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Resumen:

Las infecciones neonatales por bacilos gram negativos se encuentran en aumento y se
asocian a un incremento de la morbimortalidad. Con el objetivo de conocer el
comportamiento de la resistencia antimicrobiana y los mecanismos implicados en la
misma, durante los meses de febrero a diciembre de 2021 se realiz6 en Laboratorio
Nacional de Referencia de Infecciones Asociadas a la Asistencia del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” un estudio retrospectivo descriptivo de corte transversal, que
incluyé 120 aislados de bacilos gram negativos, causantes de infeccibn neonatal en 6
Hospitales Gineco-Obstétricos y Pediatricos de La Habana. Se evalu6 la susceptibilidad
antimicrobiana por el método de Kirby- Bauer y se determiné la produccién de -
lactamasas. Por ultimo se clasificaron los aislados acorde a su antibiotipo en
multidrogorresistentes, extremodrogorresistentes  y pandrogoresistentes. Las
aminopenicilinas, cefalosporinas de tercera generacion, ciprofloxacino y gentamicina
resultaron ser los farmacos con menor efectividad in vitro. Se confirmd produccion de B-
lactamasas en 38,4%, predominaron las BLEE con 32% y las AmpC con un 5%, un 2%
fue productor de metalo-B-lactamasas. Los carbapenémicos y colistina, resultaron ser los
antimicrobianos més activos frente a los aislados productores de BLEE y AmpC con 100%
de sensibilidad. Un 96% fue MDR y un 4,2% fue XDR. Los resultados del estudio
sugieren gue la resistencia a antimicrobianos en bacilos gram negativos causantes de
infecciones en neonatos, constituye un problema de salud en hospitales de La Habana, y
revelan la necesidad de un monitoreo continuo de la susceptibilidad antimicrobiana de

estos patégenos.



Abreviaturas

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
ATMs: Antimicrobianos

ATM: Antimicrobiano

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido

LNR-IAAS/IPK: Laboratorio Nacional de Referencia de Infecciones Asociadas a la

Asistencia Sanitaria del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri”

CLSI: Comité Internacional de Estandarizacion de Laboratorio Clinico, de sus siglas en

inglés

MDR: Multidrogorresistente
XDR: Extremodrogorresistente
PDR: Pandrogorresistente
UCIN: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
MLB: Metalo B-lactamasas
AUG: Amoxicilina/clavulanico
CAZ: Ceftazidima

FOX: Cefoxitin

CTX: Cefotaxima

CRO: Ceftriaxona

ATM: Aztreonam

MRP: Meropenem
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.  INTRODUCCION



l. Introduccion

La infeccion neonatal es una de las principales causas de morbimortalidad en los recién
nacidos (1). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ocurren en el mundo
alrededor de 4 millones de muertes neonatales cada afio y aproximadamente un tercio de estas
se deben a enfermedades infecciosas(2). Se calcula que 25% de los fetos se infectan
intradtero y hasta 10% de los neonatos durante el parto o en el primer mes de vida. La
tasa de incidencia de sepsis neonatal en el mundo desarrollado se encuentra entre un 0,6
y un 1,2% de todos los nacidos vivos, pero en el mundo en desarrollo puede alcanzar
entre un 20 y un 40%(3).

Los grandes avances en el cuidado intensivo neonatal durante los ultimos veinte afios
permiten una mejora en la supervivencia de prematuros, recién nacidos de muy bajo peso
y con anomalias congénitas. Las maniobras terapéuticas a las que son sometidos algunos
recién nacidos, ya sea en el momento del nacimiento o cuando requieren cuidados
especiales, suelen ser en su mayoria invasoras y conllevan a largos periodos de
hospitalizacion lo cual esta en relacion con el incremento de infecciones, principalmente
por bacilos gram negativos (3, 4).

En los paises en vias de desarrollo, se considera que alrededor del 60% de los casos de
infecciobn neonatal temprana y un 32,5% de los casos de infeccion neonatal tardia se
deben a bacterias gram negativas. Las especies implicadas con mayor frecuencia son
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp
5).

En la dltima década numerosas publicaciones hacen notar que los hospitales a nivel
mundial enfrentan una crisis sin precedentes por la aparicion de microorganismos
resistentes a los antimicrobianos (ATMs) (6). Dado que este fendmeno tiene como
principales consecuencias el fracaso de la terapia antimicrobiana, el incremento de la
morbimortalidad y el aumento en los costos de la atencion médica, resulta indispensable
su contencion al nivel internacional (7).

La facilidad que las bacterias poseen para adquirir e intercambiar material genético
explica la rapidez con que algunas de ellas desarrollan resistencia. Los mecanismos mas

importantes implicados en esta problemética son la aparicion de B-lactamasas, la



modificacion en la diana de actuacion, la inactivacion enzimatica, la reduccion de la
permeabilidad de la membrana y la aparicion de mecanismos de expulsion activa (8).

En las bacterias gram negativas la resistencia a los betalactdmicos se origina por varios
mecanismos, pero el mas importante, por su frecuencia y eficacia, es la produccién de B-
lactamasas (9). De todas las B-lactamasas descritas hasta el momento, cabe destacar,
por su interés e implicaciones clinicas, las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
las cefalosporinasas tipo AmpC y las carbapenemasas. El incremento de la resistencia
mediante la produccion de estas enzimas restringe el empleo de los antibiéticos
betalactamicos, considerados de primera linea como tratamiento empirico en las
infecciones neonatales (10).

En el anuario estadistico de salud de Cuba se refleja que en los dltimos 5 afios, las
infecciones se sitlan en la tercera causa de mortalidad neonatal, tanto las congénitas
como las adquiridas después del nacimiento, con un incremento de la tasa de incidencia
de infecciones de inicio precoz desde 1,2 a 3,8% y en las infecciones de inicio tardio
desde 0,6 hasta 1,6% (11).

Segun informacion ofrecida por el Ministerio de Salud Publica desde 2017 hasta 2021 se
registra un aumento de la letalidad asociada a infecciones, con cifras desde 0,1 hasta
5,2% para las de inicio precoz y desde 3,7 hasta 11,4% para las infecciones de inicio
tardio, a expensas de bacilos gram negativos como Klebsiella pneumoniae y Enterobacter
cloacae, notificAndose eventos de brotes en provincias orientales y occidentales por estos
microorganismos (12).

El diagnéstico de las infecciones en el recién nacido no es facil debido a que la clinica es
totalmente inespecifica, las pruebas microbiolégicas para confirmarla no tienen la
sensibilidad deseada, esto trae consigo que el tratamiento antibiético se inicie de forma
inmediata, la mayoria de las veces empirico y con una profilaxis que no esta exenta de
complicaciones para el recién nacido (13).

Estudios puntuales en el pais sobre sepsis neonatal destacan a K. pneumoniae,
Escherichia coli y Enterobacter cloacae, entre los primeros agentes etioldgicos y enfatizan
en la resistencia elevada de los mismos a los antimicrobianos de uso habitual en servicios
de neonatologia (14-16). Lo que pone en evidencia la necesidad inminente de incrementar

la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana y los mecanismos implicados en la



resistencia de los gérmenes aislados en estas patologias, con la finalidad de guiar el
tratamiento empirico de forma mas efectiva.

Debido a que las infecciones neonatales constituyen la tercera causa de muerte en el pais
(11) y al registro de un incremento de bacterias gram negativas implicadas en esta
problematica, se hizo necesario realizar la investigacion actual. Por otro lado en Cuba
existen poca informacién publicada sobre la incidencia y la susceptibilidad de los agentes
etiolégicos de las infeccibn neonatal. A partir de las observaciones anteriormente
planteadas la autora desde el Laboratorio Nacional de Referencia de Infecciones
Asociadas a la Asistencia Sanitaria del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (LNR-
IAAS/IPK) realiz6 un estudio inicial sobre el comportamiento de la infeccidon neonatal por
patdbgenos gram negativos y factores de riesgo asociados en la Habana durante 2017-
2018 (17), donde los bacilos gram negativos tuvieron un papel relevante como agentes
causales de infeccion, los que ademas mostraron resistencia elevada a los ATMs de
primera linea en el manejo de esa entidad clinica, pero debido al bajo niumero de
aislamientos se recomendod incrementar la muestra. Por tanto, resulta imprescindible
continuar la investigacion con la finalidad de conocer y profundizar en el perfil de
resistencia a los ATMs y mecanismos resistencia implicados en los gérmenes asociados
a infecciones neonatales.

A propoésito de esta problematica planteamos las siguientes preguntas cientificas.

¢, Como se comportara la resistencia bacteriana en los bacilos gram negativos aislados en
infecciones neonatales en hospitales de La Habana?

¢,Cudles seran los mecanismos de resistencia que se involucran con mayor frecuencia en

la resistencia a betalactamicos?



.  OBJETIVOS



.  Objetivos

Especificos:

1. Describir el perfil de resistencia a antimicrobianos de importancia terapéutica en
neonatologia en los aislados, objetos de estudio.

2. Determinar la frecuencia de produccion de B-lactamasas de espectro extendido,
AmpC y carbapenemasas en los aislados con resistencia a betalactamicos.

3. Identificar los antibiotipos de los aislados objetos de estudio, acorde a la
clasificacion de la resistencia en multidrogorresistentes, extremodrogorresistente vy

pandrogorresistente



1. MARCO TEORICO



[ll.  Marco teorico

[1l.1 Incidencia de la infeccién neonatal en Cubay en el Mundo

La infeccion neonatal es un problema grave tanto en paises desarrollados como en vias
de desarrollo. La tasa de incidencia de infeccidbn neonatal varia segun la region
geografica, recursos econdémicos y sanitarios, riesgos maternos y fetales (14). La OMS
calcula que en todo el mundo fallecen casi 5 millones de recién nacidos al afio y 30 a 40%
de las muertes neonatales tienen relacion con infecciones. Ademas, se estima que la
incidencia de infeccion entre los pacientes internados en Unidades de Cuidados
Intensivos Neonatales (UCIN) es de 18 a 30% (6).

La mortalidad infantil no se circunscribe al pasado ni mucho menos a la ficciobn. Segun
estimaciones actuales de la OMS cada afio mas de 400 000 recién nacidos pierden la vida
por infecciones y dentro de estos mas de 200 000 mueren por infecciones que no
responden a los medicamentos disponibles(18). La mayoria de esas defunciones se
producen en paises de bajos ingresos, y la situaciéon solo puede empeorar, dado que los
antibidticos Utiles para el tratamiento estan perdiendo eficacia debido a la aparicién de
bacterias resistentes. Estudios basados en datos de grandes hospitales, en los que los
microorganismos desarrollan con mayor probabilidad resistencia a los antibioticos, revelan
gue un 40% de las infecciones en recién nacidos son resistentes a los tratamientos
convencionales(19).

En paises en vias de desarrollo la incidencia de sepsis neonatal se reporta de manera
variable (18). En Sudamérica y el Caribe oscila entre 3.5% y 8.9%; mientras que, en otros
paises de Centroamérica y del Medio Oriente, se reporta una incidencia de hasta 15%
como promedio (20). En México se reporta una incidencia de 4 a 15.4 % y en otros paises
en vias de desarrollo se informan tasas de incidencia de 15 a 30% (21).

Con respecto a Cuba, estudios realizados en diferentes provincias del pais, confirman que
esta entidad clinica esta presente en las instituciones con servicios de neonatologia (16,
22). En el Hospital Universitario América Arias de La Habana, al analizar el
comportamiento de la infeccién neonatal en una UCIN, desde enero de 2007 hasta
diciembre de 2008, entre los pacientes con prematuridad, bajo peso y crecimiento

intrauterino retardado se encontro que el 72,9 % desarrollo sepsis grave (16).



Segun las estadisticas, el servicio de Neonatologia del Hospital “Dr. Agustino Neto” de la
provincia Guantanamo, presentd en 2014 una tasa de sepsis de 4,5 por cada 100
egresados (23). Situacion similar se registré en Villa Clara en 2019 donde la incidencia de
esta enfermedad fue de 4,2 pacientes por 1 000 nacidos vivos y la letalidad por sepsis
represento 7,14 %(24).

l1l.2 Costos asociados al tratamiento de infecciones neonatales

Los costos que se generan por cada uno de los eventos de infeccion neonatal son
elevados y juegan un importante papel ya que van desgastando los programas sociales de
salud en cualquier pais. Uno de los rubros que incrementan los costos en los pacientes
afectados de infecciones son los antibiéticos, aunque estos son solo una parte, existen
otros como medicamentos no antibiéticos, materiales desechables, medios diagnésticos y
oxigeno (25).

Estudios puntuales realizados en Cuba, al determinar los consumos en servicios de
neonatologia, enfatizan en el amplio uso de antibiético en la mayoria de los neonatos
ingresados con una significacion importante en los costos a nivel de institucion (26).

En Turquia la estadia y costos diarios disminuyen en la medida que se incrementa el
peso al nacer y la edad gestacional (p<0,05) y se demostrd que las infecciones eran uno
de los determinantes mas fuertes en incrementar estadia hospitalaria y gasto de recursos
(27). Similar problema lo comparten otros paises industrializados como Canada en la
carga que representa la prematuridad en morbimortalidad y utilizacion de insumos,
pacientes en los cuales las infecciones constituyen uno de los factores que influyen en los
elevados costos; que no solo se limitan al periodo neonatal, sino también que tienen
continuidad en toda la infancia (28).

Paises con menos recursos como Nigeria sufre de una manera mas dimensionada los
elevados niveles de consumo en la atencién de salud a los nifios con muy bajo peso al
nacer en quienes la sepsis tiene un rol preponderante, pues 95 % de los recién nacidos de

muy bajo peso son afectados por infecciones (29).



[11.3 Definicion y clasificacion de las infecciones neonatales:

La infeccidon neonatal se define como el proceso patolégico causado por la invasion de
microorganismos patdégenos o potencialmente patdégenos en tejidos normalmente
estériles, fluidos o cavidades corporales (25). Se clasifica segun el tiempo de aparicion en
temprana (primeras 48 a 72 horas de vida) y tardia (pasadas las primeras 72 horas de
vida). A su vez, se define a la sepsis neonatal como el sindrome caracterizado por la
presencia de sintomas y signos clinicos sugestivos de infeccion méas el desarrollo de un
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS) (30).

[1l.4 Etiologia

En el recién nacido se describen como entidades clinicas mas frecuentes la septicemia, la
bronconeumonia y la infeccion del tracto genitourinario, en particular, aquellas asociadas
con el uso de catéteres y a la ventilacion artificial (30). La etiologia y la susceptibilidad
antimicrobiana de las infecciones neonatales cambian con el tiempo y difieren entre los
paises, de ahi la necesidad de realizar estudios periédicos sobre dicho tema (31).

En las infecciones de inicio precoz se asocian microorganismos como Streptococcus
agalactiae y E. coli, que son los que con mayor frecuencia se aislan del recto y vagina
materna al final de la gestacién (32). E. coli es la segunda causa de sepsis bacteriana
neonatal temprana, presente en 81% de los casos de recién nacidos pretérmino. Este
patdgeno coloniza con frecuencia la cavidad vaginal de la madre, los recién nacidos la
adquieren justo antes del nacimiento (31). Otros patdgenos asociados son Streptococcus
viridans, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., bacilos
entéricos gram negativos como K. pneumoniae y Enterobacter spp, se encuentran
también otros microorganismos como Haemophilus influenzae (no tipificable), Candida
spp. Yy Listeria monocytogenes (33). La frecuencia de estos gérmenes varia en relacion
con la presencia de factores de riesgo propios de cada paciente y antecedente de
procedimientos como cerclaje, amniocentesis, cordocentesis y otros (34). Las infecciones
virales, incluyendo Enterovirus, Rubéola, Citomegalovirus y Herpes Simple, también estan
implicadas en sepsis neonatal precoz y se deben tener en cuenta siempre como

diagndstico diferencial de la infeccién de origen bacteriano (33).



Durante la década del 90 del siglo pasado existia un franco predominio de las infecciones
de comienzo temprano causadas por gérmenes gram positivos, en especial el
Streptococcus del grupo B, sin embargo a partir del establecimiento de la quimioprofilaxis
intraparto en las embarazadas con riesgo obstétrico, la incidencia de Streptococcus del
grupo B disminuye de forma considerable (35). Con los grandes avances en el cuidado
intensivo neonatal, encaminados a aumentar la supervivencia del recién nacido
pretérmino, bajo peso y con anomalias congénitas, en los primeros afios del presente
siglo comenzd a cambiar la etiologia de la infeccion neonatal, hasta llegar en este
momento a un marcado incremento de los gram negativos como E. coli, Enterobacter
spp., K. pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus spp. y otros (36, 37).

En los recién nacidos las infecciones de aparicién tardia son un problema frecuente y
grave. Se relacionan con microorganismos localizados en los servicios de neonatologia
gue se transmiten al nifio por el personal sanitario (manos contaminadas) y por el material
de diagndstico y/o terapéutico contaminado (termdmetros, fonendoscopios, sondas,
catéteres, electrodos, biberones, empleo de férmulas nutricionales elaboradas sin una
adecuada desinfeccion, intubacién orotraqueal y empleo de soporte ventilatorio. Entre los
principales agentes causantes de IAAS en el recién nacido, se encuentran:
Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Enterococcus spp., E. coli, K. pneumoniae,
Enterobacter spp., P. aeruginosa, A. baumannii y otras bacterias gram negativas (38, 39).

l1l.5 Diagnostico microbiolégico de la infeccidn del recién nacido

El diagndstico clinico de infeccion en el recién nacido es dificil, pues los signos iniciales
pueden ser minimos, inespecificos e indistinguibles de otros procesos no infecciosos. El
conteo de leucocitos totales, neutréfilos y de las células inmaduras, asi como los
reactantes de fase aguda (proteina C y procalcitonina) son también poco especificos y
requieren seguimiento y evaluacion (39).

Por consiguiente, el hallazgo de microorganismos en muestras importantes como la
sangre, liquido cefalorraquideo, orina y otros constituyen hasta la fecha, la Unica evidencia
real de infeccion (34). Sin embargo, son multiples los trabajos que destacan el bajo indice
de episodios confirmados(37). Las limitaciones de los recursos materiales por problemas
econdémicos que determinan demoras e interrupciones en el diagndéstico, constituyen la
causa principal de esta dificultad. No obstante, también influye la falta de estandarizacion

de los procedimientos utilizados, la ausencia de normas y programas para el control de la
8



calidad en los laboratorios, la inadecuada capacitacion del personal y el poco acceso a la
informacion actualizada, esto unido regularmente, a la poca interrelacion entre el
laboratorio y el médico de asistencia, condiciona no pocas veces la toma de decisiones
terapéuticas desacertadas y que determinan el uso inadecuado de los agentes ATMs (38,
40).

I1l.6 Tratamiento antimicrobiano de las infecciones neonatales

Lamentablemente, los esquemas de tratamiento aplicables al recién nacido séptico se
reducen practicamente al uso de antibioticos betalactdmicos, aminoglucosidos vy
glucopéptidos, lo que, aparejado al frecuente desarrollo de resistencia a los
medicamentos ATMs, dificulta mucho el tratamiento de estos pacientes (41).

Para iniciar tratamiento antimicrobiano (ATM) en un neonato es imperativo conocer las
tasas reales de infeccion en las UCIN, la epidemiologia local y la resistencia bacteriana
gue predomina en cada hospital, asi como identificar los factores de riesgo de infeccién
(31). Por la agresividad de los gérmenes y las caracteristicas del paciente, en el periodo
neonatal el tratamiento de las infecciones se inicie de forma empirica y con rapidez,
siguiendo y cumpliendo las lineas establecidas. Las politicas de antibi6ticos en los recién
nacidos estan limitadas debido a las alteraciones en la absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion de los ATMs en esta edad de la vida, hechos que condicionan el
alargamiento de la semivida biolégica de farmacos que puede incrementar su toxicidad
(42).

Una vez que se confirma la infeccion por el cultivo, se debe evaluar la necesidad de
colocar tratamiento especifico segun la sensibilidad del antibiograma, disminuyendo el
espectro de accion y/o el numero de farmacos. Esto provoca disminucion en la presion
antibidtica lo que reduce: la resistencia bacteriana, los efectos adversos y los costos. Este
momento es fundamental, ya que una correcta toma de decisiones redundara en el uso
racional de ATMs (42). La terapia antibiética siempre debe iniciar si es posible después de
tomar las muestras para cultivo, con la finalidad de no inhibir el desarrollo del agente
causal del cuadro clinico. Ante la falla del tratamiento inicial, se debe ampliar el espectro
ATM y la toma de cultivos de control. Las dosis varian de acuerdo a la edad cronoldgica y

de gestacion del neonato (43).



Hasta hace pocos afios, la mayoria de los esquemas terapéuticos se iniciaban con la
combinacion de ampicilina y gentamicina. No obstante, a punto de partida del incremento
significativo de la resistencia en E. coli y otras bacterias gram negativas a la ampicilina,
muchos lo sustituyeron por una cefalosporina de tercera generacion (cefotaxima), en
combinacion con gentamicina o amikacina (44). Debido a la amplia diseminacion de las
BLEE entre bacterias gram negativas, es poco probable que ese esquema sea mas eficaz
que el anterior. Sin embargo, la combinacibn propuesta por otros autores
(amoxicilina/sulbactam més amikacina) podria ser mas efectiva, al tener en cuenta la
accion benéfica del sulbactam en estos casos, incluso en las infecciones por
Acinetobacter spp. y otros BNF (45).

En las IAAS, el tratamiento empirico debe ser de amplio espectro teniendo en cuenta el
mapa microbiano en cada UCIN. Dentro de los antibidticos a utilizar se encuentran los
betalactamicos tipo cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima), piperacilina-
tazobactam, carbapenémicos, vancomicina y aminoglucosidos, todos ellos con una
indicacion especifica. El uso de cefalosporinas de tercera generacion no esta indicado
para el manejo de IAAS por la probabilidad de resistencia por induccion de 3-lactamasas
(46).

La ausencia de alternativas terapéuticas en el manejo de las infecciones por bacterias
multiresistentes en las UCIN, revelan el papel esencial de otros antibiéticos mas
“antiguos” como fosfomicina y colistina en el tratamiento de estas patologias. La estrecha
colaboracion entre las sociedades cientificas, autoridades sanitarias, laboratorios de
investigacion y la industria farmacéutica es ahora mas que nunca necesaria para afrontar
el reto de esta nueva era “postantibiotica” (47).

lll.7 Resistencia bacteriana

Se define por resistencia bacteriana, a la condicion microbiolégica caracterizada por la
capacidad natural o adquirida, por parte de una cepa bacteriana de permanecer refractaria
a los efectos bacteriostaticos o bactericidas de un antibidtico. Este hecho involucra
necesariamente la aparicion de un cambio permanente en el material genético del
microorganismo, que se transmite a sus descendientes, los que por este motivo resultan

también resistentes al antimicrobiano en cuestion (48).
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I11.8 Mecanismos de resistencia
La resistencia a los ATMs puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La resistencia natural
es una propiedad especifica de las bacterias y su aparicion es previa al uso de los
antibidticos, en este caso todas las bacterias de la misma especie son resistentes a
algunas familias de ATMs y eso les permite tener ventajas competitivas con respecto a
otras cepas y pueden sobrevivir en caso que se emplee ese antibidtico. La resistencia
adquirida es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que por naturaleza es
sensible a un antibiético pero que sufrié una modificacion genética ya sea por mutacion o
por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos, transposones e integrones) (49).
La resistencia bacteriana tanto natural como adquirida se puede abordar desde el punto
de vista molecular y bioquimico de tal forma que los principales mecanismos de
resistencia bacteriana descritos son:
v Alteracion del sitio blanco del antibiético
v Alteracion de barreras de permeabilidad.
v Inactivacion del antibiotico (49)

[11.8 a. Alteracién del sitio blanco del antibiético
La resistencia bacteriana conferida por la alteracion del sitio en donde actua el antibiético
consiste en la modificacion de algunos sitios especificos de la célula bacteriana como la
pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S ribosomales, entre otras. Por
ejemplo, la modificacion por mutacion de los genes GyrA y GyrB que codifican para las
topoisomerasas Il y IV respectivamente, ofrecen resistencia bacteriana a quinolonas en
S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa y E. coli (50). En cuanto a las modificaciones a
nivel ribosomal podemos mencionar los cambios que ocurren en las subunidades 30S y
50S los cuales son los sitios de accién de aminoglucésidos, macroélidos, tetraciclinas y
lincosamidas. Por ejemplo, la metilacion del RNA ribosomal de la subunidad 50S confiere
resistencia a S. aureus y S. epidermidis frente a tetraciclinas, cloranfenicol y macrolidos.
La resistencia bacteriana contra gentamicina, tobramicina y amikacina consiste en una
mutacion de la subunidad ribosomal 30S (50, 51).
[11.8 b. Alteracién en las barreras de permeabilidad
La membrana celular de las bacterias gram negativas contiene un alto contenido de
lipidos con respecto a las gram positivas, presenta una membrana externa con un 40% de

lipopolisacarido lo cual le proporciona una barrera efectiva contra la entrada de
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antibidticos, dependiendo de la composicion quimica de estos. La internalizacion de
compuestos hidrofilicos se lleva a cabo por canales denominados porinas, que se
encuentran en la membrana interna, estos canales estan llenos de agua por lo que la
penetracion de los antibacterianos en este caso dependera del tamafio de la molécula,
hidrofobicidad y carga eléctrica (52).

En muchas enterobacterias una pérdida o una modificacion estructural de las porinas
(por mutaciones, deleciones o inserciones en los correspondientes genes estructurales o
en genes reguladores de los mismos), se traducen en una disminucion de la
permeabilidad que afecta a un amplio nimero de familias de antibiéticos. En P.
aeruginosa, la pérdida de porina especifica OprD (cuya funcion natural es facilitar la
entrada de aminod&cidos dibasicos y de otros compuestos), afecta de forma singular a los
carbapenémicos pero no a otros betalactamicos ni otras familias) (50, 53).

En la membrana celular se encuentran las llamadas bombas de eflujo que llevan a cabo la
internalizacién y expulsiéon de los ATMs. Una amplia variedad de bombas de eflujo
proveen resistencia antimicrobiana tanto en bacterias gram positivas como en gram
negativas (48). El eflujo activo de antibidticos es mediado por proteinas
transmembranales. En el caso de las bacterias gram negativas involucra también
componentes en la membrana externa y citoplasma. Estas proteinas forman canales que
exportan activamente a un agente ATM fuera de la célula tan rdpido como entra. Este
mecanismo confiere resistencia a tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol, betalactamicos,
asi como a los antisépticos y desinfectantes de tipo amonio cuaternario utilizado para la
limpieza de superficies (54).

l11.8 c. Inactivacidon del antibiético por destrucciéon o modificacion de la estructura
quimica

El fenotipo de resistencia antibidtica por destruccion o modificacién de la estructura
guimica es un proceso molecular caracterizado por la produccién de enzimas que van a
llevar a cabo esta funcion. Las enzimas que destruyen la estructura quimica, mas
conocidas, son las B-lactamasas (55). Otra enzima es la eritromicina esterasa que cataliza
la hidrdlisis del anillo de lactona del antibiético. Entre las enzimas que se encargan de la
modificacién de la estructura podemos mencionar a la cloranfenicol acetiltransferasa y
también a las enzimas que modifican a los aminoglucésidos, lincosamidas vy

estreptograminas (acetilasas, adenilasas y fosfatasas) (53, 56).
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1.9 B-lactamasas

[11.9 a. Concepto

Las B-lactamasas son un grupo muy heterogéneo de enzimas de resistencia. En la
actualidad hay descritas mas de 700. Estructuralmente, son proteinas compuestas de
hojas B plegadas y a hélices; que se encuentran en el espacio periplasmico de las
bacterias gram negativas e hidrolizan el anillo B-lactamico de los antibioticos, dejando
inactivo al antibiotico (57).

La produccion de p-lactamasas puede ser inducible (s6lo en presencia de un
betalactamico), o constitutiva (aquellas que la bacteria produce en forma continua). Un
ejemplo de produccion B-lactamasa constitutiva es la enzima cromosomica SHV-1 de K.
pneumoniae que interviene en la resistencia a la ampicilina y ticarcilina (58).

I11.9 b. Clasificacion

Debido al elevado numero de B-lactamasas existentes estas se clasifican segun su
estructura, su funcion, el sustrato al que se unen, las sustancias que las inhiben, los
parametros cinéticos y segun su expresion, es decir, si estan codifadas en plasmidos o en
el cromosoma. En el momento actual las clasificaciones vigentes son la formulada por
Ambler en 1980, que se basa en la estructura molecular y la secuencia de los
aminoacidos de las enzimas y la clasificacion funcional porpuesta por Bush-Jacoby-
Medeiros en 1995 y actualizada en el 2010 (49, 51).

v Clasificacion molecular de Ambler: Agrupa las B-lactamasas en cuatro clases o
grupos (A, B, CyD)

1. Serin-B-lactamasas: Las enzimas de los grupos A, C y D, que contienen una serina en
su centro activo e hidrolizan penicilinas, oxacilina y cefalosporinas.

2. Metalo-B-lactamasas (MBL): Enzimas del grupo B que tienen como cofactor un ién de
Zinc, indispensable para actuar; estas tienen actividad sobre las penicilinas, las
cefalosporinas, los carbapenémicos, pero no actian sobre los monobactamicos (50, 59).
v Clasificacion de Bush, Jacobhy y Medeiros: Esta clasificacion las agrupa segun
las similitudes de las funciones de las enzimas en cuatro grupos diferentes (del 1- 4) y el
grupo 2 queda dividido en 12 subgrupos (60).

1. Grupo 1: Incluye enzimas de la clase C de Ambler que hidrolizan cefalosporinas y no

son inhibidas por el acido clavulanico o tazobactam.
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2. Grupo 2: Incluye enzimas de las clases A y D de Ambler que se inhiben por el acido
clavulanico.

3. Grupo 3: Incluye enzimas de la clase B de Ambler. Son MBL que requieren para actuar
de la union de Zn+2 a su centro activo y que se inhiben por agentes quelantes como el
EDTA, pero que no se inhiben por el acido clavulanico o por tazobactam.

4. Grupo 4: Incluido en la clasificacion inicial, no aparece en la actualizacion del afio 2009.
La mayoria de las enzimas incluidas inicialmente en este grupo no estan completamente
caracterizadas y pueden ser clasificadas en los grupos anteriores (48, 60).

1.9 c. BLEE

Concepto: Las BLEE son enzimas que tienen capacidad de hidrolizar y causar resistencia
o sensibilidad disminuida a penicilinas, oximinocefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepima) y monobactamicos (aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina)
ni carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el acido
clavulanico (61).

Estas enzimas, pertenecen a la clase molecular A de Ambler y entre ellas se encuentran
las de tipo TEM y SHV (derivadas de enzimas con menor espectro de hidrdlisis), la familia
CTX-M (procedente de B-lactamasas cromosomicas del género Kluyvera), y otras menos
prevalentes como PER, VEB, BES, GES, TLA y SFO, incluidas todas ellas en el grupo
funcional 2be de Bush y Jacoby (60). Algunas enzimas de la familia OXA (clase D de
Ambler y grupo funcional 2de), se consideran también BLEE pero se describen con mayor
frecuencia en P. aeruginosa (51).

[11.9 c.1 BLEE de mayor importancia clinica

1. Enzimas tipo TEM: se derivaron de las B-lactamasas TEM-1 y TEM-2. La primera BLEE
de esta familia es la tipo TEM-3 y los primeros reportes se remontan a 1984, en cepas de
K. pneumoniae, en Francia. Esta se diferencia de la TEM-2 por cambios en los
aminoacidos Lys—Glu en la posiciéon 102 y Ser—Gly en la posicion 236. Hasta el
momento se describen 182 variantes, en la que quedan incluidas las enzimas TEM
resistentes a los inhibidores (IRT, por sus sigla en inglés) y las TEM del Complejo Mutante
(CMT, por su sigla en inglés), que son enzimas que combinan los perfiles de BLEE e IRT
(62, 63).
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2. Enzimas tipo SHV: La primera con fenotipo de BLEE fue la SHV-2, descrita en 1983 en
cepas de K. ozaenae en Alemania; derivada de la B-lactamasa cromosomal SHV-1y se
diferencia de esta por una mutacién del aminoacido Gly — Ser en la posicion 238. Hasta
el momento se describen 134 variantes de SHV, siendo la mayoria de ellas son BLEE,
aunque también existen variantes (SHV-10, 26, 49, 56 y 72) que muestran resistencia
variable a inhibidores de B-lactamasas de clase A. Este tipo de BLEE también se pueden
encontrar en P. aeruginosa y Acinetobacter spp. (64).

3. CTX-M: En 1989, casi de forma simultdnea, en Alemania, Argentina y Francia
aparecen, por primera vez, cepas de enterobacterias con elevada resistencia a cefotaxima
y menor afectacion de la ceftazidima, estas B-lactamasas de manera genérica se
denominaron CTX-M y no guardan relacion alguna con las B-lactamasas descritas hasta
ese momento. En un inicio, estas enzimas, segun la secuencia de amino&cidos se
clasificaron en cinco grupos pero recientemente se adicionaron dos grupos mas. El
analisis filogenético sugiere que estas enzimas no tienen su origen en una mutacion
plamidica sino que fueron incorporadas a plasmidos por movilizacion del gen cromosomal
bla del género Kluyvera. Las enzimas CTX-M-14 y CTX-M-15 son de todas, las mas
importantes, pues se aislan en cualquier tipo de muestra humana y ambiental alrededor
del mundo entero (64, 65).

El panorama actual de las BLEE ha cambiado, pues inicialmente SHV y TEM eran las
familias aisladas con mayor frecuencia y las cepas que las producian, se encontraban
originando brotes hospitalarios epidémicos, pero a partir de la década del 2000 se ha visto
una evolucién y dispersion extraordinariamente acelerada de las enzimas CTX-M, las que
no se confinan Unicamente a el ambiente hospitalario sino que también se aislan de
infecciones adquiridas en la comunidad, esencialmente con infecciones urinarias (66).

[11.9 d. B-lactamasas inducibles tipo AmpC

Son B-lactamasas de codificacion cromosomal, conocidas como cefalosporinasas del tipo
AmpC. Estas enzimas son capaces de inactivar en forma eficiente aminopenicilinas,
ureidopenicilinas, cefalosporinas de distintas generaciones y cefamicinas. Son inducibles,
normalmente estan reprimidas, cuando se encuentran con el antibiético betalactamico, se

desrreprimen y se inducen (63).
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Ademas, por el hecho de ser inducible puede suceder con mucha frecuencia, que el
mecanismo regulatorio cambie, es decir, se seleccionen mutantes que se desrreprimen, lo
gue significa que en ausencia de betalactamicos producen B-lactamasas. Estas [3-
lactamasas pueden tener peldafios de produccion, pueden sintetizar cantidades
pequefias, medianas o grandes, en ausencia del antibiotico, lo que puede llevar a que
exista una hiperproduccion de la enzima. Esto es propio de P. aeruginosa, Citrobacter
freundii, Enterobacter spp., Serratia spp. y Morganella morganii. Estas B-lactamasas no
son antagonizables por inhibidores de [(-lactamasas, de manera que no sirven como
tratamiento el sulbactam, el tazobactam ni el acido clavulanico (67).

El espectro que logran estas enzimas depende de la cantidad de enzima que produzcan,
si producen pequefias cantidades destruiran cefalosporinas de primera generacion. Pero
si hiperproducen enzimas, pueden destruir cefalosporinas de tercera generacion como la
ceftazidima. En resumen, estas bacterias, por lo tanto, tienen un mecanismo para
desrregularse, hipeproducir y ampliar su espectro, solamente por cantidad de enzima. Lo
gue es caracteristico de las especies ya mencionadas (68).

[11.9 d. Carbapenemasas

Estas son enzimas capaces de hidrolizar, en dependencia de su tipo, a todos o casi todos
los betalactamicos incluyendo carbapenémicos como imipenem, meropenem y
ertapenem. Ademas, se asocian a multidrogorresistencia por lo que representan un
importante riesgo sanitario en todo el mundo (69).

Se las puede dividir en propias de especie y adquiridas (potencialmente transferibles). Se
encuentran asociadas a integrones, estructuras génicas que almacenan genes de
resistencia, que se transmiten por plasmidos o transposones. El origen y la secuenciacién
nucleotidica de las carbapenemasas es muy versatil y actualmente se conocen mas de 30
familias de carbapenemasas, agrupadas en las clases A, B 'y D de Ambler, pero nuevas

familias se describen continuamente (70).
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[11.9 d 1. Clasificacién de las carbapenemasas

Serin-carbapenemasas: [(-lactamasa plasmidicas del grupo A de Ambler, son
practicamente inhibida por la accion del acido clavulanico, e hidrolizan de forma efectiva a
los carbapenémicos aunque su actividad frente a meropenem es menor que frente al
imipenem. Estas pueden ser cromosomicas (NmcA, Sme, IMI-1, SFC-1) descritas en E.
cloacae y S. marcescens y plasmidicas (KPC, IMI-2, GES). KPC es clinicamente la
enzima mas importante del grupo (71).

2. Metalo- B-lactamasa: Pertenecen al grupo B de la clasificacion de Ambler, estas
constituyen un importante desafio tanto para el tratamiento individual de los pacientes
como para la aplicaciéon de las politicas de control de la infeccidén, porque estas presentan
actividad frente a todos los betalactamicos excepto al aztreonam; no se inhiben por el
acido clavulanico, ni por algun otro inhibidor de B-lactamasas. Sin embargo, se inhiben por
agentes quelantes de cationes divalentes como el EDTA, compuestos tidlicos como el
acido 2-mercaptopropionico, o el acido dipicolinico. Hasta la fecha se describen nueve
MBL pero, probablemente, IMP y VIM sean las mas diversificadas y prevalentes, aunque
la New Delhi metalo- B-lactamasa (NDM) ha creado una importante alarma mediatica
debido al perfil mutirresistente o panresistente de los aislados que la producen (72).

3. Oxacilinasas (OXA): Se encuentra en el grupo D de la clasificacion de Ambler, Entre
ellas se destacan las variantes de los subgrupos OXA-23, OXA24, OXA-58, OXA-143 y
sobre todo la OXA-48 descrita en enterobacterias en paises del entorno mediterraneo.
Fenotipicamente son dificiles de identificar ya que su perfil de actividad frente a los
carbapenémicos es pobre y casi nulo frente a las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion. Mantienen el perfil de sensibilidad de las OXA al ser poco inhibidas por el
clavulanico, tazobactam o sulbactam; es decir son resistentes a las penicilinas y a sus
asociaciones con inhibidores, mantienen la sensibilidad a las cefalosporinas y tienen
pérdida de la sensibilidad a los carbapenémicos (70).

lll. 9 e. Epidemiologia de las B-lactamasas

En el incremento de la resistencia bacteriana intervienen un conjunto diverso de factores,
incluyendo la prescripcién y venta inapropiada de antibiéticos, el uso de antibiéticos fuera
del sector de salud, sobre todo, en animales en los que se ha creado la diseminacion de la

resistencia, y factores intrinsecos de las bacterias por mutaciones genéticas (53).
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La diseminacion de enterobacterias productoras de [B-lactamasas ocurre en forma
alarmante entre paises y continentes por lo que representa uno de los problemas de salud
mas relevantes. En algunas &reas excede la capacidad de manejo de los sistemas
sanitarios. Las B-lactamasas son el principal mecanismo de resistencia en bacilos gram
negativos y particularmente en enterobacterias y bacilos no fermentadores. El mayor
problema se da a nivel nosocomial donde las cepas se transmiten de paciente a paciente
y las enzimas de microorganismo a microorganismo (73) .

Los reportes sobre la difusion de B-lactamasas se comenzaron a conocer en
Latinoamérica a partir de 1990, especificamente sobre las BLEE en gram negativos,
algunas de estas enzimas tuvieron su origen en dicho continente. Por otro lado, la
aparicion y la diseminacion de las carbapenemasas en enterobacterias, Pseudomonas
spp. Yy Acinetobacterspp., dejan pocas opciones terapéuticas debido a la multirresistencia
gue confieren (74). El aumento de la frecuencia de los reportes de carbapenemasas en la
region de las américas, sugiere que se han propagado con éxito llegando a ser endémicas
en algunos paises. La produccion de BLEE alcanza tasas preocupantes en Colombia,
Guatemala, Peru, México, Venezuela, Ecuador, Argentina, Chile, Panama y Brasil, en
estos paises segun algunas investigaciones se reporta una incidencia de enterobacterias
productoras de BLEE de 40 a 73% (75).

Existen reportes en Cuba sobre la presencia de bacterias productoras de B-lactamasas en
instalaciones hospitalarias. La provincia Artemisa, en el periodo febrero 2011- julio 2013,
declara una incidencia de BLEE de 77,2 % en agentes causales de infeccion del tracto
urinario (76). En La Habana, en 2017- 2018 se detect6 en E. coli, que 43,7 % de los
aislados causantes de infecciones extraintestinales fueron productores de BLEE (77). De
igual manera durante el afio 2017 en el hospital Salvador Allende se detecta que Fueron
productores de BLEE 46 y 50 % de aislados de E. coli y K. pneumoniae, respectivamente
(78).

La incidencia de AmpC hasta el 2010 era menor que las BLEE, pero su capacidad de
diseminacion mediante plasmidos, cuyos genes tipo AmpC mas frecuentes son gen
blaCMY2 en E. Coli y el blaDHA-1 en K. pneumoniae, han hecho que la incidencia en
paises como Sudeste Asiatico y Europa sea 12% y 10% respectivamente (79).

Desde el primer reporte de KPC en el afio 1996, en Carolina del Norte, y de la

identificacion de NDM en el 2008 en India, la diseminacion de este mecanismo de
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resistencia es alarmante identificAndose en Europa, Asia, Medio Oriente, América Central
y del Sur, Africa y Oceania. Incluso en el 2017 la OMS debido a los constantes reportes
donde se evidencia un aumento del de resistencia a carbapenémicos de hasta 50% y con
ello el aumento de la mortalidad, decidié publicar una lista de los patégenos considerados
una amenaza para la salud humana, destacando el grupo las enterobacterias,
Pseudomonas y Acinetobacter resistentes a carbapenémicos (80). En 2010 el LNR-
IAAS/IPK en Cuba, realiza un reporte de alta prevalencia de carbapenemasa en
aislamientos de Acinetobacter resistentes a carbapenémicos en pacientes atendidos en
UCIN (81).

Paises como India, Turquia y Grecia son considerados endémicos, presentando
valores criticos, por ejemplo Grecia experimenta una de las mas altas resistencias a
los carbapenémicos a nivel mundial. En 2001 el sistema griego para la vigilancia de
resistencia a los antimicrobianos, reporta resistencia a carbapenémicos de 30% en
salas de hospitalizacion y 60% en UCI. Tendencia que va en aumento segun datos del
Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades EARS-Net del
2014, donde se evidencié que 62.3% de los aislados de K. pneumoniae fueron
resistentes a los carbapenémicos (13, 70).

De la misma manera en India, en el 2009 en un estudio para el monitoreo de la
resistencia antimicrobiana, se evidencié que 28% de los aislamientos portaban mas de
1 gen de carbapenemasas; siendo el gen mas comun blaNDM-1. Instituciones
hospitalarias en Pakistan reportan tasas de prevalencia de bacterias productoras de
blaNDM en las UCI que oscilan entre 2% y 13,5% (82).

1.9 f. Definiciones de multidrogorresistecia, extremodrogoresistencia vy
pandrogoresistencia.

Los antibiotipos se clasifican por el niumero y la clase de antibidticos afectados. Segun el
Concenso de la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antibiéticos
(ReLAVRA). Se define como MDR a la ausencia de sensibilidad por lo menos a un
farmaco en tres o0 mas de las categorias de antibiéticos; XDR la ausencia de sensibilidad
por lo menos a un agente en todas las categorias de ATMs excepto en una o dos de ellas

y PDR a la resistencia a todas las categorias de antibiéticos (tabla 1) (83).
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La sobreutilizacion de ATMs dificulta ain mas el control de su uso racional y genera una
nueva fuente de seleccion de bacterias resistentes que luego pueden diseminarse
mediante los alimentos o el medio ambiente, asi como colonizar el tracto digestivo de
animales y seres humanos (84). Como consecuencia, nos dirigimos hacia una era similar
a la preantibidtica, con infecciones bacterianas para las cuales no hay tratamiento
disponible, o en la cual las alternativas estan lejos de ser ideales (por ejemplo, antibiéticos
antiguos en desuso por su elevada toxicidad). En vista del escaso numero de antibioticos
nuevos en desarrollo, se vuelve fundamental la deteccidon y monitorizacién de bacterias
MDR para asi definir acciones que mejoren el uso de los ATMs disponibles y prevenir la

diseminacién de patégenos resistentes (85).
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V. Material y Método
Durante los meses de febrero a diciembre de 2021 en el LNR-IAAS/IPK se realizé un
estudio retrospectivo descriptivo de corte transversal, que incluyé aislados de bacilos
gram negativos recuperados a partir de diferentes muestras clinicas, causantes de
infeccion neonatal en algunos hospitales gineco-obstétricos y pediatricos de La Habana
(Juan Manuel Marquez, William Soler Ledea, Eusebio Hernandez, Hijas de Galicia,
Ramoén Gonzélez Coro y Enrique Cabrera).
El estudio incluyé 120 aislados recibidos en el LNR-IAAS/ IPK entre septiembre 2017 y
julio 2020, todos identificados a nivel de especie y que forman parte de la coleccion de
cultivo del propio laboratorio. Se tomaron de la base de datos del LNR-IAAS, creada al
efecto de la vigilancia de la resistencia en microorganismos gram negativos causantes de
infeccion en neonatos. Las especies incluidas en el estudio fueron (61 Escherichia coli,
13 Enterobacter cloacae, 10 Enterobacter agglomerans, 19 Klebsiella pneumoniae, 2
Klebsiella ornithinolytica, 2 Klebsiella oxytoca, 4 Citrobacter freundii, 3 Proteus mirabilis, 3
Serratia marcescens, 2 Pseudomonas aerurinosa, 1 Stenotrophomonas maltophilia). Al
estudio anterior corresponden 61 aislados (septiembre 2017- julio 2018) que contaban con
el estudio de susceptibilidad antimicrobiana, 59 aislados corresponden al periodo agosto
2018 y julio 2020 a los cuales se les realizo el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana.
Los mecanismos de resistencia fueron determinados en los aislados (septiembre 2017 y
julio 2020) en los cuales al analizar la susceptibilidad antimicrobiana se detecto
resistencia a betalactamicos.
Criterios de inclusion:
v Aislados viables
v No contaminados
v Que contaban con una planilla de recoleccién de datos microbioldgicos, necesaria a

los efectos de los objetivos del estudio. (Anexol)
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IV.1 Operacionalizaciéon de variables

1- Categorias clinicas de pruebas de susceptibilidad: Cualitativa nominal

Definicion: Traduccion de la respuesta in vitro de un microorganismo a uno 0O varios
antimicrobianos, como factor predictivo de eficacia clinica (86).

Escala de clasificacion:

v Sensible: Cuando un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el éxito
terapéutico.

v Intermedio: Cuando un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a un efecto terapéutico incierto.

v Resistente: Cuando un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad de fracaso
terapéutico.

Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

2- Produccion de BLEE: Cualitativa nominal.

Definicién: Enzimas que hidrolizan penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima) y monobactadmicos (aztreonam), pero no las cefamicinas
(cefoxitina) ni los carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem), y son inhibidas
por el acido clavulanico (76).

Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

3- Produccién de AmpC: Cualitativa nominal.

Definicion: Enzimas capaces de inactivar en forma eficiente aminopenicilinas,
ureidopenicilinas, cefalosporinas de distintas generaciones y cefamicinas. Con la
excepcion de cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima, cefpiroma) vy
carbapenémicos, ademas son resistentes a la combinacion de betalactamico con
inhibidores de betalactamasas, con la posible excepcion de piperacilina-tazobactam (68).
Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

4- Produccién de Carbapenemasa: Cualitativa nominal.

Definicion: Enzimas capaces de hidrolizar, dependiendo del tipo a todos o casi todos los

antibioticos betalactamicos incluso a los carbapenémicos (80).
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Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

5- Categorizacion de la resistencia:

Escala de clasificacion: Cualitativa nominal.

Definicion:

Multidrogorresistente (MDR): Cepa no susceptible a 1 o mas agentes en tres 0 mas
categorias antimicrobianas

Extremodrogorresistente (XDR): No susceptible a 1 o mas agentes en todas las
categorias excepto en 1 0 2 de ellas.

Pandrogorresistente (PDR): No susceptible a todos los agentes antimicrobiano

Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

IV.2 Procedimientos que permitieron cumplimentar los objetivos trazados

Los aislados se encontraban conservados en caldo Triptona Soja (CTS) (Biolife, Italia) con
glicerol (DIFCO, Alemania) al 15% a -70 °C (REVCO, EE.UU), el material biolégico se
transfirio a placas de agar Mc Conkey (Biolife, Italia) y se incubé a 37°C en aerobiosis
durante 18 a 24 horas. Una vez que se corroboré la viabilidad y pureza del cultivo, se
procedio a realizar las pruebas de susceptibilidad y estudio de mecanismos de resistencia.
IV.2 a. Estudio de susceptibilidad

Se determind la susceptibilidad a 17 ATMs, ampicilina/sulbactam (AMS), piperacilina-
tazobactan (TZP), amoxicilina/clavulanico (AUG), ceftazidima (CAZ), cefoxitin (FOX),
cefotaxima (CTX), cefepime (FEP), ceftriaxona (CRO), aztreonam (ATM), meropenem
(MRP), imipenem (IMI), gentamicina (CN), amikacina (AK), ciprofloxacino(CIP),
levofloxacino (LEV), colistina (CS) y fosfomicina (FOS), para lo cual se empled el método
de difusion de disco Kirby- Bauer en agar Mueller-Hinton (BioCen, Cuba). Los resultados
se interpretaron acorde a lo establecido en las normas del Instituto de Estandares de
Laboratorio Clinico (CLSI, por sus siglas en inglés) de 2020 (86).

En el caso del antimicrobiano colistina al estudiar la susceptibilidad se siguieron las
recomendaciones del protocolo de la red de vigilancia de la resistencia a los ATMs
(WHONET- Argentina) (87).

Casa comercial: discos-CPM, ltalia

Cepas controles: E. coli ATCC 35218 (para evaluar los discos de betalactamicos con
inhibidores de B-lactamasas)

Para el resto de los discos:
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

E. coli ATCC 25922

IV.2 b. Método de difusion en agar o Bauer-Kirby
Preparacion del inéculo

A partir de un cultivo puro de 18 a 24h de crecimiento en agar Mc Conkey, se preparo un
in6culo de 3 mL en solucién salina estéril (Quimefa, Cuba), ajustando la suspension
bacteriana hasta alcanzar una densidad Optica (Densimat, bioMérieux, Francia)
correspondiente a la escala de 0,5 de la escala de Mac Farland (108- 109 UFC).

Antes de transcurrir quince minutos del ajuste del inoculo, se introdujo un hisopo estéril
dentro de la suspension bacteriana y se rotd varias veces por las paredes del tubo por
encima del nivel del liqguido con el fin de eliminar el exceso de indculo. Las placas
preparadas previamente con agar Mueller - Hinton (Oxoid Ltd.) fueron sembradas con el
hisopo sobre la superficie del medio en tres direcciones, rotando la placa en un angulo de
60° cada vez sin dejar zona libre, con el propdsito de obtener un cultivo homogéneo.
Luego de cinco minutos se depositaron los discos con la ayuda de una pinza estéril,
presionandolos ligeramente sobre la superficie del agar (maximo seis discos por placa).
Las placas se incubaron a 37°C en aerobiosis durante 18-24 horas, colocando las placas
en grupos de cuatro y de forma invertida. Al dia siguiente se midieron los halos de
inhibicion del crecimiento alrededor de cada disco, obteniendo la categoria de sensible(S),
resistente(R) e intermedio (l), teniendo en cuenta los parametros establecidos por el
método de difusion por disco para gram negativos (86).

IV.2 c. Deteccién de BLEE

Se determind en aquellos aislados que mostraron sensibilidad disminuida o resistencia a
las cefalosporinas de tercera generacion y al aztreonam. La confirmaciéon del fenotipo
productor de BLEE se llevé a cabo mediante el método de aproximacién de discos que
consistié en un antibiograma en placas de agar Mueller-Hinton (BioCen, Cuba), donde se
situaron discos de CTX y CAZ a una distancia de 20-25 mm (centro a centro) de un disco
de AUG (CPM, ltalia) (86).

Resultado positivo: Se interpreté como positivo la ampliacion del halo de inhibicion de
CTX y/o CAZ en la zona proxima al disco de AUG (sinergia) o la presencia de una "zona
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fantasma" (inhibicidon del crecimiento) entre las cefalosporinas y el inhibidor. En caso de
no aparecer los efectos mencionados el aislado se concluyé como no productor de BLEE.
Cepa control: K. pneumoniae ATCC 700603 (control positivo de BLEE).

IV.2 d. Deteccion de B-lactamasa tipo AmpC

Se determiné en los microorganismos que mostraron resistencia o sensibilidad disminuida
a FOX. Se llevo a cabo mediante el método de discos combinados con inhibidores
utilizando CTX (30ug) y CTX con cloxacilina (30/10 ug) (CPM, Italia). Una diferencia = 5
mm del halo de inhibicion para la cefalosporina con inhibidor en comparacion al halo de
inhibicién de la cefalosporina sola confirmoé la presencia de AmpC. En los aislados donde
la diferencia de los halos de inhibicién no fue mayor 2 5 mm la prueba se consideré
negativa (86).

K. pneumoniae ATCC BAA-1706 (cepa control negativo).

K. pneumoniae ATCC 700603 (cepa control positivo).

IV.2 e. Deteccién de Carbapenemasa

Se realizé en aquellos aislados que presentaron resistencia a IMI y/o MRP. Se llevo a
cabo mediante el método de discos combinados con inhibidores, el cual consistid en un
antibiograma en placas de agar Mueller-Hinton (Oxoid Ltd), donde se colocaron en la
superficie discos del antimicrobiano solo y discos del antimicrobiano combinado con
inhibidores (86).

Deteccién de carbapenemasa tipo KPC: Se emplearon discos de MRP (10 ug) (CPM,
Italia) y MRP + &cido -aminofenilborénico (PBO) (Liofilchem, Italia). Luego de 24 horas de
incubacién a 37°C en aerobiosis se midieron las zonas de inhibicion alrededor de cada
disco. Una diferencia =2 5 mm del halo de inhibicién para MRP-PBO en comparacion con el
disco unico se interpretdé como positivo para la produccion de KPC. En los aislados donde
la diferencia de los halos de inhibicién no fue mayor 2 5 mm la prueba se consideré
negativa.

Cepa Control:

K. pneumoniae ATCC BAA - 1705 — MHT (cepa control positivo).

K. pneumoniae ATCC BAA - 1706 — MHT (cepa control negativo).
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Deteccidn de carbapenemasa tipo Metalo-B-lactamasa (MBL): Se emplearon discos de
MRP y MRP + EDTA (Liofilchem, Italia). Luego de 24 horas de incubacion a 37 °C en
aerobiosis se mediron la zona de inhibicion alrededor de cada disco. Una diferencia = 5
mm del halo de inhibicion para MRP + EDTA en comparacion con el disco Unico se
interpretd como positivo para la actividad de metalo- B-lactamasa. En los aislados donde
la diferencia de los halos de inhibicion no fue mayor =2 5 mm la prueba se consider6
negativa.

Cepa Control: Acinetobacter baumannii DQ244 de la coleccion de cultivo del LNR-IAAS
(cepa control positivo)

K. pneumoniae ATCC BAA - 1706 — MHT (cepa control negativo).

IV.2 f. Determinacion de antibiotipos y clasificacion de los aislados en
multidrogorresistente, extremodrogorresistente y pandrogorresistente.

La clasificacion de los aislados como MDR, XDR y PDR se hizo segun los criterios del
Consenso Latinoamericano de ReLAVRA 2019 (Tabla 1). Para ello se excluyeron el
sulfaprim y la tigeciclina (contraindicados en el periodo neonatal) teniendo en cuenta que
el propio consenso recomienda que la lista de antibiéticos se debe adecuar a los criterios
aprobados en cada pais, de acuerdo a la epidemiologia local, la disponibilidad o no del

antibidtico y el posible uso segun las caracteristicas del paciente (83,42).
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Tabla .

Antibiéticos aprobados para

la definicibn de multidrogorresistencia,

extremodrogorresistencia y pandrogorresistencia en enterobacterias.

Enterobacterias

DEFINICION

GRUPOS DE ANTIBIOTICOS

MDR: resistente a tres de los 12 grupos de
antibioticos

XDR: resistente a 10/11 de los 12 grupos de
antibiéticos

PDR: resistente a 12 de los 12 grupos de
antibidticos

1- Amoxicilina/acido clavulanico, o
ampicilina/sulbactam

2- Piperacilina/tazobactam

3- Ceftazidima, o cefotaxima/ceftriaxona, o
cefepime

4- Imipenem o meropenem

5- Aztreonam

6- Gentamicina

7- Amikacina

8- Ciprofloxacino

9- Trimetroprima sulfametoxazol

10- Fosfomicina

11- Colistina

12- Tigeciclina

Pseudomonas aeruginosa

MDR: resistente a 3 de los 10 grupos
de antibioticos

XDR: resistente a8 0 9 de los 10
grupos de antibidticos

PDR: resistente a todos los grupos
de antibioticos

1-Piperacilina, tazobactam

2- Ceftazidima

3- Cefepima

4- Aztreonam

5-Imipenem

6-Meropenem

7-Gentamicina

8-Amikacina

9-Ciprofloxacino o levofloxacino
10-Colistina

Acinetobacter spp.

MDR: resistente a 3 de los 11 grupos
de antibioticos

XDR: resistente a 9 0 10 de los
11 grupos de antibioticos

PDR: resistente a todos los grupos
de antibioticos

1-Ampicilina-sulbactam
2-Piperacilina, tazobactam
3-Ceftazidima o cefepima
4-Imipenem o0 meropenem
5-Gentamicina
6-Amikacina
7-Ciprofloxacino
8-Trimetoprima-sulfametoxazol
9-Minociclina
10-Tigeciclina
11-Colistina
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IV.3 Analisis y procesamiento estadistico

Los resultados se procesaron mediante el programa estadistico SPSS version 21 y se
presentaron en graficos y tablas de contingencia estadistica. Se utilizaron medidas de
estadistica descriptiva como la frecuencia y el porcentaje para el analisis y la presentacion

de los mismos.
IV.4 Consideraciones éticas

La informacion que se obtuvo en el estudio se utilizé solo con fines investigativos y se
mantuvo la confidencialidad por los investigadores. No fue necesaria la firma de un

consentimiento informado del paciente por no proceder en este tipo de investigacion.
El modelo de recoleccion de datos se archivo en el LNR-IAAS/IPK.

Para el trabajo en el laboratorio se tuvieron en cuenta las practicas, procedimientos y los
equipos de seguridad correspondientes al nivel de seguridad biologica Il, segun establece
la Resoluciéon No. 103 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente, de fecha 8
de octubre de 2006.

Se llevo a cabo una retroalimentacion de los resultados con los hospitales que remitieron
aislados al LNR-IAAS/IPK en la medida que se obtuvieron los mismos.

La presente investigacion constituye una tarea del proyecto Fortalecimiento de la
Vigilancia Nacional de la Resistencia Antimicrobiana en patdgenos gram negativos
causantes de IAAS y conto con la aprobacion de la Comision Cientifica Especializada y
del Comité de Etica de la Investigacion del IPK con el codigo CEI-IPK 30-21. (Anexos 2 y
3)

IV.5 Limitaciones del estudio

A pesar de que se constatd coincidencia en tiempo y espacio de varios de las especies de
los bacilos gram negativos estudiados, no se conté con las herramientas para la
caracterizacion molecular de las B-lactamasas detectadas, por lo que no se conocen

cudles son los tipos genéticos que predominan en los servicios de Neonatologia de La

Habana, ni se pudo confirmar la ocurrencia de brotes.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION



V. Resultados y Discusién

Al ser la enfermedad infecciosa neonatal una causa importante de morbimortalidad, es
imprescindible el diagndstico efectivo, precoz y especifico, asi como el tratamiento ATM
adecuado (88). El uso de antibidticos de amplio espectro de forma prologada se ascia a
efectos adversos graves, complicaciones y a mayor resistencia antibiética en las UCIN
(89).

La resistencia antimicrobiana constituye un problema a nivel mundial y una constante
preocupacion de la comunidad cientifica internacional (55). Se han propuesto numerosas
estrategias de prevencion, que incluyen control estricto de los ATMs, combinaciones
adecuadas y rotacion de los antibioticos; no obstante en los ultimos afios se incrementa la
apariciéon de microorganismos MDR, lo que conlleva a la busqueda de nuevos antibiéticos
y a la recuperacion de otros ya olvidados (90).

En la figura niumero 1 se muestra la distribucion del porcentaje de resistencia a ATMs
betalactamicos en las diferentes especies identificadas, calculado en base al total de

microorganismos de cada especie.

100%

80%

60%

40%

PORCIENTO

20%
0% . | P 1

AMP|AMS |AUG| FOX | CRO | CAZ | CTX | FEP | TZP |ATM | IMI | MRP
H Klebsiella spp. (n=23) 9 | 79 | 43 | 48 | 78 | 53 | 70 | 35 | 35 | 35 9 9
H Enterobacter spp. (n=23) | 91 | 39 | 34 | 26 | 39 | 35 | 39 | 26 | 17 | 17
LI Escherichia coli (n=61) 64 | 41 | 31 23 | 41 | 36 | 38 | 23 | 13 | 25
H Citrobacter freundii (n=4) | 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
i Serratia marcescens (n=3)| 100 | 33 | 33 | 33 | 33 | 33 | 33 0 33 0

Q|0 | O
Q|0 | O

AMP: ampicilina AMS: ampicilina/sulbactam AUG: amoxicilina/clavulanico FOX: cefoxitin, CAZ: ceftazidima, CTX:
cefotaxima, CRO: ceftriaxona, FEP: cefepime, TZP: piperacilina/tazobactam, ATM: Aztreonam, IMI: Imipenem,
MRP: meropenem

Figura 1. Porcentaje de resistencia a betalactamicos en los bacilos gram negativos
identificados. La Habana, 2017-2020.
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De manera general se puede apreciar que el porciento de resistencia para
betalactamicos, que son farmacos de primera linea en el tratamiento de la infeccion
neonatal por su escasa toxicidad y amplio espectro, estuvo por encima del 30% en la
mayoria de las especies identificadas. No se muestran en la figura las especies P.
mirabilis ni P. aeruginosa ya que no se detectd en las mismas resistencia a este grupo
farmacoldgico. Se muestra la gran afectacion de la actividad in vitro frente a
aminopenicilinas (ampicilina, ampicilina/sulbactam) que alcanzo el 91%, 96% y 100% de
aislados resistentes en los géneros Enterobacter, Klebsiella y Serratia respectivamente.
Destaca la resistencia elevada en el género Klebsiella de hasta 78 % para cefalosporinas
de tercera generacion y 35 % a cefalosporinas de cuarta generacion y fue ademas el

Gnico género con resistencia a carbapenémicos.

Los betalactamicos, al ser el grupo de ATMs mas usados en todo el mundo, aportan los
mayores problemas de resistencia. La presion selectiva ejercida sobre las poblaciones
microbianas con el empleo de estos medicamentos, origina un incremento de la
colonizacion por bacterias que se vuelven paulatinamente resistentes a la terapia habitual
(91). En las UCIN, el desarrollo de esta situacion se favorece por un mayor uso de ATMs
de amplio espectro ante la minima sospecha de infeccion en el recién nacido o incluso de
forma profilactica, hecho que facilita y condiciona la diseminacién por transmisién cruzada

de las cepas resistentes a través de las manos del personal y del ambiente (92).

Estudios puntuales realizados en Cuba por Rodriguez y colaboradores en La Habana afio
2016 (93), y mas recientemente Laffita y colaboradores en Las Tunas en 2020 (94),
ratifican a partir de aislamientos de enterobacterias en neonatos, elevados porcientos de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion con cifras superiores al 40 %, siendo el

género Klebsiella el que aporta el mayor nimero de aislados resistentes.

Un estudio multicéntrico en neonatos sépticos realizado en areas urbanas y rurales de
Madagascar, Senegal y Cambodia, informa que 9 de cada 10 aislamientos son resistentes
a aminopenicilinas (95). Por otra parte, Rafi y colaboradores en Bangladesh (2020)
notifican que el 70,6% de aislados de K. pneumoniae y E. coli son resistentes a

aminopenicilinas y mas del 50% a cefalosporinas de tercera generacion (96).
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Okomo y colaboradores realizaron un metaanalisis entre 2008 y 2018 con datos
procedetes del continente africano, donde se notifica resistencia en bacterias gram
negativas a los B-lactamicos recomendados por la OMS para el tratamiento empirico de la
sepsis neonatal (aminopenicilinas y cefalosporinas de tercera generacion) de 68% con un

incremento de la misma en los dltimos afios (97).

Con respecto a los carbapenémicos, numerosos estudios avalan la efectividad y la buena
tolerabilidad de los mismos en la poblacion pediétrica, constituyen el tratamiento de
reserva en las infecciones graves (42,43). Su amplio espectro de actividad y las
caracteristicas farmacocinéticas hacen que sean los antimicrobianos de eleccién en el
tratamiento empirico de las infecciones donde se sospecha la implicacion de
microorganismos productores de BLEE o de AmpC y en los pacientes que han recibido
previamente ATMs de amplio espectro, por la posibilidad de haber seleccionado cepas

multiresistentes (70).

En la actual investigacion la resistencia a carbapenémicos fue baja, solo se detect6 en el
género Klebsiella. Autores cubanos como Pino y colaboradores en Ciego de Avila en
2013, detectan en un servicio cerrado de neonatologia resistencia a Imipenem de 5,1%
(98). Sin embargo autores extranjeros como Yusef y colaboradores en 2018 (99) y Ding vy
colaboradores en 2019 (100) reportan alta incidencia de resistencia a carbapenémicos en
UCIN, por encima de 15%, hecho de gran preocupacién debido a la escasez de opciones

de tratamiento frente a bacterias resistentes a estos medicamentos.
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En la figura 2 se muestra la distribucion del porcentaje de resistencia a otros ATMs en las
enterobacterias identificadas, calculado en base al total de microorganismos de cada
especie, no aparecen en la figura las especies P. aeruginosa ni C. freundii ya que no se

detectd en las mismas resistencia a estos grupos farmacoldgicos.

60%
50%
e 40%
S |
S 30%
o
e 20%
10%
0%
CN AK cip LEV FOS
I4 Escherichia coli (n=61) 15 3 36 34 2
M Enterobacter spp. (n=23) 22 9 26 17 9
H Klebsiella spp. (n=23) 35 32 48 26 13
LI Proteus mirabilis (n=3) 0 0 33 33 0
M Serratia marcescens (n=3) 33 33 33 33 0

Leyenda: CN: gentamicina AK: amikacina LEV: levofloxacino CIP: ciprofloxacino FOS: fosfomicina

Figura 2. Porcentaje de resistencia a otros antimicrobianos en los bacilos gram negativos
identificados. La Habana, 2017-2020.

Se puede apreciar que la resistencia a quinolonas, que son ATMs usados en neonatologia
cuando las alternativas de eleccion han fallado y cuando el antibiograma ofrece
sensibilidad solo a este grupo farmacoldgico, valorando la relacién riesgo beneficio (41), la
resistencia estuvo por encima de 20% en la mayoria de las especies identificadas,

ciprofloxacino es la de de mayor afectacién de la actividad in vitro.

En cuanto a los aminoglucésidos que si son alternativas de eleccién en el tratamiento de
infecciones neonatales, usados en combinacién sinérgica con los betalactamicos (42), se
detectod resistencia por encima de 15% en la mayoria de las especies identificadas, con el
mayor numero de aislados resistentes en el género Klebsiella, gentamicina es la de mayor

afectacion de la actividad in vitro.
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Los resultados del estudio son similares a los de Rodriguez y colaboradores en Cuba en
2016, informan resistencia en gram negativos de 40% a ciprofloxacino, 33% a gentamicina
y 28% a amikacina (93). Autores extranjeros como Pokhrel y colaboradores en Nepal en
2018, al estudiar bacterias patdgenas en neonatos infectados, notifican en las
enterobacterias detectadas resistencia a aminoglucosidos por encima de 30%, llegando
hasta 40% a gentamicina en la especie K. pneumoniae (101). Del mismo modo Samudio y
colaboradores en Paraguay en 2018 informan 30% de aislados resistentes a quinolonas y
amonoglucésidos (102).

Sin embargo otros autores extranjeros como Nebbioso y colaboradores en Africa al
realizar un estudio sobre la necesidad de realizar cambios en el tratamiento empirico
inicial en neonatos infectados, detectan porcientos de resistencia a quinolonas y
amonoglucésidos superiores a los detectados en el estudio actual con valores de hasta
80% de aislados resistentes (103). Estas diferencias podrian estar en relacién con que en
dicho estudio predominaron las infecciones de presentacion tardia donde estuvieron
involucrados microorganismos intrahospitalarios que por lo general ya presentan
resistencia elevada a antimicrobianos debido a la sobreutilizacion de antibidticos que se

hace en las UCIN.

En la investigacién actual solo se present6 un aislado de S. maltophilia, en el cual no se
evalué la susceptibilidad a betalactamicos, aminoglucésidos ni a colistina, debido a que
este germen presenta resistencia intrinseca a estos grupos farmacoldgicos (104), las
alternativas de eleccion recomendadas frente a infecciones por este germen son las
sulfamidas y las tetraciclinas, las cuales estan contraindicadas en neonatos (105). De las
opciones a utilizar en el manejo de este germen y que si estan recomendadas en

neonatologia se encuentra levofloxacino (106) que afortunadamente resulté sensible.

S. maltophilia estd ampliamente distribuida en el medio ambiente, ocasiona una gran
diversidad de IAAS y su frecuencia en la UCI esta en ascenso (104). Posee dos
B-lactamasas cromosémicas, bajo nimero de moléculas de porinas y baja permeabilidad
de la membrana externa a los antibioticos betalactamicos lo que la hacen resistente a la
mayoria de estos. Ademas, recientemente se han descrito diversos sistemas o bombas de

expulsion activa que también podrian contribuir a esta resistencia intrinseca (105).
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Abbasi y colaboradores en el afio 2009 y Sirvan y colaboradores en 2015, ambos en
Turquia, detectan a S. maltophilia en varios neonatos con infeccion respiratoria y sepsis,
el manejo antibiético de estas infecciones se realizd con levofloxacino y la letalidad fue
superior a 63% (107, 108). Lo que demuestra que el tratamiento antibiotico de infecciones
por S. maltophilia constituye un reto (106).

Se confirma la produccién de B-lactamasas en un 38,4% del total de aislamientos clinicos,
hallazgo de gran repercusion clinica, terapéutica y epidemiolégica. En la figura 3 se puede
apreciar el predominio de BLEE, seguido de AmpC y de MBL (31,7%; 5,0%; y 1,7%
respectivamente). Estos resultados justifican claramente los elevados niveles de
resistencia encontrados para los betalactamicos en el actual estudio, fundamentalmente

frente a cefalosporinas de tercera generacion.

EBLEE

= AmpC

MBL

® No productores de [3-
lactamasas

Figura 3. Distribucién del porcentaje de B-lactamasas detectadas en los bacilos gram
negativos identificados (n=120). La Habana, 2017-2020.
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Los microorganismos gram negativos productores de [-lactamasas son responsables de
infecciones intrahospitalarias graves, habitualmente en pacientes criticos, con presion
antibidtica significativa, cursando muchas veces con bacteriemia; aunque naturalmente
pueden producir también infecciones comunitarias y de menor gravedad (109). El perfil de
multirresistencia antibidtica que expresan estos gérmenes, especialmente en el ambito
hospitalario desencadena un problema terapéutico de notables dimensiones (110). El
sustrato especifico de las B-lactamasas son los antibioticos betalactdmicos, aunque con
frecuencia expresan también resistencia a otros grupos de antimicrobianos incluidos los

aminoglucdésidos, quinolonas y cotrimoxazol (109, 110).

En la mayoria de los estudios cubanos publicados sobre el comportamiento microbioldgico
de las infecciones en neonatos a pesar de que se identifica resistencia a betalactamicos,
no se puntualiza el mecanismo de resistencia al cual obedece, se plantea que dicha

problemética podria estar en relacion con produccién de B-lactamasas (22, 98).

Por su parte Santisteban y colaboradores en la Habana, en un estudio realizado en
pacientes pediatricos que incluyé neonatos, detectan produccion de BLEE en gram

negativos con predominio en el servicio de neonatologia (111).

Los resultados del actual estudio son similares a los obtenidos por Chelliah vy
colaboradores en La India, al estudiar recién nacidos sépticos, informan que 33 % de las

enterobacterias fueron productoras de BLEE y 6,1% productoras de AmpC (112).

Kagia y colaboradores en Africa subsahariana en 2019 y Zakir y colaboradores en Etiopia
en 2021, enfatizan que las infecciones causadas por microorganismos productores de [3-
lactamasas en los recién nacidos hospitalizados constituyen un reto, cuando resaltan
produccion de BLEE en mas de 30% de los microorganismos gram negativos identificados
y 2,4% productores de carbapenemasas, lo relacionan con larga estadia hospitalaria y
hacinamiento de pacientes en la UCIN (113,114).
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Los resultados difieren de los obtenidos por Labi y colaboradores en 2020 en Ghana, al
notificar producciéon de BLEE en 75,6 % y carbapenemasas en 15,6 %, cifras superiores a
las del actual estudio (115). Esta diferencias podrian estar en relacion con que en dicha
investigacion predominaron las infecciones neonatales invasivas por Klebsiella spp. y
solo se incluyeron IAAS, hecho que reafirma que las IAAS por gram negativos constituyen

un problema de salud, con altas tasas de resistencia a los ATMs.

El hallazgo de MBL en bacilos gram negativos causantes de infecciones neonatales fue
un resultado notable, debido a que estas enzimas inactivan a los carbapenémicos ultima
alternativa terapéutica para las infecciones graves en neonatos. Ademas su codificacion
plasmidica le confiere una gran capacidad de diseminacién lo que facilita la produccion de

brotes en el entorno hospitalario (116).

En la figura 4 se muestra la distribucién del porcentaje de las B-lactamasas detectadas
segun el microorganismo productor, el porcentaje se calculdé en base al total de
aislamientos en cada especie, solo se muestran en la figura Klebsiella spp., Enterobacter
spp. Yy E. coli porque solo se detecatron B-lactamasas en estos tres géneros. Klebsiella
spp. presentd los mayores problemas de resistencia ya que 61% de los aislados fueron
BLEE positivos y fue el Unico en producir MLB (8,7%). En Enterobacter spp. y E. coli el
porcentaje de produccién de BLEE fue elevado con 30 y 28% respectivamente. En cuanto
al mecanismo de produccion de AMPc, fue detectado en Enterobacter spp. (8,7%),
Klebsiella spp.(8,7%) y E. coli (3,3%).
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Figura 4. Distribucion del porcentaje de B-lactamasas detectadas segin microorganismo
productor. La Habana, 2017-2020.

Los resultados mostrados en la figura constituyen hallazgos notables, ya que a nivel
mundial existen estudios que reportan a K. pneumoniae, Enterobacter colacae y
Escharichia coli como los principales agentes causales de sepsis neonatal y también son
los mayores productores de B-lactamasas, lo que resalta el desafio que en la actualidad

representa el tratamiento de las infecciones en el periodo neonatal (18).

K. pneumoniae productora de BLEE es la causa de numerosos brotes de sepsis en UCIN,
despierta un interés en los ultimos 10 afios como patégeno causante de sepsis neonatal
debido al creciente desarrollo de resistencia a carbapenémicos, se disemina de forma
epidémica y los factores de riesgo para adquirirla estdn muy relacionados con la
comorbilidad del paciente, el uso de catéter venoso Yy arterial, historia de tratamiento
antibiético y uso de nutricién parenteral (117). Por el contrario, E. coli y Enterobacter spp.
productores de BLEE se distribuyen en forma de casos esporadicos, la comorbilidad de
los pacientes, la presencia de catéter urinario y los antibiéticos previos, especificamente
oximino-betalactamicos y fluoroquinolonas, son los factores relacionados con la

adquisicion de etas cepas (118).
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Enterobacter cloacae MDR se ha relacionado con brotes en UCIN, la colonizacion de
distintos dispositivos de uso hospitalario, favorecida por su capacidad de formar
biopeliculas, constituye un factor de especial relevancia en la transmision (118). La
resistencia natural de este microorganismo debido a la presencia de AmpC cromosomica,
asi como la capacidad de adquirir BLEE plasmidicas, constituye un problema afiadido en
el manejo terapéutico de las infecciones por este germen (119).

Es evidente la considerable complejidad de prevenir infecciones en el @&mbito hospitalario,
lo que cobra ain mas importancia si tenemos en cuenta la alta morbimortalidad asociada.
Por lo tanto, el cumplimiento de las medidas de control de infecciones, las investigaciones
para determinar el origen y la calidad de los cuidados de enfermeria en la UCIN, son

elementos importantes en el control de posibles brotes hospitalarios (120).

Los resultados de la investigacion son similares a los obtenidos por Lona y colaboradores
en México, al caracterizar las B-lactamasas en enterobacterias causantes de sepsis
neonatal y factores asociados, destacan que K. pneumoniae es la mayor productora de
BLEE, seguido de E. coli y Enterobacter spp. (121).

Prada y colaboradores en Espafa informan un brote de K. pneumoniae en una UCIN,
donde 58,8% tuvo produccion de BLEE, los factores de riesgo de mayor asociacion

fueron, bajo peso al nacer y estadia hospitalaria mayor a 20 dias (122).

Por su parte Ding y colaboradores en 2019 en China, realizan una revision sistematica
sobre resistencia en enterobacterias causantes de sepsis neonatal, donde declaran que K.
pneumoniae y E. coli tienen elevados porcentajes de BLEE, con una tendencia creciente
en Klebsiella de hasta 64.7% y destacan ademas resistencia a carbapenémicos mediada

por produccion de carbapenemasas tipo MBL en este Ultimo género (100).

En la figura 5 se refleja la distribucion del porcentaje de sensibilidad a diferentes ATMs en
los bacilos gram negativos productores de BLEE, AmpC y MLB. Como se puede apreciar,
los carbapenémicos y la colistina son los antimicrobianos con mayor actividad sobre las
cepas productoras de BLEE y AmpC con 100% de sensibilidad. En cambio, para los dos

aislados productores de MLB solo fue efectiva la colistina en el 100% de estos.
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Figura 5. Sensibilidad antimicrobiana en los bacilos gram negativos productores de [3-
lactamasas identificados. La Habana, 2017-2020.

La mejor actividad antimicrobiana in vitro se encontr6 para los carbapenémicos y la
colistina con 100% de sensibilidad lo cual ratifica su eficacia en el tratamiento de las
infecciones graves por gram negativos productores de BLEE y AmpC. Desde la aparicion
de estas enzimas en la década de los ochenta, los carbapenémicos se convierten en el
tratamiento de eleccion de las infecciones por los microorganismos que las producen. Sin
embargo con la emergencia de las carbapenemasas se compromete cada vez mas la

efectividad terapéutica de esta familia de ATMs (123).

En cuanto a la colistina, aunque 100% de los aislados productores de BLEE, AmpC y MLB
del actual estudio fueron sensibles a este ATM resalta la necesidad de mantener el uso
racional de la misma, ya que en nuestro pais es una de las pocas alternativas terapéutica
disponible para el tratamiento de gram negativos productores de carbapenemasas (111).

En Cuba otras drogas como la tigeciclina y las combinaciones de ceftazidima-avibactam y
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ceftolozano-tazobactam no estan disponibles (9), ademas tigeciclina esta contraindicada

en el periodo neonatal (41).

Fosfomicina mostré6 buena sensibilidad frente a los aislados BLEE (84,2%), por lo que
esta resulta ser una opcion de tratamiento prometedora. Ante el limitado arsenal
terapéutico en el manejo de infecciones por bacterias MDR en el neonato, algunos
autores han propuesto evaluar el uso de fosfomicina en tratamiento combinado (124). En
la actualiad existen muy pocos datos sobre la farmacocinética de este medicamento en el
recién nacido, y son necesarios estudios en prematuros para valorar el efecto de la
maduracion renal en el aclaramiento del farmaco, lo que podria modificar el intervalo de
administracion. Investigaciones publicadas sobre sepsis neonatal por gram negativos, la
mayoria tratados con fosfomicina y gentamicina como tratamiento combinado sefialan que
el 90% de los pacientes evolucioné satisfactoriamente, sin reportar reacciones adversas
(125).

Los resultados del presente estudio estan en concordancia con lo que plantean Rodriguez
y colaboradores en La Habana en 2016, cuando destacan en aislados de enterobacterias
sensibilidad de 100% a carbapenémicos y colistina (93). Por su parte en Madagascar en
2016, Nass y colaboradores, destacan entre los aislados productores de BLEE y AmpC
baja sensibilidad a cefalosporinas de tercera generacion, quinolonas y aminoglucésidos,

manteniendo 100% de sensibilidad a carbapenémicos (126).

En el presente estudio se realiz6 el analisis de los perfiles de resistencia de las
enterobacterias aisladas como se muestra en la tabla 2. Estas se agruparon acorde a sus
antibiotipos en 18 patrones, para un total de 48 aislados con resistencia a varios grupos
farmacoldgicos, lo que representa el 40% del total de aislamientos. Esto permitio la
clasificacion de los aislados resistentes en MDR al 96% y en XDR al 4,2%, no se

detectaron aislados PDR.
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Tabla 2. Antibiotipo de aislados de enterobacterias multidrogorresistentes vy
extremadrogorresistentes (n=48). La Habana, 2017-2020.

ANTIBIOTIPOS
Z
pe
O
<
= =
\2 3 _‘é AUG | CRO | FEP | TZP IMI ATM CN AK CIP FOS CS '-7';
E| 8 8 AMP | CAZ MRP <
< o .Y o
a | = o AMS | CTX
1 1 R R R R R R R R R R S XDR
2 1 R R R R R R R R S R S XDR
3 2 R R R S S S S S R S S MDR
4 2 R R R R S R S S R S S MDR
5 3 R R R R S R R R R R S MDR
6 1 R R R R S R R R R S S MDR
7 1 R R R R S R R R R R S MDR
8 4 R R R S S R S S S S S MDR
9 2 R R R S S R R R S S S MDR
10 4 R R R R S R R S R S S MDR
11 4 R R R S S R S S S S S MDR
12 5 R R R S S R S S R S S MDR
13 3 R R R S S [ S S S S S MDR
14 3 R R S R S S R R R S S MDR
15 5 R R | R S [ S S S S S MDR
16 3 R R | S S [ I | R S S MDR
17 2 R R S S S R R S R S S MDR
18 2 R R S S S S S S R S S MDR

Como resultado notable destaca que 100% de los aislados tuvieron un patrén de
resistencia frente a aminopenicilinas y cefalosporinas de 3ra generacion con resistencia
simultanea en varias ocasiones a cefepime (cefalosporina de 4ta generacion), aztreonam,
piperacilina/tazobactam y otros grupos farmacolégicos como aminoglucésidos y
quinolonas. Si se tiene en cuenta que en Cuba, no se disponen de nuevas opciones
terapéuticas la diseminacion de estas cepas conllevara al incremento de la

morbimortalidad asociadas a las infecciones bacterianas en neonatos (94).

Las bacterias MDR gram negativas son una gran preocupacion en la poblaciéon neonatal,
son la causa de que antibiéticos "superiores" o "de reserva" sean utilizados cada vez mas

como antibidticos de primera o segunda linea(127). Las infecciones que causan las
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bacterias MDR tienen un peor prondstico que las debidas a patdégenos sensibles, lo que
se debe en parte, a que los tratamientos ATMs instaurados antes de conocer datos
microbiolégicos que orienten o confirmen la etiologia del proceso en un importante
namero de casos no son efectivos(128). El aumento de la resistencia antimicrobiana,
unido al poco desarrollo de nuevos antibioticos (muy en especial frente a gram negativos),
hace que cada vez dispongamos de menos opciones para el tratamiento de dichas

enfermedades infecciosas (129).

En la dltima década se exhibe un aumento en la incidencia de infecciones graves
causadas por bacterias gram negativas MDR. Numerosos estudios realizados a nivel
mundial relacionan la multirresistencia con la presencia BLEE, AMPc plasmidicas y las
carbapenemasas, aclarando que las medidas de prevencion son el pilar fundamental para
el control e estas infecciones (130, 131).

El fendbmeno de la multirresistencia en enterobacterias relacionadas con infecciones en
Cuba se documenta en una investigacion previa del LNR-IAAS/IPK que incluyé varias
instituciones hospitalarias del pais. Por lo que, al analizar de manera conjunta los
resultados del presente trabajo con lo que se viene reportando desde afios anteriores
hace pensar que el fendbmeno de cepas MDR es una amenaza creciente en hospitales
cubanos (132,133).

Por otra parte, esta es una problematica que afecta varias regiones del mundo. En
Ethiopia, Solomon y colaboradores al estimar la incidencia de bacteriemia por gram
negativos resistentes a antibiéticos en recién nacidos con sepsis, reportan mas de 88 %
MDR (134).

De igual manera, Saliem y colaboradores en Egipto en 2018, reportan 68,8 % de bacilos
gram negativos MDR vy resaltan el desafio que esto representa para iniciar una terapia

antibiética empirica adecuada en el recién nacido (135).

En 2020 Wang y colaboradores publican una revisidn sistematica sobre patégenos
bacterianos asociados con las infecciones del torrente sanguineo en neonatos, donde
notifican altas tasas de bacilos gram negativos MDR y aunque recogen bajos porcientos

de aislados XDR comprueban que se debe a la produccion de carbapenemasas (136).
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Los resultados difieren de los reportados por Yusef y colaboradores en 2018, al reportar
una cifra elevada de aislados XDR (39%). Estas diferencias obedecen a que en dicho
estudio el 27% de los gram negativos aislados en la UCIN correspondié con
Acinetobacter baumannii, un importante patdgeno nosocomial que en los ultimos afios ha
pasado a ser considerado de relevancia clinica por la adquisicion de diferentes

mecanismos de resistencia entre los que destaca la produccion de carbapenemasas (99).

Los resultados obtenidos en la investigacién dan respuesta a una de las prioridades del
Programa Materno Infantii como son las infecciones neonatales y evidencian la
importancia de los bacilos gram negativos como agentes etiologicos de estas entidades
clinicas, debido al dificil manejo terapéutico por la multiresistencia de estos patégenos, lo
gue impone fortalecer el diagndstico microbiolégico rapido y la vigilancia periodica de la
resistencia antimicrobiana como componente importante para guiar el tratamiento
empirico en la atencidén neonatal e incrementar las medidas de prevencién y control frente

a las infecciones.
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VI. CONCLUSIONES



V1.

1.

Conclusiones

La resistencia elevada a aminopenicilinas y cefalosporinas de tercera generacion en
las especies identificadas, reflejan la problematica de la resistencia en bacilos gram
negativos y fomenta el uso racional de antimicrobianos como carbapenémicos,
colistina y fosfomicina en el tratamiento de infecciones neonatales, a fin de evitar el

incremento de la resistencia.

Se evidencia la circulacion de aislados de bacilos gram negativos productores de (-
lactamasas de tipo BLEE, AmpC y carbapenemasas, lo cual aumenta su impacto

terapéutico al disminuir las alternativas de tratamiento.

Se demostrd una baja susceptibilidad antimicrobiana entre los aislados productores de
BLEE y AmpC a excepcién de los carbapenémicos, lo que evidencia la eficacia de los

mismos en el tratamiento de las infecciones relacionadas con estos mecanismos.

La circulacion de enterobacterias MDR y XDR en servicios de Neonatologia de La
Habana, demanda un fortalecimiento de la vigilancia de la resistencia antimicrobiana,
la implementacién de los programas de optimizacion de usos de antibidticos y la

disponibilidad de nuevas opciones de tratamiento.
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VIl. RECOMENDACIONES



VIl. Recomendaciones
Extender el estudio a otros servicios de neonatologia de diferentes provincias del pais en
aras de lograr un conocimiento de la problematica a nivel nacional.

Realizar la caracterizacion molecular de las B-lactamasas detectadas para conocer los

tipos genéticos circulantes en servicios de Neonatologia.

Realizar estudios de epidemiologia molecular para evaluar la relacion genética entre los

aislados a fin de detectar de forma precoz la aparicion de brotes.
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ANEXOS



Anexo 1. Planilla de recogida de datos clinicos/ microbiolégicos, sobre el comportamiento
de la infeccion neonatal por patbgenos gram negativos en La Habana, 2017-2020. (Para
ser llenada en los hospitales participantes en el estudio)

1. Hospital:

2. Fecha:
3. No. HC:

4. Nombre y apellidos:
5

. Diagnéstico clinico del neonato:

6. Tipo de muestra:

7. Germen identificado:

8. Susceptibilidad antimicrobiana:

Sensible:

Intermedio:

Resistente:

9. Otros datos de interés:




Anexo 2. Aval de la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia emitido a favor del
estudio "Resistencia antimicrobiana y deteccién de [B-lactamasas en bacilos gram

negativos causantes de infecciones neonatales en La Habana. 2017-2020.

|P<

Instituto
Pedro Kowri

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL PEDRO KOURI (IPK)
AVAL DE LA COMISION CIENTIFICA
ESPECIALIZADA DE MICROBIOLOGIA

Por este medio se hace constar que la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia (CCEM),
como Organo asesor cientifico-técnico del Centro de Investigacion, Diagnostico y Referencia del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), ha aprobado la propuesta de Protocolo de trabajo
de terminacion de la Maestria en Bacteriologia-Micologia titulada: Susceptibilidad antimicrobiana y
deteccion de R-lactamasas en bacilos Gram-negativos causantes de infecciones neonatales en La
Habana. IPK, 2017-2020, de la Dra. Arlenis Oliva Falcon, tutelada por la Dra. Dianelys Quifiones
Pérez, Dr. C. y la Dra. Yenisel Carmona Cartaya, M. Sc. EI mismo tributa al proyecto fortalecimiento de
la vigilancia nacional de la resistencia antimicrobiana en patdgenos gram negativos causantes de IAAS y
contd con la aprobacion de la Comision Cientifica Especializada y del Comité de Etica de la
Investigacion del IPK con el codigo CEI-IPK 39-17 (responsable Dra. Dianelys Quifiones Pérez, Dr. C).

¥

Dra. Maria Teresa Ohai Faragod, Dr
Fre siderite CCEM, IFEC

La Hatana, 25 de nowrdermlre, 2021



Anexo 3. Aval de la Comisién Cientifica Especializada de Microbiologia emitido a favor del
estudio "Resistencia antimicrobiana y deteccién de [B-lactamasas en bacilos gram

negativos causantes de infecciones neonatales en La Habana. 2017-2020.

|P<

Instituto
Pedro Kowri

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURI"
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 30-21

“Susceptibilidad antimicrobiana y deteccion de p-lactamasas en bacilos gram-
negativos causantes de infecciones neonatales en La Habana. IPK 2017-2020"
INVESTIGADOR PRINCIPAL

Dra. Arlenis Oliva Falcon

Después de realizada la valoracion y analisis correspondiente al presente documento por los integrantes
del Comité de Etica de la institucion, siguiendo las guias internacionales de trabajo de estas comisiones
de la Organizacion Mundial de la Salud, emitimos el siguiente:

DICTAMEN

1. El documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion de Helsinki asi
como a las normas y criterios éticos establecidos en los codigos nacionales de ética y regulaciones
legales vigentes en Cuba.

2. En el protocolo aparecen reflejados de forma clara los aspectos éticos que se ajustan al tipo de
investigacion propuesta.

3. APROBADO, el documento presentado.

Dado, en el IPK, La Habana, a los 12 dias del mes de enero de 2022




