprendido entre noviembre de 2013 y diciembre de 2016. Entre el total de pacientes se
encontré 80 mujeres (34%) y 156 hombres (66%). La media de edad de los pacientes fue

57 afios, presentandose una edad minima de 9 dias y una edad méxima de 96 afos.

El origen de las muestras segun el servicio prestado fueron 36% en hospitalizacion general,
29% en el servicio de urgencias, 17 % en unidad de cuidados intensivos y unidad de recién

nacidos (UCIs) y 12% en consulta externa

Como se observa en el grafico 1, de los 236 aislamientos, 177 correspondieron a Klebsiella
pneumoniae (75%) y en segundo lugar E. cloacae con 18 aislamientos (8%), E. aerogenes
y E.coli con 14 (6% cada uno); se observaron algunos casos en K.oxytoca, C. freundii, y

S. marcescens.
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Grafico 1. Distribuciéon porcentual de microorganismos resistentes a carbapenémicos

Dichos microorganismos fueron recuperados en su mayoria de muestras de orina (32%),
seguido de hisopado rectal (24%), sangre (14%), secreciones y abscesos 9%, materia fecal
(7%), muestras respiratorias (6%), y por ultimo 8 casos en liquidos corporales, 5 casos en
Tejido (2%) y 3 en hueso (1%). Grafico 2.
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Grafico 2. Distribucion porcentual de muestras biolégicas positivas para enterobacterias resistentes a
carbapenémicos

9.1 Perfil de resistencia a carbapenémicos por Enterobacterias

De acuerdo a los carbapenemicos estudiados, ertapenem presentd el mayor porcentaje de
resistencia (100% con respecto a las 236 cepas; seguido de doripenem y meropenem.
Grafico 3.

Comparacion de actividad frente a carbapenémicos
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Grafico 3. Distribucién porcentual del perfil de resistencia de las Enterobacterias en estudio
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En la tabla 4, se observan los porcentajes obtenidos de la MIC para antibiéticos

carbapenémicos evaluados por medio de la prueba de microdilucion.

En los aislamientos expuestos al evaluar la distribucion de la MIC a carbapenémicos, se
documento para Meropenem, que el 62% de ellos presenté resistencia con MIC > 8 ug/ml.
En doripenem se presentd un porcentaje de 74% de cepas resistentes con una MIC >2

Mg/ml y en ertapenem se encontré un porcentaje de 87% de resistencia con un MIC > 4

pg/ml.

POR MICROSCAN
MIC MIC
Concentraciones MIC MEROPENEM ERTAPENEM DORIPENEM
antibidtico (ug/ml.)
n % n % N %
<0.5 0 0 0 0 2 0,85
<1 12 5,08 0 0 0 0
1 0 0 0 0 20 8,47
25 10,59 8 3,39 39 16,53
>2 0 0 0 0 175 74,15
<2 0 0 0 0 0 0
4 27 11,87 23 9,75 0 0
<4 0 0 0 0 0 0
>4 0 0 205 86,87 0 0
8 24 10,17 0 0 0 0
>8 147 62,28 0 0 0 0

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria (MIC) para cada carbapenémicos evaluado por microdilucion.

En amarillo los mayores porcentajes encontrados.

Precisamente una de las limitantes que tiene el utilizar el método de microdiluciéon en los
carbapenémicos es que, al estar resistente, en la mayoria de los casos se presenta por
encima de la Udltima concentraciéon de antibiético, muchas veces, no pudiendo conocer

realmente cual es la MIC del antibidtico.

En el caso puntual de meropenem, se reconoce en diversos articulos la importancia de
conocer la MIC real para toma de decisiones con respecto a su uso en combinacién con
otros antibidticos. Es por ello que a los aislamientos se les realizé prueba de epsilometria
para meropenem; de tal manera que conociéramos a pesar de estar resistente el

microorganismo, cual era su MIC real. Tabla 5.
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MIC
Concentraciones antibidtico MEROPENEM
(ug/ml.)
n %
<1 24 10,16
1 17 7,20
1.5 24 10,16
2 19 8,05
3 6 2,54
4 16 6,78
6 4 1,69
8 6 2,54
12 13 5,51
16 6 2,54
24 6 2,54
32 3 1,27
232 92 38,98

Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria (MIC) para meropenem evaluado por Epsilometria. En amarillo

diluciones que fueron comparadas con los resultados de Microdilucion.

Se observa en la tabla 5, un porcentaje de resistencia de 38% de las cepas teniendo MIC
superiores a 32ug/ml. Pero nos parece relevante reportar el comportamiento de las MIC
entre 2upg/ml y 16 pg/ml., limite importante que se encuentra para algunos autores en

terapia combinada con meropenem resistente para enterobacterias.
9.2. Perfil de resistencia a Colistina, tigeciclina y fosfomicina

El antibiograma para los aislamientos se realizé utilizando el panel de Ref. NC 66 de
MicroScan®, las diluciones del antibidtico para la lectura de la MIC correspondieron para
colistina de 2 y 4ug/ml, fosfomicina de 64 ug/mly tigeciclina de 1y 2 uyg/ml.

Para colistina, fosfomicina y tigeciclina, se encontré un 23%, 15% y 1% de resistencia
respectivamente del total de muestras estudiadas. Las MIC con mayor porcentaje para cada
antibiético fueron MIC<2ug/ml (73,31%), en el caso de colistina, MIC<64ug/ml.(85,17%) en

el caso de fosfomicina y MIC<1 ug/ml (97,98%) para tigeciclina.

En la tabla 3, se observan los porcentajes obtenidos de la MIC para antibidticos colistina,

fosfomicina y tigeciclina por medio de la prueba de microdilucion.
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MIC POR MICRODILUCION
MIC MIC
Concentraciones antibidtico MIC COLISTINA FOSFOMICINA TIGECICLINA
(ug/ml.)
n % n % N %
<1 0 0 0 0 227 97,98
1 0 0 0 0 1 0,49
<2 173 73,31 0 0 1 0,49
2 1 0,42 0 0 0 0
4 6 2,54 0 0 0 0
>2 0 0 0 0 7 1
>4 56 23,73 0 0 0 0
<64 0 0 201 85,17 0 0
>64 0 0 35 14,83 0 0

Tabla 3. Distribucion de Concentracién minima inhibitoria (MIC) para Colistina, Fosfomicina y

Tigeciclina evaluado por microdilucién. En verde las MIC con mayor porcentaje

Teniendo en cuenta el microorganismo, 7 de 18 E. cloacae fueron resistentes a colistina
(39%) y 4 de 18 casos de este mismo microorganismo fueron resistentes a fosfomicina
(22%). ElI mayor porcentaje de casos para resistencia a tigeciclina fue en Serratia

marcescens (20%). Grafico 4.

Porcentaje
Ul
o

1 |.L.|-.‘l

E.coli K.pneumoni E.cloacae S.
ae aerogenes marcescens
R Colistina 14 24 39 21 100

R Fosfomicina 7 15 22 21 0
R tigeciclina 7 1 6 7 20

Grafica 4: Perfil de resistencia por microorganismo frente a colistina, fosfomicinay tigeciclina. Barra de

color rojo es resistencia intrinseca.

Ninguno de los 5 casos de Citrobacter freundii presento resistencia a alguna de las 3
moléculas evaluadas. Por el contrario, se encontraron dos casos de resistencia a las 3

moléculas en Klebsiella pneumoniae, uno de los casos a partir de orina y el otro caso un
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paciente colonizado al que se le habia tomado hisopado rectal.

Llama la atencién que hubo varios casos de resistencia a estas moléculas a partir de
muestras de hisopado rectal para busqueda de colonizantes de microorganismos
resistentes. 7 casos resistentes a colistina, 9 casos resistentes a fosfomicina y 5 casos

resistentes a tigeciclina.

En el caso de Serratia spp. este género es resistente intrinsecamente a colistina, por lo
tanto, se grafica con barra diferente, ya que no se tiene en cuenta en los resultados de

resistencia.
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10. Discusioén

En los dltimos afos se ha evidenciado el aumento exponencial de bacterias
multirresistentes a nivel intrahospitalario, representado en la actualidad un problema de
salud publica que cada vez mas induce a los clinicos y en general al personal en salud a
buscar nuevas alternativas terapéuticas, diagndsticas y de control frente a estos
microrganismos tan dificiles de combatir. La capacidad de estos microorganismos para
adquirir mecanismos de resistencia frente a los antibidticos ha llevado a fallas terapéuticas

y a un aumento en la morbi-mortalidad en los pacientes.

De los microorganismos que se reportan con actividad multiresistentes se encuentran las
Enterobacterias, las cuales a lo largo de los afios han adquirido resistencia a cada uno de
los grupos de antibiéticos que salen al mercado para combatirlas; es por ello, ademas, el
interés en la basqueda activa y constante de resistencia tanto en términos de infeccion
como de colonizacién por estos microorganismos. Los carbapenémicos, por ejemplo,
durante muchos afios fueron el frente de ataque para las Enterobacterias que adquirian
mecanismos de resistencia a algunas cefalosporinas de tercera o cuarta generacion, sin
embargo, en este momento la forma tan apresurada de adquisicion de resistencia a estos
betalactdmicos es un motivo de preocupacion. La tasa de mortalidad en infecciones por
Enterobacterias resistentes a carbapenémicos estd entre 30 y 70%; las opciones
terapéuticas son reducidas, usualmente en manejo con terapia combinada, pero sin

estudios clinicos suficientes que establezcan la mejor opcidn terapéutica.

Observar el comportamiento de carbapenémicos en Enterobacterias y ademas, su perfil de
resistencia frente a antibiéticos alternativos en caso de resistencia a éstos, fue el objetivo

del presente estudio.

Perfil de resistencia a carbapenémicos por Enterobacterias

En el estudio, se encontraron los siguientes resultados de resistencia a carbapenémicos en
Enterobacterias segun el servicio prestado en el hospital: aislamientos de UCI con un 18%
de casos, encontrandose por debajo de los porcentajes nacionales del ultimo reporte de
vigilancia epidemiolégica, donde se presenta un incremento de resistencia a
carbapenémicos alcanzando un 20% en el 2015. En el servicio de hospitalizacion general

se encontré un porcentaje de 40%, muy por encima de los reportes nacionales donde el
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promedio se encuentra alrededor de 21,5%. (GREBO, 2016). Indistintamente del servicio,
los reportes indican que Klebsiella pneumoniae es la enterobacteria con mayor nimero de
casos de resistencia a carbapenémicos; llama la atencién que nuestros datos encontramos
que el 75% de los aislamientos de un periodo de 3 afios correspondieron a este
microrganismo. Sin embargo, preocupa evidenciar un 6% de E. coli, 14% de Enterobacter
spp., algunos casos de Citrobacter freundii (5 casos) y otros 5 casos de Serratia
marcescens cuando hace unos 5 afios en el Hospital donde se desarroll6 el estudio no se
encontraban casos de Enterobacter spp. ni Serratia spp. Pues, la preocupacion es nacional,
ya que la resistencia a carbapenémicos reportada para el afio 2015 en UCI de Enterobacter
cloacae fue de 15,3% y S. marcescens de 16,4% cuando en afios anteriores no superaban
el 10%. (GREBO, 2016)

Ahora, en cuanto a tipo de carbapenémicos estudiado, se evidencia que ertapenem es el
mejor marcador de resistencia a carbapenémicos con un 100% de resistencia
independiente al microorganismo. Un 83% fueron resistentes a Meropenem y un 74%
resistente a doripenem. En un estudio realizado por Vanegas y colaboradores en el 2016,
se observo altos porcentajes de resistencia a ertapenem, imipenem y meropenem (94%,
92% y 89,3%, respectivamente); donde Klebsiella pneumoniae fue la bacteria mas
frecuente (47,4%), seguido por Enterobacter cloacae (40,7%). (Vanegas, 2016). La alta
resistencia a ertapenem en aislamientos clinicos de Klebsiella spp. y Enterobacter spp., se
asocia al parecer con deficiencia de porinas en combinacién con la expresion de [3-
lactamasas, con una variedad de deleciones, mutaciones puntuales, y mecanismos
desconocidos que conducen a la pérdida de expresion de porinas. (Doumith, 2009). Tanto
asi, que existen posiciones bastante drasticas, viendo el comportamiento de ertapenem,
que sugieren que cuando se tengan aislamientos de K. pneumoniae intermedia o resistente
a ertapenem debe considerarse resistentes a todos los otros carbapenémicos,
independientemente de los resultados de susceptibilidad. (Simona, 2005) (G.L. Daikos,
2011)

Con respecto a la MIC de carbapenémicos, es conocida la limitacion de las herramientas
usualmente utilizadas en el laboratorio clinico para pruebas de susceptibilidad in vitro,
donde tan solo podemos observar el comportamiento de hasta 4 concentraciones de un

carbapenéemicos utilizando Microdilucion comercial y hasta 16 diluciones si utilizamos
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epsilometria, de tal manera, que para el estudio se realizaron ambas metodologias en el
caso de meropenem, para acercarnos a aquellas MIC del antibiético que aunque siendo

interpretadas como resistente, segun la literatura es posible utilizar in vivo en combinacion.

Se observé que por microdilucion los mayores porcentajes se encontraban en el limite
superior de lectura de la MIC, es decir, MIC >8ug/ml., MIC>2ug/ml. y MIC >4ug/ml. para
meropenem (62%), doripenem (74%) y ertapenem (87%), respectivamente.

Desarrollamos la MIC real solamente de meropenem ya que clinicamente hablando es el
dnico antibiotico que se puede utilizar en altas dosis cuando su MIC esté entre 2ug/mly 16
pug/ml. Tan solo realizando el analisis por modelo estadistico de acuerdo diagnéstico para
meropenem, del 62% de casos con MIC>8 ug/ml. un 29.6% de dichos casos pueden tener
una MIC precisa por el método de epsilometria, distribuido entre MIC que van de 2 pg/ml.
a 16 ug/ml. (2,3,4,6,8,12,16 ug/ml.), de tal manera, que se ofrece una opcién en un 29% de
casos de resistencia a meropenem que el clinico pueda utilizar meropenem en combinacién

con otro u otros antibioticos.

Hay estudios, que precisan que el tratar al paciente con MIC altos de meropenem en
monoterapia no es conveniente o por lo menos tienen un alto porcentaje de falla terapéutica.
Por ejemplo, Hirsch, EB. en sus estudios realizados en 2010, observo que la eficacia
terapéutica de carbapenémicos en combinacion aumenta de 29% para un MIC > 8 pg /ml,
a 60% para MIC de 8 ug / ml., y a 69% para una MIC de 4 pg / ml. o menos. Pero cuando
15 pacientes fueron tratados con monoterapia con carbapenémicos tuvo solo un 40% de
éxito (6/15pacientes). (Hirsch, 2010)

Quizas el méas grande estudio realizado sobre el tema, es el de Tumbarello en el 2015; en
él participaron 661 pacientes, y se analizé el desenlace clinico tratando a los pacientes con
meropenem solo, y en combinacién con tigeciclina y colistina; El porcentaje de mortalidad
usando meropenem en combinacion siempre fue menor independientemente del tipo de
infeccion. Las combinaciones independientemente de ser con tigeciclina o colistina, 20%
de mortalidad usando meropenem vs. 40% mortalidad cuando no se combin6é con
meropenem. Cuando las cepas son resistentes a colistina se ve una clara diferencia entre
usar meropenem, 26% de mortalidad cuando se usa meropenem vs. 60% mortalidad
cuando no se usa meropenem. Cuando la MIC de meropenem es <8 pg/ml se vio un 12%
mortalidad con meropenem y 48% sin meropenem; y cuando la MIC es 216 pg/ml un 27%

de mortalidad con meropenem y un 30% sin su uso. (Tumbarello, 2015)
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Perfil de resistencia a colistina por Enterobacterias

Con respecto al comportamiento in vitro de las Enterobacterias a colistina, se encontré un
porcentaje de resistencia del 100% en S. marcescens, seguido de E. cloacae (39%), y
Klebsiella pneumoniae (24%). Sin embargo del total de cepas evaluadas el microorganismo

mayormente aislado fue K. pneumoniae.

La resistencia a la colistina se produce como resultado de la presién selectiva y transmision
horizontal. Aunque el mecanismo de resistencia subyacente es claro en la actualidad, la
modificacion del lipopolisacarido a través de diversas rutas se ha sugerido como la causa
de la resistencia a la colistina en K. pneumoniae. En general, a nivel Latinoamérica el
porcentaje de resistencia no supera el 15% de microorganismos productores del gen mcr-
1. (Rapoport, 2016)

Nuestra resistencia a colistina, en realidad, supera lo encontrado en la literatura, es el caso
de estudios realizados por Tumbarello y col. en el 2012 en donde se obtuvo in vitro una
resistencia de 12% de colistina, obteniéndose mayores resistencias cuando el gen de

resistencia a los carbapenémicos era KPC-3 para colistina.

La microdilucion en caldo es el método de referencia principal por el cual se evalta el MIC
de colistina, no obstante, se han reportado complicaciones referentes a éste método; la
colistina por su carga molecular se adhiere al material plastico utilizados para la fabricacién
del panel, efecto mayormente evidenciado en concentraciones bajas del antibiético, que
puede significar una variabilidad significativa en los resultados arrojando falsos resistentes.
Los resultados de este estudio frente al reporte de 23% de resistencia a colistina pueden
estar soportados por posibles falsos resistentes inherentes a la molécula y los sistemas
empleados in vitro. (D., 2003) (K., 2015)

Perfil de resistencia a fosfomicina por Enterobacterias

En cuanto a fosfomicina, se obtuvo una resistencia de 15% de los aislamientos presentando
el mayor porcentaje Enterobacter spp. (3/14 casos). La resistencia a fosfomicina en
estudios europeos ha sido raro, sin embargo se ha descrito que la resistencia a este
medicamento puede desarrollarse rapidamente cuando es usado como monoterapia

(Endimiani, 2010), al mismo tiempo se han reportado cepas resistentes a fosfomicina in
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vitro por diferentes mutaciones cromosomales, sin embargo, se ha reportado que la
resistencia a fosfomicina desde aislamientos clinicos es poco comun ya que no comparte
resistencia cruzada con otras clases de antibiéticos. . (Karaiskos, 2014) E, 2017, se publico
un estudio donde se observo el perfil de fosfomicina a partir de 106 muestras de orina,
obteniéndose un 82% de sensibilidad ara K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos,

muy cercano a lo encontrado en nuestros resultados. (Mezzatesta, 2017)

Por el contrario, la evaluacion de actividad frente a colistina, fosfomicina, y tigeciclina en un
estudio realizado en Reino unido frente a 81 aislamiento de Enterobacterias resistente a
carbapenémicos, mostré que la fosfomicina presento actividad contra 49/81 aislamientos
(60,5%), los microorganismos estudiados incluyeron Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Citrobacter spp. y Klebsiella spp. (David M. Livermore, 2011)

Perfil de resistencia a tigeciclina por Enterobacterias

En los EE.UU., la tigeciclina es por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
aprobada para el tratamiento infecciones de tejidos blandos, infecciones intrabdominales
complicadas y neumonia adquirida en la comunidad. En general no presenta altos
porcentajes de resistencia, sin embargo, el que se preséntense ha visto asociado

mayormente a que se trate como monoterapia. (Van Duin, 2013)

Nuestro porcentaje de resistencia a tigeciclina fue de 1%; 7 casos intermedios y un caso de
K. pneumoniae resistente. Los casos intermedios fueron por Klebsiella pneumoniae en su

mayoria, un caso en Serratia marcescens y un caso en Enterobacter cloacae.

Coincidiendo con esto, se han reportado estudios mostrando la actividad de tigeciclina
contra Enterobacterias resistentes a carbapenémicos en donde mas del 90% de los
aislamientos han sido sensibles. (Hurtado, 2012). Tumbarello en el 2012 encuentra solo un
9%de resistencia a tigeciclina y todos los aislamientos portaban gen KPC-2. (Tumbarello
M. , 2012). Por el contrario, Livermore, encontrd que tigeciclina fue activa contra 38/81
aislamientos, es der, solo en el 48% de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos

principalmente portando el gen KPC-2 (David M. Livermore, 2011)

Mucho se ha escrito en cuanto a que moléculas como colistina, tigeciclina, gentamicina,
etc... tienen un efecto sinérgico entre si o combinadas con carbapenémicos. Se habla de
porcentajes de mortalidad asociada a monoterapia vs. terapia combinada. Tumbarello y col.

estudio un régimen de diferentes combinaciones antibiéticas constituida por gentamicina
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(GM),colistina (COL), tigeciclina(TGC), y meropenem(MEM) asociandose con altas
probabilidades de supervivencia, obteniéndose los siguientes resultados en cuanto a: TGC
y COI= 30.4%; TGC y GM= 50%; COL y GM=57%; TGCy COLy MEM= 12.5%; TGC y GM
y MEM= 16.6%. De tal manera que al parecer la mejor combinacion seria TGC y COL y
MEM. Ahora con respecto a las MIC del carbapenémicos para la combinacién en el estudio
y al igual que en otros estudios se ve que las combinaciones de colistina o tigeciclina con
meropenem desde que meropenem tenga una MIC < 4ug/ml. reducen la posibilidad de
muerte; pero también en el estudio se encontraron casos en los cuales el paciente
sobrevivié con TGC + COL + MEM con MIC = 16. (64.7% de sobrevivencia. (Tumbarello M.
, 2012)

El problema actual por el desarrollo de mecanismos de resistencia por parte de las bacterias
expone a los clinicos un reto para tratar este tipo de infecciones. Los clinicos se encuentran
ahora en una busqueda de opciones farmacéuticas para esta problemética, siendo
obligados a revisar medicamentos histéricamente utilizados, asi como buscar estrategias
para optimizar los regimenes de dosificacion. (Haley J. Morrill, 2015) A nivel de laboratorio
paralelamente se buscan metodologias que apoyen al clinico para iniciar un tratamiento.
Actualmente se cuenta con métodos tato automatizados como manuales aportando al
clinico una interpretacion del perfil de susceptibilidad del microorganismo frente al
antibidtico que se quiere emplear para el tratamiento. El montaje manual del antibiograma
por el método de E-test, que ha sobrevivido a la evolucidon tecnolégica al igual que otros
métodos se convierte en una buena estrategia para acercar al clinico a la real MIC del
carbapenémicos a pesar de ser resistente, y a la par dando un resultado de moléculas
alternativas como colistina, tigeciclina o fosfomicina. (Christine D. 2013) (Van Belkum, A.
2013)
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11. Conclusiones

El porcentaje de resistencia encontrada en las Enterobacterias estudiadas a
colistina, fosfomicina y tigeciclina son 23%, 15% y 1% encontrandose el porcentaje
mas alto de resistencias en Klebsiella pneumoniae. Del total de Enterobacterias
estudiadas.

Los microorganismos que tienen mayor capacidad de resistencia a colistina y
fosfomicina son Enterobacter spp. y a tigeciclina fue Serratia marcescens.

Citrobacter freundii no presento resistencia a colistina, fosfomicina ni tigeciclina.

Ertapenem presentd el mayor porcentaje de resistencia (100%), meropenem
presento un 83% de cepas resistentes y siendo el menor carbapenémicos que

presento resistencia, en doripenem se reportd un 74% de cepas resistentes.

Las MIC con mayor porcentaje para cada antibiético fueron MIC<2ug/ml. en el caso

de colistina, MIC<64ug/ml. en el caso de fosfomicina y MIC<1 pug/ml. para tigeciclina.

Se encontraron dos casos de resistencia a las 3 moléculas en Klebsiella

pneumoniae.

La técnica de epsilometria presenta un 29% de posibilidades de manejo terapéutico
para meropenem en combinacion ya que se encontraron 70 casos en los que la MIC
estaba entre 2ug/ml. y 16ug/ml. y los cuales por el método de microdilucién no se

hubiesen podido dilucidar.
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12. Recomendaciones

Institucionalmente: A raiz de los resultados de este estudio, se toma la decision de
realizar epsilometria del antibiético meropenem, a todos aquellos aislamientos de
Enterobacterias resistentes a carbapenémicos y realizar el reporte de la MIC

obtenida por este método al clinico.

Realizar estudios moleculares a los aislamientos resistentes a colistina, en
busqueda del gen mcr-1, ya que ayudaria a verificar si dicho porcentaje de
resistencia es real o es producto de falsos resistentes por las limitaciones de las

técnicas in vitro.

A partir de los 61 casos resistentes a colistina, realizar estudio de casos y controles
que mida el impacto de la resistencia a colistina por Enterobacterias resistentes a

carbapenémicos.

Realizar un estudio de clonalidad con PFGE porque la presencia de clones puede

explicar la alta resistencia a la colistina.
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