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ABREVIATURAS

BLEA: Betalactamasa de espectro ampliado

BLEE: Betalactamasa de espectro extendido

CDC: Centro de control de enfermedades

CLSI: Instituto de estandares clinicos y de laboratorio
CIM: Concentracion inhibitoria minima

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EPC: Enterobacteria productora de carbapenemasa
ERCs: Enterobacteria resistente a carbapenémicos
KPC: Klebsiella productora de carbapenemasas

LNR-IAAS: Laboratorio nacional de referencia de infecciones asociadas a la

asistencia sanitaria

LPS: Lipopolisacaridos

MBL: Metalobetalactamasa

MDR: Multidrogorresistente

Minsap: Ministerio de salud publica

NDM: Nueva Delhi metalobetalactamasa
OMS: Organizacion mundial de la salud
OPS: Organizacion panamericana de la salud
PBP: Proteinas de union a la penicilina

PDR: Pandrogorresistente

RAM: Resistencia antimicrobiana

ReLAVRA: Red latinoamericana de vigilancia de la resistencia a los antibioticos

XDR: Extremodrogorresistente



RESUMEN

El diagnostico carbapenemasas, representa un desafio por la morbimortalidad
asociada y son causa de brotes nosocomiales donde el diagnéstico certero es vital
para su contencion. Se realizé un estudio observacional descriptivo ambispectivo en
el Laboratorio Nacional de Referencia de Infecciones Asociadas a la Asistencia
Sanitaria, que incluyo 100 aislados de enterobacterias resistentes a carbapenémicos
provenientes de 11 hospitales de ocho provincias del pais. Se identificaron en

especies por pruebas bioquimica y el método semiautomatizado API 20E.

Se determinaron los tipos de carbapenemasas por PCR en tiempo real con los
estuches comerciales MDR KPC/OXA Real TM y MDR MBL (VIM, IMP, NDM) Real
TM. Se evalu6 el desempefio de los métodos fenotipicos de discos combinados
ROSCO vy el inmunocromatografico Resist 3 O.K.N. Por ultimo se realizaron las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos para la clasificacion en
multidrogorresistentes, extremodrogorresistentes y pandrogorresistentes. De esta
forma se obtuvo que 71/100 cepas presentaron un tipo de carbapenemasas. De ellas
79% fueron NDM exclusivamente y en el 21% restante se presentaron combinaciones
de las enzimas tipo NDM, VIM y/o KPC. Klebsiella pneumoniae fue la especie mas
representativa (68%) y las Unidad de Cuidados Intensivos aportaron el mayor numero
de casos (44%). Tanto el método de discos combinados ROSCO como el
Inmunocromatogréafico presentaron niveles de concordancia adecuados con la PCR.
Se detectd 28% de cepas multidrogorresistentes, 62% extremodrogorresistentes y
10% pandrogorresistentes. En este estudio se evidencio la circulacion de diferentes
tipos de carbapenemasas en Cuba, con la emergencia de la tipo VIM; asi como de
enterobacterias extremodrogo y pandrogorresistentes, lo cual constituye una alarma
en el pais.



[NDICE

indice
I, INTRODUGCCION.......oouiitiiieeeeee ettt ettt ettt e e et e e te e e etesteereeneesaesreareaneens 1
[, OBJETIVOS....ceeieeei ettt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e s bttt e e e e e e e e annssbaneeaaeeeeeannnseeees 5
Il MARCO TEORICO .......cuiiieiecie ettt ettt ettt e saeareeraenes 6
Familia ENtErODACIEIACEAE ... ... e e e e e e e 6
(CT=T Lo o T s o 1T o o N 8
GENEIO KIBDSIEIIAL. ... ettt nsnnnes 8
(CT=T LT o I ] (=] o] o= od 1= 8
(CT=T Lo o TR T= T4 - - L 9
RESISIENCIA DACTEIIANEA ... ..ttt bsennnes 9
Principales mecanismos de resistencia a los antibioticos en enterobacterias .............. 10
Resistencia a betalaCtamiCoS...........ooiiiiiiiiiiii e 10
BetalaCtamaSsaAs .. ...ccviiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt 10
Clasificacion de 1as BetalaCtamasas ..........uuuuuuuuuuuuuiriiiiiiiiiiiiiiiiieenneeeenerneeeens 10
ANtibIOtICOS CarDAPENEMICOS ... ... 11
EStructura QUIMICA .....cvvviieiiiiiiiiiie ettt e e e et e e e e e eeaeeeeeaaeeaaaaaaaees 12
Y T=Tor= T Y g ToJNo 3= Tod o o o HOU PP 12
Espectro y actividad antimiCrobDianNa.............cuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 13
CarDAPENEIMASEAS ......coeiiiieiiiei e 14
D= 11 0]t [o ] o PP 14
Tipos y clasificacion de carbapenemasas ...........couuiiiiiiieeiiiiceiiee e 14
Métodos de diagnostico de carbapenemasas en laboratorios de microbiologia............ 15
Epidemiologia de las carbapenemMasas. .........cuuuiiiiiiiiiiiiiiieee et 17
Impacto clinico de la incidencia y aumento de las carbapenemasas................cccvueee... 20
Tratamiento en Enterobacterias productoras de Carbapenemasas..................ceeeeen. 21
V. MATERIALES Y METODOS ...ttt ettt e e ee e 23
IV.1. DISENO METODOLOGICO .......ocveiieectececeeeee et ennane e 23
IV.2. Definicién y clasificacion de las variables ..., 24
IV.3. CriteriosS de INCIUSION ........uuiiiiiiiiii e sasanssnsnnnsnnnnsnnnnes 26
IV.4. CriteriosS de @XCIUSION ........uuuiiiiiii e anssnnnnnnnsnnsnnnnes 26
IV.5. Técnicas y procedimientos de [aboratorio ..........c..coooiiiiiiiiiiii e, 26
IV.5.1. Conservacion de aislamientos ...............ccoovviiiiiiiiiiiiieeee e 26
IV.5.2. 1dentificacion de @SPECIES .........uuuiiiiiieee it a e e e 27
Método Semiautomatizado APl ..........ooeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27

IV.5.3. Confirmacion de la resistencia a carbapenémicos en aislados de enterobacterias,
(o] o] 1= (010 (== TS] (1 o [T TP SSRRPPPRTR 27

IV.5.4. Determinacion de los tipos de carbapenemasas en enterobacterias resistentes a
los carbapen@micoS (N=100) ......uuuiiiieeiiiiiiiii e e e a e e e e e s eeeaaeens 28



[NDICE

IV.5.5. Descripcion de la distribucién de los aislados productores de carbapenemasas
segun hospitales y servicios afectados (N=71) .....couvuiieiiieeiiiieiicee e 33

IV.5.6. Aplicacion del método de tabletas combinadas ROSCO para la deteccion
fenotipica de carbapenemasas, de cepas resistentes a carbapenémicos que forman
parte del eStUdio (NTL00) ...eeeveerieieiieiiiiiiiie ettt 33

IV.5.7. Aplicacion del método inmunocromatografico RESIST- 3.0.K.N para la deteccién
de carbapenemasas, de cepas resistentes a carbapenémicos que forman parte del
LTS (8 Lo Lo T (i 00 ) P USPPPPPRTRN 35

IV.5.8. Determinacion la susceptibilidad y antibiotipos de los aislados productores de
carbapenemasas de acuerdo a la clasificacion  multidrogorresistente,
extremodrogorresistente y pandrogorresistente de n=71 cepas productoras de

[or: 1= Lo L= 10 [T 0[] 1 F= ToY- 1 P USURPPPRPRN 36
IV.6. ANAIISIS @STAUISTICO. .. ..ttt snennnnenne 37
IV.7. ASPECLOS ELICOS. .....vevieveeietecteeteiee et ete et e te ettt e et eseeteete et et essesesaeeaeesenseseareeeens 39

V. RESULTADOS Y DISCUSION......ceiiieiieiieiteieeiecteete et eieeeeete st sae e svesreaeeeeeseeaneanens 40
VI, CONCLUSIONES.......oittiiiiiii ittt e e e e e e e a e e e e e e e sssbaneraaaeeeaeannnseenes 57
VII. RECOMENDACIONES ..ottt e e e e e e et r e e e e e e e e aannnees 58
VI BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt ettt ete et eeaesteaneeaes 59
X, ANEXOS .ottt e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e et — et aaeeeaaannnrarrtaaaeeeeaannrannes



L. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La era antibidtica comenzo a partir de 1928 con el descubrimiento de las propiedades
antimicrobianas in vitro de la penicilina por Alexander Fleming. En 1941 se extiende
su uso como antibiético de eleccion para la defensa contra infecciones por diferentes

tipos de microorganismos (1).

Entre los afios 50 y 60 se desarrollaron nuevos antibioticos de amplio espectro para
el tratamiento de bacterias gram negativas. Las cuales con el transcurso del tiempo
generaron diversos mecanismos de resistencia, principalmente a betalactamicos,

debido al uso inadecuado de los mismos (2).

Las enterobacterias en particular, desarrollaron enzimas betalactamasas de espectro
ampliado (BLEA) y betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Esto, representé
un problema para la correcta terapéutica de diferentes enfermedades debido a los
cambios en la susceptibilidad antimicrobiana (2).

Una consecuencia muy importante en la produccion de BLEE es la pérdida de eficacia
de las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, las cuales constituyen la primera
linea de tratamiento en infecciones graves. Ademas se compromete la eficacia clinica
de los carbapenémicos ya que conlleva a un incremento en su uso. Los mismos,
constituyen la Ultima alternativa terapéutica frente a bacilos gram negativos

multirresistentes (3).

Las carbapenemasas, un tipo especial de betalactamasas emergen a finales de los
90. Estas son enzimas capaces de hidrolizar, en dependencia de su tipo, a todos o
casi todos los betalactAmicos. Ademas, se asocian a multidrogorresistencia por lo que
representan un importante riesgo sanitario en todo el mundo. Esto resalta la
necesidad de conocer los perfiles de resistencia de las cepas productoras de
carbapenemasas ya que la mayoria se muestran con extremodrogorresistencia (XDR,
por sus siglas en inglés) o incluso pandrogorresistencia (PDR), es decir, resistencia a

todas las drogas efectivas contras las mismas (4).

La rapida expansion de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) o de
los genes que codifican estas enzimas, trajo como consecuencia brotes nosocomiales

y situaciones endémicas en varios paises de Europa y otros lugares del mundo.

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor 1
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En América Latina hubo una primera alerta epidemiolégica por la Organizacion
Mundial de la Salud/Organizacion Panamericana de la Salud (OMS/OPS), en Julio
del 2010. Posteriormente se suscitaron cuatro alertas nuevas por el incremento de
esta emergencia en la region (4-6).

Las infecciones por patdégenos productores de carbapenemasas se asocian con altas
tasas de morbilidad y mortalidad, asi como con el incremento de los costos sanitarios.
La internacion prolongada y el uso de dispositivos médicos como ventilacion
mecanica y catéteres en pacientes criticos constituyen los principales factores de

riesgos para las mismas (7).

Las carbapenemasas de mayor relevancia clinica son KPC (Klebsiella Productora de
Carbapenemasa) y NDM (New Delhi metalobetalactamasa). Las cuales se asocian
con una rapida diseminacién de clones hiperepidémicos de manera global. Esto
resalta la importancia de un diagndstico microbiolégico rapido para su contencion
inmediata (8, 9).

Cabe destacar que el Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC),
ubicé a las enterobacterias resistentes a carbapenémicos en el nivel 1 de amenaza,
para las que se requiere una accion urgente y agresiva para contenerlas. Entre las
principales enterobacterias productoras se citan: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae
y Morganella morganii (9, 10). Por otro lado la OMS ubicd, recientemente, a las EPC
entre las primeras en su lista publicada de «patdgenos prioritarios» por su resistencia
a los antibidticos sobre la cual hay que incentivar la vigilancia epidemiolégica e
investigacion cientifica por las escasas o0 nulas opciones terapéuticas para tratar las

infecciones producidas por estos (11, 12).

El diagnoéstico microbiolégico de las carbapenemasas es un desafio en la actualidad
ya que pueden solo conferir susceptibilidad disminuida a los carbapenémicos. Los
métodos automatizados tienen baja sensibilidad y especificidad y puede que no se
detecten si el in6culo es bajo. Como consecuencia se afectaria la verdadera
incidencia estimacion de patégenos productores, asi como del control de epidemias
por lo que los métodos moleculares, como la PCR, son imprescindibles para su

confirmacion y notificacion oficial (13).

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor
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Los expertos internacionales y las autoridades sanitarias consideran que una accion
sanitaria de maxima prioridad es el desarrollo de métodos rapidos para el diagnostico
oportuno y deteccion de los patrones de resistencia antimicrobiana (RAM). Ademas,
existen otros tipos de carbapenemasas como las de tipo D (OXA-48) que son mas
dificiles de detectar en los laboratorios. Por tanto, la identificacion certera de estas
enzimas es de vital importancia para mejorar, tanto la terapia que se ofrece a los
pacientes, como el control de la expansion de la resistencia a los antibiéticos en los

hospitales (9).

Existen pruebas fenotipicas mediante el uso de tabletas combinadas con inhibidores
especificos de carbapenemasas que permiten la deteccion de algunos tipos de ellas,
incluyendo las de clase A (KPC), las de clase B metalobetalactamasas (MBL) y las de
clase D (OXA 48). Sin embargo, no distinguen entre los tipos de
metalobetalactamasas y requieren de un periodo de incubacién de 24 horas. Por otro
lado, los ensayos con métodos fenotipicos en algunos casos, no son suficientemente
sensibles para detectar las carbapenemasas con expresion de bajo nivel. Los
métodos moleculares, son caros Yy exigen determinadas condiciones de
infraestructura y personal capacitado, lo cual limita las posibilidades de un uso mas

generalizado, principalmente en la red de laboratorios del pais (8).

Los métodos inmunocromatograficos, también son de gran utilidad en la actualidad
para la deteccién oportuna de carbapenemasas. Estos estan basados en una
tecnologia de membranas nitrocelulosa con nanoparticulas coloidales de oro, las
cuales se sensibilizan mediante un anticuerpo monoclonal dirigido contra un epitope

especifico de algunos tipos de carbapenemasas como la OXA-48, KPC y NDM.

La emergencia de carbapenemasas en Cuba desde 2010 segun el reporte del
Laboratorio Nacional de Referencia de Infecciones Asociadas a la Atencion Sanitaria
(LNR-IAAS) del Instituto “Pedro Kouri” (IPK); impone la necesidad de conocer los tipos
qgue circulan en el pais. Ademas, es imprescindible que la red de laboratorios de
microbiologia disponga de métodos alternativos y de facil ejecucién que permitan su

diagndstico certero (14).

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor
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El método fenotipico de tabletas combinadas KPC-MBL Confirm ID Pack (ROSCO,
Dinamarca) y la tira inmunocromatografica estuche comercial RESIST- 3.0.K.N
(CORIS, BioConcept, Bélgica), son métodos que brindan un diagndstico rapido, para
los que se describe elevada especificidad y sensibilidad. Por tanto, se propone la
presente investigacion con el fin de evaluar el desempefio de los mismos en el
diagndstico de carbapenemasas en aislados cubanos de enterobacterias en nuestras

condiciones.

Hipdtesis de trabajo: En Cuba, diferentes tipos de carbapenemasas constituyen un
mecanismo prevalente de resistencia en Enterobacterias las que varian segun
especie y servicios hospitalarios donde los diagnosticadores Coris RESIST 3.0.K.N,
y el método de tabletas combinadas ROSCO permiten la deteccion de
carbapenemasas de tipo MBL producidas por enterobacterias con un desempefio

igual a la PCR en tiempo real. Ademas, propician antibiotipos multidrogorresistentes.

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor
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I. OBJETIVOS
1. Determinar los tipos de carbapenemasas en enterobacterias resistentes a los
carbapenémicos causantes de infecciones en hospitales cubanos mediante el
meétodo de referencia internacional y su distribucion segun especies, hospitales

y servicios afectados.

2. Evaluar el desempefio del método inmunocromatogréafico RESIST 3 0.K.N y el
método fenotipico de tabletas combinadas ROSCO para la determinacion de

carbapenemasas tipo metalobetalactamasas.

3. Determinar los antibiotipos de los aislados productores de carbapenemasas de
acuerdo a la clasificacion multidrogorresistente, extremodrogorresistente y
pandrogorresistente.

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor 5
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Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae se encuentra conformada por un grupo grande y
heterogéneo de bacterias gram negativas, que comprende mas de 50 géneros y
cientos de especies, pudiéndose diferenciar entre patdgenos prioritarios y
colonizadores habituales del tracto gastrointestinal. Las especies pertenecientes a
esta familia son bacilos o cocobacilos cuyo tamafo oscila entre 0.3 um por 0.6 — 6
pm. No forman esporas, pueden ser moviles debido a que poseen flagelos peritricos

o inmoviles (15).

Desde el punto de vista bioquimico se caracterizan por ser catalasa positiva, oxidasa
negativa, reducen los nitratos a nitritos y son capaces de degradar la glucosa y una
gran variedad de hidratos de carbono que sirven para su identificacién bioquimica a

nivel de especies (2).

Las enterobacterias poseen factores de virulencia importantes como la presencia de
fimbrias, capsulay el lipopolisacéarido (LPS) de la pared celular, la mayor parte de las
mismas son capaces de producir fimbrias o pili que son responsables de la unién a
otras bacterias y a células del huésped. Hay especies que producen capsula de
naturaleza polisacarida la cual puede estar rigida o laxa (glucocalix), que evita la

activacion del sistema de complemento y la fagocitosis (15).

Como se puede apreciar en la figura Ill.1 la pared celular de las enterobacterias, al
igual que en otras bacterias gram negativas, tiene una estructura multilaminar: La
membrana interna o citoplasma consiste en una doble capa de fosfolipidos y proteinas
gue regulan el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La pared celular
esta constituida por el periplasma que contiene una delgada capa de peptidoglucano
dentro del espacio periplasmico con una elevada concentracion de proteinas y la
membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen
LPS, lipoproteinas fijadas al péptidoglucano, proteinas multimétricas que forman
porinas que facilitan el paso de diversas sustancias (incluidos antibioticos

betalactamicos) y otras proteinas de membrana externa (16).

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor 6
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Figura Ill.1. Estructura de la membrana y pared celular de enterobacterias. Ruiz G,

2016 (15).

El LPS esta formado por un oligosacarido con capacidad antigénica conocido como
antigeno O y una parte lipidica que constituye un factor de virulencia importante

denominado lipido A, o endotoxina (17).

Entre las enterobacterias es frecuente la presencia de elementos genéticos méviles:
plasmidos, transposones y profagos que codifican nuevos antigenos, factores de
virulencia, rutas metabdlicas alternativas y resistencia a antibiéticos. A pesar de que
la transferencia de genes cromosOmicos (recombinacion) es poco habitual entre
enterobacterias, la transferencia de elementos genéticos moviles es un fenémeno
altamente frecuente tanto entre bacterias de la misma especie como entre géneros

diferentes (18).

El género Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Serratia incluyen las

enterobacterias mas relevantes segun su importancia clinica.

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor
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Género Escherichia

Caracteristicas bioquimicas: oxidasa negativo, fermentan glucosa y lactosa, producen
gas, no producen acido sulfhidrico, motiles, indol positivo (excepto E. vulgaris), rojo
metilo positivo, vogues proskauer negativo, citrato de simmons negativo, ureasa

negativa, lisina y ornitina descarboxilasa positivo (19).

Escherichia coli es la especie mas comunmente aislada a nivel clinico responsable
de un gran nimero de enfermedades infecciosas desde enteritis 0 gastroenteritis
hasta la colonizacién de una variedad de tejidos y 6rganos, siendo una de las
especies gram negativas causantes de sepsis bacteriana debido a la produccién de
endotoxinas. Cabe destacar que E. coli extraintestinal es el agente etioldgico
causante de la mayor numero de ITU (Infeccion del tracto urinario) a nivel mundial,

destaca aqui su importancia y caracterizacion de la misma (19).

Género Klebsiella

Caracteristicas bioquimicas: oxidada negativo, fermenta glucosa y lactosa, no
produce acido sulfhidrico motilidad negativo, la mayoria son indol negativo (excepto
K.oxytoca). K. pneumoniae es la especie mas representativa de este género,
responsable de causar neumonia fatal en la mayoria de los casos debido a diversos
mecanismos de resistencia que ha adquirido con el pasar del tiempo. En esta especie
fue donde se aisl6 por vez primera una de las carbapenemasas de mayor relevancia
en la clinica, la tipo KPC-1 (20).

Entre otros tipos de infecciones causadas por K. pneumoniae podemos citar
infecciones complicadas del tracto urinario (ITUc), bacteriemia o sepsis, meningitis
bacteriana, e infecciones relacionadas con la utilizacion de material quirargico, debido

a que se encuentra muy bien adaptada al ambiente nosocomial (21).

Género Enterobacter

Caracteristicas bioquimicas: oxidasa negativo, catalasa positivo, fermentan la glucosa
y lactosa, no produce &cido sulfhidrico, motilidad positiva y debido a su gran
produccion de gas antiguamente era denominado como Aerobacter, y no fue hasta
1962, que cambio su denominacion a Enterobacter por Edwards y Ewing, esquema

propuesto en conformidad con la taxonomia del Bergey's Manual (22).
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E. cloacae es la especie mas representativa en cuanto a los hallazgos en muestras
clinicas, se encuentran distribuidos en aguas, suelos, vegetales y forman parte de la
flora gastrointestinal. Se asocian con una variedad de infecciones oportunistas que
afectan vias urinarias, respiratorias, heridas cutdneas en ocasiones pueden causar

septicemia y meningitis (22).

Cabe destacar que el antiguamente denominado Enterobacter sakazakii, ahora
Cronobacter sakazakii, tiene trascendental importancia en casos de meningitis y
sepsis neonatal, y una de las caracteristicas que se emplea para su identificacién es

la produccion de pigmento amarillo a 25°C (19).
Género Serratia

Caracteristicas bioquimicas: oxidasa positiva, fermentan la glucosa, la mayoria no
fermentan la lactosa, no produce &cido sulfhidrico, motilidad positiva en muchas de
sus especies. Una de sus principales caracteristicas es la produccion de tres enzimas
hidroliticas lipasa, gelatinasa y ADNsa. Serratia marcescens es la especie mas
importante del género Serratia, a menudo se asocia a una variedad de infecciones
humanas particularmente neumonia y septicemia en pacientes con neoplasias que

reciben agentes quimioterapéuticos (23).
Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es una evidencia sobre la teoria de la evolucion natural de
las especies planteada por Darwin. Las bacterias desarrollaron diversos mecanismos
para hidrolizar y expulsar antibacterianos, asi como modificar su metabolismo al ser
expuestas a diversos antimicrobianos para su supervivencia y multiplicacion. Este

fendmeno se conoce como seleccion natural (24).

La resistencia microbiana es la pérdida de la sensibilidad de un microorganismo a un
antimicrobiano al que inicialmente era susceptible. La misma puede ser: cromosomica
(transferencia vertical de genes), que se origina por una mutacién en el material
genético del microorganismo y se transmite a los descendientes o plasmidica
(transferencia horizontal de genes) la cual representa el mayor riesgo por la rapida
diseminacién de genes de resistencia entre distintas especies o incluso entre

diferentes géneros bacterianos (4).
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Entre los elementos mas importantes que se relacionan con la aparicion de la
resistencia antimicrobiana estan: uso indiscriminado de antimicrobianos dado por
profilaxis antibidtica inapropiada, terapia antimicrobiana con duracion o dosis
inadecuada, tratamiento antibidtico en enfermedades no bacterianas, falta de
conocimiento en cuanto a los perfiles de sensibilidad de los antimicrobianos a nivel

regional y automedicacion por parte del paciente (18, 25).
Principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos en enterobacterias
Resistencia a betalactamicos

En este grupo se incluyen varios subgrupos de antibioticos entre los que se encuentra
las penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y monobactamicos que inhiben la
sintesis de la pared celular bacteriana. La resistencia a betalactdmicos esta mediada
por diversos mecanismos (produccion de enzimas, alteraciones en la permeabilidad
de la membrana, alteracion de las proteinas fijadoras a penicilina (PBP, por sus siglas
en inglés) y expresion de bombas de expulsion activa) el mas relevante es el

enziméatico, fundamentalmente por produccion de betalactamasas (26).
Betalactamasas

Son un grupo heterogéneo de enzimas de resistencia, estructuralmente son proteinas
compuestas por hojas B plegadas y a hélices que hidrolizan el anillo betalactamico e

inhiben la accién del antibidtico (27).
Clasificaciéon de las Betalactamasas

La clasificacion de las betalactamasas se realiz6 acorde a: estructura, funcion,
sustrato al que se unen, sustancias que las inhiben, parametros cinéticos y expresion

si estén codificadas de manera plasmidica o en el cromosoma (27).

Se mantiene vigente la clasificacion segun la estructura molecular y la secuencia de
aminoacidos de las enzimas de Ambler en 1980 y la clasificacion funcional propuesta

por Bush-Jacoby-Medeiros en 1995 y actualizada en 2009 (16).
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Clasificacion molecular de Ambler: Agrupa las betalactamasas en cuatro clases o
grupos (A, B, C, D)

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

cefalosporinas y carbapenémicos.

2. Metalo-B-lactamasas: ezimas pertenecientes al grupo B que tienen como co-
factor un ién de Zinc, el cual es indispensable para ejercer su accion; acttian
sobre las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos pero no sobre los

monobactamicos (28).

Clasificasion de Bush-Jacoby-Medeiros: Esta clasificacion se basa en la similitud
funcional de las enzimas en cuatro grupos y el grupo dos esta subdividido en 12
subgrupos.

1. Grupo 1: Incluye enzimas de clase C de Ambler que hidrolizan cefalosporinas

y no son inhibidas por el acido clavulanico o tazobactam.

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 clase B de Ambler, que son
metalobetalactamasas que requieren de la unién de Zn a su centro activo y
gue se inhiben por agentes quelantes como el &cido etilendiaminotetraacético
EDTA, pero no se inhiben por el acido clavulanico o tazobactam.

4. Grupo 4: Incluido en la clasificacion inicial, pero no aparece en la actualizacion
del afio 2009. La mayoria de enzimas incluidas inicialmente en este grupo no
estan completamente caracterizadas y estan clasificadas en grupos anteriores
(18).

Antibiéticos carbapenémicos

El desarrollo de los carbapenémicos comenzé con el descubrimiento en 1976 por
Alberts Shonberg y colaboradores de la tienamicina, estructura quimica inestable a
partir de Streptomyces catleya, con un espectro de actividad mas amplio que otros
betalactamicos. El primero de su tipo fue el imipenem o N-formimidoil tienamicina

derivado sintético estable (29).
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Estructura Quimica

Los carbapenémicos son un azobiciclo formado por la condensaciéon de un anillo
betalactamico y otro pirrolidinico con un enlace insaturado en posicién 2 y 3. Todos
tienen en posicién 6 un grupo hidroxietileno con configuracion trans que protege al
anillo betalactdmico de muchas serino betalactamasas y en posicion 3 un radical
carboxilo importante para que el anillo pirrolidinico active al anillo betalactamico (25).

El imipenem ilustra la numeracion del anillo azobiciclo (Figura 111.2).
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Figura Ill.2. Estructura quimica de los carbapenémicos. Sol6rzano A, 2004 (25).
Mecanismo de accion

Al igual que otros antibiéticos betalactamicos, los carbapenémicos inhiben la sintesis
de la pared bacteriana. Durante la transpeptidacion se unen a residuos de serina del
centro activo de las enzimas transpeptidasas, situadas en la cara externa de la

membrana citoplasmatica, las PBP(30).

Las transpeptidasas actuan en la ultima fase de la sintesis de la pared bacteriana que
no es mas que el entrecruzamiento de diferentes cadenas de peptidoglucano

mediante enlaces de cadenas peptidicas laterales. Esto empieza con la formacion de
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tetrapéptidos a partir de pentapéptidos con la pérdida de uno de los aminoacidos

terminales que estan fijados al acido N-acetilmuramico (31).

El anillo betalactamico presenta similitud estructural con la region del pentapéptido a
la que se unen estas enzimas, por lo que es capaz de unirse a ellas de forma

covalente y bloquear su actividad (Figura 111.3).
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Figura 111.3 Mecanismo de accion de los carbapenémicos. Ruiz G, 2016 (15).

Ademas del mecanismo anteriormente citado los carbapenémicos ejercen su accion
activando una autolisina enddgena bacteriana que destruye el peptidoglucano y
debilita la pared bacteriana (13).

Espectro y actividad antimicrobiana

Los carbapenémicos poseen un espectro de actividad muy amplio debido a su gran
capacidad para penetrar a través de la pared de gram negativos por la alta afinidad a
las PBP y alta estabilidad frente a betalactamasas significativas, por lo que
representan la primera linea en el tratamiento por infecciones bacterianas con
diferentes tipos de betalactamasas clinicamente significativas (BLEE y AmpC) y su

uso esta indicado en el manejo de infecciones graves y nosocomiales (32).
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Carbapenemasas

Definicion

Las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar, dependiendo del tipo a
todos o casi todos los antibidticos betalactdmicos incluso a los carbapenémicos, la
presencia de otros mecanismos de resistencia concomitantes en las bacterias
productoras de  carbapenemasas es  frecuente, originando  cepas
extremodrogorresistentes e incluso pandrogorresistentes a los antibioticos. Los genes
gue codifican las carbapenemasas con mayor relevancia clinica y epidemioldgica
tienen en su mayoria localizacion plasmidica por lo que se transfieren y expresan con

facilidad en diversas especies de bacilos gram negativos, y mas frecuentemente entre

especies de enterobacterias (24).

Tipos y clasificacion de carbapenemasas

Clase A: Serina carbapenemasas de tipo KPC, NMC, IMI, SME, GES.

Clase B: Metalobetalactamasas (MBLs) VIM, IMP, NDM.

Clase D: Serina Carbapenemasas (Oxacilinasas) OXA-23, -24/40, -48, -163 (33).

Tablallll.1. Inhibidores especificos paralos diferentes tipos de carbapenemasas.

Resistencia a

Enzima Inhibidores .
Temocilina
DPAo PBA DPA+PBA CLOXA
EDTA
MBL (VIM, + - - - v
IMP,NDM)
KPC - + - - Y
MBL+KPC Vv V + - V
OXA-48-like - - - - +

Leyenda: acido dipicolinico (DPA), &cido fenil borénico (PBA), cloxacilina (CLOXA), &cido

etilendiaminoetracético (EDTA).
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Métodos de diagndéstico de carbapenemasas en laboratorios de microbiologia

En cuanto a métodos de diagnostico de EPC resulta un desafio en la actualidad, ya
gue en muchos casos Unicamente se obtienen valores de susceptibilidad disminuida
a los carbapenémicos y no de resistencia, las carbapenemasas se presentan con
fenotipos de resistencia complejos debido a la expresion variable de las enzimas, los
meétodos automatizados poseen baja sensibilidad y especificidad, fendmeno de
heterorresistenciay la utilizacién del método de referencia (PCR), resulta muy costoso
llevarlo a cabo en todos los laboratorios de microbiologia. A continuacion se citan

diferentes métodos alternativos para la deteccién de carbapenemasas (34).
Test de Hodge modificado

Se basa en la capacidad de la enzima carbapenemasa para reducir el halo de
inhibicion de ertapenem o imipenem, teniendo como modelo una E.coli multisensible.
Entre sus ventajas destacan que es un método econémico, de facil realizacién, tiene
un buen desemperio frente a carbapenemasas de tipo KPC. Entre sus desventajas
se puede evidenciar que tiene un mal desempefio frente a metalobetalactamasas, la
interpretacion es subjetiva (importancia de incluir controles) y el tiempo de incubacion

es de 18 a 24 horas luego de su realizacion para el informe de resultados (28).
Carba NP

Se basa en una reaccion bioquimica segun la hidrélisis del imipenem mediante la
utilizacion de un indicador (rojo fenol), este método requiere colonias aisladas, y
puras, la interpretacion es rapida a los 30 minutos luego de su realizacién y posee

una buena sensibilidad y especificidad (35).
Test de sinergia de discos

Se basa en la utilizacion de inhibidores especificos de carbapenemasas como el &cido
fenil borénico (PBA) para KPC o acido etilendiaminotetracético (EDTA) para
metalobetalactamasas, ante una prueba positiva se sospecha la presencia de estos

tipos de enzimas.
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Requiere de la realizacion de un antibiograma convencional, y la colocacion
estratégica de los discos a una distancia comprendida entre 15 y 20 mm entre el
antibidtico carbapenémico y el disco con el inhibidor, la prueba al ser positiva se
evidencia una deformidad en los halos de inhibicién en forma de huevo (28).

Inmunocromatografia

Esta metodologia se basa en una tecnologia de membranas nitrocelulosa con
nanoparticulas coloidales de oro, las cuales se sensibilizan mediante un anticuerpo
monoclonal dirigido contra un epitope especifico de algunos tipos de
carbapenemasas, como se explicO anteriormente en el acapite Introduccion. La
prueba comercial disponible, actualmente, es la de la comparfiia CORIS, BioConcept,
Bélgica como el Resist 3 O.K.N que permite la deteccion de las carbapenemasas tipo
Oxa-48, KPC y NDM y el més reciente Resist 4 O.K.N V que incluye ademas la tipo
VIM (36).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las técnicas moleculares permiten la detecciébn de material genético, tanto acido
desoxirribonucleico (ADN), como &cido ribonucleico (ARN). Entre las técnicas
moleculares, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la que ha adquirido un
mayor valor diagnostico, ya que permite una identificacion certera del agente
infeccioso, ademas de ser el método de referencia para caracterizar sus genotipos de

resistencia.

Existen varios estuches comerciales para la realizacién de PCR en tiempo real que,
permiten obtener la identificacion de varios agentes patdégenos y de los genes que
confieren resistencia a antibiéticos directamente a partir de diferentes muestras, lo
cual representa una gran ventaja frente a otros métodos. Podemos citar el sistema
Verigene (Nanosphere) se aplica a partir de frascos de hemocultivo crecidos. El
sistema FilmArray Blood Culture Identificacion Panel (BioFire Diagnostics) también se

aplica a partir del frasco de hemocultivo crecido (37).
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Microarrays

Esta metodologia se basa en la deteccidén, mediante un analisis de imagenes, de la
hibridacion de una molécula diana a una sonda especifica inmovilizada en un soporte
sélido. Los microarrays detectan un gran niumero de genes de resistencia en un
mismo ensayo dado que estas sondas, que normalmente son oligonucledtidos, estan

pegadas a una distancia muy corta (37).
Espectrometria de masas MALDI-TOF

Este sistema proporciona, mediante un analisis de proteinas, la identificacion de
bacterias, levaduras y hongos filamentosos en minutos. En cuanto al antibiograma, el
sistema MALDI-TOF predice en menos de 3 horas si las bacterias producen enzimas
gue hidrolizan los antibiéticos, como por ejemplo carbapenemasas y BLEE. Para ello,
los microorganismos son incubados durante un tiempo con el antibiético. Se realiza
una centrifugacion y el sobrenadante obtenido se analiza mediante MALDI-TOF. Si el
microorganismo posee la enzima que degrada el antibidtico se observara la
desaparicion del pico correspondiente al antibiético y la aparicion de nuevos picos
gue corresponden a los metabolitos resultantes de la rotura del antibiético. En caso
de que la bacteria no hidrolice el antibiético Unicamente se observara el pico

correspondiente al antibi6tico (37).
Epidemiologia de las carbapenemasas

Actualmente, la diseminacion de enterobacterias productoras de carbapenemasas
(EPC) ha ocurrido en forma alarmante entre paises y continentes por lo que
representa uno de los problemas de salud mas relevantes. En algunas areas excede
la capacidad de manejo de los sistemas sanitarios y alcanza proporciones
epidémicas, sin embargo no se comporta de igual manera para todas las enzimas.
Los genes blakrc, blanom y blaoxa-4s son los que tienen una mayor capacidad de
diseminaciéon. Estas se extienden, principalmente, de forma clonal en el caso de
K.pneumoniae productora de KPC desde el epicentro inicial en Carolina del Norte a
expensas de la secuencia tipo ST258 (8, 38). En el caso de las enzimas NDM y OXA-
48 se diseminaron por clones con una alta capacidad de transmision; no obstante la

transmision horizontal simultanea juega un papel fundamental.
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Los reservorios mas importantes son los individuos colonizados o infectados
procedentes de areas o centros epidémicos. Por esta razdn se necesita un esfuerzo
a nivel nacional e internacional para controlar la diseminacién de estos patégenos

multirresistentes (39).

Las betalactamasas son el principal mecanismo de resistencia en bacilos gram
negativos y particularmente en enterobacterias y bacilos gram negativos no
fermentadores (BNF). EI mayor problema se da a nivel nosocomial donde las cepas
se transmiten de paciente a paciente y las enzimas de microorganismo a

microorganismo (40, 41).

Carbapenemasas clase A

Las carbapenemasas tienen distribucion mundial, el primer reporte fue en Carolina
del Norte en 1996 denominada KPC-1 debido a que se detect6 en una cepa de K.
pneumoniae, codificada por el gen blakrc. Desde entonces se detectan variantes de
esta enzima a nivel mundial (KPC-1/2 a KPC-11). La naturaleza movil del elemento
genético codificador de KPC Tn4401, que es de naturaleza plasmidica, contribuye a
la propagacion de esta enzima que actualmente se reporta en numerosas bacterias y

es un serio problema de salud global (42).

Los genes bla se encuentran en plasmidos largos que varian en el tamafio y
estructura. Estos, acarrean generalmente resistencia a aminoglucdsidos y se asocian
con otros genes de betalactamasas como el gen blactx-w-15. Se reportan hasta 7 tipos
de betalactamasas encontradas asociadas con blakec en un unico aislamiento de K.

pneumoniae (14).

Sin embargo, la diseminacibn de cepas parece ser mas importante que la
diseminaciéon de plasmidos como lo evidencia el hecho que del 70% de cepas
recolectadas por el CDC de EEUU, al igual que los aislamientos en Grecia, Israel,
Canada, Noruega, Brasil, y Argentina son la misma clona ST258, clon hiper-

epidémico de K. pneumoniae productora de KPC-2 (2).

Se reporta K. pneumoniae productora de KPC en paises Europeos como Espania,
Francia, Alemania, Paises Bajos, Reino Unido, Irlanda, Bélgica, Suiza, y Finlandia, y
en muchos paises de Asia y la regién del Pacifico incluyendo la India, Corea del Sur
y Australia (42).
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En varios paises de Africa como Sur Africa, Argelia, Egipto también se reportan casos
de aislamientos productores de KPC. En Asia y la region del pacifico se reporta en

China, Japon, Korea del Sur, Taiwan, La India, y Australia (43).

En América del Sur se reporto inicialmente en Klebsiella pneumoniae en Colombia
2006 (44) y subsecuentemente en otras especies de enterobacterias y en varios
paises como Argentina, Ecuador, Brasil y Uruguay. En Cuba el primer reporte de

Klebsiella pneumoniae productora de KPC fue en el afio 2010 (45, 46).

Carbapenemasas clase B

La clase B de carbapenemasas puede hidrolizar practicamente a todos los
betalactamicos excepto monobactams (aztreonam), se identifican de manera
mayoritaria en enterobacterias e incluyen las de tipo VIM, IMP, NDM (New Delhi
Metalobetabalactamasa). Estas ultimas debido a su rapida diseminacion tienen mayor
relevancia, el primer aislamiento se obtuvo de un paciente sueco que fue ingresado
en un hospital en New Delhi la India en 2008 y luego se produjo su dispersion a nivel
mundial. En la actualidad existen mas de 15 variantes de NDM la mayoria originadas
en Asia (47).

Desde entonces el subcontinente indio que se considera como una zona endémica
de K. pneumoniae productora NDM, principalmente, en La India, Pakistan,
Bangladesh, ocurrié diseminacién a diversos continentes como a Las Américas con
reportes de casos en Estados Unidos, Canada, Colombia, Peri Guatemala, Cuba. En
el continente Europeo se ha visto casos en Espafia, Francia, Grecia, El Reino Unido,
Suiza. En Africa podemos destacar Sur Africa, Arabia Saudita, Oman, Emiratos

Arabes Unidos. En Asia en paises como Japén, China, Korea del Sur (14, 48).

En relacion a las variantes de NDM en la mayoria de paises donde fue detectada el
tipo NDM-1 es la de mayor incidencia lo que demuestra la rapida diseminacion de

este tipo de carbapemasa debido a su origen plasmidico (42).

En cuanto al tipo IMP, fue la primera carbapenemasa que se identifico, el primer
reporte se realiz6 en un aislado de Pseudomona aeruginosa en Japon 1988 y en la
actualidad se conocen 58 variantes las cuales se encuentran diseminadas a nivel

mundial, y no fue reportada en América latina hasta 2003 en Brazil, Argentina 2005,
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Costa Rica 2005, Puerto Rico 2006, y casos esporadicos en Perd, Colombia y

Venezuela (49).

En lo referente a la carbapenemasa de tipo VIM en la actualidad se conocen 52
variantes, de los cuales la VIM-2 es la que presento una mayor diseminacion a nivel
global, a pesar de que sus primeros hallazgos fueron realizados en P. aeruginosa en
Verona lItalia en 1997, en América latina se realizd el primer reporte en Chile,
Argentina y Venezuela en 2002, Colombia 2004, Brazil 2005, Uruguay 2011, Peru
2013 (49).

Carbapenemasas clase D

Betalactamasas de clase D denominadas también oxacilinasas debido a su capacidad
y afinidad para hidrolizar isoxazolilpenicilinas (oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina)
mucho mas réapido que las bencilpenicilinas. Actualmente hay més de 400 variantes
de betalactamasas clase D, pero que recientemente se reclasificaron en 12 subgrupos
(OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-58, OXA-134, OXA-143, OXA-211, OXA-213,
OXA-214, OXA-229, y OXA-235). Entre estos solo algunos subgrupos se reportan en
enterobacterias, la de mayor prevalencia es OXA-48 la cual fue identificada, por vez
primera, en 2003 en Turquia, y desde entonces se notifican 10 variantes de blaoxa-ss
(50).

Turquia representa un pais endémico de OXA-48, desde el 2003 se informan casos
esporadicos en Marruecos, Egipto, la India. En Europa también se reportaron casos
en Francia, Espafia, Italia, Bélgica, Paises Bajos, El Reino Unido, Alemania, Suiza.
En América del sur son pocos los paises que notifican aislamientos de este tipo pero
se ha visto casos aislados en Argentina. Cabe destacar que particularmente en paises
como Espafa y Francia el tipo de carbapenemasas con mayor incidencia con un 78%
es OXA-48 (42).

Impacto clinico de laincidencia y aumento de las carbapenemasas

Las infecciones causadas por EPC no muestran especificidad por un érgano o tejido;
sin embargo, factores de riesgo como hospitalizacidon prolongada, estadia en
unidades de cuidados intensivos, pacientes inmunodeprimidos, dispositivos
invasores, terapia antimicrobiana previa, recepcién de trasplantes y ventilacién

mecanica, han sido asociados a la adquisicion o infeccion con las mismas (24).
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Estas se asocian a una elevada morbimortalidad, este problema es debido
principalmente, a las escasas opciones terapéuticas frente a estas infecciones,
limitadas a la colistina, la tigeciclina y nuevos antibiéticos que fueron aprobados por
la FDA en afos recientes como los diaza-biciclo-octanos (avibactam y relebactam)
gue corresponden a una nueva generacion de inhibidores de betalactamasas no
betalactamicos, capaces de inactivar muchas de las betalactamasas clase C y A

(incluyendo KPC), pero no las de clase B.

La colistina es un lipopéptido ciclico, perteneciente al grupo de las polimixinas, es un
antimicrobiano bactericida cuyo sitio blanco es el lipido A del lipopolisacéarido.
Lamentablemente, aun existe mucho por conocer en relacion a su dosificacion,
farmacocinética y metodologias a emplear para el estudio de susceptibilid. Su
principal limitacion es la nefrotoxicidad que, en promedio, alcanza a 30%. Ademas,
existe una creciente descripcién de resistencia por mecanismos cromosomales y
también plasmidicos, que pueden limitar el éxito y aplicacion de esta polimixina,
considerada la Ultima opcion terapéutica sobre bacilos gram negativos
extremodrogorresistentes (XDR) (22).

Tigeciclina es un antimicrobiano bacteriostatico, perteneciente al grupo de las
glicilciclinas. A pesar de su amplio espectro antibacteriano, su uso se encuentra
aprobado sélo para el tratamiento de infecciones complicadas de piel y tejidos
blandos, neumonia adquirida en la comunidad y de infecciones intrabdominales
complicadas. Su utilizacion en bacteriemias es controversial por la baja concentracion
plasmatica alcanzada tras administrar dosis habituales, y su baja excrecién urinaria

limita su uso en infecciones del tracto urinario (ITU) (51) .
Tratamiento en Enterobacterias productoras de Carbapenemasas

En los dltimos afios se desarrollan muy pocos antimicrobianos para el tratamiento de
infecciones por bacilos gram negativos lo que limita las opciones terapéuticas. El
principal problema, actualmente, radica en la diseminacion incontrolada de genes que
codifican la resistencia a carbapenémicos, una de las escasas opciones terapéuticas
frente a bacilos gram negativos multirresistentes, fundamentalmente en
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y

bacilos no fermentadores resistentes a penicilinas y cefalosporinas con la aparicion
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de serincarbapenemasas (KPC, OXA); y metalobetalactamasas, (VIM, IMP, NDM),

gue son las de mayor incidencia a nivel mundial (52, 53).

Las opciones terapéuticas, son muy limitadas y no siempre eficaces, ya que solo
demuestran sensibilidad in vitro a antibiéticos como la colistina, la tigeciclina, la

fosfomicina o la amikacina (54).

Cabe destacar la importancia de la utilizacion de terapia combinada, asi se obtendra
una menor tasa de fracaso terapéutico que en monoterapia. Las combinaciones de
antibidticos més eficaces son aquellas que incluyen un antibiético carbapenémico en
combinacion con uno de las drogas anteriormente citadas (51, 55). Es muy importante
conocer la concentracion inhibitoria minima (CIM por sus siglas en inglés), del
carbapenémico ya que si la CIM es < 16 ug/ml, aun son una opcién terapéutica en
dosis altas por infusion continua, junto con otra droga que haya demostrado su
efectividad in vitro (56).

Existen nuevos antibiéticos que fueron aprobados por la FDA en afios recientes como:
ceftolozano-tazobactam (2014), este es una buena opcién terapéutica en bacterias
resistentes a carbapenémicos pero no productoras de carbapenemasas,
especialmente activo frente a Pseudomona spp multirresistente. Por otra parte
ceftazidima-avibactam (2015) y meropenem-vaborbactam (2017) representan un
recurso muy importante frente a infecciones complicadas del tracto urinario (ITUc),
ademas, estos dos ultimos antimicrobianos son activos contra carbapenemasas de

tipo KPC, mas no frente a metalobetalactamasas (57-59).
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IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1. DISENO METODOLOGICO

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo ambispectivo en el periodo enero
2015- diciembre 2018. Este incluyd, de manera retrospectiva, 22 aislados clinicos de
enterobacterias resistentes a carbapenémicos (dos E. coli, 18 K.pneumoniae, una K.
terrigena, una M. morganii.), que forman parte de la coleccion de cultivo del LNR-
IAAS del IPK identificadas entre enero 2015 a diciembre 2017. Ademas, de forma
prospectiva se incluyeron 78 aislados de enterobacterias resistentes a
carbapenémicos provenientes de muestras clinicas de 11 hospitales distribuidos en
ocho provincias del pais (La Habana, Camagiey, Cienfuegos, Guantanamo,
Matanzas, Pinar del Rio, Sancti Spiritus, Santiago de Cuba), que arribaron al LNR-
IAAS, como parte de la vigilancia nacional durante el periodo 1ro de enero al 31 de

diciembre de 2018 para un tamafio muestral (n=100).

De manera estratégica, con fines de confidencialidad de los resultados de cada

hospital se codificaron los mismos del 1 al 11 (Tabla IV.1).

Tabla IV.1. Codificaciéon estratégica de los hospitales participantes en el
estudio. Instituto “Pedro Kouri”’, 2015-2018

HOSPITAL CODIGO
Hermanos Ameijeiras 1
Camilo Cienfuegos 2
Saturnino Lora 3
Instituto “Pedro Kouri” 4
Cardenas 5
Manuel Ascunce 6
Abel Santamaria 7
Infantil del Sur 8
Dr. Gustavo Aldereguia Lima 9
Pediatrico Pepe Portilla 10
Octavio de la Concepcion 11
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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.
Medida de resumen: frecuencia absoluta y relativa
2. Servicio médico: cualitativa nominal politmica

Definicion: prestacion médica del hospital que brinda asistencia sanitaria

especializada.

Escala de clasificacion: Gastroenterologia, Medicina interna (Med.Interna),
Trasplante, Neurologia, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), Urologia, Litotricia y
Otros (angiologia, geriatria, hematologia, miscelaneos, nefrologia, neonatologia,

ortopedia, puerperio, reumatologia).
Medida de resumen: frecuencia absoluta y relativa.
3. Tipo de muestra: cualitativa nominal politémica

Definicion: cualquier material biologico de origen humano que se obtiene del paciente,
el tipo de muestra se clasifica en dependencia del lugar anatdmico de donde se

recolecta.
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Escala de clasificacion: Secrecion endotraqueal (SET), Punta de catéter (P/C),
Exudado de piel (Ex. Piel), Hemocultivo, Herida quirdrgica (Hda. Quirdrgica), Liquido
peritoneal (Liqu. Peritoneal), Urocultivo, Otros (aspirado broncoalveolar, exudado

vaginal, hematuria subdural, lesion).
Medida de resumen: frecuencias absoluta y relativa.

resistencia en (MDR),

cualitativa

4. Categorizacion de la multidrogorresistencia
extremadrogorresistencia (XDR) y pandrogorresistencia (PDR):

nominal politbmica

Definicion: terminologia acorde al Consenso Latinoamericano para definicién de las
categorias MDR, XDR, y PDR en bacilos gram negativos Re LAVRA 2019 (60).

Escala de clasificacion:

Tabla IV.2. Antibidticos aprobados para la definicién de multidrogorresistencia,

extremadrogorresistencia y pandrogorresistencia en enterobacterias

Definicion Grupos de antibi6ticos
MDR Amoxicilina acido clavulanico, o ampicilina
Resistente a 3 de los 12 grupos de sulbactam
antibioticos Piperacilina tazobactam
Ceftazidima, o0 cefotaxima/ceftriaxona, o
cefepime
XDR Imipenem, o meropenem

Resistente a 10/11 de los 12 grupos
de antibidticos

PDR

Resistente a 12 de los 12 grupos de
antibiéticos

Aztreonam
Gentamicina

Amikacina

Ciprofloxacina

Trimetoprima sulfametoxazol
Fosfomicina

Tigeciclina

Colistina

Leyenda: multidrogorresistente (MDR), extremodrogorresistente (XDR), pandrogorresistente (PDR).

Medida de resumen: frecuencia relativa.

5. Produccion de carbapenemasa KPC o metalobetalactamasas por el método

fenotipico de tabletas combinadas: Cualitativa nominal dicotomica.
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Definicién: las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar, dependiendo del

tipo a todos o casi todos los antibidticos betalactamicos incluso a los carbapenémicos.

Escala de clasificacion: productora y no productora.

Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

6. Produccion de carbapenemasa KPC o metalobetalactamasas por el método
inmunocromatogréfico: Cualitativa nominal politomica

Definicidn: las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar, dependiendo del

tipo a todos o casi todos los antibioticos betalactamicos incluso a los carbapenémicos.

Escala de clasificacion: KPC, OXA-48, NDM

Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

7. Produccion de carbapenemasa KPC o metalobetalactamasas por el método
genotipico (PCR): Cualitativa nominal politbmica

Definicion: las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar, dependiendo del

tipo a todos o casi todos los antibidticos betalactamicos incluso a los carbapenémicos.

Escala de clasificacion: KPC, OXA-48, NDM, VIM, IMP.

Medida de resumen: Frecuencias absolutas y relativas.

IV.3. Criterios de inclusion

Se incluyeron del estudio aquellos aislados confirmados como enterobacterias

resistentes a carbapenémicos.

IV.4. Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio aquellos aislados: no viables, contaminados, no

confirmados como enterobacterias resistentes a carbapenémicos y/o las que no

disponian de toda la informacién contenida en el modelo de recoleccién de datos.

IV.5. Técnicas y procedimientos de laboratorio

IV.5.1. Conservacion de aislamientos

Todos los aislados objeto de estudio, una vez registrados en la base de datos del

LNR-IAAS se sembraron en agar McConkey (Biolife) con incubacién a 37 °C durante

18 a 24 horas para su conservacion a -70 °C (REVCO, EE.UU) en caldo Triptona Soja

(CTS) (Biolife, Italia) con glicerol (DIFCO, Alemania) al 15% hasta su posterior

caracterizacion microbiologica.
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IV.5.2. Identificacion de especies

Se corroboro¢ la identificacion de especies de los aislados retrospectivos, los cuales
se tomaron de la base de datos creada al efecto de la vigilancia nacional de la
resistencia de enterobacterias del LNR-IAAS. Se utilizaron los mismos

procedimientos para la identificacion de los aislados prospectivos.

El material biologico se transfirio del medio de conservacion por estrias a placas de
Petri (100 x 13 mm) preparadas con agar McConkey (Biolife, Italia). Posteriormente

se incubaron a 37 °C (Incubadora Memmert, Alemania) durante 18 a 24 horas.

Una vez corroborada la pureza del cultivo se inicid la identificacion de especies por
métodos convencionales, se realizé la tincion de Gram (Laboratorio de Productos
Biologicos Finlay, Cuba) para la observacidon de sus caracteristicas tintoriales,
morfolégicas y agrupacion, prueba de oxidasa (BDH, Inglaterra) y Kliger (Biolife,
Italia). La identificacibn se complet6 mediante sistema semiautomatizado API
(BioMérieux, Francia), siguiendo las instrucciones del fabricante, se utilizé sistema

API 20 E para la identificacion de enterobacterias.
Método Semiautomatizado API

Se prepar6 un inéculo en un tubo con 5 mL de solucion salina al 0,85% y se ajusto la
suspension bacteriana hasta alcanzar una densidad 6ptica (Densimat, bioMérieux,
Francia) correspondiente a la escala 0,5 de McFarland (108 -10° UFC). Se inocularon
las galerias API (BioMérieux, Francia) compuestas por cupulas que contenian un
medio reactivo en forma deshidratada, cada una correspondiente a las pruebas
bioguimicas a realizar y se incubaron durante 24 horas en aerobiosis a 37°C. La
lectura se realizd segun las tablas recomendadas por el fabricante y para la
interpretacion de los resultados se empled el software Apiweb TM, en algunas
ocasiones para la completa identificacion fueron necesarias pruebas

complementarias sugeridas por el software Apiweb TM.

IV.5.3. Confirmacion de la resistencia a carbapenémicos en aislados de

enterobacterias, objetos de estudio

Se aplicé el método de difusién en agar o Bauer-Kirby haciendo uso del discos de

imipenem 10 pg y meropenem 10 pg.
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A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento en agar McConkey, se
preparé un inoculo en 3 mL de solucion salina estéril, ajustando la suspension
bacteriana hasta alcanzar una densidad Optica correspondiente a la escala 0,5 de
McFarland (108-10° UFC). Se sembraron las placas previamente preparadas con agar
Mueller-Hinton con un hisopo estéril sobre la superficie del medio en tres direcciones.
Luego de cinco minutos se depositaron los discos con la ayuda de una pinza estéril,

presionandolos ligeramente sobre la superficie del agar.

Las placas se incubaron a 37 °C en aerobiosis durante 18 a 24 horas. Al dia siguiente
se midieron los halos de inhibicion alrededor de cada disco, obteniendo la categoria
de sensible, resistente e intermedio. La interpretacion se realiz6 teniendo en cuenta
puntos de corte del CLSI de 2018.
Se utilizaron las cepas controles:

e E. coli ATCC 25922

e K. pneumoniae ATCC 35657

e P. aeruginosa ATCC 27853
IV.5.4. Determinacion de los tipos de carbapenemasas en enterobacterias
resistentes a los carbapenémicos (n=100)
Los tipos de carbapenemasas se determinaron mediante la PCR en tiempo real,
previamente implementada en el LNR-IAAS, como técnica de referencia internacional.
Se utilizaron los estuches comerciales MDR MBL (VIM, IMP, NDM) Real-TM y MDR
KPC/OXA 48 Real-TM (Sacace Biotechnologies, Italy) para la deteccion de los genes
bla kpc; bla nom, bla vimy bla imp de N=100 cepas resistentes a carbapenémicos que
forman parte del estudio.
Se procedié con la extraccion del ADN de las cepas controles positivos de KPC y
NDM a partir de los aislados K. pneumoniae ATCC BAA - 1705 - MHT y Acinetobacter
soli DQ244, respectivamente mediante el estuche comercial QlAamp DNA Mini
Handbook (Quiagen, Holanda), segun el siguiente esquema:

a) Extraccion de ADN gendmico a partir de cultivo bacteriano

1. Pipetear 1 mL de cultivo bacteriano o suspender una colonia en 1 mL de

solucion salina estéril en un vial de 1.5 mL y centrifugar por 15 min a 14500rpm
(Descartar el sobrenadante).
2. Anadir 180 pL de buffer ATL.
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Agregar 20 pL de proteinasa K, mezclar en vortex, incubar a 56 °C durante una

hora. Mezclar en vortex ocasionalmente entre el periodo de incubacion.

4. Centrifugar brevemente para remover residuos de la tapa del vial.

5. Afadir 200 pl de buffer AL. Mezclar con vortex por 15 segundos e incubar a 70

°C por 10 min. Centrifugar brevemente.

Anadir 200 pL de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar en vortex por 15
segundos. Centrifugar brevemente.

Aplicar la mezcla del paso 6 incluyendo el precipitado en la columna colocada
en un tubo colector. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000 rpm por 1 min. Colocar
la columna en un nuevo tubo colector descartando el anterior.

Abrir cuidadosamente la columna y adicionar 500 pl de buffer AWL1. Cierre la
tapa y centrifugar a 8000 rpm por 1 min. Coloque la columna en otro tubo
colector y descarte el anterior.

Abrir cuidadosamente la columna y adicionar 500 pL de buffer AW2 y

centrifugar a 14000 rpm por 3 min.

10.Colocar la columna en otro nuevo tuvo colector eliminando el anterior y

centrifugar por 1 min a 14000 rpm.

11.Colocar la columna en un vial y descarte el tubo colector. Abra la columna y

adicione 100 pl de buffer AE o agua destilada estéril.

12.Incubar a temperatura ambiente 1 min y centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

13.Repetir el paso 11.

b) Evaluacién de la concentracion, calidad e integridad del ADN purificado

Para calcular la concentracion y evaluar la calidad e integridad del ADN se utilizaron

técnicas de espectrofotometria mediante el uso del QIAxpert

(QIAGEN, Alemania) segun las instrucciones del fabricante.

c) Preparacion de la mezcla de reaccion para los estuches comerciales MDR

1.

2.

KPC/OXA 48 Real-TM, y MDR MBL (VIM, IMP, NDM) Real-TM

Antes de empezar dar un vortex a todos los componentes del kit, asegurarse
gue no se formen gotas en las tapas de los tubos.

Tomar el nimero requerido de tubos para amplificacion de PCR teniendo en
cuenta las muestras y controles positivo, negativo y control negativo de

amplificacion.
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3. Para preparar la mezcla de reaccién con:

e 10 pl de PCR-mix-FRT KPC/OXA-48, o0 10 pl de PCR-mix-FRT MBL.
e 5 pulde RT-PCR-mix-2.
e 0.5 ulde Tag Polimerasa.

4. Realizar los calculos para el nUmero total de muestras y realizar la mix en un
vial estéril, dar un vortex una vez finalizada la mezcla y asegurarse que no se
formen gotas en la tapa del vial.

5. Agregar 15 ul de la mezcla de reaccion por cada tubo para PCR.

6. Agregar 10 yl de ADN de las muestras por cada tubo PCR.

7. C- Agregar 10 pl of ADN de las muestras extraidas del control negativo (C-)
control negativo para PRC.

8. C+ Agregar 10 pl of Pos 2 KPC/OXA-48 (C+) control positivo para la PCR.

9. NCA Agregar 10 ul de DNA-buffer (NCA) Control negativo de amplificacion.

10.Volumen final de reaccion 25 ul.

d) Programacién para el desarrollo de la PCR-TR (Equipo Rotor-gene Q)

MDR MBL (VIM, IMP, NDM) Real-TM

Programacion del Equipo:

Temperatura
Paso °C Tiempo Ciclos
1 95 15 min 1
95 5 seg
60 20 seg
2 72 15 seg 5
95 5 seg
3 60 20 seg Deteccion de la
sefal fluorescente
72 15 seg 40

La sefal fluorescente es detectada en los canales FAM, JOE, ROX y Cy5:

Otros ajustes/

Ganancia de ; Slo

Je Outlier pe

Canal Optimizacion Threshold Removal Correct
FAM/Green 5FI - 10FI 0.1 10% ON
JOE/Yellow 4F| — 8 FI 0,1 10% ON
ROX/Orange 4F| — 8 FI 0,1 10% ON
Cy5/Red 4F| — 8 FI 0,1 10% ON
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Anélisis de datos:

Canal FAM HEX ROX Cy5
ene MBL
MDR MBL (VIM,IMP,NDM) J gene MBL group gene MBL
Real-TM PCR kit group VIM IMP IC group
NDM

Lectura de los resultados:
Los resultados son interpretados como positivos por el software del PCR si cruzan o

no la linea threshold por la curva de fluorescencia emitida.

Canales
FAM/ JOE/ ROX/
Green Vallras Orange Cy5/Red
VIM IMP IC NDM
NCA - - - -
NCE - - <30 -
Pos C+ <30 <30 - <30
Clinical <38 <38 <38 <38

e Muestras que contengan genes MBL grupo VIM si el valor de Ct detectado en

el canal FAM es inferior que 38 ciclos.

e Muestras que contengan genes MBL grupo IMP si el valor de Ct detectado en

el canal JOE/HEX es inferior que 38 ciclos.

e Muestras que contengan genes MBL grupo NDM si el valor de Ct detectado en

el canal Cy5 es inferior que 38 ciclos.
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e) Programacién para el desarrollo de la PCR-TR (Equipo Rotor-gene Q)
MDR KPC/OXA 48 Real-TM

Programacion del Equipo:

Temperatura
Paso °C Tiempo Ciclos
1 95 15 min 1
95 5seg
60 20seg
2 72 15seg 5
95 5seq
3 60 20seg Deteccion de la sefial
fluorescente
72 15s 40

La sefal fluorescente es detectada en los canales FAM, JOE, ROX:

Otros ajustes/

Calibrar outli Slope
Canal ganancia de Threshold uther Correct
optimizacion. Removal
FAM/Green 5FI - 10FI 0,1 10% ON
JOE/Yellow 4Fl - 8 FI 0,1 10% ON
ROX/Orange 4F| - 8 FI 0,1 10% ON
Andlisis de datos:
Channel FAM HEX ROX

MDR KPC/OXA Real-TM PCR kit group kpc 9roup OXA-48 IC
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Lectura de los resultados:

Los resultados son interpretados como positivos por el software del PCR si cruzan o

no la linea threshold por la curva de fluorescencia emitida.

Canales
FAM/ JOE/ ROX/
Green Yellow Orange
KPC OXA-48 IC
NCA - - -
NCE - - <30
Pos C+ <30 <30 -
Clinical <38 <38 <38

e Muestras que contengan genes del grupo KPC si el valor de Ct detectado en
el canal FAM es inferior que 38 ciclos.

e Muestras que contengan genes del grupo OXA-48 si el valor de Ct detectado
en el canal JOE/HEX es inferior que 38 ciclos.

IV.5.5. Descripcion de la distribucion de los aislados productores de

carbapenemasas segun hospitales y servicios afectados (n=71)

Se recogieron datos clinico-epidemioldgicos de los pacientes infectados por
enterobacterias productoras de carbapenemasas, a partir del modelo de recoleccion
de datos disefiado para la vigilancia nacional de pacientes infectados con bacilos
gram negativos portadores de fenotipos emergentes de resistencia (Anexo 1). Esto

permitié hacer el andlisis clinico epidemiolégico de los aislados.

IV.5.6. Aplicacion del método de tabletas combinadas ROSCO para la deteccién
fenotipica de carbapenemasas, de cepas resistentes a carbapenémicos que

forman parte del estudio (n=100)

Se aplico a todas las cepas de enterobacterias resistentes a carbapenémicos, objeto
de estudio el método comercial de tabletas combinadas KPC-MBL Confirm ID Pack
(ROSCO, Dinamarca). Para lo cual se siguieron las instrucciones del fabricante.

Metodologia

A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento en agar McConkey, se
prepar0 un inoculo en 3 mL de solucion salina estéril, ajustando la suspension

bacteriana hasta alcanzar una densidad Optica (Densimat, bioMérieux, Francia)
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correspondiente a la escala 0,5 de McFarland (108-10° UFC). Se sembraron las placas
previamente preparadas con agar Mueller Hinton con un hisopo sobre la superficie
del medio en tres direcciones. Luego de cinco minutos se depositaron las tabletas con
la ayuda de una pinza estéril, presionandolos ligeramente sobre la superficie del agar.

Las placas se incubaron a 37 °C en aerobiosis durante 18 a 24 horas.

Se us6 como cepa control positivo la cepa Acinetobacter baumannii DQ244 de la
coleccion de cultivo del LNR-IAAS y como cepa control negativo K. pneumoniae
ATCC BAA - 1706 — MHT.

Interpretacion de los resultados

Comparar la zona de inhibicién de la tableta de Meropenem 10 ug con las zonas de

inhibicion de cada una de las tabletas de Meropenem + inhibidores.

e Mida la zona de inhibicién alrededor de Meropenem 10 pg (MRP10) y
Meropenem + DPA (MRP-DPA): Si la zona alrededor de MRP-DPA es 25 mm
en comparacion con el disco unico, el organismo es positivo para la actividad

de metalobetalactamasa.

e Mida la zona de inhibicién alrededor de Meropenem 10 ug (MRP10) y
Meropenem + PBO (MRP-PBO): Si la zona alrededor de MRP-PBO es =24 mm
en comparacion con el disco unico, el organismo es positivo para la produccion
de KPC.

e Mida la zona de inhibicion alrededor de Meropenem 10 ug (MRP10) y
Meropenem + CX (MRP-CX): Si la zona alrededor de MRP-CX es =24 mm en
comparacién con el disco Unico, el organismo es positivo para la produccion
de AmpC.

e Mirar alrededor de la tableta de Temocilina 30 pg, la ausencia de halo de
inhibicién se interpreta como sospecha de produccién de OXA — 48.
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IV.5.7. Aplicacién del método inmunocromatografico RESIST- 3.0.K.N para la
deteccion de carbapenemasas, de cepas resistentes a carbapenémicos que

forman parte del estudio (n=100)

Se aplico el estuche comercial RESIST- 3.0.K.N (CORIS, BioConcept, Bélgica)
acorde a las instrucciones del fabricante a todas las cepas de enterobacterias

resistentes, objeto de estudio.
Metodologia:

1. Se preparé un tubo semi-rigido y afiadio 10 gotas de solucién amortiguadora de
LY-A en el tubo.

2. Se realiz6 el in6culo bacteriano tocando una colonia e introducir hasta el fondo del

tubo semi-rigido que contiene la solucién amortiguadora.
3. Se mezclo6 hasta que la solucién adquiera una consistencia homogénea.
4. Se insertd el cuentagotas en el tubo semi-rigido.

5. Se afiadié lentamente 3 gotas de la muestra diluida en el depésito de la muestra

del estuche.
6. Se esperd un maximo de 15 min para leer los resultados.
Interpretacion de los resultados

Resultado negativo: aparece una linea de color rojo-purpura sobre la ventana central

de lectura, en la posicién de la Linea de control (C). No se observan mas bandas.

Resultado positivo: ademas de una banda de color rojo-purpura en la Linea de
control (C), aparece una banda visible de color rojo-parpura en una de las posiciones
de la linea de test (OXA-48, KPC o NDM). La intensidad de la linea puede variar en
funcién de la cantidad de antigenos, asi como del tipo de variante presente en la

muestra.

Se consideré el resultado positivo si aparece cualquier linea de color rojo-purpura en
el test (OXA-48, KPC o NDM) aunque sea leve.

Si la uUnica linea positiva del test es la linea O, la muestra contiene OXA-48 o la
variante parecida a la OXA-48. Si la Unica linea positiva del test es la linea K, la

muestra contiene KPC. Si la Unica linea positiva del test es la linea N, la muestra
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contiene la variante de NDM. Se pueden producir combinaciones de lineas de
positivos en el test. En tal caso, la muestra contiene la combinacion de varias

carbapenemasas.

Resultado invalido: La ausencia de una linea de control indica un error en el

procedimiento del test. Repetir los test invalidos con un dispositivo de test nuevo.
Almacenamiento: las tiras inmunocromatogréficas se almacenaron entre 4 — 8 °C.

IV.5.8. Determinacion la susceptibilidad y antibiotipos de los aislados
productores de carbapenemasas de acuerdo a la clasificacidon
multidrogorresistente, extremodrogorresistente y pandrogorresistente de n=71

cepas productoras de carabapenemasas

Para la determinacion de la susceptibilidad a diversos antibidticos de las cepas
productores de carbapenemasas (n= 71) se empled el método de difusion por disco
(Kirby-Bauer), en agar Mueller Hinton (Oxoid Ltd.) y se evaluaron los antimicrobianos
gue se muestran en la tabla IV.3. Los resultados obtenidos se interpretaron acorde a
los criterios establecidos por el CLSI de 2018 (61).

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

Para la clasificacion de los aislados, productores de carbapenemasas (n=71) como
multidrogorresistente, extremodrogorresistente y pandrogorresistente se analiz6 los
patrones de resistencia a los antibiéticos acorde a los criterios descritos en la tabla
IV.2, donde se exponen los antibiéticos y categoria de resistencia para estas
definiciones. En la tabla IV.3 se muestran las concentraciones y abreviaturas de los

antibiéticos que se evaluaron por el método convencional de Bauer y Kirby.
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Tabla IV.3. Antibiéticos evaluados frente a cepas productores de carbapenemasas

*Antimicrobianos Contenido Abreviatura
Ampicilina/sulbactam 0.016-256 g/L AMS
Piperacilina/tazobactam 100/10 pg TZP
Aztreonam 30 ug ATM
Cefotaxima 0.016-256 mg/L CTX
Meropenem 0.002-32 pg/MI MRP
Gentamicina 0.064-1024 mg/L CN
Amikacina 30 ug AK
Ciprofloxacina 0,002-32 mg/L CIP
Fosfomicina 200 pg FOS
Trimetropim/sulfametoxazol 1.25/23.75 ug SXT
Colistina 0.016-256 mg/L COL
Tigeciclina 0.016—-256 mg/L TG

*Casa comercial: (Liofilchem)
IV.6. Andlisis estadistico

Los datos fueron almacenados en una base de datos en Microsoft Excel procesados

con el paquete estadistico Epidat v3.1.

Ante el predominio de NDM, la baja prevalencia de carbapenemasas de tipo KPCy la
ausencia de OXA-48 que se encontré al cumplimentar el objetivo uno; solamente se
evaluo la exactitud diagndstica para la deteccion de metalobetalactamasas. Para ello
se compararon los resultados de los diagnosticadores (KIT ROSCO KPC/MBL y
CORIS-RESIST- 3.0.K.N), con el resultado del estandar de referencia o patron de oro
(PCR en tiempo real) una vez normalizado e implementado en el LNR-IAAS. Un
resultado positivo del estuche comercial ROSCO o CORIS-RESIST- 3.0.K.N para
metalobetalactamasa se asocio con la produccion de carbapenemasas y tipo de esta,
segun dicho resultado y un resultado negativo se asocio con la no produccién de

carbapenemasas.

Los resultados de las pruebas diagnésticas fueron clasificados como verdaderos
positivos, falsos positivos, verdaderos negativos y falsos negativos comparados con
la PCR en tiempo real, datos con lo que se calcularon la sensibilidad (S), especificidad

(E), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN).
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Validez: Se midi6 por los célculos de la sensibilidad y la especificidad. El resultado
de la prueba se interpreté como correcto (verdadero positivo y verdadero negativo) o

incorrecto (falso positivo y falso negativo).

a) Sensibilidad diagnéstica: es la probabilidad de clasificar correctamente a una cepa
productora de carbapenemasa. Las cepas se clasificaron en verdaderos positivos y
falsos negativos tomando como referencia la PCR en tiempo real.

b) Especificidad diagndstica: es la probabilidad de clasificar correctamente a una

cepa como no productora de carbapenemasa cuando no porta el gen.

Seguridad: viene determinada por el valor predictivo de un resultado positivo 0

negativo.

Valor predictivo positivo: probabilidad de estar infectado por una Enterobacteria
productora de carbapenemasa cuando se obtiene un resultado positivo con los
diagnosticadores: ROSCO KPC/MBL y CORIS-RESIST- 3.0.K.N. Se calcul6 segun la
férmula: VPP= VP/ VP+FP

Valor predictivo negativo: probabilidad de no de estar infectado por una
Enterobacteria productora de carbapenemasa cuando se obtiene un resultado
negativo con los diagnosticadores: ROSCO KPC/MBL y CORIS-RESIST- 3.0.K.N. Se
calcul6 segun la férmula: VPN= VN/ VN+FN.

Para cada parametro a evaluar se estimoé su intervalo de confianza (IC) para un nivel
de confiabilidad de 95%.

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 por los diagnosticadores: ROSCO KPC/MBL
y CORIS-RESIST- 3.0.K.N en estudio y la PCR.

Para establecer la concordancia entre los métodos se aplico la clasificacion de Landis
y Koch (62):

e pobre o débil para valores menores a 0,40
e moderada, para valores de entre 0,41y 0,60
e buena, entre 0,61y 0,80

e muy buena para valores superiores hasta 1
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IV.7. Aspectos Eticos
El presente trabajo de tesis para optar por el titulo de Master en Bacteriologia-
Micologia, cuenta con la aprobacién de la Comision Cientifica Especializada de

Microbiologia y del Comité de Etica del Instituto “Pedro Kouri” (Anexos 2; 3).

Conflicto de intereses: Se declara la ausencia de conflictos de intereses con los

productores, comercializadores ni otras partes involucradas.

Aspectos de Bioseguridad: Todos los investigadores, el alumno de tesis y personal
técnico que participo en la investigacion estuvo capacitado e instruido en las
operaciones relacionadas con su trabajo y debe seguir lo dispuesto en el Manual de
Bioseguridad del IPK en relacién a las buenas practicas y uso de equipos de
proteccién personal (batas y sobrebatas, guantes). EI LNR-IAAS seleccionado para
el estudio tiene 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 enterobacterias por su frecuencia en aislamientos, mecanismos patogénicos y
resistencia antimicrobiana que presentan, se consideran de gran importancia en la
etiologia de infecciones ya sea, a nivel hospitalario o en la comunidad (63). En el
periodo de estudio se caracterizaron 100 aislados de enterobacterias resistentes a
carbapenémicos recibidos en el LNR-IAAS-IPK, de las cuales 71 fueron productoras
de carbapenemasas, procedentes de pacientes atendidos en diferentes hospitales a

nivel nacional.

En el presente estudio de manera retrospectiva se trabajaron 22 aislados de
Enterobacterias resistentes a carbapenémicos cuyos géneros y espesies se
describieron en el acpite de materiales y métodos, y de manera prospectiva se
trabajaron 78 aislados de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos los que se
identificaron como: 55 Klebsiella spp., 15 E. coli, dos Enterobacter spp., dos
Citrobacter spp., dos Morganella morganii, un Proteus vulgaris y una

Serratia marcescens.

La identificacién en géneros y especies bacterianas fue de crucial importancia para el
estudio, debido a la resistencia natural que presentan algunos de los microorganismos
gue integran la familia Enterobacteriaceae. Por ejemplo, resalta la resistencia natural
a colistina en Proteus spp., Morganella spp. y Providencia spp.; asi como la presencia
de AmpC cromosoémico inducible en Enterobacter spp, Serratia spp, Providencia spp,
Citrobacter freundii y M. morganii. Por tanto, la correcta identificacion orienta al
microbidlogo en el momento de realizar e interpretar la susceptibilidad a los

antimicrobianos (64, 65).

Las EPC, tienen gran repercucién a nivel mundial por diferentes razones entre estas:
la gran diseminacién que presentan debido a que en la mayoria de los casos los genes
gue codifcan las carbapenemasas son de localizacién plasmidica lo que facilita en
gran medida la diseminacion de estas enzimas, entre las que destacan las del tipo
NDM, KPC, y OXA-48 por la produccion de brotes nosocomiales y situaciones
endémicas en diferentes paises del mundo. En la presente investigacion del total de
cepas productoras de carbapenemasas 71% (71/100), el 100% (71/71) produjo NDM,
un 12.67% (9/71) el tipo KPC y un 9.85% (7/71) produjo la tipo VIM.
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En la figura V.1 se muestran la produccién simultanea de diferentes tipos de
carbapenemasas por una misma cepa, hallazgo de gran repercusion terapéutica y
epidemiologica. La asociacion de diferentes tipos de carbapenemasas se produjo en
21% (15/71) de los aislados con la distribucion siguiente: NDM - KPC 12% (8/71),
NDM - VIM 8% (6/71), y finalmente NDM — KPC - VIM 1% (1/71).

8% 1%

uNDM
E NDM, KPC
= NDM, VIM

mNDM, KPC, VIM

Figura V.1. Distribucion de carbapenemasas en enterobacterias aisladas de
muestras clinicas de pacientes cubanos (n=71). Instituto “Pedro Kouri”, 2015-
2018

La carbapenemasa tipo NDM es la enzima de mayor repercusion epidemiolégica a
nivel mundial por su rapida propagaciéon. Esta enzima ocasiona resistencia a todos
los betalactamicos, excepto aztreonam. El primer reporte de la misma fue en 2008 en
New Delhi, India y llega a Las Américas en 2010 (6). Su rapida diseminacién en esta
region fue motivo de una alerta epidemioldgica por la OPS-OMS en 2011 (66). Los
resultados de la presente investigacion evidencian que Cuba, no queda exenta de
esta problematica, ya que 79% (56/71) de las EPC presentaron este tipo de enzima
(Figura V.1).
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En Cuba, el primer reporte de carbapenemasas NDM fue en 2012, en una cepa de
Acinetobacter soli (14). Sin embargo, los resultados de esta investigacion evidencian
el cambio peculiar que sufrid la epidemiologia de las mismas en el pais, ya que se
presento en todas las cepas de EPC estudiadas. Por otra parte, ratifican la capacidad
de los mecanismos de resistencia de transmision plasmidica de compartir la
informacion genética con otras especies y familias de bacterias, lo que facilita su

propagacion clonal y geogréfica (22).

La KPC (KPC- 2) es el tipo mas comun de enzima producido por enterobacterias en
China (42). Por otra parte, Escandon y colaboradores en un estudio de revision
notifican que en Latinoamérica y el Caribe, este es el mecanismo de resistencia a
carbapenémicos mas frecuente (49). Aunque los resultados de este estudio son
discordantes a la epidemiologia actual de las carbapenemasas en la mayoria de los
paises de la region, evidencian el incremento en el tiempo de la KPC en Cuba, desde
el primer reporte en 2010 (46). Por otra parte, concuerdan con lo que reportan en
Guatemala Velasquez y colaboradores, quienes no encuentran KPC y notifican 91%

de K. pneumoniae productora de NDM (67).

Con esta investigacion se reporta, por vez primera en el pais, la carbapenemasa tipo
VIM la que se detecto en siete cepas: cuatro K. pneumoniae, dos K. aerogenes y una
E. coli. Las cuatro cepas de K. pneumoniae se correspondieron a un mismo hospital
lo que supone un suceso epidemiolégico grave con sospecha de diseminacion de esta

enzima en el medio hospitalario o la ocurrencia de un brote.

A pesar de que varios paises de Las Américas (México, Argentina, Venezuela y
Colombia) reportan casos de enterobacterias productoras de VIM, especialmente en
K. pneumoniae, la mayor prevalencia de esta enzima es en bacilos no fermentadores
(BNF) y P. aeruginosa es uno de los reservorios principales (49). Por tanto, esto puede
justificar la baja prevalencia que se encontré de la misma dado que el presente estudio
solo se limité a enterobacterias. Sin embargo, este hallazgo constituye un incentivo

para fortalecer la vigilancia de carbapenemasas en los BNF ya que son causa
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importante de infecciones en hospitales cubanos como

P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Stenotrophomonas maltophilia.

La figura V.2 muestra las especies de Enterobacterias productoras de
carbapenemasas identificados por PCR en tiempo real. EIl mayor nimero de cepas
pertenecieron al género Klebsiella (54/71), los que se distribuyeron de la siguente
manera: 48 K. pneumoniae, 3 K. aerdgenes, 2 K. ornitinolytica y 1 K. terrigena.
Ademas se detectaron otros géneros como: Escherichia (ocho E. coli), Morganella
(tres M.morganii), Enterobacter (dos E. cloacae), Citrobacter (un C. freundii, un

C. koserii ), Proteus (un P. vulgaris) y Serratia (una S.marcescens).

20

20 1 = NDM

15 | = NDM+KPC
NDM-+VIM
10 -
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K. pneumoniae
K. terrigena
M. morganii
K. pneumoniae
K. aerogenes
K. ornitinolytica
Proteus vulgaris -
. a2
Serratia marcescens
Citrobacter freundii
Citrobacter koserii

Enterobacter cloacae

Retrospectivo Prospectivo

ESPECIES DE ENTEROBACTERIAS

Figura V.2. Distribucidén de carbapenemasas segun especies de Enterobacterias
(n=71). Instituto “Pedro Kouri” 2015-2018

Es importante sefialar, que en una misma cepa bacteriana se presenté produccion
simultdnea de diferentes enzimas, (Figura V.2). Algo semejante se reporta en Brasil,
La India, Pakistan y China, donde se describen la coexistencia de KPC y NDM en un

mismo aislamiento; fundamentalmente en los géneros: Klebsiella, Entereobacter y
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Citrobacter (45). Los aislamientos de EPC con mas de un tipo de carbapenemasas
son inquietantes por las limitaciones terapéuticas que esto acarrea ya que en la

mayoria de los casos presentan resistencia antibidtica extrema.

Como se aprecia en la figura V.2, K. pneumoniae represento 68% (48/71) por lo que
resulté la EPC mas frecuente, lo que resalta su versatilidad en la produccion de
carbapenemasas. En esta especie la emergencia de carbapenemasas es alarmante
a nivel internacional y la tipo KPC, es la enzima mas frecuente (68-70). No obstante,
Oteo y colaboradores (2014) recalcan el cambio drastico en la epidemiologia de las
EPC en Espafia con el incremento global de los casos detectados, fundamentalmente
en K. pneumoniae, que desde el primer reporte en 2005 de una metalobetalactamasa
de tipo VIM-1 (23).

De igual forma en Argentina, Lespada y col (2018), reportaron la rapida diseminacion
de K. pneumoniae productora de carbapenemasa a lo largo de los ultimos 7 afios,
donde representa la principal EPC a nivel intrahospitalario (71). En Colombia, las
primeras carbapenemasas tipo NDM se notifican en esta especie y posteriormente en
E. coli, lo que hace referencia a la transferencia horizontal del gen blanom (72, 73). Por
la prevalencia elevada de esta enzima que se detectdé en diferentes géneros
bacterianos de EPC procedentes de varios hospitales del pais es evidente que este

gen también se transfirid entre los aislamientos cubanos.

En cuanto a la distribucion por hospitales de las EPC que formaron parte del estudio,
el hospital 1 presentdé una mayor prevalencia. No obstante, en todos los hospitales
gue enviaron aislados de enterobacterias resistentes a carbapenémicos al LNR-IAAS,

se detectd al menos un tipo carbapenemasa, como se aprecia en la (Figura V.3)
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Leyenda: Los nombres de los hospitales fueron asignados con una codificacion estratégica por
cuestiones de ética institucional.

Figura V.3. Distribucién de tipos de carbapenemasas, en hospitales cubanos

gue forman parte del estudio. Instituto “Pedro Kouri”’, 2015-2018

Puesto que el hospital 1 aportdé el mayor numero de carbapenemasas se hace
necesario la implementacion en el mismo de los cultivos de vigilancia epidemioldgica.
Esto proporcionara la deteccion precoz de portadores asintomaticos, principales
reservorios de estas enzimas en el medio hospitalario. Ademas contribuira, al
desencadenamiento de medidas de prevencion y control segun las recomendaciones
de la OMS.

Los resultados de esta investigacion alertan a las autoridades pertinentes sobre la
necesidad de la deteccidn precoz del caso indice para tomar conductas terapéuticas
apropiadas y establecer estrategias de control de brotes. Con lo cual se resalta la
gran relevancia que desde el punto de vista epidemioldgico tiene para los hospitales
afectados este tipo de estudio. Ademas se evidencia, la importancia de realizar
estudios de epidemiologia molecular para determinar la diseminacién plasmidica
entre pacientes del mismo hospital u hospitales diferentes, asi como conocer clones

los circulantes.
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La figura V.4 muestra la distribucién de las EPC segun los servicios hospitalarios
afectados. Como se puede apreciar en la misma, el mayor nimero de aislamientos
44% (31/71) procedi6 de UCI, con lo cual se evidencia la prevalencia elevada de las

carbapenemasas en los servicios de atencion al paciente grave.

PORCENTAIJE

SERVICIOS AFECTADOS

Leyenda: Unidad de cuidados intensivos (UCI); consulta externa (C/E); medicina interna (Med.
Interna).

Figura V.4. Distribucion de aislamientos productores de carbapenemasas por
servicios afectados. Instituto “Pedro Kouri”, 2015-2018

Los pacientes ingresados en UCI, tienen mayor riesgo para adquirir infecciones por
microorganismos multirresistentes, ya que la presién antibitica en los mismos es
mayor y adicionalmente se someten a diversas manipulaciones invasivas. Esto
favorece la seleccion de cepas resistentes y el incremento en la presién de
colonizacion en dichas unidades. Ademas se debe descartar la probabilidad de que

ocurran fallos en las medidas de prevencioén y control de las infecciones.

Son frecuentes los informes que resaltan el predominio en las UCI de las infecciones
por EPC. Por ejemplo, Brafias y colaboradores en 2018, en Espafia notifican mayor
frecuencia de aislamientos de K. pneumoniae productora de carbapenemasas en el

servicio de UCI con 29.9% (40). En Guatemala, Velasquez y colaboradores, reportan
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mayor prevalencia de EPC en UCI (53%) desde el primer aislamiento en 2012 de las

mismas en el Hospital San Juan de Dios (67).

Se citan diversos factores de riesgos que predisponen a la infeccion por EPC
como: enfermedades subyacentes criticas, uso previo de agentes antimicrobianos,
ingreso en UCI, trasplante de 6rganos, intervencion quirurgica, cateterizacion y tubo
de drenaje permanente. En esta investigacion no fue objetivo evaluar los factores de
riesgo asociados a las infecciones por EPC; sin embargo, se encontré una gran
diseminacion y variabilidad de tipos de carbapenemasas, fundamentalmente en
pacientes graves. Teniendo en cuenta el consecuente incremento de la mortalidad y
de los costos que esto implica para el sistema de salud cubano, se hace
imprescindible el diagndstico rapido de este mecanismo emergente como medida

clave para su contencion.

Por tanto, se realizé la evaluacion de dos métodos fenotipicos para la deteccion de
carbapenemasas (tabletas combinadas ROSCO y el método inmunocromatografico
Coris RESIST 3 O.K.N) comparado con el método de referencia, PCR tiempo real.
De esta manera se cuenta con evidencias cientificas para derivar recomendaciones
claves para el MINSAP sobre la implementacion de dichos métodos en la Red de
Laboratorios de Microbiologia del pais donde no existe ningin método diagnostico

rapido para esta emergencia.

Ante el predominio de NDM, la baja prevalencia de carbapenemasas de tipo KPCy la
ausencia de OXA-48 que se encontré al cumplimentar el objetivo uno; solamente se
evaluo el desempefio de los métodos para la deteccién de metalobetalactamasas. En
la tabla V.1 se muestran los resultados de la evaluacién del desempefio de la prueba
fenotipica de tabletas combinadas ROSCO vs PCR en tiempo real.
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Tabla V.1. Evaluacion del desempefio del método de tabletas combinadas
ROSCO, para diagnéstico de metalobetalactamasas en enterobacterias.
Instituto “Pedro Kouri”, 2015- 2018

Parametros: Valor IC (95%)
Sensibilidad 92,96% 83,65% 97,38%
Especificidad 100% 85,44% 99,69%
VPP 100% 93,15% 99,86%
VPN 85,29% 68,17% 94,46%
indice de Kappa 0,88 0,78 0,98

Leyenda: Valor predictivo positivo (VPP), Valor predictivo negativo (VPN), intervalo de confianza (IC).

Como se aprecia en la tabla V.1 se obtuvo una sensibilidad mayor de 90% y 100% de
especificidad. Los resultados de los valores predictivos positivo y negativo fueron muy
representativos 100% y 85%, respectivamente. Ademas, el nivel de concordancia
(0,88), fue muy bueno segun el indice de kappa. Por tanto, se demuestra que el
método evaluado es tan bueno como el de referencia segin la escala de

interpretacion establecida por Landis y Koch (62).

En publicaciones previas donde se evalué este método se reportan valores de
sensibilidad y especificidad entre (90% y 100%) fundamentalmente para
carbapenemasas de clase A. Especificamente el grupo de Aguirre y cols en Espafia
reportan valores de 92,1% y 82,5%, (sensibilidad y especificidad respectivamente)
(34).

En latabla V.2 se muestran los resultados de la evaluacién del desempefio del método
inmunocromatogréafico Coris RESIST 3 O.K.N vs PCR en tiempo real donde se obtuvo
una sensibilidad de 87,32% y una especificidad de 100%. En cuanto a los valores
predictivos positivo y negativo los resultados obtenidos fueron muy representativos
100% y 76% respectivamente. En adicion, segun el indice de kappa (0,80) el nivel de
concordancia es bueno, lo que nos demuestra que el método evaluado es tan bueno

como el de referencia.

Q.F Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor
48



V. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla V.2. Evaluacion del desempefio del método inmunocromatografico Coris
RESIST 3 O.K.N, para diagndstico de metalobetalactamasas en enterobacterias.
Instituto “Pedro Kouri”’, 2015-2018

Parametros: Valor IC (95%)
Sensibilidad 87,32% 76,80% 93,69%
Especificidad 100% 85,44% 99,69%
VPP 100% 92,73% 99,85%
VPN 76,32% 59,38% 87,97%
indice de Kappa 0,80 0,68 0,92

Leyenda Valor predictivo positivo (VPP), Valor predictivo negativo (VPN), intervalo de confianza (IC).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los de Wareham y
col (Reino Unido) y los de Glupczynski y col (Francia) los cuales al evaluar este
método reportan 100% de sensibilidad y especificidad (36, 74). A pesar de que los
valores de sensibilidad que obtuvieron (87,32%) en la presente investigacion fueron
inferiores, estos no dejan de ser resultados verdaderamente positivos en cuanto al

desempefio del estuche inmunocromatografico.

Una vez evaluados los métodos (tabletas combinadas ROSCO e
inmunocromatografico Coris RESIST 3 O.K.N), se demostr6 que en nuestras
condiciones ambos tienen un buen desempefioc para la deteccibn de
metalobetalactamasas. Por tanto, en la tabla V.3 se muestran las ventajas y
desventajas practicas que presentan estos métodos lo que ayudara a la hora de
decidir cuél de ellos es mas factible para incorporar en la red de laboratorios de

microbiologia del pais.
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Tabla V.3. Comparacion de métodos inmunocromatografico Coris RESIST 3

O.K.N y método de tabletas combinadas ROSCO para diagnéstico de

metalobetalactamasas en enterobacterias. Instituto “Pedro Kouri”’, 2015-2018

Método de tabletas combinadas
ROSCO

Método inmunocromatografico

Resist 3 O.K.N

Requiere de personal capacitado para la

realizacion.

Interpretacion de resultados luego de 18

a 24 horas luego de la realizacion.

Detecta metalobetalactamasas, pero no

discrimina en cuanto a los tipos de las

No requiere de personal calificado para

realizarlo.

Tiempo de interpretacion en 15 min,
luego de la realizacion.

Especifico para carbapenemasas de
tipo NDM, KPC y OXA-48.

mismas.

En el presente estudio se realizé el andlisis de los perfiles de resistencia de las EPC.
Esto permiti6 la deteccion de cepas extremadrogorresistencia (XDR) vy
pandrogorresistentes (PDR), lo cual resalta su importancia. Si se tiene en cuenta que
en Cuba, no se dispone de otras opciones terapéuticas la diseminacion de estas
cepas conllevara al incremento de la morbilidad y mortalidad asociadas a las

infecciones bacterianas.

En el presente estudio se encontré 28% (20/71) de cepas MDR. Estas se agruparon
acorde a sus antibiotipos en 16 patrones de los cuales tres se repitieron en mas de
un aislamiento como se muestra en la tabla V.4. La mayor resistencia se encontro
frente a los betalactamicos con inhibidores de betalactamasas, cefalosporinas de 3ra

generacion, aminoglucésidos y monobactamicos.
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Tabla V.4. Antibiotipo de enterobacterias productoras de carbapenemasas
multidrogorresistentes (n =20). Instituto “Pedro Kouri”, 2015-2018

PATRON T MDR

AMS TzZP CTX ATM FOS CIP MRP COL CN AK SXT TG

1 3 R R R R S R R S R R R S
2 2 R R R R R S R S R R R S
3 2 R R R R S R R S R R S R
4 1 R R R R R S R S S S R S
5 1 R R R S S R R R R S R S
6 1 R R R S R R R R R R S S
7 1 R S R R S S R S R R R S
8 1 R R R R S S R S R R S S
9 1 R R R R S R R S S R R R
10 1 R R R R R R R S R R S S
11 1 R R R R R R R S R S R S
12 1 R R R R R R R S S R R S
13 1 R R R S S S R R S S S R
14 1 R R R S S S R S R R S S
15 1 R R R R S R R S R R R S
16 1 R R R S R R R R R R R S

Leyenda: T (Total), 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), TG (tigeciclina).

Se conoce que el mayor problema de la RAM, se centra en patégenos hospitalarios
por el uso frecuente de antibioticos, factor de riesgo fundamental en la emergencia de
mecanismos de resistencia como lo son las betalactamasas (75). El fendmeno de la
multirresistencia en enterobacterias relacionados con IAAS en Cuba se documenta
en una investigacion previa del LNR-IAAS/IPK que incluyé varias instituciones
hospitalarias del pais (76). Por lo que, al analizar de manera conjunta los resultados
del presente trabajo con lo que se viene reportando en el pais desde afios anteriores
hace pensar que el fendbmeno de cepas MDR es una amenaza creciente en hospitales

cubanos (77).

Por otra parte, esta es una problematica que afecta varias regiones del mundo. En
Delhi, Manchanda y colaboradores reportan mas de 94% de K. pneumoniae MDR y
BLEE positivas (78). Ademas, King y colaboradores en un hospital de Malasia,
reportan (33%) de aislados de E. coli productora de BLEE con perfil de MDR (79).
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En cuanto los antibidticos que demostraron ser efectivos frente a cepas MDR se
puede citar a la colistina y tigeciclina ambas con un 80% de sensibilidad; la fosfomicina
mostro valores de 60% Yy ciprofloxacina 35%. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Cifuentes y colaboradores (2012) en Chile donde reportan a colistina
como el antimicrobiano con mayor actividad in vitro ante cepas MDR de K.
pneumoniae portadoras de carbapenemasas de tipo KPC (80).

En este estudio se detectaron 62% (44/71) de cepas XDR, las cuales son una alarma
en cualquier sistema de salud, debido a las escasas 0 nulas opciones terapéuticas,
como se evidencia en la Tabla V.5. En esta, se refleja la resistencia marcada a
inhibidores de betalactamasas, cefalosporinas de 3ra generacion, fluoroquinolonas,
aminoglucosidos y sulfonamidas. Ademas de los 8 patrones de resistencia que se
obtuvieron, los 3 primeros son los mas representativos en esta clasificacion ya que

representan el 75%.

Tabla V.5. Antibiotipo de cepas de enterobacterias productora de
carbapenemasas extremadrogorresistentes (n=44) y pandrogorresistentes
(n=7). Instituto “Pedro Kouri”, 2015-2018

PATRON TOTAL XDR
AMS TzZP CTX ATM FOS CIP MRP COL CN

>
A~
0
X
3
—
(9]

1 14 R R R R S R R S R R R R
2 10 R R R R R R R S R R R S
3 9 R R R R R R R S R R R R
4 4 R R R R S R R R R R R R
5 3 R R R R R R R S R S R R
6 2 R R R S R R R R R R R R
7 1 R R R R R R R R R R R S
8 1 R R R R S R R R R R R S
PATRON TOTAL PDR
1 7 R R R R R R R R R R R R

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), TG (tigeciclina).
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Los resultados de este estudio reafirman el planteamiento de Guan y col quienes
afirman que el fenotipo XDR en enterobacterias se debe principalmente a la

produccion de carbapenemasas.

No obstante, ellos también plantean que se pueden presentar otros mecanismos de
resistencia a antibiéticos como la produccion de BLEE, AmpC, bomba de eflujo y
mutaciones relacionadas con porinas que no fueron objeto de estudio en la presente

investigacion (81).

En la figura V.5 se muestra el porcentaje de sensibilidad que presentaron las cepas
XDR frente a colistina, fosfomicina y tigeciclina como alternativas de tratamiento frente
a las mismas. En ella se puede apreciar que 82% fue sensible in vitro a colistina por

lo cual se mantiene como una buena opcién terapéutica.

100% 82
w  30%
= 509
g 40% 27
g 20%
0%
Colistina (COL) Fosfomicina (FOS) Tigeciclina (TG)

ANTIBIOTICOS

Figura V.5. Susceptibilidad de cepas XDR a la colistina, la fosfomicina y la
tigeciclina (n = 44). Instituto “Pedro Kouri”, 2015-2018

Rodriguez y colaboradores (2014) en Espafa, reportan que la eficacia del uso de
colistina en terapia combinada es mayor que cuando se utiliza en monoterapia. Por
lo que recomiendan que siempre se use de manera combinada con otro
antimicrobiano como: tigeciclina, fosfomicina, aminoglucésidos. También, se puede
usar en infusion continua con meropenem siempre y cuando presente valores de CIM

para este ultimo < 16 yg/mL (82).

Otros antimicrobianos también presentaron actividad in vitro frente a cepas XDR,
como la fosfomicina (43%), tigeciclina (27%). Aunque en ambos con actividad
reducida, también se recomiendan utilizar en terapia combinada para potenciar la
actividad antimicrobiana (83). Medina (2012), en un estudio que incluyé casos de
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diversos paises, destaca la eficacia del uso de tigeciclina de manera combinada ante
cepas XDR y PDR (84).

No obstante, cabe destacar que la tigeciclina no alcanza concentraciones séricas
adecuadas por tanto es una limitacion para su uso en bacteriemia o sepsis, una de
las infecciones mas frecuentes causadas por EPC, como lo demuestra esta

investigacion.

Por lo tanto, el hallazgo de cepas XDR en este estudio constituyen una alarma para
las instituciones de salud en Cuba, ya que no se cuentan con antibiéticos de ultima
generacion para combatir la infecciones por este tipo de cepas como
ceftolozano/tazobactam,  ceftazidima/avibactam 'y  meropenem/vaborbactam
aprobados por la FDA en afios recientes (85). Se encarecen, ademas los costos
sanitarios pues el tratamiento de estas infecciones requiere de terapias combinadas

y la mayoria de las evoluciones clinicas no son favorables.

En cuanto a cepas PDR se encontraron 7 aislados segun clasificacion previamente
descrita. Estos resultados son inferiores a lo que reportan en Colombia, Chavez y
colaboradores (2015) donde obtienen 19% de cepas PDR, no obstante en ese estudio
solo se incluyeron aislamientos de A. baumannii (86).

Una prioridad de la OMS, es el incentivo en la produccién de nuevos antimicrobianos
pues la mortalidad asociada a la RAM supera las 700 000 muertes anuales. Ademas,
aboga por potenciar la inmunoprofilaxis, terapias con fagos, péptidos sintéticos,
probidticos, uso de lisinas, anticuerpos antibacterianos como otras de las alternativas

para disminuir el consumo de antimicrobiano y combatir la RAM (87).

Como se muestra en la figura V.6 la especie K. pneumoniae fue en la que se encontro
todos los tipos de patrones (MDR, XDR y PDR). Por otra parte, E. coli fue la segunda
especie que aportd el mayor nimero de aislamientos (XDR y PDR). Ademas es
importante resaltar que la Unica cepa de S. marcescens que formé parte del estudio
resulté PDR.
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Figura V.6. Distribucion de cepas multidrogorresistentes;

extremodrogorresistentes y pandrogorresistentes segun especies de
enterobacterias (n=71). Instituto “Pedro Kouri”’, 2015-2018

Las especies mas comunes de enterobacterias MDR, XDR y PDR reconocidas a nivel
internacional son K .pneumoniae, seguida por E. coli (81). Esto justifica que en este
estudio K. pneumoniae fuera la especie con mayor variabilidad de patrones, ademas
de que aport6 el 68% de los casos de EPC, principalmente con NDM. Ademas, esto
es concordante con lo que reportan Delgado y colaboradores (2017) en Perq, al
caracterizar diferentes aislados de K. pneumoniae con MBL de tipo NDM, ante las
cuales los recursos terapéuticos fueron practicamente nulos y destaca la rapida
diseminacién de este tipo de carbapenemasa (88).

En estas especies se describen una gran variedad de mecanismos de resistencia,
fundamentalmente de betalactamasas de transmision plasmidica (BLEE, AmpC, NDM
y KPC); en cuyos plasmidos se transportan genes que codifican resistencia para otras

familias de antimicrobianos. Esto desencadena la aparicion de cepas con resistencia
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extrema o pan resistencia, con lo cual el arsenal terapéutico, queda practicamente,

desprovisto.

En el presente estudio del total de cepas PDR el 86% se identific6 como
K. pneumoniae y el 14% como S. marcescens. De estas, el 100% fueron positivas a
NDM, una de las principales razones de su amplia resistencia a diferentes grupos de
antimicrobianos. Resultados equivalentes obtienen Pardo y colaboradores (2014), en
Espafia, quienes destacan la resistencia cruzada a diferentes familias
antimicrobianas, en cepas con MBL de tipo NDM. Ellos informan el predominio de
resistencia a los betalactamicos, a excepcion del aztreonam cuyos niveles de
resistencia son variables; los aminoglucdsidos; las fluoroquinolonas y los inhibidores

de betalactamasas (89).

A modo de resumen la resistencia a los antimicrobianos es una amenaza cada vez
mayor para la salud publica mundial. EI aumento masivo del comercio y los
movimientos migratorios como consecuencia de la globalizacion permiten que las

bacterias no respeten fronteras y ocurra una diseminacion global de clones MDR.

Los datos recabados en esta investigacion demuestran que las enterobacterias
relacionadas a las IAAS en hospitales cubanos desafian las acciones en salud con
produccion y diseminacion de mecanismos emergentes de resistencia como lo son
las carbapenemasas, lo que propicia la aparicion de rasgos de MDR, XDR vy
PDR. Por tanto se requiere fortalecer las capacidades de los laboratorios de
Microbiologia. Esto permitira la deteccidén y confirmacidén oportuna de la produccion
de carbapenemasas por bacilos gram negativos con la implementacion de los
métodos evaluados en esta tesis que demostraron tener muy buen desempefio en

nuestras condiciones.
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CONCLUSIONES

Las carbapenemasas tipo NDM, KPC y la emergencia de VIM en
Enterobacterias causantes de infecciones en hospitales cubanos constituyen
una alerta epidemiolégica, principalmente en las Unidades de Cuidados

Intensivos.

La produccién de carbapenemasas, entre diferentes géneros de la familia
Enterobacteriaceae, evidencia la amplia diseminacion entre especies donde K.

pneumoniae es el principal reservorio de esta emergencia.

El método inmunocromatografico RESIST-3 0.K.N y el fenotipico de tabletas
combinadas ROSCO constituyeron valiosas herramientas para el diagnéstico
robusto de carbapenemasas en la red de laboratorios de microbiologia del pais

donde se requiere su implementacion de forma inmediata.

La circulacion de diferentes especies de enterobacterias XDR y PDR en
hospitales cubanos demanda un fortalecimiento de la vigilancia de la
resistencia antimicrobiana, la implementacion de los programas de
optimizacibn de usos de antimicrobianos y la disponibilidad de nuevos
antibidticos con inhibidores de carbapenemasas.
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RECOMENDACIONES

Alertar a la Direccion Nacional de Epidemiologica del Minsap sobre el
incremento de la circulacion de Enterobacterias productoras de diferentes tipos
de carbapenemasas en hospitales del pais, sus implicaciones clinicas y

terapéuticas.

Proponer a las autoridades de Salud Publica, Minsap, la introduccion del
método inmunocromatografico RESIST 3 0.K.N para el diagnostico de
carbapenemasas como primera medida de contencion, de esta problematica

en hospitales del pais.

Realizar la secuenciacion de ADN de las cepas productoras de
carbapenemasas para conocer variantes genéticas de cada tipo, asi como, la

circulacién de clones hiper epidémicos responsables de su diseminacion.
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IX.

IX. ANEXOS

ANEXOS

Anexo 1. Modelo de recoleccion de datos. LNR-IAAS Vigilancia nacional de pacientes
infectados con bacilos gram negativos portadores de fenotipos emergentes de resistencia

Nombre del Hospital:
Municipio: Provincia:

Numero de entrada de la muestra: Fecha:

1.- Nombre del paciente:

2.- No. HC:
3.- Edad: afos ........ meses.

4.- Diagnostico al ingreso o tipo de infeccidn:
5.- Sala de hospitalizacion:

6.- Enfermedades crénicas de base: Si____ No ____ (éEn caso afirmativo Cual?........)
7.- Ingreso hospitalario previo al cultivo: dias.
8.- Antecedentes de viajes al extranjero ultimoafoSi ____ No____
9.- Tipo de muestra:

a. Hemocultivo

b. Esputo o aspirado bronquial

C. Lavado bronquioalveolar

d. Otro tipo de muestra respiratoria

e. Herida/absceso (especificar localizacion)

f. Orina

g. Catéter

h. LCR

i

Otras, ESPECIFICAR

10.- Factores de riesgos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
8)
h)
i)

j)
k)
1)

Catéter venoso: Central: ___ Periférico___ Arterial__
Sonda urinaria

Sonda nasogastrica ---------------

Ventilacion mecanica invasiva ----------------

Estancia prolongada en Unidades de Cuidados Intensivos
Estancia prolongada hospitalaria

Hemodidlisis Didlisis peritoneal

Otros

Estuvo ingresado el paciente, previamente? (Hasta un afio antes del ingreso actual)
No  Si __ .Referir nombre del hospital

Ingreso previo en el mismo hospital o traslado de servicio

Antibioterapia previa a latoma de lamuestra:Si___ No___

Especificar antibidticos

11.- Resultados microbiolégicos:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)

Identificacion de especie:
Susceptibilidad antimicrobiana:
Respuesta terapéutica frente a la infeccion:
Satisfactoria:

Especificar antibiodticos usados
No satisfactoria: Por:

Especificar cambio de antibidticos

12.- Fallecido

No

Si
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INSTITUTO DEMEDICINA TROPICAL PEDRO KOURI(IPK)

AVAL DE LA COMISION CIENTIFICA
ESPECIALIZADA DE MICROBIOLOGIA

‘este medio se hace constar que la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia
como Organo asesor cientifico-téenico del Centro de Investigacion, Diagnostico y
a del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri™ (IPK), ha aprobado el Protocolo de
para optar por el titulo de Master en Bacteriologia-Micologia titulado: Métodos rapidos
ra la deteccion de carbapenemasas en Enterobacterias. IPK, 2018. del Q.F. Jonnathan
Ortiz Tejedor y que tiene como tutoras a la Dra. Dianelys Quinones Perez, DrC. y la
Carmona Cartaya, MSc.

de esta investigacion permitird implementar métodos rapidos, sensibles
a determinacion de la resistencia a los carbapenémicos en enterobacterias, lo

nificativo para la adopcion de estrategias en nuestro sistema nacional de

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

a la asistencia sanitaria, codigo 283 INR-IAAS TR
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COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION )
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

Instituto

Pedro Kouri
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 58-18

“Métodos rapidos para la deteccion de carbapenemasas en
Enterobacterias. IPK, 2018”

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Q.F. Jonnathan Gerardo Ortiz Tejedor

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

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

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

OBADO SIN MODIFICACIONES, el protocolo presentado. La presente
16n constituye una tarea del proyecto de investigacion CEI-IPK 39-17,
previamente por el CEI-IPK (Investigador Principal: Dra. Dianelys Quifiones)

9 dias del mes de mayo de 2018

DrC. Maria CaridadMontalvo Villalva
Mientbro

DrC. Ana Margarita &ontalvo Alvarez

Miembro

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL }
PEDRO KOURI

COMITE DE ETICADE
LA INVESTIGAC% sttt
CEI IPK Pedre Koun
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ANEXO 2
DECLARACION DE AUSENCIA DE CONFLICTO DE INTERESES

abajo firmantes, miembros del CELIPK, que hemos revisado ¢l protocolo de
gacion y demas documentos relacionados con el Proyecto: “Métodos rapidos

PK 58-18), DECLARAMOS:

r conflicto de intereses que impidan o comprometan la revision objetiva de los

)v)p\’lmllulvn Villalva

nbro

DrC', Maria ('m'<l
Mic

7,

DrC, Ana Margarita Montalvo Alvarer
Miembro
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