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Resumen

La escasez de nuevos antibidticos resurge la colistina para el tratamiento de las
infecciones por patégenos gram negativos multidrogorresistentes principalmente,
enterobacterias, en instituciones de salud. Por tanto, es importante conocer la
susceptibilidad a este antibiotico y disponer de metodologias robustas para su
correcta interpretacion in vitro. Se realiz6 un estudio descriptivo ambispectivo en el
Laboratorio Nacional de Referencia de las Infecciones Asociadas a la Asistencia
Sanitaria del Instituto Pedro Kouri que incluyé 130 aislados de enterobacterias
procedentes de 24 hospitales de ocho provincias de Cuba. Se identificaron las
especies por métodos bioquimicos, se determind la susceptibilidad a la colistina por
el método de microdilucién en caldo y se evaluaron los métodos de difusion en
gradiente E-test, elucion de discos y predifusion con tabletas de colistina. Ademas,
se determinaron los antibiotipos en los aislados objetos de estudio. Se obtuvieron
17 aislados resistentes a la colistina, el 41% provenientes de las unidades de
cuidados intensivos y de muestras de hemocultivo donde K. pneumoniae fue la mas
representativa (70%). Los métodos de elucion de discos y predifusion con tabletas
de colistina mostraron concordancia adecuada, a diferencia de la pobre robustez
del método E-test. EI 68% de los antibiotipos fueron muldrigorresistentes, 20%
extremodrogorresistente y 6% pandrogorresistentes. La elucion de discos y
predifusion con tabletas de colistina son herramientas Utiles para la determinacion
correcta de la susceptibilidad a colistina. La multidrogorresistencia,
extremodrogorresistencia y pandrogorresistencia con la resistencia a colistina
afiadida, pone de manifiesto la dificultad del manejo terapéutico en las infecciones

graves por enterobacterias en hospitales cubanos.
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I.  Introducciéon

I. INTRODUCCION
La colistina es un antibiético polipeptidico de la familia de las polimixinas que se
introdujo en la practica clinica en los afios 50. A pesar de su efectividad sobre
bacilos gram negativos, a partir de la década de los ochenta qued6 en desuso por

la aparicion de nuevos antibioticos de menor toxicidad (1, 2).

El incremento de la resistencia antimicrobiana y el escaso desarrollo de nuevos
antibiéticos propician la incidencia elevada de patdogenos gram negativos
multidrogorresistentes (MDR). Esto demando el resurgimiento de la colistina como
terapia de ultima linea frente a las infecciones por aquellos resistentes a casi todos
los antimicrobianos aprobados para su uso clinico, es decir extremadamente
resistentes (XDR, por sus siglas en inglés) (1, 3). De aqui la importancia y la
necesidad de conocer la susceptibilidad en enterobacterias a este antimicrobiano,

como una de las alternativas terapéuticas en los pacientes infectados.

La familia Enterobacteriaceae es un grupo heterogéneo de bacterias donde se
destacan: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Citrobacter
spp., entre otros, por su elevada morbimortalidad relacionada con la resistencia a
los antimicrobianos, principalmente, en instituciones de salud. Los antimicrobianos
gue mas se afectan por esta resistencia son: las cefalosporinas de amplio espectro
por la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE); los
carbapenémicos por la produccion de carbapenemasas; las fluoroquinolonas por
mutaciones en las topoisomerasas; los aminoglucdosidos por enzimas modificantes
y la colistina por modificaciones en los lipopolisacaridos. Esto constituye una
amenaza global que ensombrece alin mas las opciones terapéuticas para el control

de infecciones por enterobacterias (3-5).

Hasta 2015, las mutaciones cromosémicas fueron la Unica causa conocida de
resistencia adquirida a las polimixinas. En ese afio, se documenta, por primera vez,
la resistencia plasmidica a colistina mediada por el gen mcr-1 (Mobile Colistin
Resistance, por sus siglas en inglés) en aislados de E. coli en carne cruda, animales

y pacientes hospitalizados (6, 7).

Q.F Karla Pacheco Cdrdenas 1



I.  Introducciéon

Posterior a este reporte se connota la diseminacion y presencia de resistencia a la
colistina en pacientes ambulatorios, razén por la cual el protocolo de trabajo Red
WHONET de Argentina en 2017, propone evaluar la susceptibilidad a la colistina en

la comunidad, como pesquisa para la deteccion del gen mcr-1 (8, 9).

En la dltima década se constata un incremento de la resistencia a la colistina en
diferentes continentes como Europa, Africa y Asia (10-15). Las Américas no queda
exenta a ésta problemética, si se considera que la resistencia a este antibidtico
oscila entre el 2 al 10% en las tres regiones Norte, Centro y Sur América, con el
reporte incluso, de patdgenos portadores del gen mcr-1 en Estados Unidos,
Paraguay, Chile, Argentina, Venezuela, Ecuador y Peru (16-22), lo que constituy6

una alerta epidemioldgica.para la region (23).

La determinacion de la correcta susceptibilidad a la colistina se convierte en un pilar
imprescindible para los laboratorios de microbiologia, lo que constituye un desafio
por la naturaleza catiénica de sus moléculas, la pobre difusibn en agar, la
heterogeneidad de su composicion y el fenédmeno de heterorresistencia. Esto hace
que la interpretacién de los resultados y la correlacion clinica sea un reto aun no
resuelto (1, 24).

El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en Inglés),
en 2016, establece los métodos de evaluacion de susceptibilidad a la colistina en
tres categorias: los de referencia (la microdilucion y macrodilucion en caldo, dilucion
en agar y la PCR para deteccion del gen mcr-1); los aceptados (elucién de discos
de colistina, predifusion con tabletas de colistina, sensitire, walkaway microscan,
COL-Agar Spot, COLTEST, rapid polymyxin NP test) y los cuestionados (difusion
de discos, tiras de gradientes, VITEK2, PHOENIX) (24, 25).

En Cuba, se emplea el antibiograma por difusion de discos o difusion en gradiente
(E-test) para determinar la susceptibilidad a la colistina por lo que se utilizan los
meétodos cuestionados. Por tal motivo, se considera oportuno comparar los métodos
de elucién de disco y predifusion (no aplicados previamente en el pais), con la
microdiluciébn en caldo, técnica de referencia internacional, para avalar

cientificamente su desempefio en la determinacion de la susceptibilidad a la
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I.  Introducciéon

colistina y valorar su introduccion en la Red Nacional de Laboratorios de

Microbiologia del pais, ante la no disponibilidad de un método eficiente a este nivel.

El método de elucidon de discos de colistina se basa en dejar eluir discos de colistina
a una concentracion conocida en un mismo volumen de caldo para obtener
concentraciones seriadas y asi conocer la concentracion minima inhibitoria (CIM)
de este antimicrobiano, mientras que, el método de predifusién con tabletas de
colistina esta fundamentado en mejorar la difusion de la colistina en el agar por un
periodo de tiempo mas prolongado al de la difusion estandar, lo que evidencia que
son técnicas de facil realizacion para la evaluacion de la susceptibilidad a la colistina

en la Red de Laboratorios de Microbiologia (26, 27).

Como se menciond anteriormente, el E-test se considera un método cuestionado
debido a su baja sensibilidad y especificidad en la evaluaciéon de la susceptibilidad
a la colistina (24), pero teniendo en cuenta que, es una de las metodologias
implementadas en la red de laboratorios bajo un presupuesto planificado por el
Ministerio de Salud Publica (Minsap) para apoyar la vigilancia de la resistencia
bacteriana en Cuba, se considera importante contar con evidencias cientificas para
proponer la no utilizacién del mismo. Por todo lo anterior, se consideré importante
evaluar el desempefio del E-test en la determinacién de la resistencia a la colistina

en aislados cubanos de enterobacterias.

Hipotesis de trabajo

En Cuba la resistencia a la colistina en aislados clinicos de enterobacterias con
antibiotipos multidrogorresistentes varia segun especie, tipo de muestra y servicios
afectados, donde el método de difusion en gradiente E-test muestra baja
concordancia con el método de microdilucién en caldo (referencia), a diferencia de

los métodos elucion de disco y de predifusion con tabletas.
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II.  Objetivos

l. OBJETIVOS

1. Determinar la susceptibilidad a la colistina en aislados clinicos de
enterobacterias, mediante el método de referencia internacional y la
distribucion de aislados resistentes segun especie, tipo de muestra y

servicios afectados.

2. Evaluar el desempefio de tres métodos fenotipicos para determinar la

susceptibilidad a la colistina en aislados clinicos de enterobacterias.

3. Determinar los antibiotipos acorde a la clasificacion multidrogorresitente,

extremodrogorresistente y pandrogorresistente.

Q.F Karla Pacheco Cdrdenas 4
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1. MARCO TEORICO
Familia Enterobacteriaceae

Las enterobacterias son una familia heterogénea y amplia de bacterias gram

negativas causantes de un niamero considerable de infecciones.

A pesar que muchos miembros de esta familia forman parte de la flora comensal
estable o transitoria del tracto intestinal humano y animal, algunos actian como
patdgenos oportunistas en pacientes con inmunidad conservada o con diferentes
situaciones de inmunodepresion y causan infecciones secundarias en los tractos

respiratorio, urinario y en el sistema circulatorio (28).

Las especies de esta familia se caracterizan por ser bacterias anaerobias
facultativas, con forma bacilar o cocobacilar. Desde el punto de vista bioquimico
metabolizan la glucosa de forma fermentativa, reducen nitratos a nitritos y carecen

de actividad citocromooxidasa (29, 30).

Su envoltura, conformada por una estructura multilaminar, donde la membrana
interna o citoplasmatica consiste en una doble capa de fosfolipidos que regula el
paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La capa externa consiste en un
peptidoglucano delgado junto con un espacio periplasmico rico en proteinas. La
membrana externa, la mas compleja, consiste en una capa doble de fosfolipidos
qgue incluyen lipopolisacaridos (LPS) conformados a su vez por el antigeno O,
nacleo y el lipido A o endotoxina que constituye un importante factor de virulencia;
porinas, que facilitan el paso de diversas sustancias incluidos los antibioticos y otras
proteinas de la membrana externa.(Figura 111.1) (29, 31).

Entre las proteinas se puede hablar de organelos complejos que irradian al exterior
de la bacteria como los flagelos utiles para la locomocion, fimbrias que sirven como
adhesinas y pilis sexuales presentes en bacterias que contienen plasmidos
conjugativos y que las bacterias utilizan para mediar la transferencia conjugativa de
ADN (29).
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LPS

O antigen

Outer Core

Inner Core
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Figura lll.1. Estructura de la membrana y pared celular de enterobacterias. Puerta A, 2010
(29).

Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se puede definir como la aparicion de cepas
refractarias al efecto inhibitorio (bacteriostatico) o letal (bactericida) del
antimicrobiano (32). La resistencia bacteriana es un problema de salud publica a
nivel mundial en donde la consecuencia principal para su desarrollo es la sobre
utilizacion de agentes antimicrobianos lo que se refleja en la exacerbacion de
mecanismo de resistencia y en la disminucion de alternativas para el tratamiento de

las infecciones (33)

Mecanismos de resistencia

Teniendo en cuenta que las bacterias gram negativas tienen un arsenal de
mecanismos de resistencia a su disposicion y que la seleccion de estos puede llevar

a falla terapéutica, es importante conocer los mas prevalentes:

1. Bombas de expulsion: ejercen su accion al tomar el antimicrobiano del

espacio periplasmico y expulsarlo al exterior, con la finalidad de evitar que
llegue a su sitio de accién. La importancia trascendental de este mecanismo
de resistencia irradia en su sobre expresion en bacterias gram negativas lo
que deriva en resistencia cruzada a multiples clases de farmacos (34).

2. Alteraciones de la permeabilidad: se altera principalmente por modificacion

de porinas. Las porinas son proteinas que forman canales de agua
embebidos en la membrana externa y su funcién es regular la entrada de

moléculas, entre ellas los antimicrobianos (5).
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La disminucion de la expresion de dichas porinas puede disminuir el flujo de
llegada del antibidtico al espacio periplasmico. Se considera que en este caso
los niveles de resistencia alcanzados no suelen ser suficientes como para
conferir resistencia absoluta a un antibiético, pero la fusion con otro
mecanismo de resistencia confiere altos niveles de resistencia y
consecuentemente ocasiona fallos terapéuticos.

3. Alteraciones del sitio de accién: el cambio en la estructura donde los

antimicrobianos ejercen su accién es otro mecanismo de resistencia, los
sitios activos se pueden encontrar en diferentes componentes bacterianos
que involucran actividades celulares vitales (34).

4. Inactivacion enzimética: el principal mecanismo por el cual las bacterias

crean cambios e inactivan a los antimicrobianos es por expresion de enzimas
con funcion de hidrdlisis, asi tenemos:

e Betalactamasas

Las betalactamasas engloban un grupo muy heterogéneo de enzimas capaces de
inactivar los betalactamicos, se clasifican segun la estructura, la funcion, las
sustancias que las inhiben y segun el nivel de expresion (35). Son capaces de
romper el anillo betalactamico, producir derivados acidos sin propiedades
bactericidas y asi evitar la union del antibiético a las proteinas transportadoras PBP
(Proteinas Fijadoras de Penicilinas), con lo cual impiden la desestabilizaciéon de la

pared bacteriana (35).
e Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Son enzimas que se reportan en multiples especies bacterianas, las mas frecuentes
son Klebsiella spp y E. coli. Las BLEE son mediadas por plasmidos lo cual confiere
una increible capacidad de diseminacion entre diferentes especies, ademas el
mismo plasmido que porta el gen de resistencia de estas enzimas puede codificar
resistencia a otros antimicrobianos como aminoglucdsidos, tetraciclinas y

Trimetropim/sulfametoxazol (36).

Son enzimas que fenotipicamente se caracterizan por la hidrolisis que ejercen frente

a cefalosporinas de segunda y tercera generacion, monobactamicos, por su
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incapacidad de hidrolizar a cefamicinas y carbapenémicos y por ser inhibidas por

inhibidores de las betalactamasas (34).

Dentro de las BLEE de mayor importancia clinica destacan TEM, SHV y CTX-M. Se
las puede caracterizar debido al espectro de hidrolisis que presentan frente a
cefalosporinas es asi que, TEM y SHV hidrolizan a ceftazidima con mayor eficacia
que a ceftriaxona o cefotaxima, mientras que CTX-M hidroliza a cefotaxima,
ceftriaxona y cefepime mas rapidamente que ceftazidima (37-39).

e Betalactamasas tipo AmpC

Denominadas también cefalosporinasas, son enzimas activas frente a
cefalosporinas de tercera generacion, cefamicinas, aztreonam e inhibidores de
betalactamasas. Dichas enzimas se pueden codificar a nivel cromosomal como el
caso de AMPCES (Aeromonas spp, Morganella morganii, Providencia spp,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp indol positivo, Citrobacter freundii,
Enterobacter spp y Serratia spp) y a nivel plasmidico como en K. pneumoniae,

E. coli y Salmonella spp (34, 40).
e Carbapenemasas

Son enzimas con capacidad de hidrolizar a toda la familia de betalactamicos
incluidos los carbapenémicos, se pueden encontrar codificadas tanto a nivel

cromosomal como estar presentes en elementos genéticos maviles.

En enterobacterias se reporta una gran variedad de carbapenemasas que segun la

clasificacion de Ambler se dividen en dos grupos. (Figura 111.2)
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CARBAPENEMASAS

J

Tipo Serina
Residuo de Serina en el sitio activo

|
[ ]

W

Metalo- 8- lactamasas

Cationes divalentes

tipo Zn*2 como cofactor

7

Clase A Clase D ClaseB
| =
Cromosdmica Plasmidica OXA Type IMP VIM
NMC-A KPC-1-4 IMI-2 A. baumannii SPM-1 GIM-1
SME-1-3 K. pneumaoniae GES-2 SIM P. geuriginasa
IMI-1 S. marcescens P. aeruginosa NDM .
A. baumannii
SFC-1 Enterobacter spp S. marcescens
Enterobacter spp C. freundii K. pneumoniae
S. marcescens P. oeruginosa E. cloacae
E. coli

Figura lll.2. Clasificacion de carbapenemasas segun la clasificacion de Ambler.
Tafur J, 2008 (34)

Clase A de Ambler (serin carbapenemasas): son betalactamasas que se inhiben
en mayor o menor medida por la accién del &cido clavulanico y del &cido
fenilbordnico e hidrolizan de forma efectiva a los carbapenémicos, cuya mayor
eficacia es frente a imipinem (41).

Clase D de Ambler (oxacilinasas): son enzimas capaces de hidrolizar las
penicilinas, las cefalosporinas de primera generacion y débilmente a los
carbapenémicos, no hidrolizan las cefalosporinas de tercera generacion ni el
aztreonam y son altamente resistentes a temocilina. Debido a su baja actividad
contra carbapenémicos, las oxacilinasas tienen la capacidad de conferir
resistencia a los carbapenémicos cuando la bacteria expresa algun otro
mecanismo de resistencia, como el cierre de porinas y la expresién exagerada
de bombas de expulsion (34).

Clase B segun la clasificacion de Ambler (metalo betalactamasas): presentan
actividad hidrolitica frente a los betalactamicos excepto aztreonam, no se
inactivan por ningun inhibidor de betalactamasas y se inhiben por agentes
guelantes de cationes divalentes como EDTA (acido etilendiaminotetracético) y
acido dipicolinico (34, 40).
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Situacion actual de laresistencia de enterobacterias a antimicrobianos de uso
clinico

En la ultima década la resistencia bacteriana a los antibidticos se increment6 de
forma dréstica, alcanzando niveles sin precedentes. Esto afecta de forma muy
importante la practica clinica y se convierte en una amenaza para la salud publica
a nivel mundial, motivo por el cual la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud)
considera a las infecciones que causan los microorganismos multirresistentes como

una de las enfermedades emergentes (42).

Las infecciones por patégenos resistentes se asocian con estancias hospitalarias
prolongadas, mayores tasas de fracaso terapéutico, aumento de la mortalidad y un
incremento en los costos derivados de la atencién clinica que amenaza la
sostenibilidad de cualquier sistema de salud. Entre los factores mas importantes
relacionados con la seleccion y diseminacion de bacterias multirresistentes se
encuentran, el uso inapropiado de antibiéticos y la aplicacién ineficiente de las

medidas de barrera, la higiene de manos, limpieza y desinfeccion (4).

No existe una definicion universalmente aceptada de bacteria multirresistente que
sea aplicable a todas ellas; el concepto puede tener matices diferentes en funcion

del enfoque ya sea clinico, microbioldgico o epidemiolégico (43).

Desde la perspectiva microbiologica adaptada por ReLAVRA (Red Latinoamericana
de Vigilancia de la Resistencia a los Antibiéticos) los gérmenes MDR, se definen
como aquellos en los que se manifiesta la ausencia de sensibilidad a tres de doce
familias de antibioticos consideradas de utilidad para el tratamiento. Cuando el nivel
de la resistencia incrementa se encuentra a gérmenes XDR, definidos como
aguellos en que la ausencia de sensibilidad afecta a once de doce familias de
antibioticos testeados y por consiguiente, en el Gltimo nivel de resistencia tenemos
a gérmenes pandrogorresistentes (PDR) que se caracterizan por la ausencia de
sensibilidad a los doce antibidticos comunmente probados en los laboratorios

clinicos para deteccion de fenotipos de resistencia (44, 45) (Tabla I11.1).
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Tabla lll.1. Antimicrobianos propuestos por ReLAVRA para facilitar el monitoreo de

resistencia mualtiple.

Definicion Grupos de antibi6ticos

Amoxicilina 4c. clavulanico, o ampicilina sulbactam

MDR Piperacilina tazobactam
Resistente a 3 de los 12 grupos de Ceftazidima, o cefotaxima/ceftriaxona, o cefepime
antibioticos
Imipenem, o meropenem
Aztreonam
XDR Gentamicina
Resistente a 10/11 de los 12 Amikacina

grupos de antibidticos
Ciprofloxacina
Trimetoprima sulfametoxazol
PDR Fosfomicina

Resistente a 12 de los 12 grupos  Tigeciclina
de antibidticos

Colistina

Las primeras descripciones de las bacterias multirresistentes se corresponden con
la aparicion de las BLEE en 1983, aunque su verdadera incidencia se desconoce,
se sabe que la producciéon de BLEE por E. coli y K. pneumoniae esta en aumento
entre un 10 a 40% (39, 46).

En la década de los ochenta, poco después de la comercializacion de las
cefalosporinas de amplio espectro, se registra por vez primera en el Este de Europa
la presencia de enterobacterias productoras de betalactamasas tipo CTX-M (47).
Paulatinamente el uso y abuso de carbapenémicos para el tratamiento de bacterias
productoras de BLEE incrementa la creciente amenaza de las enterobacterias

productoras de carbapenemasas (EPC) (48).

Se denomina EPC a cualquier enterobacteria en la que se demuestre mediante un
ensayo microbioldgico o espectrofotométrico la produccion de una carbapenemasa
en la que los valores de la CIM de al menos un antibiético carbapenémico, sea igual

o superior al punto de corte de resistencia establecido por EUCAST
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(Comité Europeo de la Susceptibilidad Antimicrobiana, por sus siglas en inglés) o

por las normas del CLSI (49).

Las carbapenemasas son los miembros mas versatiles de la familia de las
betalactamasas debido a su capacidad para hidrolizar tanto los antibioticos
betalactamicos tradicionales como los carbapenémicos, que representan los ultimos
antibiéticos de espectro mas amplio disponibles para el tratamiento de infecciones
bacterianas gram negativas (33). La aparicion de las carbapenemasas es constante
en el tiempo, es asi que, al recabar la historia se constata que las primeras
carbapenemasas transferibles descritas en gram negativos fueron de la clase
metalo betalactamasas del tipo IMP (Imipenemasa) en un aislado clinico de P.
aeruginosa en Japon en 1991 y posteriormente en S. marcescens. En 2001 se
describe la primera EPC del tipo KPC-1 (Klebsiella Productora de Carbapenemasa)
en Carolina del Norte, desde entonces su diseminacion a nivel mundial
estableciéndose en Grecia e Israel (50). A principios de 2003 por una diseminacién
de enterobacterias en hospitales de Grecia junto con brotes en hospitales de Francia
y Espafa se detectaron EPC del tipo VIM (del inglés Verona Integron Metalo

Betalactamasa) (31).

En 2006 se describieron los primeros casos de EPC tipo OXA-48 en un brote en
Turquia con posterior diseminacion a Europa y Africa (31). Desde 2008 la deteccion
de carbapenemasas tipo NDM-1 (del inglés New Delhi Metalo Betalactamasa) se
convirtié en endémica en todo el sur de Asia y los paises balcanicos, y se implica
en las infecciones nosocomiales que evoluciona por brotes en todos los continentes
habitados (51) .

Un aspecto importante a destacar es que con frecuencia las EPC también son
portadoras de otras resistencias, tanto a betalactamicos como a otros grupos de
antibioticos, lo que contribuye a la aparicion de los fendmenos de multirresistencia,

resistencia extrema o incluso, pandrogorresistencia antibiética.

En la dltima década el incremento global en el reporte de infecciones XDR por
enterobacterias resistentes a carbapenémicos y con susceptibilidad solamente a la

colistina y la tigeciclina, es lo que genera un gran impacto clinico al reducir
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sustancialmente las opciones terapéuticas, mucho mas cuando el desarrollo e
investigacion de nuevas moléculas ha declinado en todo el mundo, lo cual conlleva
al resurgimiento de antimicrobianos abandonados en la practica clinica como el

caso de las polimixinas (3).
Colistina
Historia

Las polimixinas pertenecen a un grupo de antibioticos descubiertos en 1947,
aislados de Paenibacillus polymyxa de los que derivaron cinco diferentes
compuestos de polimixinas desde la A hasta la E, pero clinicamente solo B y E se
consideran de uso terapéutico y se emplearon en la clinica durante dos décadas,
sin embargo su uso se descontinué por problemas de toxicidad renal, neuronal y
por el amplio desarrollo de nuevos agentes activos sobre bacilos gram negativos
mejor tolerados (1, 21).

No obstante y como se constata, el incremento sostenido e insospechado de la
resistencia antimicrobiana y la falta de nuevos antibidticos para combatir a estos
patégenos nos impulsa a recurrir a un antimicrobiano del grupo de las polimixinas,
debido a que en nuestro medio solo se dispone para uso sistémico de polimixina E

(colistina), nos enfocaremos en el analisis de este sub-grupo (2, 52).

Mecanismo de accion de Colistina

La colistina es un antimicrobiano bactericida que actdan a nivel del LPS el mismo
que esta conformado por el antigeno O, el nacleo y el lipido A o endotoxina que
funciona como ancla del LPS a la membrana externa (figura 111.1). El lipido A es
especificamente el sitio diana para la accion de la colistina ya que presenta una
fuerte carga neta negativa conferida por los aniones fosfato y carboxilato que

componen la capa de LPS (21, 53).
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De forma esquematica se puede dilucidar que se produce por los siguientes

mecanismos:

Al ser moléculas cationicas rompen la
membrana celular bacteriana por actividad
electrostatica desplazando los iones de

calcio y magnesio (21).

Al ser agentes anfipaticos penetran en la

T = N
membrana bacteriana e interactdan con sus << ( | -
< N O e &_jf.ll: -0
componentes fosfolipidicos lo que conlleva H Eﬁn"nﬁﬁﬁﬂ}'} e ]rjr e
a la desestructuracion de la misma, el H ﬂﬂu"“"n“ u"ﬂﬂﬂ}”]ﬂ[[ i
acceso del farmaco y en consecuencia su
efecto bactericida (2). Figura 111.3. Mecanismo de accion de la

colistina. Aguayo A, 2016 (2)
Actividad antimicrobiana

El espectro de colistina incluye a la mayoria de las bacterias gram negativas
aerobias, como las enterobacterias y bacilos no fermentadores (Acinetobacter
baumannii y P. aeruginosa), se debe tener en cuenta que hay patdgenos
naturalmente resistentes a la colistina que se los puede distinguir con el acrénimo
PPBS (Proteus spp, Providencia spp, Burkholderia spp, Serratia spp Yy
Stenotrophomona maltophilia). Carece de actividad ademas frente a bacterias
grampositivas y anaerobios. Por lo que se consideran antimicrobianos de espectro
reducido (2).

Los punto de corte establecidos en 2016 por EUCAST para considerar un aislado
sensible a la colistina es CIM <2 mg/L tanto para enterobacterias como para
Pseudomona spp y A. baumannii y como resistente con una CIM 24 mg/L; es
importante destacar que el uso de colistina se deberia reservar para el tratamiento
especifico de infecciones por microorganismos resistentes a los betalactamicos, en

particular los carbapenémicos (2, 53, 54).
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Mecanismos de resistencia

Los cambios de la estructura bacteriana que disminuyen la sensibilidad a las
polimixinas se relacionan con alteraciones de la arquitectura de las moléculas de
LPS en la pared bacteriana, lo que interfiere con la interaccion de los péptidos

cationicos de la polimixina y las moléculas anionicas del LPS (2, 6).

Por tanto, el principal mecanismo es a través de la modificacion del sitio blanco del
antimicrobiano, es decir, del lipido A. Para ello el sistema mas descrito es la
mutacion y la sobre expresién de los genes pmrA y pmrB (polimyxyn resistance)
gue conlleva al aumento de la cantidad de fosfoetanolamina en el lipido A. La
adicion covalente de estas moléculas de carga positiva, hacen que la carga neta del
lipido A sea menos negativa, lo que impide la atraccion electrostatica (6).

La capacidad adaptativa de una bacteria para lograr ventajas evolutivas le permite
dejar de expresar estructuras determinantes. Es asi que, diferentes eventos
moleculares tales como delecciones, inserciones o mutaciones puntuales pueden
inactivar los genes de la via sintética del lipido A e incrementar la sintesis de otras
estructuras como fosfolipidos o lipoproteinas. Por tanto, la ausencia del sitio blanco

hace inviable la accién de las polimixinas (2).

Hasta este punto los mecanismos descritos eran mediados a nivel cromosémico,
lamentablemente por un estudio realizado por Liu y colaboradores a partir de
animales de criadero en China (6, 21), describen el primer mecanismo plasmidico
de resistencia a la colistina en enterobacterias y su eventual diseminacion tanto en
animales como en humanos denominado mcr-1 que corresponde a una
fosfoetanolamina transferasa, capaz de modificar el sitio blanco y asi disminuir la

afinad de colistina por el lipido A.

El potencial de mcr-1 para que se convierta en una preocupacion global se debe a
la estabilidad de sus plasmidos y su capacidad para transferirse a cepas patdégenas
humanas lo que estipula el riesgo de una transferencia epidémica ambiental, animal-

hombre que nos llevaria lamentablemente a una era post-antibiotica.
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Diagnostico de resistencia a la colistina in vitro en laboratorios de
microbiologia

La determinacién de la correcta susceptibilidad a la colistina es un desafio en los

laboratorios de microbiologia a nivel mundial (24).

Existe una gran versatilidad en cuanto a las metodologias descritas para la
evaluacion de la susceptibilidad a este antimicrobiano, por tanto el CLSI en 2016
establece tres categorias para la evaluacion de la colistina como se aprecia en la
tabla 111.2. (25).

Tabla 111.2. Métodos propuestos para la evaluacién de la susceptibilidad a la

colistina.
Métodos para evaluaciéon de susceptibilidad a la colistina
Referencia (MR) Aceptados (MA) Cuestionados (MC)
Microdilucién en caldo Sensitire Difusion con discos
Macrodilucion en caldo Walkaway Microscan Tiras de gradiente
PCR mcr-1 Predifusion con Tabletas VITEK 2
COL
COL-Agar Spot PHOENIX
COL-TEST

Elucion Discos de COL

Rapid Polymyxin NP test

Leyenda: MR (Métodos Recomendados), MA (Métodos Aceptados), MC (Métodos Cuestionados), PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés), COL (Colistin)

Desde el 2016 la técnica de microdilucion en caldo es larecomendada como método
de referencia internacional para evaluar la susceptibilidad a la colistina en los
laboratorios de microbiologia de referencia, debido a su dificil implementacion en la

rutina de los laboratorios de microbiologia convencionales.
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Excluyen ademéas la determinacion de susceptibilidad a este antimicrobiano
mediante los métodos de difusién en disco, E-test y métodos automatizados VITEK2
y PHOENIX debido a la presencia de altas tasas de errores, falsa sensibilidad y baja

especificidad, por ende no se describiran dichos métodos (24, 25).

La versatilidad en cuanto a las metodologias es muy amplia pero de importante
conocimiento para decidir el empleo de uno u otro método en los laboratorios de

microbiologia, asi tenemos:

— Macrodilucion en caldo: se basa en medir la actividad in vitro de la sal de
sulfato de colistin en caldo Mueller Hinton ajustado a cationes, en diluciones
seriadas al doble entre los rangos 0,06 - 64 ug/mL dispuestos en tubos de
vidrio en una cantidad de 1 mL, en donde las cepas resistentes a la colistina
enturbian el caldo mientras que, en las cepas sensibles se carece de dicha
turbidez (55) .

— PCR mcr-1: se basa en la busqueda del gen mcr-1 que se visualiza en gel de
agarosa, se debe tener en cuenta que debido a cambios en secuencias

amidacidicas han surgido nuevas variantes mcr-1 - mcr-8 (6).

— Sensititre: el sistema automatizado sensititre se basa en el empleo de placas
estandar para la determinacion de la CIM y paneles que permiten realizar
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana con resultados de alta calidad y
reproducibilidad (56).

— Walkaway Microscan: sistema automatizado que incluye un software
disefiado para detectar el crecimiento, la identificacion de microorganismos

y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (56) .

— Rapid Polimixyn NP: es un método rapido colorimétrico, se basa en evaluar
la utilizacién de D-glucosa como fuente de carbono por el microorganismo en
presencia de la colistina, con el empleo del indicador de pH rojo fenol. Las
cepas bacterianas con resistencia a colistina fermentan la glucosa con la
produccion de metabolitos acidos que viran el indicador del naranja al

amarillo. Por el contrario en las cepas sensibles, se inhibe su desarrollo
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bacteriano impidiéndose la fermentacion de la glucosa y por ende el viraje
del indicador. La obtencién de la susceptibilidad bacteriana es en
aproximadamente 2.30 horas (57).

— COL-Agar spot: el método se basa en emplear placas de agar Mieller Hinton
preparadas de forma manual con una concentracion de 3 ug/mL de sal de
colistin sulfato, en la cual se siembra un spot del aislamiento a investigar. El
aislado bacteriano sera resistente cuando se observe la presencia de mas de
una colonia, por el contrario sera sensible si se observa una colonia o no

tenga desarrollo bacteriano (58).

— COL-TEST: se trata de placas de agar comercial para la evaluacion de la
sensibilidad a colistin en agar spot. Por tanto el procedimiento y la
interpretacion se realizan de igual manera al de COL agar spot (58).
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IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1. Disefio metodoldgico

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo ambispectivo entre enero de 2015 a
diciembre de 2018. Este incluyd, de manera retrospectiva, 18 aislados clinicos de
enterobacterias resistentes a colistina evaluados por los métodos actualmente
cuestionados (una E. coli, 17 K. pneumoniae) que forman parte de la coleccion de
cultivo del Laboratorio Nacional de Referencia de Infecciones Asociadas a la
Asistencia Sanitaria del IPK (LNR-IAAS/IPK) identificadas entre enero 2015 y
diciembre 2017. Por otra parte, se trabajaron de manera prospectiva 112 aislados
de enterobacterias provenientes de muestras clinicas de 24 hospitales de ocho
provincias cubanas (Camaguey, Guantanamo, Isla de la Juventud, La Habana,
Matanzas, Pinar del Rio, Santic Spiritus y Santiago de Cuba) que arribaron al LNR-
IAAS/IPK, como parte de la vigilancia nacional desde el 1ro de enero al 31 de
diciembre de 2018 para un tamafo muestral de n=130.

IV.2. Definicion y clasificacion de las variables

1. Susceptibilidad antimicrobiana: cualitativa nominal politdmica

Definicion: traduccion de la respuesta in vitro de un microorganismo a uno o varios

antimicrobianos, como factor predictivo de eficacia clinica.
Escala de clasificacion

— 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.

— Intermedia: cuando un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a un efecto terapéutico
incierto.

— 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.

Q.F Karla Pacheco Cdrdenas 19



IV. Materiales y métodos

Medida de resumen: frecuencia absoluta y relativa
2. Servicio médico: cualitativa nominal politémica

Definicién: prestacion medica del hospital que brinda asistencia sanitaria

especializada.

Escala de clasificacion: Cirugia, Consulta Externa (C/E), Litotricia, Medicina,
Neonatologia, Neurologia, Urologia, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), otros
(Geriatria, Angiologia, Miscelanea, Nefrologia, Puerperio, Trasplante)

Medida de resumen: frecuencia absoluta y relativa.
3. Tipo de muestra: cualitativa nominal politbmica

Definicién: cualquier material bioldgico de origen humano que se obtiene del
paciente, el tipo de muestra se clasifica en dependencia del lugar anatémico de

donde se recolecta.

Escala de clasificacidon: catéter, exudado de piel, hemocultivo, herida quirtrgica,
liguido cefalorraquideo, urocultivo, otros (aspirado bronquial, lavado brocoalveolar,

liquido ascitico, loquios, rafia, tubo endotraqueal)
Medida de resumen: frecuencias absoluta y relativa.
4. Categorizacion de resistencia: cualitativa nominal politbmica

Definicién: terminologia internacional estdndar para categorizar la resistencia
adquirida de microorganismos causantes de infecciones frente a las drogas

antimicrobianas.
Escala de clasificacion (Tabla I11.1)

— Multidrogorresistente (MDR): ausencia de sensibilidad a partir de tres familias

de antibiéticos considerados Utiles para el tratamiento.
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— Extremodrogorresistente (XDR): ausencia de sensibilidad a todas las familias
de antibidticos considerados utiles para el tratamiento y sensible para uno o
dos.

— Pandrogorresistente (PDR): ausencia de sensibilidad a todas las familias de

antibioticos Utiles para el tratamiento.

Medida de resumen: frecuencia absoluta y relativa.

IV.3. Criterios de exclusion
Se excluyeron del estudio aquellos aislados: no viables, contaminados, no
confirmados como enterobacterias y/o los que no disponian de toda la informacién

contenida en el modelo de recoleccion de datos.

IV.4. Recoleccién de la informacion

Todos los aislados objeto de estudio, se acompafiaron de un modelo de recoleccion
de datos disefiado por el IPK—Minsap para la vigilancia nacional de patégenos
donde se registré la informacion clinico-epidemioldgica de las infecciones (Anexo ).

IV.5. Procedimientos de laboratorio

IV.5.1. Conservacion de aislados
Todos los aislados se conservaron a -80 °C (REVCO, EE.UU) en caldo Triptona
Soja (CTS) (Biolife, Italia) con 15% de glicerol (DIFCO, Alemania) hasta su posterior

caracterizacion microbiologica.

IV.5.2. Identificacion de especies

La identificacion de especies de los aislados correspondientes a los afios
2015 - 2017 se tomaron de la base de datos creada al efecto de la vigilancia nacional
de la resistencia de enterobacterias relacionadas con las infecciones asociadas a la
asistencia sanitaria del LNR-IAAS/IPK.

El material bioldgico conservado se transfirio a placas de Petri con agar Mac Conkey
(Biolife, Italia) y se incubaron a 37 °C (Incubadora Memmert, Alemania) en
aerobiosis durante 18 a 24 horas, para corrobar la viabilidad y pureza del cultivo.
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La identificacion de especies se realizé por el método convencional mediante
pruebas bioquimicas segun el MOPD (Manual de Operaciones de Procedimientos
Diagnésticos) del LNR-IAAS. El método semiautomatizado API 20E (Biomerieux,
S.A. Francia) se us6 en aquellos aislados que resultaron dudosos en la identificacion

de las especies, acorde a las instrucciones del fabricante.

Para el método convencional se utilizaron los siguientes medios de cultivo: agar
hierro dos azucares de Kligler (Biolife), agar citrato de Simmons (Biolife), agar urea
de Christensen (Biolife), agar movilidad-indol (Biolife), malonato de sodio (DIFCO),

caldo lisina descarboxilasa (DIFCO) y caldo ornitina descarboxilasa (DIFCO).

IV.5.3. Determinacién de la susceptibilidad a la colistina por el método

microdilucién en caldo

Se llevo a cabo en los 130 aislados objeto de estudio acorde al procedimiento
recomendado en el manual del CLSI, 2018 (59).

Se recubrieron policubetas de fondo redondo con 100 uL de diluciones seriadas de
la sal de colistin sulfato (Sigma) en caldo Mueller Hinton ajustado a cationes, dentro
de los rangos 0,06 - 64 ug/mL.

A patrtir de un cultivo puro se tomaron colonias aisladas, que se resuspendieron en
5 mL de solucion salina estéril hasta llegar a una turbidez comparable a la escala
0,5 de Mac Farland. Posteriormente se realiz6 una dilucion 1/100 a partir de la

suspensién bacteriana anterior en 1 mL de solucién salina estéril.

Antes de transcurridos 15 minutos se inéculo con pipeta multicanal 5 uL de la
suspension bacteriana diluida en cada pocillo de la policubeta recubierta
previamente. Las mismas se sellaron con una pelicula plastica autoadhesiva y se

incubaron entre 35 + 2 °C durante 20 a 24 horas.

Se utiliz6 como control de calidad del proceso la cepa E. coli ATCC 25922 sensible
a la colistina y la cepa referencia DQ E. coli 324 resistente a la colistina (CIM:
16 pg/mL).
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Lectura e interpretacion L2 3 4 s 6 7 9w ow
Se interpretd la CIM como la menor concentraciéon & |
de antibidtico capaz de inhibir completamente el
desarrollo  bacteriano en los pocillos de * |
microdilucion, definido a ojo desnudo por la . |
presencia o ausencia de turbidez: L
. Figura IV.1. Esquema empleado en
_ <

Cepa sensible <2 ug/mL (EUCAST, 2018) las lecturas de la CIM. LNR-IAAS/IPK

— Ceparesistente 24 ug/mL (EUCAST, 2018)

IV.5.4. Evaluacién del desempefio de los métodos fenotipicos para determinar

la susceptibilidad a la colistina

IV.5.4.1. Método de difusién en gradiente E-test

Se realizd6 a los 130 aislados objeto de estudio acorde al procedimiento
recomendado en el manual del CLSI, 2018 (60).

A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento en agar Mac Conkey, se
prepar6 un inéculo en 3 mL de solucion salina estéril hasta alcanzar una densidad

Optica correspondiente a la escala 0,5 de Mac Farland.

Antes de transcurrir quince minutos del ajuste del indculo, se introdujo un hisopo
estéril dentro de la suspensién bacteriana y se roto varias veces por las paredes del
tubo por encima del nivel del liquido con el fin de eliminar el exceso de indculo.
Posteriormente, sobre la superficie de placas con agar Mieller Hinton se sembro6
con el hisopo en tres direcciones, rotando la placa en un angulo de 60° cada vez sin
dejar zona libre, con el propésito de obtener un cultivo homogéneo. Luego de cinco
minutos las tiras de E-test se colocaron sobre la superficie del medio previamente

inoculado.
Lectura e interpretacion

La CIM del antibidtico se determiné por el punto de corte donde la elipse de
inhibicion del crecimiento intercepto6 la escala de la tira de E-test (de acuerdo a las

instrucciones del fabricante):
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— Cepas sensibles a colistina: en correspondencia a una CIM <2 ug/mL.
— Cepas resistentes a colistina: en correspondencia a una CIM 24 ug/mL.

Debido a que la prueba corresponde al gradiente de antimicrobianos continuo, se
puede obtener valores de CIM que se encuentran entre dos diluciones,

seleccionandose como valor final el valor mayor.
IV.5.4.2. Elucion de discos de colistina

Se realizé a los 130 aislados objeto de estudio acorde al protocolo recomendado
por el INEI-ANLIS “Dr. Carlos Malbran”, 2017 (26).

Se rotularon cuatro tubos con 1, 2, 4 ug/mL y control de crecimiento bacteriano, a
los cuales se les agreg6b 10 mL de caldo Mdueller Hinton ajustado a cationes
(CAMHB).

Asépticamente se introdujo 1 disco de colistina de 10 ug/mL al tubo rotulado con “1
ug/mL”, dos discos al tubo “2 ug/mL” y cuatro discos al tubo “4 ug/mL” y se permitié

gue los discos eluyan por media hora a temperatura ambiente.

El indculo obtenido a partir de cepa pura, se resuspendié en 5 mL de solucién salina
estéril hasta alcanzar la densidad Optica correspondiente a la escala 0,5 de Mac
Farland y se procedio a agregar 50 pL del in6culo a cada uno de los cuatro tubos
(1, 2, 4 y control) con posterior incubacién entre 35y 37 °C de 18 a 20 horas. Se
utilizé como control de calidad del proceso la cepa E. coli ATCC 25922 y E. coli
NCTC 13846 (mcr-1 positiva).

Lectura e interpretacion

1. Examinar el tubo control: se debe observar turbidez para validar la prueba.
2. Leer la CIM como la menor concentracion en la que no se observa turbidez.
3. Interpretar el resultado como sensible a la colistina si la CIM es <2 ug/mL o

resistente si la CIM es 24 ug/mL.
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Figura IV.2. Interpretacion del método
elucion de discos de colistina. LNR-
IAAS/IPK

A. Aislado sensible a colistina <1 pg/mL.

. Aislado sensible a colistina 2 pg/mL.

B
C. Aislado resistente a colistina 4 pg/mL.
D

. Aislado resistente a colistina 24 ug/mL

IV.5.4.3. Predifusion con tabletas de colistina

Para la realizacion del método de predifusion con tabletas de colistina, se
seleccionaron los aislados resistentes por el método de microdilucion en caldo, y
por aleatorizacidbn simple aislados sensibles hasta completar un total de 50

determinaciones, por cuestiones de factibilidad de recursos.

Se determind mediante el estuche comercial para deteccion de resistencia a la
colistina en Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y Acinetobacter (Rosco Diagnostica,
Dinamarca) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (27).

Sobre la superficie seca de una placa de agar Mueller Hinton sin inocular se colocé
una tableta de colistina (10 pg) y se incubd durante 2 horas entre 35 y 37 °C,
posterior a esta incubacion se removio la tableta del agar con un golpe suave y se
dejo6 la placa pre-difundida a temperatura ambiente entre 18 y 24 horas previas a

inoculacion.

Para hisopar la superficie del agar pre-difundido se preparé una suspension
bacteriana equivalente a 0,5 de Mac Farland a partir de un cultivo puro y se incub6

en aerobiosis entre 35y 37 °C durante 18 a 20 horas.
Como control de calidad del proceso se empleé la cepa E. coli ATCC 25922.
Lectura e interpretacion

Medir la zona de inhibicibn generada e interpretar de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante:
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— Enterobacterias y P. aeuroginosa: Sensible 216 mm; Intermedia 15 — 12 mm,;

Resistente <12 mm

— Acinetobacter spp: Sensible = 20 mm; Intermedia 19 — 14 mm; Resistente

<14 mm

IV.5.5. Deteccion de antibiotipos en aislados clinicos objeto de estudio

Se llevo a cabo por el método E-test y difusion en disco (Kirby-Bauer) para diferentes
antimicrobianos donde para infecciones hospitalarias se evaluaron 12
antimicrobianos acorde a lo establecido por el CLSI 2018 y para infecciones
comunitarias se evaluaron 10 antimicrobianos segun recomendaciones de
WHONET 2017 (8, 60). (Tabla IV.1).

Los antibiotipos se definieron como multidrogorresitentes, extremodrogorresistentes
0 pandrogorresistentes acorde a las recomendaciones propuestas por ReLAVRA,
2019 (45) (Tabla 111.1).

Para el control de la calidad se emplearon las cepas ATCC: E. coli 25922, 35218 y
Staphylococus aureus 27212.

Tabla IV.1. Antimicrobianos evaluados en aislados hospitalarios y comunitarios.

*Antimicrobianos Contenido Abreviatura | Hospitalarios | Comunitarios
Ampicilina 0.016-256 g/L AMP X
Ampicilina/sulbactam 0.016-256 g/L AMS X X
Piperacilina/tazobactam 100/10 pug TZP X
Aztreonam 30 ug ATM X
Cefazolina 30 ug CFz X
Cefotaxima 0.016—-256 mg/L CTX X
Meropenem 0.002-32 g MRP X
Gentamicina 0.064-1024 mg/L CN X X
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Amikacina 30 pg AK X

Acido nalidixico 30 g NA X
Ciprofloxacina 0,002-32 mg/L CIP X X
Fosfomicina 200 ug FOS X X

Trimetropim/

culfametoxazol 1.25/23.75 ug SXT X X
Nitrofurantoina 300 ug F X
Colistina 0.016-256 mg/L COoL X X
Tigeciclina 0.016-256 mg/L TIG X

*Casa comercial: (Liofilchem)

IV.5.6. Procedimientos estadisticos y analisis de datos
La informacién se almacend en una base de datos en Microsoft Excel procesados

con el paquete estadistico Epidat v4.2.

Los resultados de las pruebas diagnosticas fueron clasificados como verdaderos
positivos, falso positivos, verdaderos negativos y falsos negativos comparados con
la microdilucién en caldo como método de referencia, datos con lo que se calculo la
sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN).

Validez: se midi6 por los célculos de la sensibilidad y la especificidad. La
interpretacion de la prueba puede ser correcto (verdadero positivo y verdadero

negativo) o incorrecto (falso positivo y falso negativo).

a) Sensibilidad diagnostica: es la probabilidad de clasificar correctamente a una
cepa resistente a la colistina. Las cepas se clasificaron en verdaderos positivos
y falsos negativos tomando como referencia o prueba de oro: la microdilucion en

caldo.
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b) Especificidad diagnostica: es la probabilidad de clasificar correctamente a una

cepa como no resistente a la colistina.

Confiabilidad: esta determinada por el valor predictivo de un resultado positivo o

negativo.

a) Valor predictivo positivo: probabilidad de estar infectado por una enterobacteria
resistente a la colistina cuando se obtiene un resultado positivo con el
diagnosticador E-test, elucion de discos de colistina y predifusion con tabletas
de colistina. Se calcul6 segun la formula: VPP = VP/ VP+FP.

b) Valor predictivo negativo: probabilidad de no estar infectado por una
enterobacteria resistente a la colistina cuando se obtiene un resultado negativo
con el diagnosticador E-test, elucion de discos de colistina y predifusién con

tabletas de colistina. Se calculd segun la formula: VPN=VN/ VN+FN.

Error muy mayor: definida como falsa sensibilidad, la cual se connota cuando la
prueba de referencia proporciona resultados de resistencia y el método en
comparacion revela resultados de sensibilidad.

Error mayor: definida como falsa resistencia, la cual se connota cuando la prueba
de referencia proporciona resultados de sensibilidad y el método en comparacion

revela resultados de resistencia.

Prueba de concordancia: se determiné el indice de validez o concordancia por el
coeficiente de Kappa (K) como grado de concordancia no aleatoria entre las
mediciones de los resultados obtenidos entre los tres diagnosticadores en estudio y
la microdilucion en caldo. Para establecer la concordancia entre los métodos se
aplico la clasificacién de Landis y Koch: muy buena: 0,8 a 1; buena: 0,6 a 0,8;

moderada: 0,4 a 0,6; pobre o débil: valores menores a 0,4 (61).

IV.5.7.Aspectos éticos

El presente trabajo de tesis para optar por el titulo de Master en Bacteriologia-
Micologia, cuenta con la aprobacion de la Comisién Cientifica Especializada de
Microbiologia y del Comité de Etica del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri
(Anexos 2y 3).
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Conflicto de intereses: Se declara la ausencia de conflictos de intereses con los

productores, comercializadores ni otras partes involucradas.

Aspectos de Bioseguridad: Todo los investigadores, el alumno de tesis y personal
técnico que participd en la investigacion estuvo capacitado e instruido en las
operaciones relacionadas con su trabajo y siguieron lo dispuesto en el Manual de
Bioseguridad del IPK en relacién a las buenas practicas y uso de equipos de
proteccion personal (batas, sobrebatas, guantes entre otros). EI LNR-IAAS
seleccionado para el estudio presentd las condiciones para el correcto
procesamiento y caracterizacion de las cepas, asi como para garantizar la

eliminacion final del material de desecho contaminado.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria por enterobacterias, se
consideran un verdadero problema de salud publica y Cuba no escapa de esta
problematica. Este grupo de bacilos gram negativos, que son parte de la microbiota
normal del ser humano lo afectan, tanto, por via endégena como exogena y desafian

en la actualidad los modernos antibioticos (29, 62).

Durante el periodo de estudio de la presente investigacion se caracterizaron 130
aislados de enterobacterias (91 hospitalarias y 39 comunitarias) recibidos en el
LNR-IAAS, procedentes de pacientes atendidos en diferentes hospitales del pais.
Los aislados prospectivos se identificaron como 74 E. coli, 30 Klebsiella spp., y ocho

E. cloacae spp.

Desde 2018 la OMS clasifica las enterobacterias como superbacterias, debido a la
emergencia de la produccion de carbapenemasas y a su capacidad de evadir la
accion de diversas familias de antibiéticos. Adicionalmente, la falta de opciones
terapéuticas conlleva a la creciente utilizacion de la colistina con el consecuente

incremento en la resistencia (63).

La implementacion de la técnica de microdilucion en caldo, por vez primera en el
LNR-IAAS/IPK, para determinar la susceptibilidad a la colistina permitio identificar

13% (17/130) de aislados resistentes, como se refleja en el figura V.1.

Susceptibilidad a la colistina en aislados
estudio

87% ’

Sensibles Resistentes

Figura V.1. Porcentaje de susceptibilidad a la colistina entre los aislados objeto de estudio
(n=130). Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018.
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Este hallazgo ratifica la circulacion en Cuba de aislados resistentes a la colistina
documentados previamente por Quifiones y colaboradores en 2014 (13%) y Pérez
y colaboradores en 2016 (4%). No obstante, es importante resaltar que en estas
investigaciones se emplearon los métodos actualmente cuestionados, en el primer
estudio se determiné por E-test y en el segundo por difusién en disco. Por tanto,
existe la posibilidad de que desde ese periodo se subestimard la verdadera
resistencia a este antimicrobiano si se tiene en cuenta que el mayor problema de

estos métodos es la no deteccion de aislados resistentes (64).

De las especies resistentes a la colistina detectadas en el presente trabajo,

K. pneumoniae fue la mas prevalente (12/17), como se observa en la figura V.2.

Especies resistentes a colistina

12

K. pneumoniae E. coli E. cloacae K. aerogenes

Figura V.2. Distribucién de las especies resistentes a la colistina de aislados clinicos de

enterobacterias objeto de estudio (n=17). Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018.

Los resultados encontrados en la presente investigacion se corresponden con el
estudio de Melgarejo y colaboradores (2018) en Paraguay, en el que las especies
mas resistentes a la colistina fueron K. pneumoniae, E. coliy E. cloacae, a diferencia
de lo reportado por Heras y colaboradores (2017) en Espafia quienes notifican

E. coli, K. pneumoniae y K. aerogenes (9, 17).
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Aunqgue la resistencia a la colistina en enterobacterias Unicamente se asociaba con
modificaciones en el cromosoma que afectan la permeabilidad a la droga, en 2015
Liu y colaboradores encontraron por primera vez el gen mcr-1 de codificacion
plasmidica en los aislados de E. coli y K. pneumoniae (6). Lo cual podria justificar
la rapida diseminacion inter e intra especie que conlleva este tipo de resistencia
antimicrobiana, ya que como se evidencia en tan corto periodo se observa el
emerger de nuevas especies asociadas a la resistencia a este antimicrobiano de

altimo recurso terapéutico.

La resistencia a la colistina a través de la via horizontal constituye una emergencia
grave ya que, desde el punto de vista epidemiolégico cobra cada vez mas
importancia el control de estos en los servicios asistenciales. Por tanto, al realizar
el andlisis de esta teméatica segun tipo de muestra y servicios, se observé que el
41% (7/17) fue causa de infecciones del torrente sanguineo en pacientes ingresados

en la unidad de cuidados intensivos (UCI), como se observa en la figura V.3.
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Leyenda: UCI (Unidad de Cuidados Intensivos), C/E (Consulta Externa)
Figura V.3. Distribucion de aislados clinicos de enterobacterias resistentes a la colistina por

tipos de muestra y servicios afectados (n=17). Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018.

Q.F Karla Pacheco Cdrdenas 32



V. Resultados y discusion
Este comportamiento concuerda con el estudio de Nastro (2016), en Argentina,
donde el 33,3% presento resistencia a la colistina en UCI, en contraposicion al 4%,
encontrado por Pérez y colaboradores, 2015-2016 en el hospital Joaquin Albarran
de La Habana, Cuba, todo lo cual pudiera estar subestimado debido al método

utilizado por los autores (Método de difusion en disco) (64, 65).

Es importante mencionar que, a pesar de que en consulta externa solo se detecto
un aislado con resistencia a la colistina, esto constituye una alarma. El hallazgo
concuerda con lo reportado por Legarraga (2017) en Chile (22) y Melgarejo (2018)
en Paraguay (17), donde se reveld la resistencia, en pacientes ambulatorios,
asociada con la circulacion del gen mcr-1. Problemética que nos alerta para la toma
de conciencia y generar las acciones oportunas para su contencion. Pese al elevado
coste de la pesquisa del gen tanto para los aislados en hospitales y en la comunidad
(uso de medios selectivos cromogénicos y técnica molecular PCR), es importante

reflexionar al respecto para la toma de decision e iniciar dicha vigilancia en Cuba.

En cuanto al tipo de muestra, el hemocultivo aport6 mayor nimero de aislados
resistentes (41%), lo que coincide con el estudio de Nastro aunque en menor
proporcion (11,1%) (65).

La unidad de cuidados intensivos y hemocultivo son considerados de alto riesgo por
la asociacion de la flora intrahospitalaria y los métodos invasivos que incrementan
de forma significativa el riesgo de adquirir infecciones asociadas a la atencién con

marcada resistencia antimicrobiana (66, 67).

Como se conoce, en las UCI es donde més se usa la colistina lo que facilita la
aparicién de poblaciones resistentes por el uso indiscriminado del antimicrobiano,

lo que conlleva a la consecuente aparicion del fendbmeno de heterorresistencia.

La resistencia a colistina cobra cada vez mayor importancia, ya que al considerarse
como farmaco de eleccion para infecciones causadas por bacterias gram negativas
multirresistentes y como ultimo recurso, su consumo se incrementa, por tanto para

su contencién resulta imprescindible la correcta evaluacion de la susceptibilidad.
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En la red de laboratorios del pais solo se dispone para este fin los métodos
cuestionados. Por tanto, se impone la necesidad de recurrir a métodos alternativos
que tengan una buena correlacion al estdndar (microdilucién en caldo) como elucién
de discos y predifusion de tabletas de colistina que permitan detectar la

susceptibilidad correcta a este antibiotico.

Los resultados del presente estudio muestran que el método de E-test a pesar de
presentar valores adecuados de sensibilidad (94,12%) y valor predictivo negativo
(98,70%), presentd valores muy bajos en cuanto a especificidad (67,26%) y valor
predictivo positivo (30,19%), como se reflejan en la tabla V.1. En esta se puede
observar la fiabilidad de cada uno de los métodos fenotipicos empleados para la

determinacion de la susceptibilidad a la colistina

Tabla V.1. Atributos relacionados al desempefio de los métodos fenotipicos para la
evaluacion de la susceptibilidad a la colistina en aislados clinicos de

enterobacterias. Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018.

Métodos Sensibilidad Especificidad VPP VPN K VM M
E-test 94,12 67,26 30,19 98,70 0,32 1 37
Predifusion 76,47 100 100 89,19 0,81 4 0
Elucion 100 100 100 100 1 0 0

Leyenda: VPP (valor predictivo positivo), VPN (valor predictivo negativo), K (indice de correlacion de Kappa),

VM (error muy mayor), M (error mayor)

Por tal razdn, esta investigacion constituye un valioso aporte al conocimiento de la
susceptibilidad a colistina en Cuba, y por primera vez se compara los resultados del
método E-test con el de referencia, siendo un método cuestionado y avala
cientificamente su pobre desempefio, por lo que consideramos que se debe valorar

su desuso en los laboratorios de la red de microbiologia del pais.
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Aunque en décadas anteriores el método de difusién en gradiente se empled como
referencia y asi consta en el estudio de Siniritas y colaboradores en Turquia (2008)
(68), su uso decliné por la baja sensibilidad y especificidad o por la presencia de
errores, lo cual se asocia preponderantemente con la pobre difusion de la colistina

a partir de las tiras en el agar de Mueller Hinton (3).

En cuanto a los tipos de errores, en el andlisis se encontré que 37 fueron de tipo
mayores y uno de tipo muy mayor, lo cual se traduce en pobre concordancia con el
meétodo estandar, por tanto la utilizacion de esta técnica en la rutina se desaconseja
(24). Ademas, Arroyo y colaboradores en Espafia y Somily en Arabia Saudita,
sugieren que, debido a la posibilidad de que aparezcan estos errores, los resultados

del E-test se deben confirmar por el método de dilucién (69, 70).

Al evaluar la utilidad de tabletas de colistina por el método de predifusion se
encontré sensibilidad de 76,47% y especifidad de 100%, con valores predictivos
positivos y negativos de 100 y 89,19% respectivamente. No se encontrd error mayor
y se obtuvo cuatro errores muy mayores. Estos se presentaron en cuatro aislados
que tuvieron valores de CIM 4 ug/mL que los define como resistentes, mientras que
por predifusiéon se produjo halos de entre 28 a 32 mm de diametro correspondientes
a la categoria sensible. Este inconveniente lo describen en Argentina, Herrera y
colaboradores en 2011 y mas recientemente Nastro en 2016; ambos concuerdan
en que el principal problema de la predifusién se encuentra a nivel de los errores
muy mayores, principalmente, en cepas donde la CIM esta entre 4 y 8 pug/mL
(65, 71).

El método de elucién de discos se introdujo en 1973 por Wilkins para conocer las
CIM de diferentes antimicrobianos en bacterias anaerobias fastidiosas, donde se
reflejaba como una metodologia replicable y confiable para su andlisis. EI método
se basa en emplear discos del antibiotico a probar a una concentracion conocida
gue se dejan eluir en un mismo volumen de caldo, para asi obtener diluciones
dobles y determinar finalmente las concentraciones minimas inhibitorias del

antimicrobiano (72).

Q.F Karla Pacheco Cdrdenas 35



V. Resultados y discusién
En este estudio el método de elucién de discos de colistina presentdé 100% de
sensibilidad y especificidad y no se presentaron errores (muy mayores 0 mayores).
Aunque en la actualidad las técnicas para la deteccién de susceptibilidad a esta
droga son controversiales y muy diversas, de acuerdo con esta investigacion, este
es un método factible para el uso rutinario en la red de laboratorios de microbiologia
de Cuba.

En consonancia con estos resultados, Simner y colaboradores plantean que el
meétodo de elucion es una prueba facil y practica para evaluar la susceptibilidad a
colistina y recomiendan que en aquellos aislados que por elucion presenten CIM

= 2 ug/mL se realice la pesquisa del gen mcr-1 (73).

En la figura V.4 se puede observar la distribucion de los aislados acorde a la
clasificacion de la resistencia antimicrobiana propuesta por ReLAVRA 2019, donde
se puede apreciar que la multidrogorresistencia fue la que mas prevalecié con 68%
correspondientes al 39% de aislados hospitalarios y al 29% de comunitarios. Los
aislados extremo y pandrogorresistentes se presentaron solamente en los de origen

hospitalario con el 20% y 5%, respectivamente.
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Clasificacion de la resistencia antimicrobiana

Leyenda: MDR (multidrogorresistencia), XDR (extremodrogorresistencia), PDR (pandrogorresistencia)
*Nueve aislados no cumplieron con los criterios establecidos por ReLAVRA para incluirlos dentro de las

clasificaciones

Figura V.4. Distribucién de los aislados clinicos de enterobacterias segun categoria
multidrogorresistentes, extremodrogorresistentes y pandrogorresistentes. (n=130).
Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018.
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El incremento de la multidrogorresistencia en el ambito hospitalario y comunitario,
es un fenOmeno que se observa con mayor frecuencia, y constituye una gran
preocupacion sobre todo cuando los factores de supervivencia bacteriana conllevan
al incremento de resistencias mas extremas como las XDR y PDR, en las cuales la

carencia de alternativas terapéuticas es preocupante (37, 74, 75).

De los 130 aislados que se estudiaron 89 (68%) se caracterizaron como MDR
(resistentes a tres 0 méas familia de antimicrobianos). De ellas, 51 fueron de origen
hospitalario y 38 procedieron de muestras comunitarias para un 39% y 29%,

respectivamente.

En los aislados hospitalarios MDR, E. coli fue el microorganismo mas frecuente
(63%). En total se encontraron 42 antibiotipos de multidrogorresistencia, de los
cuales 35 se presentaron de forma individual y siete se repitieron en mas de un
aislado. Estos ultimos se muestran en la tabla V.2 donde se puede apreciar que
predomind la resistencia a penicilinas con inhibidores de betalactamasas,

cefalosporinas, aztreonam y trimetropim/sulfametoxazol.

Tabla V.2. Antibiotipos mas frecuentes de resistencia en aislados hospitalarios

asociados a multidrogorresistencia. (n=51). Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018.

Patrén Total Antibiotipos de MDR en aislados hospitalarios
1 3 AMS TzZP CTX ATM FOS CIP MRP  CN SXT
2 3 AMS CTX ATM CIP CN AK  SXT
3 2 AMS TzZP CTX ATM FOS MRP SXT
4 2 AMS TZP CTX ATM FOS MRP  CN AK  SXT
5 2 AMS TZP CTX ATM CIP SXT
6 2 AMS TzZP CTX ATM CIP MRP  CN AK  SXT
7 2 AMS TzZP CTX ATM CIP CN SXT

Leyenda: AMS (Ampicilina/sulbactam), TZP (Piperacilina/tazobactam), CTX (Cefotaxima), ATM (Aztreonam),
CIP (Ciprofloxacina), CN (Gentamicina), SXT (Trimetropim/sulfametoxazol)
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El porcentaje de aislados MDR de origen hospitalario que se encontré en esta
investigacibn es consistente con lo que reportan investigaciones previas del
LNR-IAAS/IPK en Cuba (49,5%), donde predominé la combinacién de resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion, aminoglucésidos, quinolonas y trimetoprin/
sulfametoxazol (76). Por otra parte, estos resultados son similares a los que
reportan Castro y colaboradores en Colombia (57,8%) quienes informan como perfil
mas frecuente la combinacion de resistencia a ampicilina/sulbactam, norfloxacina,

gentamicina y amikacina (74).

Un porcentaje mas elevado de aislados MDR (85,7%) se observa en el estudio de
Leski y colaboradores en Sierra Leona donde el perfil que predominé fue la
combinacion de resistencia a ampicilina/sulbactam, gentamicina, cloranfenicol y
ciprofloxacina (77). Esto evidencia como varian los porcentajes de resistencia entre

las distintas areas geograficas a nivel mundial.

La resistencia a diversos antimicrobianos se puede deber a varios mecanismos
generados por la presion selectiva que ejercen estos frente a las bacterias. Uno de
los mecanismos asociados a la resistencia en enterobacterias con mayor difusion

en la literatura es el enzimatico, sobre todo en cuanto a la produccion de BLEE.

Las BLEE confieren resistencia a las cefalosporinas de segunda y tercera
generacion y al aztreonam. Ademds, se consideran como buen marcador de
fenotipos de multirresistencia ya que las mismas se transmiten mediante plasmidos
gue pueden transportar genes que codifican para la resistencia a otros antibiéticos

como aminoglucésidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas (36, 78).

Rahal y colaboradores sugieren que para la disminucion de BLEE y con ello de
MDR, la restriccion del uso de cefalosporinas de tercera generacion, constituye una

estrategia exitosa (79).

En Cuba, varios autores describen la prevalencia alta de BLEE en la familia
Enterobacteriaceae (76, 80, 81). Por tanto, este pudiera ser el mecanismo
responsable de la multirresistencia en los aislados objetos de estudio, teniendo en
cuenta que, los siete patrones de MDR mas frecuentes presentaron resistencia a

las cefalosporinas de tercera generacion y al aztreonam.
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El fendmeno de la multidrogorresistencia no solo se restringe al ambito hospitalario,
sino que su emergencia se ha expandido a la comunidad. En esta investigacion se
encontro un total de 18 patrones de MDR en aislados comunitarios, de los cuales
siete incluyeron mas de un aislado y 11 contienen aislados individuales donde E.
coli fue la enterobacteria méas prevalente 92% (36/39).

En la tabla V.3, se visualizan los patrones més frecuentes donde se aprecia que
predomind la combinacion de resistencia frente a ampicilina, ampicilina/sulbactam,

cefazolina, quinolonas y trimetropim/sulfametoxazol.

Tabla V.3. Antibiotipos mas frecuentes de resistencia en aislados comunitarios

asociados a multidrogorresistencia. (n=38). Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018

Patrén Total Antibiotipos de MDR en aislados comunitarios

1 13 AMP AMS CFz NA CIP CN SXT
2 3 AMP AMS CFz NA CIP CN

3 3 AMP AMS CFz NA CIP

4 2 AMP AMS NA CIP CN SXT
5 2 AMP AMS CFz NA CIP SXT
6 2 AMP CFz NA CIP SXT
7 2 AMP NA SXT

Leyenda: AMP (Ampicilina), AMS (Ampicilina/sulbactam), CFZ (Cefazolina), FOS (Fosfomicina), NA (Acido
Nalidixico), CIP (Ciprofloxacina), COL (Colistina), CN (Gentamicina), SXT (Trimetropim/sulfametoxazol) y
NIT(Nitrofurantoina).

En la presente investigacion los patrones de MDR que presentaron los aislados
comunitarios no difieren a los que se encontraron en los de origen hospitalario.
Desde 2007, Lopez y Pascual plantean la corresistencia en cepas productoras de
infecciones de origen comunitario y las de origen hospitalario, donde,
fundamentalmente, la resistencia se produce frente a quinolonas, cotrimoxazol y

aminoglucosidos (37).
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Por otra parte, Castro y colaboradores en Colombia, en un estudio de uropatégenos
gram negativos, E. coli fue el microorganismo mas frecuente, con predominio de la
combinacion de resistencia a ampicilina/sulbactam, norfloxacino, gentamicina y
Trimetropim/sulfametoxazol, tanto en aislados hospitalarios como de la comunidad
(74).

La emergencia de infecciones producidas por enterobacterias multirresistentes en
la comunidad supone un desafio, al quedar invalidados casi todos los antibioticos
efectivos en su manejo, lo que complica la evolucion favorable del paciente y la
necesidad de atencion a nivel hospitalario. Por tanto, el conocer su comportamiento
epidemiologico conlleva a evitar su transmisibilidad y favorece el rescate de
antibiéticos existentes, teniendo en cuenta que la produccion de antimicrobianos

nuevos y eficaces esta muy deprimida.

En la tabla V.4 se observan los patrones de XDR (ver definicién en pagina 24) de
los aislados hospitalarios. Estos representaron 29% (26/91) de los mismos. No se
encontraron patrones de resistencia extrema en los de origen comunitario. En total
se presentaron cinco patrones y el microorganismo mas frecuente fue

K. pneumoniae con 92%.

Tabla V.4. Antbiotipos en aislados hospitalarios asociados a
extremodrogorresistencia. (n=26). Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018

Patrén Total Antibiotipos de XDR en aislados hospitalarios
1 8 AMS TzZP CTX ATM FOS CIP MRP CN AK SXT
2 7 AMS TzZP CTX ATM CIP  MRP CN AK  SXT TIG
3 5 AMS TzZP CTX ATM FOS CIP MRP CN AK  SXT TIG
4 5 AMS TZP CTX ATM CIP MRP COL CN AK  SXT TIG
5 1 AMS TZP CTX ATM CIP MRP COL CN AK  SXT

Leyenda: AMS (Ampicilina Sulbactam), TZP (Piperacilina Tazobactam), CTX (Cefotaxima), ATM (Aztreonam),
FOS (Fosfomicina), CIP (Ciprofloxacina), MRP (Meropenem), COL (Colistina), CN (Gentamicina), AK

(Amikacina), SXT (Trimetropim sulfametoxazol), TIG (Tigeciclina).
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En Cuba, Zayas en 2012, en un estudio que incluyé aislados del género Klebsiella
de 19 hospitales distribuidos en cinco provincias del pais, no reporta aislados XDR
(76). Sin embargo, el hallazgo de 26 aislados con resistencia extrema en la presente
investigacion seis aflos mas tarde pone en evidencia el incremento de la resistencia
a carbapenémicos en enterobacterias causantes de infecciones en paciente
hospitalizados. Este aumento, segun reportes del LNR-IAAS/IPK, obedece a la
produccion de carbapenemasas de tipo NDM, las que presentan una rapida

diseminacién epidemioldgica en diferentes hospitales del pais (82).

A pesar de que tigeciclina no se encuentra dentro del cuadro basico nacional de
medicamentos, en los aislados XDR se encontré 65% de resistencia a la misma. En
Cuba, Quifiones y colaboradores (2014), no reportan resistencia a la tigeciclina en
aislados de Klebsiella spp.; sin embargo, resaltan que 4% mostré sensibilidad

intermedia a este antimicrobiano (83, 84).

Los mecanismos implicados en la resistencia a la tigeciclina no esta bien definidos
en la literatura, aunque se describe la asociacion del incremento de las bombas de
eflujo (AcrAB) que involucran la salida de una variedad de antibidticos
(betalactdmicos, cloranfenicol, eritromicina, fluoroquinolonas, &acido fusidico y
tetraciclinas) con la resistencia cruzada a este antimicrobiano (85, 86). Por tanto,
esta hipétesis pudiera guardar relacién con la resistencia que se encontré a la

tigeciclina en este estudio.

No obstante, el hallazgo de aislados resistentes constituye una alerta para el uso
adecuado de la misma de producirse su introduccion en el cuadro basico de
medicamentos del pais, ya que como se conoce, la resistencia a tigeciclina se
asocia con el uso frecuente en sitios anatomicos donde su penetracién es mala, por
tanto al no alcanzar la concentracion terapéutica adecuada para ejercer el efecto

optimo, podria conducir al desarrollo de mutantes de resistencia (87).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, entre los aislados XDR se
presentd mayor sensibilidad (77%) frente a la colistina, lo cual es un efecto alentador
ya que se mantiene la utilidad de la misma para el manejo de infecciones por

bacterias que exhiben resistencia a multiples antimicrobianos.
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A pesar de esto, como se muestra en la tabla V.5 entre los aislados de origen

hospitalarios, seis fueron PDR para un 7% (6/91) (ver definicion en pagina 24) los

gue se correspondieron Unicamente con K. pneumoniae.

Tabla V.5. Antibiotipos en aislados hospitalarios asociados a pandrogorresistencia.
(n=6). Instituto Pedro Kouri, 2015 — 2018.

Patron Total Antibiotipos de PDR en aislados hospitalarios

1 6 AMS TZP CTX ATM FOS CIP MRP COL CN AK SXT TIG

Leyenda: AMS (Ampicilina/sulbactam),TZP (Piperacilina/tazobactam), CTX (Cefotaxima), ATM (Aztreonam),
FOS (Fosfomicina), CIP (Ciprofloxacina), MRP (Meropenem), COL (Colistina), CN (Gentamicina), AK
(Amikacina), SXT (Trimetropim/sulfametoxazol), TIG (Tigeciclina).

La resistencia elevada antimicrobiana se puede deber a: mecanismos evolutivos,
transferencia horizontal de genes y con ello el incremento de su diseminacion,
debilitamiento de programas de control de infecciones, uso y abuso de
antimicrobianos, lo cual consecuentemente crea mecanismos de resistencias

bacterianos cada vez mas solidos, visualizando una era post-antibi6tica (88, 89).

La preocupacion global con la emergencia de resistencia a la colistina por el gen
mcr-1 radica en la estabilidad que presenta el plasmido que lo porta y la capacidad
del mismo para transferirse de cepas de origen tanto ambiental como animal a
cepas patdgenas para el hombre (18, 20). Esto constituye un factor predisponente
para que se produzca la transferencia epidémica ambiental. Por tal motivo, la
implementacion de la vigilancia de la resistencia transferible a la colistina mediante
el gen mcr-1 en Cuba constituye una de las principales proyecciones del LNR-IAAS
del IPK.

Por lo mencionado, se puede evidenciar que la resistencia bacteriana se ha
convertido actualmente en un serio problema de salud mundial y requiere del
maximo esfuerzo de todas las instituciones gubernamentales que garanticen su

control.

Es importante destacar que, en el pais, la colistina es la Unica alternativa terapéutica

disponible para el tratamiento de las enterobacterias multirresistentes, ya que en
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Cuba no existen otros antimicrobianos de nueva generacién como la tigeciclina, lo

gue trae consigo el fracaso de la terapia antimicrobiana, el aumento de la morbi-
mortalidad y de los costos de la atencién médica en hospitales cubanos.

Por tal razon, estrategias inmediatas para fortalecer la lucha contra la RAM
(Resistencia Antimicrobiana) se enfocan en programas de vigilancia y uso racional
de medicamentos que pueden tener impacto en la disminucion significativa de
gérmenes multirresistentes, por lo que se requiere el perfeccionamiento de
protocolos encaminados a fortalecer las estrategias de control de infecciones y el
manejo racional de antibioticos en cada hospital, donde la vigilancia del uso y de la
resistencia debe ser una prioridad, ademas del uso adecuado de antibi6ticos en

animales.
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VI. CONCLUSIONES

— Se detecto resistencia a la colistina en diferentes especies de enterobacterias
gue causaron infeccion severa, en unidades de cuidados intensivos de
diferentes hospitales del pais, lo que constituye una alarma por la no
disponibilidad de antimicrobianos de nueva generacion para el manejo

terapéutico, lo que a su vez incrementa el riesgo de muerte.

— El método de difusion en gradiente E-test no debe continuar su uso rutinario
en la red de laboratorios del pais, y se requiere la necesidad de implementar
los métodos de elucidn de discos y/o de predifusion con tabletas de colistina,
gue constituyen herramientas Utiles para evaluar la susceptibilidad a este

antibiotico.

— La presencia de aislados clinicos de enterobacterias con
extremodrogorresistencia y pandrogorresistencia no reportados con
anterioridad por el LNR-IAAS/IPK suponen una amenaza grave para el

manejo terapéutico de las infecciones por enterobacterias.
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VIl. RECOMENDACIONES

— Informar a las autoridades de salud publica de Cuba sobre la circulacion de
aislados resistentes a colistina, la elevada resistencia antimicrobiana tanto a
nivel hospitalario como comunitario y el incremento concomitante de aislados
XDR y PDR, con vista a lograr el monitoreo continuo de la susceptibilidad

antimicrobiana en el pais.

— Implementar los métodos de elucion de discos de colistina y/o predifusion
con tabletas de colistina como herramientas confiables para la correcta
evaluacion de la susceptibilidad a este antimicrobiano en los laboratorios de
microbiologia de la red del pais y proponer el desuso de las tiras de gradiente

de concentracion (E-test) debido a su baja robustez.

— Realizar estudios de caracterizacion molecular para determinar la posible
circulacién del gen mcr-1 relacionado con la resistencia transferible a la

colistina, por su trascendencia clinica, epidemioldgica y terapéutica.
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IX. Anexos

IX. ANEXOS
Anexo 1. Modelo de recoleccion para la vigilancia nacional de pacientes infectados

con bacilos Gram negativos portadores de fenotipos emergentes de resistencia.

Anexo |. Modelo de recoleccion de datos para pacientes infectados con bacilos Gram
negativos portadores de fenotipos emergentes de resistencia

Nombre del Hospital

Numero de entrada de la muestra Fecha:

1- Nombre del paciente:
2- No. HC:

3- Edad: __ afos ... meses.
4- Sala de hospitalizacion :
A-Provincia Municipio
6-Tipo de muestra:

Hemocultive
Esputo 0 aspirado bronquial
Lavado bronquioalveolar
Ofro tipo de muestrarespiratoia
Heridalabsceso (especificarlocalizacion)
Orina
Catéter
LCR
Otras, ESPECIFICAR
1. Fallecido

No__ &

8. Resultados microbiologicos:
|dentificacion de especie:
Susceptibilidad antimicrobiana
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Anexo 2. Aval de comision Cientifica Especializada de Microbiologia emitida a favor

del estudio “Susceptibilidad a la colistina en bacilos Gram negativos aislados en
hospitales cubanos. IPK, 2012 — 2018".

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 oOrgano asesor cientifico-técnico del Centro de Investigacion, Diagnéstico y
£ Referencia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), ha aprobado el Protocolo de
V ~ Tesis para optar por el titulo de Master en Bacteriologia-Micologia titulado: Susceptibilidad a

a colistina en bacilos Gram negativos aislados en hospitales cubanos. IPK, 2012-2018, de la
O.F. Karla Estefania Pacheco Cdrdenas y que tiene como tutoras a la Dra. Dianelys Quifiones

DrC. y la Dra. Yenisel Carmona Cartaya, MSc.

Jecuclén de esta investigacion permitira introducir en el Laboratorio Nacional de Referencia
Infecciones Asociadas a la Asistencia Sanitaria nuevos métodos, aceptados
onalmente, para la evaluacion de la susceptibilidad a la colistina. De esta manera, se
resultados avalados cientificamente para mantener la vigilancia activa de la

este antimicrobiano y recomendar el mas adecuado para su futura introduccion en la

esta forma parte del proyecto asociado a programa Fortalecimiento de la
de la resistencia antimicrobiana en patogenos gramnegativos causantes

as a la asistencia sanitaria, codigo 283, LNR-IAAS, IPK.
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Anexo 3. Aval del Comité de Etica Institucional del IPK emitido a favor del estudio

“Susceptibilidad a la colistina en bacilos Gram negativos aislados en hospitales
cubanos. IPK, 2012 — 2018".

} ,/ COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION 1
\ A INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURI"
 Instituto

| Pedro Kouri y
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 57-18

“Susceptibilidad a la colistina en bacilos Gram negativos aislados en
hospitales cubanos. IPK, 2012-2018”

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Q.F. Karla Estefania Pacheco Cardenas

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

DICTAMEN

cumento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracién de
i asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los codigos nacionales
y regulaciones legales vigentes en Cuba.

olo aparecen reflejados de forma clara los aspectos éticos que se ajustan al
vestigacion propuesta.

SIN MODIFICACIONES, el protocolo presentado. La presente
nstituye una tarea del proyecto de investigacion CEI-IPK 39-17,
nente por el CEI-IPK (Investigador Principal: Dra. Dianelys Quifiones)

29 dias del mes de mayo de 2018

DrC. Maria i¥dd Montalvo Villalva
iefmbro

DrC. Ana Margarita %ontalvo Alvarez

Miembro

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL |
PEDRO KOURI

s
COMITE DE Enc%oe I@
LAINVESTIGACION BT
CEl - IPK e Kour
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i / i COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
} STITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI™

ANEXO 2
DECLARACION DE AUSENCIA DE CONFLICTO DE INTERESES

Los abajo firmantes, miembros del CEI-IPK, que hemos revisado el protocolo de
Investigacion y demas documentos relacionados con el Proyecto: “Susceptibilidad a la
colistina en bacilos Gram negativos aislados en hospitales cubanos. IPK,
2012-2018” (CEI-IPK 59-18), DECLARAMOS:

No tener conflicto de intereses que impidan o comprometan la revision objetiva de los

mismos.
DrCs. Eric Marti €s DrC. Maria Carid ntalvo Villalva
Presidente Miem

DrC. Ana Margarita Mbntal\'o Alvarez
Miembro

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL |
PEDRO KOURI
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LA INVESTIGACION h
CEl - IPK Petrs Koun
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