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RESUMEN (espafiol).

INTRODUCCION: Las infecciones del torrente sanguineo se asocian con alta morbi- mortalidad,
siendo frecuentemente causadas por enterobacterias, y cuando éstas producen B-lactamasas
de espectro extendido (BLEEs), la morbi-mortalidad, duracidon internacién y costos sanitarios son
aun mayores.

OBIJETIVO: Caracterizar los episodios de bacteriemia por enterobacterias en el Hospital
Universitario en un periodo de 2 afios.

METODOLOGIA: Estudio observacional, analitico, casos controles (1:1), con recoleccién de datos
retrospectiva. Poblacidn: pacientes 218 afios atendidos en el Hospital Universitario en periodo
01/01/2014 - 30/11/2015, con hemocultivo positivo por enterobacteria. Recoleccion datos
clinicos-epidemioldgicos: revisidn registros médicos. Estudio microbioldgico: Identificacion y
susceptibilidad - equipo automatizado Vitek® 2 system (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France).
Sensibilidad a fosfomicina: disco-difusion (E. coli) y dilucion en agar (resto de las
enterobacterias). Ceftazidime-avibactam: disco-difusion. Aislamientos BLEE+ segun Vitek:
confirmacién y caracterizacion de BLEE: reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
secuenciacion. Investigacion mecanismos transferibles de resistencia a quinolonas (TMQR) gnrB
y aac(6’)-Ib-cr: PCR. Caracterizacion molecular enterobacterias BLEE mds prevalentes:
MultiLocus Sequence Typing (MLST) y Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Analisis casos y
controles: |)Factores de riesgo bacteriemia BLEE: Casos - pacientes con bacteriemia por
enterobacteria BLEE(+). Controles - pacientes con bacteriemia por enterobacteria BLEE (-)
sensible a cefalosporinas tercera generacion. 1) Factores de riesgo mortalidad intrahospitalaria:
Casos - pacientes con mortalidad hospitalaria por cualquier causa. Controles — pacientes
egresados vivos. Analisis estadistico: paquete estadistico IBM SPSS Statistics 23. Analisis casos y
controles: calculo de odd ratios (OR) e intervalo de confianza al 95% (IC95%). Variables con p
<0.05 en andlisis univariado incluidas en andlisis multivariado (regresion logistica). Proyecto
aprobado por Comité Etica del Hospital de Clinicas y financiado por ANII
(FMV_3_2016_1_126580, Fondo Maria Vifia — 2016).

RESULTADOS:

Principales resultados microbiolégicos:

174 episodios de bacteriemia y 178 enterobacterias recuperadas, con confirmacién molecular
de produccién BLEE en 41 enterobacterias (23%): 29 Klebsiella pneumoniae, 7 Escherichia coli, 2
Serratia marcescens, 1 Enterobacter cloacae, 1 Citrobacter freundii y 1 Morganella morganii. E.
coli enterobacteria mas recuperada (n=69), pero K. pneumoniae la enterobacteria BLEE mas
prevalente (56 aislamientos y 29/56 BLEE+), seguida de E. coli (7/69). Distribucion de las
enterobacterias BLEE+ segln enzima detectada: CTX- M-15: 32 aislamientos, CTX-M-15 + CTX-
M-14: 3 aislamientos, CTX-M-2: 3, CTX-M-8: 2, SHV-5: 1. Susceptibilidad enterobacterias BLEE:
meropenem 100%, ceftazidime-avibactam 100%, fosfomicina 100%, imipenem 98%, ertapenem
97,6%, colistin 92,7%, amikacina 85,4%, gentamicina 36,6%, tigeciclina 29,3%, piperacilina-
tazobactam 26,8%, trimetoprim-sulfametoxazol 19,5%, ciprofloxacina 12,2%. Deteccién de
mecansimos transferibles de resistencia a quinolonas (TMQR) en 33/41 aislamientos (80,5%):
aac(6’)-1b-cr: 22 aislamientos, gnrB: 2 aislamientos, y aac(6’)-lb-cr + gnrB: 9 aislamientos.
Deteccién de secuenciotipos “exitosos” en principales enterobacterias BLEE: E. coli ST 73 (1),
ST95(1)yST 38 (2)y ST 258 en K. pneumoniae (12/29=41,4%). También deteccion ST 258 en
un aislamiento de K. pneumoniae BLEE (-).

Principales resultados clinicos — epidemioldgicos:

Se revisaron 98 registros médicos; 60 bacteriemias nosocomiales, 29 comunitarias, 8 asociadas
a los cuidados de la salud, 1 sin dato. 41 BLEE(+) y 57 BLEE(-). 80 pacientes vivos al egreso, 17
fallecidos y 1 sin dato.




Factores de riesgo bacteriemia BLEE(+) (analisis multivariado) : presencia de dispositivo
médico a permanencia previo (p 0,001, OR 55,2, IC 95%5,5-553) ) y bacteriemia no
comunitaria (p 0,008 OR 17,4 1C95% 2,1-143).

Factores de riesgo mortalidad intrahospitalaria (andlisis multivariado): enfermedad
hematooncoldgica o neoplasica (OR 4,687 1C95% 1,207-18,200) y score gPitt 22 (OR 10,332
IC95% 2,639-40,442).

Antibioticoterapia empirica activa in vitro para la bacteriemia: 10/29(34,5%) en pacientes
BLEE(+) y 36/40 BLEE(-) (90%). Se encontrd asociacion entre bacteriemia BLEE + y recibir
antibioticoterapia empirica inactiva (p<0,0001) ; siendo el riesgo de recibir antibioticoterapia
empirica inactiva 17 veces mayor en bacteriemias BLEE(+) respecto a BLEE(-). Se encontré que
la mediana de la duracién de la hospitalizacién a partir del episodio de bacteriemia es mas
prolongada en casos BLEE+ que en los controles BLEE- (22,5 versus 14 dias, p=0,006).

CONCLUSIONES:

v" Enterobacteria BLEE mas prevalente K. pneumoniae, y dentro de ella alta prevalencia
del clon exitoso de alto riesgo ST 258.

v" Predominio de CTX-M-15, y alta prevalencia (> 80%) de TMQR en aislamientos BLEE.

v" Presencia de BLEE aumenta significativamente el riesgo de recibir antibioticoterapia
empirica inactiva.

v" Necesidad de mantener vigilancia de perfiles de susceptibilidad y clones circulantes y
considerar posibles factores de riesgo al momento se seleccionar antibioticoterapia
empirica.

Palabras claves (Espafiol): bacteriemias, enterobacterias, B-lactamasas de espectro extendido



ABSTRACT.

BACKGROUND: Bloodstream infections are associated with high morbidity and mortality, being
frequently caused by Enterobacteriaceae, and when they produce extended spectrum -
lactamases (ESBL), morbidity, mortality and healthcare costs are even higher.

OBIJECTIVE: We aimed to characterize Enterobacteriaceae bacteremia episodes at the “Hospital
de Clinicas”, in a 2 years period.

METHODS: Observational, analytical study, case-controls (1: 1), with retrospective data
collection. Population: 218 years old patients attended at the “Hospital de Clinicas” between
01/01/2014 and 11/30/2015, with Enterobacteriaceae recovered from blood culture. Collection
of clinical-epidemiological data: review of medical records. Microbiological study: identification
and susceptibility: automated system Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy [I’Etoile, France).
Susceptibility to fosfomycin: disc-diffusion (E. coli) and agar dilution (others Enterobacterales).
Ceftazidime-avibactam: disc-diffusion. ESBL (+) isolates according to Vitek: ESBL confirmation
and characterization by Polymerase Chain Reaction (PCR) and sequencing. Investigation of
transferable mechanisms of quinolone resistance (TMQR) gnrB and aac (6 ')- Ib-cr: PCR.
Molecular characterization of the most prevalent ESBL enterobacterales: MultiLocus Sequence
Typing (MLST) and Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Case-control analysis: 1) ESBL
bacteremia risk factors: Cases - patients with bacteremia by an ESBL-producing enterobacteria.
Controls - patients with third generation cephalosporin susceptible enterobacteria, not ESBL-
producing. Il) In-hospital mortality risk factors: Cases - patients with in-hospital mortality from
any cause. Controls - patients discharged alive. Statistical analysis: IBM SPSS Statistics 23
statistical package. Case-control analysis: calculation of odd ratios (OR) and 95% confidence
interval (95% Cl). Variables with p <0.05 in univariate analysis were included in multivariate
analysis (logistic regression). Project approved by the Hospital de Clinicas Ethics Committee and
financed by ANII (FMV_3_2016_1_126580, Maria Vifia Fund - 2016).

RESULTS:

Main microbiological results:

174 bacteremia episodes and 178 enterobacterales recovered. ESBL production confirmated in
41 isolates (23%): 29 Klebsiella pneumoniae, 7 Escherichia coli, 2 Serratia marcescens, 1
Enterobacter cloacae, 1 Citrobacter freundii y 1 Morganella morganii.E. coli was the most
recovered enterobacteria (n = 69), but K. pneumoniae was the most prevalent ESBL producing
specie (56 isolates and 29/56 ESBL +), followed by E. coli (7/69).

Distribution of ESBL producing enterobacterales according to enzyme detected: CTX- M-15: 32
isolates, CTX-M-15 + CTX-M-14: 3 isoaltes, CTX-M-2: 3, CTX-M-8: 2, SHV-5: 1.

Antibiotic susceptibility in ESBL producers: meropenem 100%, ceftazidime-avibactam 100%,
fosfomycin 100%, imipenem 98%, ertapenem 97,6%, colistin 92,7%, amikacin 85,4%, gentamicin
36,6%, tigecycline 29,3%, piperacillin-tazobactam 26,8%, trimethroprim sulfamethoxazole
19,5%, ciprofloxacin 12,2%.

Detection of TMQR in 33/41 isolates (80.5%): aac(6’)-1b-cr: 22 isolates, gnrB: 2 isolates, and
aac(6’)lb-cr + gnrb: 9 isolates.

We detected "successful" sequence types within E. coli ESBL producing: ST 73 (1 isolate), ST 95
(1) and ST 38 (2) and a high prevalence of ST 258 among K. pneumoniae isolates (12/29 = 41.4%)).
ST 258 was also detected in one ESBL(-) K. pneumoniae isolate.

Main clinical-epidemiological results: 98 medical records were reviewed; 60 bacteremia
episodes were classified as nosomial, 29 as community acquired, 8 health care associated, and
for one episode, data was insufficient for its classification. 41 were ESBL(+) and 57 ESBL(-). 80
patients alive at discharge, 17 deceased and 1 without data.

Risk factors for ESBL bacteremia according to multivariate analysis were: use of medical
device prior to hospitalization (OR = 50.226, 95% Cl| 4.367 - 577.721) and non-community
bacteremia (OR 12.052, 95% Cl 1.350-107.605).



In-hospital mortality risk factors (multivariate analysis): hemato-oncological or neoplasic
disease (OR 4,687 95% Cl 1,207-18,200) and qgPitt score >2 (OR 10,332 95% Cl 2,639-40,442).
The empirical antibiotic therapy was active according to the susceptibility test in 10/29 (34,5%)
patients with ESBL (+) bacteremia and in 36/40 patients with ESBL (-) (90%).

Presence of ESBL was found to be associated with inactive empirical antibiotic therapy (p
<0.0001), and risk for receiving inactive empirical antibiotic therapy was 17 times higher in
ESBL (+) compared to ESBL (-). The mean length of hospital stay after the onset of bacteraemia was
longer in the cases of ESBL producers than in the cases of non-ESBL producers ( 22,5 vs. 14 days;
P=0.006).

CONCLUSIONS:

v" K. pneumoniae was the most prevalent ESBL producing specie, and within it we found a
high prevalence of the successful high-risk clone ST258.

v/ CTX-M-15 was the main ESBL detected and we found high prevalence (80%) of TMQR
among ESBL(+).

v" Presence of ESBL significantly increases the risk of receiving inactive empirical antibiotic
therapy. Need to maintain surveillance of susceptibility profiles and circulating clones
and to take into account possible risk factors when selecting empirical antibiotic
therapy.

Key words: Bacteremia., Enterobacteriaceae, Extended spectrum beta-lactamases.
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MARCO TEORICO

INTRODUCCION:

La resistencia antimicrobiana (RAM) es una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
suponiendo una verdadera amenaza para la salud publica. Se estima que durante 2019 se
produjeron 4.95 millones de muertes a nivel mundial asociadas con RAM (de las cuales, 1.27
millones fueron directamente atribuidas a la resistencia a drogas) (1).

Los tres principales sindromes responsables de la mortalidad asociada y atribuible a RAM
fueron: la infeccién respiratoria baja, seguida de la infeccién del torrente sanguineo y la
infeccidn intraabdominal. En su conjunto estos sindromes determinaron el 78.8% de las muertes
atribuibles a RAM en 2019 (1).

Cada uno de los siguientes 6 patdgenos fue responsable en 2019 de mas de 250.000 muertes
asociadas a RAM: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Acientobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (1).

Como causa de muerte atribuible a RAM, E. coli fue la responsable de la mayoria de las muertes,
seguida de K. pneumoniae y S. aureus, dentro de los 3 primeros puestos (1).

La RAM dentro de estos 6 principales patdgenos constituye asi una importante amenaza parala
salud mundial. La resistencia a Blactamicos (antibiéticos de primera linea en antibioticoterapia
empirica para infecciones severas) y fluoroquinolonas entre estos microorganismos fue
responsable de mas del 70% de la mortalidad atribuible a RAM entre los mencionados
patégenos(1).

Dentro de las principales combinaciones microorganismo-resistencia antimicrobiana destacan:
S. aureus-meticilino resistente (>100.000 muertes atribuibles a RAM) y luego, con 50.000 —
100.000 cada uno, aparecen los bacilos Gram negativos: E. coli resistente a cefalosporinas de
tercera generacidon, A. baumannii resistente a carbapenems, E. coli resistente a
fluoroquinolonas, K. pneumoniae resistente a carbapenems, y K. pneumoniae resistente a
cefalosporinas de tercera generacioén (1).

Estos patédgenos también han sido identificados en la lista prioritaria de la OMS para la
investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos para bacterias resistentes (2), dado que la
industria farmacéutica no ha logrado dar respuesta a la cada vez mas creciente necesidad clinica
de nuevas moléculas. Encabezando esta lista, y considerdndose como “microorganismos
criticos” se encuentran: Acinetobacter baumannii resistente a carbapenems, Pseudomonas
aeruginosa resistente a carbapenems, y Enterobacteriaceae resistente a carbapenems o a
cefalosporinas de tercera generacion.

Se estima que para 2050, 10 millones de vidas al afio (mds de las que se pierden actualmente
por cancer) y un acumulado de 100.000 millones de délares de produccidon econdémica se
perderdn debido al aumento de infecciones por bacterias farmaco-resistentes (3).

Asi, la RAM debe concebirse como una amenaza sanitaria y econdmica global: sus
consecuencias negativas afectan tanto la salud humana, como la sanidad animal y el medio
ambiente (4). Una amenaza global requiere una respuesta global, surgiendo asi el abordaje
“One Health”, que integra estos conceptos en una interfaz animal-hombre-ecosistema y destaca
la necesidad de una accién internacional, intersectorial e interdisciplinaria para lograr una
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estrategia efectiva contra la RAM, que promueva y proteja el status sanitario de las personas,
animales y medio ambiente(4).

Una de los pilares claves en la lucha contra la RAM es la vigilancia integrada de la misma. Desde
la perspectiva de la salud humana esto permite, entre otros aspectos, conocer la prevalencia de
los diferentes patdgenos asociados a los diferentes sindromes infecciosos y sus patrones de
resistencia, fundamental para guiar la seleccidn de tratamientos empiricos. Pero dado que estos
patrones tienen variaciones geograficas, y ain dentro de una misma regiéon también pueden
variar de un centro de salud a otro, la vigilancia RAM a nivel institucional resulta imprescindible.

Asi mismo, el conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la RAM puede permitir un
mejor conocimiento sobre su desarrollo y diseminacién, interhumana y eventualmente también
dentro de la mencionada interfase hombre-animal-ecosistema (4) .

Con respecto a Uruguay cabe destacar que en 2018 se publica el “Plan Nacional de Accidon contra
la Resistencia Antimicrobiana, abordaje desde la Salud Publica” (5) con cuatro componentes
fundamentales: 1) generacion de conocimiento y evidencia sobre la RAM, 2) concientizacion, 3)
control y prevencion de IAAS (Infecciones Asociadas a la Atencidn de la Salud), 4) consumo de
antimicrobianos.

Esta tesis se centra en varios de los aspectos mencionados, como lo son las infecciones del
torrente sanguineo producido por Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion y se enmarca en el Plan Nacional de Accion contra la Resistencia Antimicrobiana,
abordaje desde la Salud Publica” fundamentalmente en el componente 1 y 3.Teniendo en
cuanta que las cefalosporinas de tercera generacion forma parte de la familia de antibidticos
B-lactdmicos, se describirdn a continuacién las principales caracteristicas de esta familia de
antibidticos y sus mecanismos de resistencia.

CONOCIENDO LOS MECANISMOS MOLECULARES DE LA RAM:
BLACTAMICOS Y B-LACTAMASAS.

B-lactamicos:

Se trata de antibidticos bactericidas, ampliamente utilizados en la practica clinica, que ejercen
su accién inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana. Dentro de esta familia se distinguen
diferentes clases en funcién de su estructura quimica (ver tabla 1): penicilinas, cefalosporinas,
monobactdmicos y carbapenems. Asi mismo también pueden encontrarse algunos de estos B-
lactdmicos en combinacion con inhibidores de B-lactamasas (sulbactam, acido clavulanico,
tazobactam, avibactam, etc) (6).
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Tabla 1: Ejemplos de diferentes B-lactamicos.

B-lactamicos Ejemplos

Resistentes a penicilinasas (semisintéticas):
cloxacilina, meticilina, oxacilina.

Penicilinas con inhibidores de B-lactamasas:
ampicilina-sulbactam, amoxicilina-
clavuldnico, piperacilina-tazobactam,
ticarcilina-clavulanico.

Segunda generacion (espectro expandido):
cefuroxime, cefaclor.

Cuarta generacion (espectro extendido):

Cefepime

Carbapenems imipenem, meropenem, ertapenem,
doripenem.




Inhibidores de B-lactamasas Derivados de B-lactdmicos: acido
clavulanico, sulbactam, tazobactam.

No B-lactamicos: avibactam, relebactam,
vaborbactam.

Adaptado de Yao JD, Mollering RC. Antibacterial Agents. En: Manual of Clinical Microbiology, 10th edition, 2011, ASM Press,
Washington DC, p1043-p1081 (6)

La diseminacién de diferentes mecanismos de resistencia en bacilos Gram negativos ha
significado que algunos antibidticos antes fundamentales en la terapéutica (como las
cefalosporinas de tercera generacidn) no representen hoy dia opciones efectivas de tratamiento
(por ejemplo frente a aislamientos productores de B-lactamasas de espectro

extendido - BLEE), lo que ha determinado una mayor prescripcién de carbapenems. Estos
ultimos a su vez, han visto limitada su efectividad en relacion a la aparicién y diseminacién de
enterobacterias resistentes frente a ellos, fundamentalmente a través de la produccion de
carbapenemasa (7).

Asi tratando de mantener la actividad de B-lactdmicos, desde siempre piedras angulares en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, se han desarrollado inhibidores de B-lactamasas
(IBL) que logran una disminucion relativa en la cantidad de enzima B-lactamasa disponbile para
atacar al antibiético e hidrolizarlo, logrando que éste pueda mantener su actividad (8). Estos
inhibidores pueden cumplir su funcidn por unién competitiva y transitoria con el sitio activo de
la enzima bacteriana o mediante una inhibicion suicida. Los IBL como acido clavuldnico,
sulbactam y tazobactam logran inhibir muchas enzimas de clase A (excepto carbapenemasas
como KPC), pero no tienen actividad sobre las clases B, C, ni D (ver mas adelante clasificacion de
B-lactamasas) . Por otro lado, avibactam, relebactam y vaborbactam son nuevos IBLs capaces
de inhibir enzimas clase A (como BLEEs, y carbapenemasas tipo KPC), C y algunas de clase D
como OXA-48, aunque carecen de actividad contra las enzimas clase B y las carbapenemasas de
clase D presentes en Acinetobacter baumanii (8), (9).

Mecanismo de accién de los B-lactdmicos.

El principal mecanismo de accidn de los B-lactamicos, consiste en la inhibicion de la ultima etapa
de la sintesis del peptidoglicano. La sintesis del peptidoglicano es un proceso complejo que
involucra alrededor de 30 diferentes enzimas y que implica una etapa intra citoplasmatica, una
trans membrana y una final, extracelular (10). Los B-lactamicos inhiben esta Ultima, donde la
subunidad basica del peptidoglicano (mondmero discarido de N-acetilglucosamina y N-
acetilmuramico pentapétptido precursor) es incorporada al polimero en formacién y se realiza
el entrecruzamiento peptidico y la maduracién del peptidoglicano, lo cual es fundamental para
el mantenimiento de la integridad de la estructura en red del peptidoglicano(10). Las enzimas
encargadas de catalizar dicha transpeptidacion y blanco de los B-lactdmicos son las
denominadas PBPs (“penicillin-binding proteins”) (10).
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Mecanismos de resistencia a B-lactamicos.

Son varios los mecanismos implicados en la resistencia a estos antibiéticos: alteracién del sitio
diana, trastornos de permeabilidad, eflujo activo, e hidrdlisis enzimatica (B - lactamasas). Dado
que este ultimo es el mecanismos mas importante en cuanto a su frecuencia, eficacia y
repercusiones terapéuticas en bacilos Gram negativos(11), (12) se describiran algunos de sus
principales aspectos a continuacion.

B - LACTAMASAS.

Como se menciond previamente, se trata de enzimas de origen bacteriano, capaces de inactivar
antibidticos B-lactamicos. Interesantemente, las PBPs y las B-lactamasas (serin B-lactamasas)
tienen similitudes tridimensionales a nivel de su sitio activo, por lo que se ha propuesto que las
PBPs fuesen las precursoras de las B-lactamasas (7). De hecho, las B-lactamasas son enzimas
antiguas, que ya existian mucho antes de que el hombre descubriera los antibidticos (7).

Son multiples las clasificaciones que pueden utilizarse para ordenarlas:

-En funcidn de la localizacién de los genes que las codifican: cromosdmicas y plasmidicas (12)

Son los genes bla “mdviles” los que representan la verdadera amenaza para la utilizacidn de los
B-lactamicos (7) pueden adquirirse horizontalmente por diferentes vias, pero principalmente a
través de la adquisicion de pldsmidos. En los mecanismos de movilizacidn genética pueden estar
involucrados diversos elementos genéticos como transposones y secuencias de insercién, asi
como integrones y cassettes genéticos (7). De todas formas, esta clasificacion ha caido un tanto
en desuso porque genes cromosOmicos han sido movilizados via transposones a plasmidos y
viceversa (13).

-Segun su expresidn: constitutivas o inducibles (12).

-Clasificacidn estructural: una de las clasificaciones mas utiles y sencillas es la de Ambler (14)

gue toma en cuenta la secuencia aminoacidica de las B-lactamasas, para realizar una agrupacion
estructural en 4 clases (A, B, Cy D). Las enzimas de clase A, Cy D son serin-enzimas (residuo de
serina en el sitio activo), mientras que las de clase B son metalo-B-lactamasas (zinc en el sitio
activo) (14).

-Clasificacidon funcional: otra de las clasificaciones mas utilizadas es la propuesta por Bush (15)

que a lo largo de los afios ha sido revisada en varias oportunidades(16), (17). Esta clasificacion
toma en cuenta varios aspectos fisico-quimicos de las enzimas, como su perfil hidrolitico, de
inhibicién (por clavulanico, EDTA, etc), peso molecular, punto isoeléctrico, agrupandolas
inicialmente en 4 grupos funcionales para luego reducirlas a 3, dentro de los cuales se
distinguen a su vez subgrupos.

Ambas clasificaciones (estructural y funcional) estan correlacionadas (12) como puede
apreciarse en la figura 1 que se muestra a continuacion. Actualmente se reconocen al menos
17 grupos funcionales, asociados a las 4 clases moleculares (7).
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B-Lactamases
Characteristic active |
site Serine Metallo (Zn?*)
Molecular I I l
Class A |C D B
Functional 2 1 2d 3
group | ’J_‘ | |
Major functional
subgroups 2a 2b 2be  2br 2c 2f 1 e 2d 2de  2df 3a 3b
Known P P PCp P P PCp. Cp CpE P PE PCb PCp cb
substrates Cp EM CbEM M E.Cb
Inhibitor
profile AV - + + - - + 4+ + 4+ - - - -
CA + + + - +-  H- - - /- +/- - - -
EDTA - - - - - - - - - - - - +
Representative PC1 TEW-1 CTX-M IRT CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMP.VIM  CphA
enzymes or SHV-1  ESBLs SHV-10 SME CHMY OXA-10 OXA-15 OXA-48  NOM
enzyme famny | AV: avibactam, CA: acido cl. Cb: cart Cp: cefal ina, E: ina de espectro extendido, M: monobactamico, P: penicilina.

Figura 1: Relaciones moleculares y funcionales entre 8-lactamasas.

Tomado de: Bush K. Past and Present Perspectives on B-Lactamases. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2018 (7)

Se describen brevemente a continuacidn las B-lactamasas de mayor interés clinico (en funcién

de su diseminacion y perfil hidrolitico), de acuerdo a la clasificacién de Ambler (14) (preferida

por su simplicidad) poniendo el énfasis en aquellas responsables de conferir resistencia a

oximinocefalosporinas.

B-lactamasas de clase molecular A:

Esta clase de enzimas constituyen un grupo muy amplio de B-lactamasas que incluyen un muy

basto perfil de hidrélisis, abarcando desde las penicilinasas de S. aureus, pasando por distintas

familias de B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA), que confieren resistencia a B-lactamicos

de espectro reducido como TEM-1, TEM-2 y SHV-1 hasta llegar hasta las B-lactamasas de

espectro extendido (BLEE) y las carbapenemasas de tipo KPC-2 entre otras (7).

Dentro de las responsables de conferir resistencia a oximinocefalosporinas se destacan:

B-lactamasas de espectro extendido - BLEEs.
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- La mayoria de las BLEEs pertenecen a esta clase molecular. Estan codificadas por genes
ubicados en elementos moviles, lo que contribuye a su facil diseminacién, y generalmente
asocian co-resistencia a antibidticos de otras familias, como quinolonas, aminoglucésidos y
trimetoprima sulfametoxazol (12).

Debido a estas asociaciones, los aislamientos portadores de este tipo de enzimas, presentan
frecuentemente perfiles multidrogo-resistentes (MDR). Los aislamientos se definen como MDR
cuando son no susceptibles a por lo menos un agente en tres o mas categorias de antibidticos
(18).

También se observan aislamientos que producen simultdneamente mas de una BLEE, y/o B-
lactamasas de otras clases moleculares (7).

-Perfil hidrolitico vy de inhibicidn:

Confieren resistencia a amino, carboxi y ureidopenicilinas, oximinocefalosporinas (cefotaxime,
ceftriaxona, ceftazidime, cefepime) y aztreonam.

Son inhibibles tanto por inhibidores derivados de B-lactdmicos como el acido clavulanico,
como por los nuevos inhibidores del tipo avibactam.

Se mantiene sensibilidad a cefamicinas (cefoxitin) y a carbapenems (salvo que asocien otros
mecanismos de resistencia, como impermeabilidad) (12).

- Clasicamente se dividen en aquellas derivadas de enzimas de menor espectro (BLEA como
SHV, y TEM y las denominadas “nacidas BLEE” como son la familia de CTX-M o PER (19).

BLEEs derivadas de BLEAs.

Como ya se menciond derivan de enzimas de menor espectro, a partir de mutaciones
puntuales, que les permite ampliar su perfil hidrolitico a cefalosporinas de tercera y cuarta
generacién y monobactamicos. Generalmente tienen una mayor actividad frente a ceftazidime
que cefotaxime (12).

Historicamente y en conjunto constituyen las primeras BLEE detectadas, proviniendo la
primera BLEE derivada de TEM de un aislamiento de Klebsiella oxytoca resistente a ceftazidime
obtenido en 1982 en Inglaterra y la primer derivada de SHV en 1983 en Alemania en un
aislamiento de Klebsiella ozonae (19).

Ambos tipos de BLEE han sido relacionadas a numerosos brotes a nivel mundial. Son
representativas de estos grupos, dentro de las SHV: SHV-2, SHV-3, SHV-5, SHV-12, SHV-115
(20).

Mientras que dentro de las TEM, destacan TEM-3, TEM-10, TEM-24 (12)Entre estas dos
familias se describen mas de 400 variantes alélicas de B-lactamasas (12), (20), (21), (22).

Hasta mediados de la década de los 90°s las BLEEs tipo SHV eran las mas frecuentemente
reportadas, aunque en la actualidad han sido desplazadas por las de tipo CTX-M (7), (19).
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BLEEs del grupo CTX-M: Como ya se ha mencionado, estas constituyen la principal familia y sub

familias de BLEE reportadas a nivel mundial.

La familia debe su nombre al primer reporte de CTX-M-1 (“CefoTaXimase Munich”) y MEN-1,
ambas con igual secuencia y encontradas en forma independiente en Alemania y Francia. Si
bien bla crx-m-1/men-1 fueron los primeros genes bla crx-m secuenciados, probablemente la primer
enzima tipo CTX-M identificada sea FEC-1 reportada por Matsumoto et al con hidrdlisis
aumentada sobre cefotaxime respecto a ceftazidime (19).

A diferencia de las anteriores BLEEs, éstas no surgieron a partir de mutaciones de B-lactamasas
plasmidicas previas, sino que su origen se encuentra en B-lactamasas cromosémicas del
género Kluyvera, cuyos genes fueron incorporados en elementos genéticos moéviles (12), (13).

Si bien los primeros aislamientos productores de CTX-M se reportaron a finales de los ‘80s, el
aumento en su reporte comenzd a observarse luego de que CLSI (antes NCCLS) cambiara las
recomendaciones para la deteccién de BLEEs, dado que inicialmente solo se incluia ceftazidime
en los tests confirmatorios y no fue hasta que se recomendd incluir tanto ceftazidime como
cefotaxime cuando mejord la deteccidn de estas enzimas (19).

Los microorganismos productores de CTX-M tipicamente presentan valores elevados de CIM
para cefotaxime/ceftriaxona, mientras que solo algunas variantes son eficientes hidrolizando
ceftazidime (19).

Este tipo de enzimas se encuentran presentes tanto en patdgenos intrahospitalarios como
comunitarios, principalmente E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, E. cloacae, M. morganiiy
otras enterobacterias, pero también en bacilos Gram negativos oxidasa positivos como P.
aeruginosa y Aeromonas spp (19).

En general, la transferencia horizontal de las enzimas CTX-M es mediada a nivel inter celular
por plasmidos conjugativos, mientras que a nivel inter molecular mediada por transposones
y/o integrones (23).

Hasta el momento se describen mas de 250 variantes alélicas de acuerdo a la base de datos
http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A , y teniendo en cuenta la identidad en sus secuencias se
describen 6 grupos dentro de la familia, que se denominan en funcién del nimero de la
primera enzima detectada en el mismo (13), (21) como se muestra en la tabla 2 a
continuacién.
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Tabla 2: Grupos dentro de la familia CTX-M.

GRUPO Enzima tipo Otros ejemplos dentro del
grupo

1 CTX-M-1 CTX-M-3, CTX-M-15, -10, -
12, -22,-23,-28, -30, -32, -
34, -36,-37,-42, -52, -55, -
57, -58, -60, -62, -64, - 66, -
68, -69, -71, -73, 79, -80, -82

2 CTX-M-2 CTX-M-44, -4, -5, -6, -31, -7, -
20, -35, -43, - 56, -59, -74, -
77

8 CTX-M-8 CTX-M-40, -41

9 CTX-M-9 CTX-M-14, -13, -16, -19, -21,
-24, -27,-38, - 46, -51, -65, -
67, -81, 83, -87

25 CTX-M-25 CTX-M-26, -39, -89, -91, -78.

151 CTX-M-151 CTX-M-151

Adaptado de: Cantdn R et al, CTX-M Enzymes: Origin and Diffusion. Front Microbiol. 2012 (13)

-Cluster de CTXM-1: CTX-M-1, CTX-M -3, CTX-M -15 son enzimas representativas de este

cluster muy diseminadas y responsables de brotes en varios paises (19). Merece destacarse

qgue CTX-M -15 es capaz de aumentar significativamente la CIM a ceftazidime (unas 8 veces)

(19).

-Cluster de CTX-M-2: CTX-M-2 inicialmente detectada en aislamientos de Salmonella spp

resistentes a cefotaxime en Argentina, es una enzima tipica de América del Sur, asociada tanto

al ambito nosocomial como comunitario (19).

-Cluster de CTX-M-8: tiene pocos representantes, siendo CTX-M-8 la primera descrita (19).
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-Cluster de CTX-M-9: es el segundo mayor cluster, siendo CTX-M-9 la primer representante

(E.coli 1996). Las enzimas de este cluster comenzaron a reportarse con mayor frecuencia a
partir de fines de los ‘90s (19). La otra enzima de éste grupo ampliamente diseminada es CTX-
M-14, reportandose en todos los continentes (19).

-Cluster de CTX-M-25: CTX-M-25 y CTX-M-26 fueron las primeras descritas de este grupo (19).

-Cluster CTX-M-151: recientemente, un nuevo cluster fue descrito a partir de un aislamiento de

Salmonella Choleraesuis en Japdn (24).

Se pueden describir tres periodos diferentes en las enzimas CTX-M (13):

Primer periodo; desde su descripcidn a finales de los ‘80, hasta mediados de los afios ‘90, de
emergencia de las diferentes enzimas en diversas areas geograficas(13).

Segundo periodo; entre 1994-2000, que se caracterizd por la emergencia de las enzimas mds
diseminadas, incluyendo CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-15(13).

Tercer periodo; a partir del afio 2000, caracterizado por la dispersion universal y globalizacion
de este tipo de B-lactamasas (13).

Mas alla de las descritas existe un amplio grupo de BLEEs menos prevalentes donde se
encuentran algunas como las derivadas de PER, VEB (VEB-1 a VEB-7), GES, etc e incluso algunas
gue presentan la doble capacidad de tener el perfil de BLEE y ser resistentes a los inhibidores
derivados de B-lactamicos como lo son TEM de mecanismo complejo (Complex Mechanism
TEM B-lactamases: CMT) (12), (17). Dentro de estas describiremos brevemente las derivadas
de PER por tener demostrada importancia epidemiolégica, tanto a nivel local como regional.

B-lactamasas PER:

Las mads prevalentes dentro de esta familia son PER-1 y PER-2. PER-1 se describié en 1991 en P.
aeruginosa (“Pseudomonas Extended Resistance”), pero también se ha reportado en
enterobacterias confiriendo resitencia a oximinocefalosporinas (19).PER-2 comparte el 86 % de
la identidad de su secuencia aminoacidica con PER-1 y también se ha reportado en
aislamientos clinicos de enterobacterias en diversos paises, especialmente en Latinoamérica,
incluyendo Argentina y Uruguay (19).

Carbapenemasas: un conjunto importante de enzimas que confieren resistencia a
oximinocefalsoporinas como parte de su espectro hidrolitico las constituyen las
carbapenemasas. En forma preocupante, la mortalidad por microorganismos productores de
este tipo de enzimas es elevada, y la diseminacidon de los genes que las codifican puede ser tanto
via expansion clonal o transferencia horizontal de genes (25).

Estas B-lactamasas capaces de inactivar carbapenems, se asocian en enterobacterias a
elementos genéticos transferibles y pertenecen a las clases moleculares A, B o D de Ambler (12).

Dentro de las de clase A la familia mas significativa es la familia de KPC (19):
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KPC - “K. pneumoniae carbapenemase”:

KPC fue por primera vez reportada en 2001 en K. pneumoniae, aislada en EEUU en Carolina del
Norte, para poco después comenzar a reportarse en todo el pais y el mundo, y no solamente
asociada a diversas enterobacterias sino también no fermentadores como Pseudomonas spp y
Acinetobacter spp (19).

K. pneumoniae es la principal especie productora de KPC, describiéndose al menos 24 alelos del
gen bla «pc, (26) siendo KPC-2 y KPC-3 las variantes mas comunes en aislamientos clinicos, y KPC-
2 la predominante a nivel mundial (26).

Dentro de esta clase de carbapenemasas también se pueden encontrar las de tipo GES: Si bien
la habilidad para inactivar carbapenems no es una caracteristica comun a todas estas enzimas;
algunas variantes como GES-2, GES-4, GES-5, GES-6 y GES-11 si tienen esta capacidad (19). De
todas formas, la importancia epidemioldgica de estas enzimas es mucho menor a la de las
carbapenemasas de tipo KPC (12).

Perfil fenotipico:

-Eficiente hidrélisis de penicilinas, cefalosporinas y carbapenems (12).
-No inhibicién por acido clavulanico, cloxacilina ni EDTA (12).
-Inhibibles por acido borénico (12) y los nuevos inhibidores como avibactam.

Dentro de las carbapenemasas de clase A, existe un grupo reducido de enzimas que confieren
resistencia a carbapenemes pero no a cefalosporinas, como son las derivadas de SME, NMC-A
e IMI son enzimas de codificacion cromosdmica, y salvo excepciones (IMI-2) sus genes no se
han encontrado asociados a elementos genéticos moviles (19).

B-lactamasas de clase molecular C:

B-lactamasas de tipo AmpC.

Estas enzimas pueden localizarse a nivel cromosémico o en plasmidos. Su expresion puede ser
constitutiva o inducible. La cantidad de enzima producida puede ser basal baja (fenotipo de
resistencia natural caracteristica de la especie considerada) o alta (hiperproduccion de AmpC),
por diferentes mecanismos (12).

La presencia de AmpC cromosdmica, inducible o constitutiva, se encuentra presente en especies
como Enterobacter cloacae, Citrobacer freundii, Morganella morganii, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa. El grado de expresion de bla.mpc esta influenciado por la accién de
genes reguladores del tipo ampD o ampR (12).

Perfil fenotipico:

Perfil de hidrélisis:
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Son cefalosporinasas con hidrdlisis de cefalosporinas de primera y segunda generacién, y
dependiendo de sus niveles de expresién de tercera generacion (12).

También hidrélisis sobre cefamicinas. La resistencia a cefoxitin un marcador util para diferenciar
la produccion de AmpC de la de BLEE. Los aislamientos productores de BLEE suelen mantener la
sensibilidad a cefoxitina, salvo que exista simultdneamente un trastorno de permeabilidad (12).

Poco eficientes para hidrdlisis de cefalosporinas de cuarta generacién y carbapenems (12).

Perfil de inhibicidn:

Inhibibles por cloxacilina y acido bordénico y sus derivados (acido fenil-bordnico) asi como por
avibactam (12).

No inhibibles por IBLs como clavulanico (12).
AmpC plasmidicas.

En este caso los genes bla.mpc pueden encontrarse asociados a integrones o transposones
localizados en plasmidos conjugativos. Su origen se encuentra en sus contrapartidas
cromosdmicas, presentes en diversas especies bacterianas (C. freundii, M. morganii, Hafnia
alvei, Aeromonas caviae, etc) (12). Las primeras AmpC plasmidicas fueron reportadas en la
década de los 80 (27) y generaron interés clinico en funcion de su capacidad para movilizarse
horizontalmente.

Se describen varios linajes para estos genes movilizables, segin su origen en bacterias
naturalmente portadoras: Enterobacter spp (MIR, ACT), grupo C. freundii (CMY-2-like LAT, CFE),
grupo M. morganii (DHA), grupo Hafnia alvei (ACC), grupo Aeromonas (CMY-1-like, FOX, MOX)
y grupo Acinetobacter baumannii (ADC). De todos estos tipos, las enzimas AmpC plasmidicas
mas prevalentes y globalmente diseminadas corresponde al tipo CMY-2-like (27).

Deteccidn fenotipica de B-lactamasas tipo AmpC plasmidicas.

Estas consideraciones solo aplican a enterobacterias que no presentan AmpC cromosémica
inducible, como Klebsiella spp, Citrobacter koseri, P. mirabilis, Salmonella spp, E. coli (éstas
ultima posee una AmpC cromosémica no inducible, que habitualmente no se expresa) (12).

Ante un perfil compatible con AmpC (ver mas arriba) pueden realizarse pruebas de sinergia de
doble disco o utilizaciéon de discos combinados, que pongan en evidencia la propiedad de
inhibicidon por cloxacilina o acido fenil- bordnico, utilizando como indicadores ceftazidime,
cefotaxime y cefoxitin (12).

Ante la coexistencia de otros mecanismos de resistencia a B-lactdmicos la interpretacion de los
perfiles y pruebas fenotipicas se hace mas dificultosa. Como siempre los métodos moleculares
son los que se consideran como confirmatorios (12).

AmpC de espectro extendido.

25



Al perfil caracteristico de AmpC le agregan capacidad de hidrélisis sobre cefalosporinas de cuarta
generacion (12).

B-lactamasas de clase molecular D:

Interesantemente se considera la clase mas diversa entre las B-lactamasas (actualmente se
encuentran registradas mas de 1100 variantes alélicas dentro de la familia OXA en la base de
datos http://bldb.eu/BLDB.php?prot=D) , dado que algunos de sus miembros comparten solo

un 20% en su identidad y dicha diversidad también se manifiesta en sus propiedades
bioquimicas; pudiendo encontrarse enzimas de amplio espectro, espectro extendido y
carbapenemasas dentro de la familia (19).

De un modo similar a lo que ocurre con las de clase A, se encuentran dentro de esta familia -
lactamasas de expectro ampliado, BLEE y carbapenemasas.

Son ejemplos de las primeras, OXA-1y OXA-2 y enzimas relacionadas como OXA-31 -47 OXA-
3, OXA -21, OXA -34, OXA -36, OXA -53, OXA -56 (19).

Dentro de las segundas, se destacan variantes de OXA-2 como OXA-15, OXA-32, y variantes de
OXA-10 como OXA-7, OXA-11, OXA -13, OXA -14, OXA- 16, OXA-17, OXA-19. La mayoria han sido
recuperadas en P. aeruginosa(19).

Finalmente, dentro las carbapenemasas de clase molecular D, se encuentran enzimas cuya
presencia se haya muy extendida en Acinetobacter spp (OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-143,
OXA-151), mientras que otras son mucho mas frecuentes en enterobacterias, como OXA-48
(mayoritariamente en E. coliy K. pneumoniae)(12).

Algunas son enzimas de codificacion cromosdmica (como OXA-50, OXA-55, OXA-60, OXA-62) y
para otras también se ha descrito codificacién plasmidica (como OXA-48) (19).

Una caracteristica destacable para este tipo de enzimas es su falta de inhibicién por clavulanico,
sulbactam y tazobactam, si bien hay excepciones (OXA-18 recuperada a partir de P. aeruginosa
muestra fuerte inhibicion con acido clavulanico) (19).

Como ya se ha comentado OXA-48 es inhibible por inhibidores no derivados de beta lactamicos
como avibactam.

B-lactamasas de clase molecular B:

Las metalo B-lactamasas constituyen una familia diversa de enzimas que se caracterizan por:

-Su habilidad para hidrolizar un amplio espectro de B-lactamicos; penicilinas, cefalosporinas y
carbapenems, pero no monobactamicos (19).

-El requerimiento de uno o dos iones de zinc para ser activas, lo que las hace susceptibles a los
guelantes de iones metalicos como EDTA y acido dipicolinico (19).
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-Algunas son de codificacién cromosémica (las primeras fueron descritas en microorganismos
ambientales u oportunistas: Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus cereus, Shewanella spp,
etc), pero las mds preocupantes en funcién de su importante diseminacién son las transferibles,
asociadas a integrones en elementos genéticos méviles (19).

Se encuentran tanto en no fermentadores como Pseudomonas Spp, cOmo en enterobacterias
(12).

-Perfil fenotipico:

Hidrélisis y resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos, a excepcidn de aztreonam(12).

Inhibicidn por agentes quelantes de cationes divalentes EDTA, acido 2-mercaptopropidnico, o
acido dipicolinico (12).

No inhibibles por inhibidores clasicos de B-lactamasas como 4cido clavulanico(12), ni por los
nuevos como avibactam.

-Algunas enzimas de metalocarbapenemasas mads relevantes son:

-VIM-1, VIM-2 y variantes derivadas: detectada por primera vez en Verona, Italia, 1997, en
aislamiento de P. aeruginosa (12). Son enzimas muy prevalentes en Europa (19) muy difundidas
en P. ageruginosa (sobre todo la variante VIM-2), pero también se han encontrado en A.
baumannii y enterobacterias.

-NDM-1 (Nueva Delhi Metalocarbapenemasa) y enzimas derivadas: el primer aislamiento con
NDM-1 reportado en Europa en 2007, correspondid a K. pneumoniae recuperada en Suecia, a
partir de un paciente que provenia de India (Nueva Delhi) (28). Desde su descripcién inicial NDM-
1y sus variantes han tenido una diseminacién explosiva en todo el mundo, y se han reportado
en enterobacterias incluyendo clones epidémicos como K. pneumoniae ST 147, ST 11, y ST 14,
E.coli ST 131y ST 405 (28), y en bacilos no fermentadores (19).

Otras metalocarbapenemasas: IMP-1, SPM-1 (San Pablo MetaloB-lactamasa), GIM-1 (German
IMipenemase), SIM-1 (Seoul IMipenemase), KHM-1, AIM-1, DIM-1 (19).

Teniendo en cuenta la importancia de las BLEE como mecanismos de resistencia a las
oximinocefalosporinas, motivo por el cual es un tema central dentro de esta tesis, a
continuacidn, se describiran los principales aspectos diagndsticos y epidemiolégicos:

DETECCION DE LAS BLEEs DESDE EL LABORATORIO:

Con tantas enzimas en juego écomo detectarlas?
i)Métodos fenotipicos:

La deteccidén por estos métodos depende de la expresidn fenotipica de la enzima, que depende
a su vez de la cantidad de enzima producida y asi mismo, de la existencia de otros mecanismos
de resistencia presentes (12).
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Son sugestivos de produccion de BLEE:
-Resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, y monobactamicos.
-Sensibilidad a cefoxitin y carbapenems.

-Evidencia de inhibicidn por acido clavuldnico utilizando como indicadores cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion y aztreonam (prueba de sinergia de doble disco, uso de discos
combinados, técnicas de difusion en gradiente con tiras combinadas, técnicas de microdilucién)
(12).

En el caso de microorganismos que producen simultdneamente una B-lactamasa de tipo AmpC
(cromosdmica o plasmidica) los métodos mencionados pueden modificarse (inclusion de
cefepime, adicion de cloxacilina al medio de cultivo o los discos) para permitir la deteccion de
BLEE (12).

Breve explicacion de los tests fenotipicos utilizados en el laboratorio para confirmacién de la
produccion de BLEE:

Prueba de sinergia de doble disco: se basa en la colocacion estratégica de un disco de
amoxicilina-clavulanico préximo a discos de cefotaxime y ceftazidime. La presencia de BLEE se
evidencia por el agrandamiento del halo de inhibicién de cualquiera de los indicadores (21), (27).
Como se mencioné previamente, en el caso de enterobacterias portadoras de AmpC
cromosdémica inducible (Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Serratia spp, Morganella spp) es
conveniente incluir cefepime (21), (27).

Prueba de discos combinados: consiste en comparar los halos de inhibicién de cefotaxime y
ceftazidime versus los halos de dichos antibidticos cuando estan en combinacién, en el mismo
disco, junto a acido clavulanico. Cuando en presencia del inhibidor el halo observado es 25 mm
mayor, se considera el resultado positivo para la produccion de BLEE. Esta metodologia es
recomendada tanto por CLSI (29) para deteccién de BLEE en K.pneumoniae, K. oxytoca, E. coli y
P. mirabilis, como por EUCAST (27).

Técnicas de difusion en gradiente con tiras combinadas: se basan en el mismo principio de
inhibicidn por clavulanico que en el caso de los discos combinados, pero en este caso se
comparan valores de CIMs obtenidas mediante el uso de tiras que presentan en un extremo un
gradiente de concentracién de cefotaxime, ceftazidime o cefepime y en el otro un gradiente de
la misma cefalosporina con una concentracion fija de acido clavulanico. La prueba se considera
positiva cuando en presencia de acido clavulanico la CIM de cualquiera de las cefalosporinas
disminuye en por lo menos 3 diluciones(12), (27).

Técnicas basadas en la microdilucion en caldo: en este caso las CIMs de cefotaxime vy
ceftazidime solas y en presencia de acido clavulanico se determinan mediante microdilucién en
caldo. El test es positivo para produccion de BLEE cuando se observa una disminucion de la CIM
de la cefalosporina indicadora en al menos 3 diluciones en presencia de acido clavulanico. Esta
metodologia aparece recomendada tanto por CLSI(29) como por EUCAST (27). Algunos equipos
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automatizados utilizados para ensayos de susceptibilidad (como Vitek 2 system®) para se basan
en esta técnica para la investigacién de la produccion de BLEE (12).

Otras estrategias: si bien no se consideran como metodologias para la confirmacion de la

produccién de BLEE, los tests bioquimicos y los medios cromogénicos pueden servir para una
sospecha inicial y presuntiva de la presencia de este tipo de enzimas.

Tests bioquimicos (colorimétricos): con respecto a estos tests EUCAST en su documento
“EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical
and/or epidemiological importance” (27) menciona ESBL NDP y BLACTA ™

El test “ESBL NDP”, descrito en 2012, utiliza cefotaxime como antibiético indicador y tazobactam
como inhibidor, considerdandose como un resultado positivo el cambio de color rojo a amarillo
(27).

Por otro lado, el test comercial colorimétrico cualitativo “BLACTA ™ test” (BIO-RAD) permite
detectar resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en enterobacterias mediada por B-
lactamasas BLEE, AmpC (desrreprimida o plasmidica) y carbapenemasas, tanto metalo como
tipo KPC, pero sin llegar a diferenciar entre ellas. El test utiliza una cefalosporina cromogénicay
puede realizarse tanto a partir de colonias frescas como a partir de pellets obtenidos de
urocultivos o hemocultivos (27).

Medios cromogénicos: también estan disponibles en forma comercial medios cromogénicos
(ChromID ESBL - bioMérieux, Brilliance ESBL agar — Oxoid, etc), para el aislamiento selectivo e
identificacion presuntiva de enterobacterias productoras de BLEE(12).

Limitaciones de los métodos fenotipicos para la deteccion de BLEEs:

Se relacionan fundamentalmente con la presencia (o coexistencia) de otras enzimas u otros
mecanismos de resistencia simultaneos (ej: trastornos de permeabilidad) con fenotipos no
puros (12). Por ejemplo, la hiperproduccién de B-lactamasas cromosémicas de clase A, pueden
generar un perfil fenotipico similar al de BLEEs, como hiperproduccién de SHV-1 en K.
pneumoniae, K1 en K. oxytoca, o de la cefalosporinasa cromosémica (CepA) de P.vulgaris o P.
penneri (12), (27).

Asi mismo, la hiperproduccién de B-lactamasas como SHV-1-, TEM-1- u OXA-1-like, en
combinacion con trastornos de permeabilidad, puede también llevar a un resultado falso
positivo (27).

En cuanto a resultados falso negativos, debe tenerse en cuenta:

-La coproduccion de B-lactamasas de tipo AmpC puede dificultar el reconocimiento de las BLEEs
como ya fue mencionado anteriormente y debe ser tenido en cuenta (27).

-Algunas oxacilinasas (grupo funcional 2de) con perfil BLEE presentan una inhibicion débil o
variable por clavulanico, por lo que no pueden ser confiablemente detectadas por las
metodologias previamente descritas (12).
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-La presencia de carbapenemasas (tanto clase A como clase B) pueden “enmascarar”la presencia
de BLEE, vy si interesa reconocerlas en este contexto se hace fundamental la aplicacién de
técnicas moleculares (27) .

ii) Confirmacion genotipica.

Puede realizarse mediante técnicas de PCR (tanto caseras o comerciales) y secuenciacion como
a través de secuenciacién de genoma completo y posterior analisis de los genes de resistencia
(27).

INFORME DEL PERFIL SE SUSCEPTIBILIDAD EN ENTEROBACTERIAS
PRODUCTORAS DE BLEE.

Aun en presencia de BLEE, alguna de las cefalosporinas o aztreonam pueden mostrarse sensibles
en las pruebas in vitro, dado que el grado de hidrélisis puede variar en funcién del tipo y la
cantidad de enzima producida, asi como de la presencia o no de otros mecanismos de resistencia
frente a tales antibiéticos. Hasta el afio 2009, las guias CLSI (30) recomendaban que en presencia
de BLEE, e independientemente de los resultados obtenidos in vitro, se informasen como
resistentes las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam. En enero del 2010 y tras la evaluacion de
propiedades PK/PD, datos clinicos y distribuciones de CIM, se modificaron los puntos de quiebre
para cefalosporinas (cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxona, cefazolina y ceftizoxime) y
aztreonam, y con la aplicacién de los mismos, CLSI (31) afirma que ya no seria necesario editar
los resultados obtenidos, aunque la investigacion para la produccién de BLEEs puede seguirse
realizando con fines epidemioldgicos y/o para el control de infecciones.

De esta forma, se modificé la estrategia para el informe de resultados; en lugar de basarse en el
mecanismo de resistencia, pasé a fundamentarse en el valor de la CIM (con independencia del
mecanismo de resistencia). La misma recomendacion se encuentra en las guias EUCAST(32).

EPIDEMIOLOGIA DE LAS BLEES:

Evolucion de la prevalencia de las BLEEs:

Ya se menciond anteriormente que las enzimas clase molecular A son las mas diseminadas. En
los inicios de la década de los 80 comenzaron en Europa los primeros reportes de aislamientos
de enterobacterias productoras de BLEE (derivadas de SHV y posteriormente de TEM) (12).

Estas BLEEs eran las predominantes en los ‘80s y ‘90s, principalmente asociadas con brotes
hospitalarios, involucrando a K. pneumoniaey en menor medida a E. coliy otras enterobacterias
(13).

A finales de los 80’s se describe la nueva familia de CTX-M, que rapidamente se disemina entre
los diferentes géneros de enterobacterias y paises a lo largo de la década de los 90,
convirtiéndose a partir del 2000 en el tipo de BLEE mas prevalente en la mayor parte del mundo,
sustituyendo practicamente a las enzimas derivadas de TEM y SHV (12).
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La diseminacién de las enzimas CTX-M se trata de un fenémeno mundial, que incluso se ha
denominado como “pandemia CTX-M”(13). Esta alta prevalencia podria explicarse por la
diseminacién de los genes bla crx-m en plataformas genéticas altamente movilizables (plasmidos
y transposones), y por la diseminacidn de dichas plataformas en clones exitosos (13). Asi mismo,
también podria relacionarse con el fendmeno de co-resistencia en los microorganismos
productores de CTX-M; (especialmente con resistencia a aminoglucésidos y fluoroquinolonas),
lo que facilitaria el proceso de coseleccion (13).

Dentro de las enzimas CTX-M, CTX-M-15 y CTX-M-14 son actualmente las mas importantes,
tanto a nivel ambiental, animal como humano (13).

¢Y qué pasa con las BLEEs fuera del ambito hospitalario?

Un aspecto epidemioldgico clave de las CTX-M es que pueden encontrarse en aislamientos de
enterobacterias colonizantes de individuos sin condiciones médicas previas, exposicién a
antibidticos o contacto previo con los sistemas de salud (33). Este reservorio comunitario
alimentaria constantemente un flujo de BLEEs hacia el hospital (33). En Europa, 5-15% de los
pacientes criticos se encuentran ya colonizados por enterobacterias productoras de BLEE al
momento de su ingreso en cuidados intensivos (33), mientras que en nuestro pais estas cifras
ascienden a un 20% (34).

La colonizacién fecal por enterobacterias BLEE a nivel comunitario se estima en el 14% a nivel
global, (Europa 4% y América del Norte 2%) (35).

Fuera del ambito hospitalario, los centros de cuidados a largo plazo (como hogares para
ancianos) representan un reservorio de aislamientos BLEE. Esto tiene que ver con las
caracteristicas de los individuos que residen en ellos (presencia de multiples comorbilidades,
edad avanzada, etc), el frecuente uso de biodispositivos médicos (como sonda vesical),
sobreindicacién de antibidticos, entre algunos de los factores favorecedores (36). En cuanto a
la prevalencia de este tipo de aislamientos en centros de cuidados a largo plazo, fue del 10-60%
en Europa, y cercano al 50% en China (37).

Otros factores que se han reportado involucrados en la prevalencia de BLEEs en la comunidad
son: consumo previo de antibidticos (como favorecedor de la colonizacién por estos
microorganismos), uso masivo de antibidticos en veterinaria y en produccion de animales para
el consumo humano, contaminacién de ambientes urbanos por aguas residuales, y viajes
internacionales (38), (39).

BLEEs - Panorama mundial:

Como ya se menciond, la Organizacion Mundial de la Salud prioriza las enterobacterias
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion como uno de los patégenos preocupantes
(prioridad 1: criticos) a nivel de salud publica, teniendo en cuenta aspectos como la mortalidad
asociada, los costos sanitarios, la carga a nivel comunitario y nosocomial, la tratabilidad, asi
como la facilidad de los genes bla para diseminarse, lo que facilita el rdpido aumento en la
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prevalencia de estos aislamientos no solamente a nivel nosocomial sino también a nivel de la
comunidad (2).

Asistimos a una diseminacién mundial de BLEEs tipo CTX-M, particularmente diseminacién de
blacrx-m-15, tanto en infecciones comunitarias por E. coli como nosocomiales por Klebsiella spp
(37).

Si bien algunas de las enzimas CTX-M cldsicamente se han descrito asociadas a paises o zonas
geograficas especificas, como CTX-M-9 y CTX-M-14 en Espafia, CTX-M-1 en Italia, CTX-M-2 en
Israel, Japdn y Latinoamérica; CTX-M-15 ha emergido mundialmente, transformandose en la
enzima mas cosmopolita dentro de la familia (40).

La diseminacién de blacrx-m-15 parece relacionarse con algunos clones particularmente virulentos
y exitosos de E. coli (como ST131) y algunos plasmidos como IncFll (37).

Asi, blactx-m-15 €s el determinante BLEE mas prevalente a nivel mundial. Por su parte blacrx-m-14
es muy frecuente en ciertas regiones de Europa, como Espafia, asi como a nivel del Este y Sureste
Asiatico (37).

Como se menciénd anteriormente, y lo que complica mds la terapéutica, es que los clones
portadores de bla crx-m cargan con frecuencia mutliples determinantes de resistencia, que
afectan otros grupos antibidticos, como fluroquinolonas, aminoglucésidos y trimetoprim-
sulfametoxazol (37).

BLEEs a nivel regional y local:

Latinoamérica: Segun la revisidon de Guzman-Blanco M et. al (41) las tasas de infecciones
nosocomiales por enterobacterias BLEE en Latinoamérica viene en aumento desde 2005:
describiéndose que hasta el 32% de los aislamientos E. coli y hasta el 58% de los asilamientos de
K. pneumoniae producen este tipo de enzimas, si bien hay variaciones geograficas regionales.

Ya desde finales de los '90s los aislamientos de enterobacterias productores de BLEE se
describen como endémicos en Latinoamérica. Segun el estudio de vigilancia SENTRY (1997-2002)
la prevalencia de K. pneumoniae BLEE en bacteriemias de pacientes hospitalizados fue del 43%.
Esta prevalencia resulté diferente, en forma estadisticamente significativa respecto a la
reportada para Europa (22%) y América del Norte (6%), p<0.001 (41).

Ademas del aumento progresivo de la prevalencia de aislamientos productores BLEE se observd
el mismo fenémeno, previamente mencionado, de remplazo del tipo de BLEEs predominantes:
aumento de enzimas de tipo CTX-M sobre las de tipo SHV y TEM (41) estando esta rapida
diseminacién de enzimas CTX-M facilitada por la transferencia horizontal de pldsmidos y clones
exitosos (41). Si bien las BLEEs predominan en K. pneumoniae y en segundo lugar en E. coli,
también se reporta en una amplia variedad de enterobacterias, como Proteus spp, Citrobacter
spp, Enterobacter spp, Serratia spp, Morganella spp y Salmonella spp (41).

De acuerdo a los datos de vigilancia para la primera década del 2000, ya se menciond el

predominio de CTX-M-15 en el norte del continente (recordando que se trata de una enzima
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que tiene una marcada capacidad para hidrolizar también ceftazidime), mientras que CTX-M-2
se reportaba como la mas prevalente en Argentina (seguida de CTX-M-15, CTX-M-8 y CTX-M-9)
(41). En cuanto a co-resistencia; estos aislamientos BLEE mostraban un perfil de MDR, dejando
carbapenems, tigeciclina y colistin como los Unicos antibidticos con tasas de susceptibilidad del
> 90% (41).

Sin embargo, en la segunda década del 2000, se reporta un cambio en la prevalencia relativa

de las enzimas CTX-M, especialmente en el Cono Sur, desde un predominio de CTX-M-2 a CTX-
M-15 y CTX-M-14, acompafiado de la deteccién de genes que median la resistencia transferible
a quinolonas (TMQR) (42), (43), (44), (45).

BLEEs en Uruguay:

En nuestro pais, la vigilancia de las Infecciones Hospitalarias se realiza a través de la notificacion
al Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Hospitalarias (SNV-IH). La Unidad de Control de
Infecciones (UCIH) del Ministerio de Salud Publica (MSP), recibe notificaciones de prestadores
de salud de todo el pais, de las infecciones hospitalarias en dreas de cuidados intensivos de
adultos, pediatricos y neonatal, infecciones de sitio quirudrgico y las situaciones de brote. Segun
datos del Ministerio de Salud, para el 2009 K. pneumoniae y E. coli fueron las principales
enterobacterias asociadas las infecciones hospitalarias, y el porcentaje de resistencia a
ceftriaxona en K. pneumoniae se situaba ya en el 54.2% (n=166), mientras que para E. coli fue
del 16.3% (n=92) (46); informacion disponible en: https://www.gub.uy/ministerio-salud-

publica/tematica/infecciones-asociadas-atencion-salud?page=2. De acuerdo al MSP, las

infecciones hospitalarias causadas por bacilos Gram negativos son un problema creciente y en
enterobacterias, el mecanismo de resistencia mas comun es la produccion de BLEEs (5).

Al igual que lo reportado en Europa y el resto de Latinoamérica, en Uruguay predominan las
BLEEs de la familia CTX-M: bla crx-m-15, bla crx-m-1a, bla crxem-s, bla crx-m-s, seguidas por el grupo
SHV: bla SHV-2, bla SHV-5, bla SHv12- Y PER-Z, (34), (43), (44).

Se encuentra ya reportado el cambio epidemioldgico en la prevalencia de las BLEE, desde un
predominio de CTX-M-2 y PER-2 hasta el afio 2006 que se sustituye por CTX-M-15 y en menor
medida CTX-M-14 (34).

La diseminacién de estas dos enzimas parece seguir modelos diferentes; mientras que CTX-M-
15 se disemina a través de clones exitosos como K. pneumoniae ST 258 y E. coli ST 131 y ST 405,
las CTX-M-14 se relacionan con diseminacion de pldsmidos con alta eficiencia conjugativa.

El aumento en la deteccion de CTX-M-15 podria explicarse por su asociacién con otros genes de
resistencia, como aac(6’)-1b-cr o gnr (34),(47), lo que podria favorecer su co-seleccidn frente al
uso de antibidticos como ciprofloxacina o amikacina, y el hecho de ser portadas por clones
exitosos también podria estar favoreciendo su diseminacién. En Uruguay, el primer reporte de
la asociacion bla crx-m-1s Y aac(6’)-1b-cr es de Cordeiro NF et al en el afio 2006 (colonizacidn rectal
en UCI), (47). Como antecedente epidemioldgico de interés, se puede mencionar el aumento en
la prescripcién de quinolonas reportado en toda Latinoamérica (incluido Uruguay) entre 1997 y
2007 (48).
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Como ya fue mencionado, recientemente, se ha reportado la carga mundial de la RAM ,
resaltandose la importancia de E. coli y K. pneumoniae como dos de los principales
microorganismos MDR vinculados a mortalidad mientras que las infecciones del torrente
sanguineo por microorganismos resistentes constituyen el segundo foco vinculado a mortalidad
solo superado por infecciones del tracto respiratorio bajo (1).

Adicionalmente, la mortalidad asociada a resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion sobrepasd las 150.000 muertes para el afio 2019(1).

HERRAMIENTAS DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Como se menciond en apartados anteriores, resulta fundamental conocer y vigilar la
prevalencia y diseminacién de los bacilos MDR y XDR (49), dada la relevancia de las infecciones
causadas por estos microorganismos en la practica clinica. Las técnicas moleculares representan
herramientas fundamentales para llevar a cabo dicha vigilancia.

La genotipificacion permite estudiar la evolucién de los microorganismos patdgenos, y conocer
sus relaciones genéticas, lo que resulta fundamental en los estudios epidemioldgicos.

Son varias las técnicas de tipificacidn molecular actualmente disponibles para comparar la
composicion de los dacidos nucleicos en diferentes microorganismos. A través de estas
herramientas puede investigarse la relacion entre aislamientos de la misma especie
microbioldgica pudiendo establecerse si derivan de un precursor comuin o si no estan
relacionados. Asi, los marcadores moleculares pueden permitir definir si existe o no una relacién
clonal entre aislamientos en estudio, definiéndose como clon o grupo clonal al grupo de

aislamientos relacionados por el hecho de descender de un ancestro comun, formando parte de
una cadena de replicacién y transmision. Las cepas relacionadas provienen de la expansion
clonal de un precursor Unico, y por tanto tienen un grado de similitud genotipico y fenotipico
superior al esperable entre aislamientos de la misma especie pero no relacionados (50).

Dentro de los métodos moleculares aplicados al estudio epidemiolédgico, dos de los mas
utilizados son: electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE; “pulsed-field gel electrophoresis”)
y MLST (Multilocus Sequence Typing: andlisis del ADN por secuenciacién.

PFGE: Electroforesis de campo pulsado — fundamento y descripcidn.

Esta técnica permite estudiar la clonalidad entre aislamientos, pudiendo establecer si se trata
de cepas idénticas, probablemente relacionadas, posiblemente relacionadas o distintas, de
acuerdo al numero de cambios genéticos observados en funcion de las diferencias entre los
patrones obtenidos (50).

La implementacidon de PFGE en redes internacionales de vigilancia, como Pulse Net, con el
empleo de protocolos altamente estandarizados, ha resultado fundamental para el estudio y
seguimiento de importantes patégenos (E. coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp,
etc), y si bien existen otras técnicas mas modernas PFGE sigue considerandose como el gold
estandar en muchos programas internacionales de vigilancia (50).
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Mediante PFGE se analiza el polimorfismo en los tamaiios de los fragmentos del ADN
cromosdmico que se obtienen mediante digestion enzimatica, reflejdndose en los patrones
obtenidos la variablidad entre los sitios de restriccidn de la enzima y/o la insercion o delecion
de grandes fragmentos de ADN entre dos sitios de restriccién (50).

Mediante el estudio del ADN cromosémico, se obtiene una informacidon general sobre el
genotipo bacteriano y sus cambios recientes. Seria una técnica discriminativa y reproducible, de
sencilla interpretaciéon cuando los microorganismos en estudio corresponden a un periodo de
tiempo corto de estudio. Su principal indicacidn reside en el estudio de brotes de infeccién
intrahospitalaria. Cabe sefalar que este tipo de técnica no detecta cambios puntales en genes
ni permite una observacién detallada de elementos genéticos como plasmidos, transposones o
secuencias de insercion (50).

Breve descripcion: se trata de un analisis del ADN cromosdmico mediante macrorrestriccion con

enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte, que permiten obtener pocos fragmentos de
ADN (entre 10 y 30). Dado que algunos fragmentos obtenidos resultan de gran tamafio (40 kb
0 mas), no pueden separarse por electroforesis convencional, siendo necesario que la
orientacién del campo eléctrico varie en forma periddica. De esta forma logran obtenerse
patrones con pocas bandas de distintas movilidades electroforéticas (50). Interpretacidn de los

resultados: en el estudio de brotes es de interés determinar si aislamientos relacionados
epidemioldgicamente también lo estan genéticamente. En forma “ideal” los patrones de PFGE
de los aislamientos que representan una cepa epidémica deberian ser idénticos y facilmente
diferenciables de los aislamientos no relacionados. Sin embargo debe tenerse en cuenta que
pueden eventualmente suceder en el curso de un brote o epidemia cambios genéticos que
alteren el patrdn de la cepa epidémica, lo que podria dificultar la interpretacién de los resultados
(50). Basicamente, en funcion del nimero de diferencias entre dos patrones los aislamientos
pueden clasificarse como (50):

-idénticos: presentan el mismo nimero de bandas, que tienen a su vez el mismo tamafio. En
este caso ambos aislamientos representan la misma cepa.

-genéticamente relacionados: el nimero de diferencias entre los aislamientos en comparacion

es menor o igual a 3. Esto se basa en que un Unico cambio genético con el resultado mas
desfavorable, mutacién espontanea que afecta un sitio de restriccion creando uno nuevo o
haciendo desaparecer uno preexistente, genera un maximo de 3 diferencias.

-posiblemente relacionados: existen como maximo 6 diferencias, pudiendo atribuirse los

cambios encontrados a dos modificaciones genéticas independientes (inserciones, delecciones,
ganancia o pérdida de sitios de restriccion).

-no relacionados: existen mas de 6 diferencias entre los patrones, lo que es atribuible a tres o

mas cambios genéticos independientes. Se considera entonces que las cepas pertenecen a
clones distintos, sin relacion epidemioldgica.

Ademds de esta comparacién aislamiento versus aislamiento pueden utilizarse sistemas
informaticos, capaces de asignar “distancia genética” entre los aislamientos teniendo en cuenta
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la diferencia entre los patrones. Uno de los mds empleados es el software BioNumerics que
ofrece una plataforma para el analisis de los patrones obtenidos.

MLST — Multilocus Sequence Typing — fundamento vy explicacion.

Esta técnica permite identificar clones y/o lineas clonales, siendo aplicable en epidemiologia
global o a largo plazo, permitiendo la identificacién de grupos poblacionales, con independencia
de pequefias variaciones. Esta basada en la amplificacién y secuenciacién especifica del ADN de
fragmentos internos (450-500 pb) de genes “housekeeping”, que codifican enzimas metabdlicas,
lo que permite la deteccidn de variaciones neutras que definen lineas clonales relativamente
estables. Generalmente son regiones especificas de los genes donde reside la variabilidad
observada, mientras que el resto del locus esta altamente conservado. Por tanto el nivel de
variabilidad combinado entre los genes analizados brinda un alto grado de discriminacion. Al
utilizarse secuenciacién es posible entonces detectar variantes que impliquen solamente un
cambio de una Unica base en el gen analizado (50).

Se ha definido que el andlisis de 7 genes housekeeping resulta adecuado para el analisis.

Breve explicacion MLST (50):

-Amplificacion y posterior secuenciacion de los fragmentos internos (450-500 pb) de los 7 genes
seleccionados.

-Comparacién de las secuencias de cada fragmento con los alelos conocidos en cada locus.

-Asignacion de alelos en cada uno de los 7 loci, determinandose el perfil alélico (secuencia de 7
nameros).

-Comparacion del perfil alélico con el de los aislados incluidos en una base de datos centralizada.
Existen bases de datos MLST especificas para cada microorganismo (http://mlist.met).

-Asignacion de un secuenciotipo al perfil alélico de la cepa en estudio.

Una vez que se obtiene el perfil alélico la comparacidn entre aislados en simple; el grado de
proximidad entre ellos puede estimarse mediante el analisis del nimero de alelos compartidos
entre los perfiles. Cada perfil alélico define el tipo de secuencia o secuenciotipo (ST;
“sequencetype”).

Indicaciones MLST:Se trata de un marcador molecular aplicable en la epidemiologia global a

largo plazo, dado que permite el seguimiento de clones o lineas clonales en poblaciones
bacterianas, permitiendo estudiar procesos de dispersién, permitiendo el seguimiento a pesar
de pequefias variaciones que puedan surgir geografica o temporalmente. Esta técnica ha sido
utilizada para la identificacidn de lineas clonales hipervirulentas y/o resistentes y su posterior
seguimiento(50).

Dado que mas arriba hemos considerado distintos aspectos de la RAM, a continuacion se
describiran las principales caracteristicas de las infecciones del torrente sanguineo y su relacion
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con la ocurrencia de infecciones producidas por microorganismos resistentes a
oximinocefalosporinas.

INFECCIONES DEL TORRENTE SANGUINEO:
Las infecciones del torrente sanguineo (BSls: blood stream infections) son una causa importante
de morbi-mortalidad en todo el mundo (51) (52).

Estas entidades se presentan cuando en pacientes infectados se recupera un microorganismo
patégeno a partir de hemocultivos. Sin embargo, no siempre un hemocultivo positivo implica
una infeccion del torrente sanguineo, pudiendo corresponder a contaminacidn o bacteriemia
transitoria (51) (53).

La bacteriemia se define como la presencia de bacterias en el torrente sanguineo (51) (53) y
puede categorizarse en funcion de:

i- Su curso temporal (52):

-Bacteriemia transitoria: de corta duracidén, puede asociarse con la manipulacién sobre tejidos
no estériles, (procedimientos dentales, biopsias sobre mucosa gastrointestinal, etc) (52).

-Bacteriemia intermitente: por el pasaje ciclico de microorganismos en el torrente sanguineo.
Generalmente asociada a infecciones focales: abscesos abdominales, neumonia, osteomielitis,
colangitis, etc (52).

-Bacteriemia persistente: mantenida durante un periodo prolongado de tiempo, clasicamente
asociada con infecciones intravasculares (endocarditis infecciosa, tromboflebitis supurada, etc)
(52).

ii- Su origen (52), (54):
-primaria; no se identifica un sitio primario de infeccién, o

-secundaria; asociada a un foco localizado de infeccidn (gentiourinario, abdominal, respiratorio,
etc).

iii- Su lugar de adquisicion:

-Nosocomial: la bacteriemia es inicialmente detectada (se obtiene el hemocultivo) tras >48
horas del ingreso hospitalario, o se presenta dentro de las 48 horas tras el alta hospitalaria (51).

Asi mismo también se considera como intrahospitalaria si el episodio ocurre antes de las 48
horas, pero directamente relacionado con algun tipo de manipulacién invasiva realizada al
ingreso hospitalario, (colocacién de catéter intravascular, sonda vesical, etc) (55).

-Comunitaria: ocurre en un paciente antes del ingreso hospitalario o antes de las 48 horas del
ingreso sin estar relacionada con ningln procedimiento realizado tras el ingreso (55).
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-Asociada a los cuidados de la salud: es considerada como un tipo particular de infeccidn
comunitaria; porque ocurre en pacientes ambulatorios (o dentro de las primeras 48 horas del
ingreso hospitalario), pero que tienen contacto periddico con el sistema sanitario; residen en
centros de cuidados a largo plazo (como residencias de ancianos), reciben cuidados médicos a
domicilio, hemodidlisis, o dialisis peritoneal, quimioterapia intravenosa, cuidados de heridas,
nutricién enteral, etc (51) (56) (57).

Las infecciones del torrente sanguineo son la tercer infeccion mas frecuente entre los pacientes
internados en centros de terapia intensiva (CTI) (representando el 15% del total de las
infecciones) (57).

y en esta poblacion pueden tener una alta mortalidad (35-50%). En uno de cada 5 pacientes que
ingresan a CTI por BSI, la misma es catalogada como asociada a los cuidados de la salud(57).

Microbiologia de las infecciones del torrente sanguineo.

Infecciones del torrente sanguineo comunitarias: las etiologias principales incluyen en orden
decreciente: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Klebsiella
pneumoniae (52).

Infecciones del torrente sanguineo asociadas a los cuidados de la salud: suelen presentarse en
pacientes de mayor edad, con comorbilidades y con una distribucidn diferente de patégenos
(mayores porcentajes de S. aureus y Pseudomonas aeruginosa y menores de S. pneumoniae y E.
coli) (52).

Los microorganismos responsables de estas infecciones se parecen mas a los encontrados en
las bacteriemias nosocomiales que a los de las comunitarias, y también es mayor el riesgo de
aislamientos MDR con respecto a las comunitarias (57).

Aunque tradicionalmente las infecciones del torrente sanguineo por patdégenos resistentes se
observaban basicamente en pacientes hospitalizados, en la ultima década se ha observado la
emergencia de patégenos MDR en infecciones comunitarias, como K. pneumoniae y E. coli (52).

Infecciones del torrente sanguineo nosocomiales: representan un desafio terapéutico sobre
todo en pacientes criticos, por las altas tasas de multidrogo resistencia.

Orsini et al (58) analizaron 91 episodios de bacteriemia en pacientes criticos sépticos en un
periodo de 12 meses (mayo 2010-mayo 2011); identificando 122 aislamientos: 59%
correspondieron a cocos Gram positivos (CGP) y 31.1% a bacilos Gram negativos (BGN);
destacandose en los segundos, en orden decreciente: K. pneumoniae, E. coli, Acinetobacter
baumanniiy Enterobacter cloacae. Mas del 30% de los BGN fueron MDR y de ellos mas del 90%
producia BLEE, siendo K. pneumoniae el BGN MDR mas frecuente.

Segun la revisién publicada en 2015 por Cortegiani et al (57) sobre bacteriemias en pacientes
internados en CTI, el 57.6% del total de microorganismos responsables en caso de bacteriemia
nosocomial eran Gram negativos y el 33.4% Gram positivos. El 50.7% de los microorganismos
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recuperados exhibian un perfil MDR y el 22% eran extremadamente resistentes (57). Los
aislamientos extremadamente resistentes (XDR: “extreme drug resistant”) son aquellos que se
definen como no susceptibles a al menos un agente en todas salvo 1 o 2 categorias de
antibidticos (18).

Entre los BGNSs, la resistencia a carbapenems era del 69% en Acinetobacter spp, 38% en K.
pneumoniae,y 37% en P. aeruginosa (57). Con respecto a la resistencia entre Gram positivos, el
48% de los aislamientos de S. aureus fueron meticilino resistentes y el 23% de los aislamientos
de Enterococcus faecium vancomicina resistentes (57).

Datos nacionales:

Batista N et al (59) analizaron los perfiles de resistencia de enterobacterias aisladas de
hemocultivos en el Hospital de Clinicas y el Hospital Pasteur en los afios 2007 al 2009 inclusive,
y encontraron que E. coli fue la enterobacteria mas frecuente; y si bien el 50% de los aislamientos
producian B-lactamasas de espectro ampliado, eran pocos los aislamientos productores de
BLEE. En cambio mas del 50% de los aislamientos de K. pneumoniae producian BLEE. Si bien el
estudio mostré aumentos de la resistencia antibidtica en las enterobacterias analizadas en los
periodos estudiados, los mismos no fueron estadisticamente significativos, pero el estudio ya
sugeria la importancia de mantener una continuidad en la vigilancia epidemioldgica de la
resistencia antibidtica en enterobacterias.

En cuanto a los datos publicados por el Ministerio de Salud Publica (MSP)de nuestro pais, con
respecto a la vigilancia de infecciones hospitalarias para CTl de adultos afio 2012 (60),
disponible en: https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/tematica/infecciones-

asociadas-la-atencion-la-salud?page=1 , se reportaron 206 episodios de bacteriemia

nosocomial (relacionados o no a catéter) a nivel pais, que representaron el 9.4% de las
infecciones hospitalarias reportadas. Por otro lado, en el informe del afio 2013 “Ecologia
microbiana de las infecciones hospitalarias mas frecuentes en Unidad de cuidados intensivos de
adultos” (61), se reporta con respecto a la etiologia de la bacteriemia asociada al catéter que el
59.1% fue debida a bacilos Gram negativos, siendo los mas frecuentes (orden decreciente): K.
pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii y E. cloacae. En segundo lugar se situaron los cocos
Gram positivos (34.9%) siendo los mds frecuentes (orden decreciente): Staphylococcus
coagulasa negativos, S. aureus y Enterococcus spp. El tercer lugar lo ocuparon los hongos y
levaduras (5.9%). En la guia del aifio 2018 titulad “Plan Nacional de Accidén contra la Resistencia
Antimicrobiana. Abordaje desde la Salud Publica” (5) se reporta desde el MSP que las infecciones
nosocomiales por bacilos Gram negativos representan un problema clinico creciente. En
enterobacterias el mecanismo de resistencia mas frecuente es la produccion de BLEEs; lo que
ha determinado una mayor prescripcion de carbapenems, lo que ha impactado sobre la
resistencia a éstos ultimos (5). Si bien diferentes mecanismos pueden llevar a la resistencia a
carbapenems, el mas importante en virtud de su capacidad de diseminacién lo constituyen las
carbapenemasas (5). En nuestro pais el primer brote hospitalario por un microorganismo
productor de carbapenemasa ocurrié en el 2011, y desde entonces un creciente reporte de
brotes nosocomiales por productores de carbapenemasa han tenido lugar , tanto en
instituciones publicas como privadas (5). De hecho, en el afio 2017 se reportaron 10 de estos
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brotes a nivel nacional. En nuestro pais, la mayoria de las carbapenemasas han sido identificadas
en enterobacterias, si bien desde 2014 también se han reportado brotes por no fermentadores
productores de carbapenemasas (5). Papa et al. caracterizaron aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa y Pseudomonas putida recuperados en 3 hospitales de nuestro pais (2011-2013), y
reportaron por primera vez la coexistenica de bla vimy bla cesen un mismo integrén de clase | en
aislamientos de P. aeruginosa (62).

Asi mismo Bado et al. estudiaron la relacion clonal de aislamientos clinicos y de colonizacién
(digestiva/respiratoria) de A. baumannii recuperados de pacientes internados en la UCI del
Hospital Universitario (agosto 2010-julio 2011), y en un total de 78 aislamientos estudiados
detectaron bla oxa-s1 (n= 78), bla oxa-23 (n=62) y bla oxa-ss, ademas de encontrar la presencia de
rmtC (asociado con metilacion ribosomal y alto nivel de resistencia a aminoglucésidos) en dos
de los aislamientos clinicos (63).

El problema de la emergencia de los aislamientos productores de carbapenemasas trajo consigo
una mayor prescripcion de colistina, y ya para el afio 2017 se reporté el primer brote de
enterobacteria resistente a colistin mediado por mcr-1 en E. coli (64).

A diferencia de lo observado en Gram negativos, no se ha detectado un aumento en los brotes
por bacterias Gram positivas hasta la fecha (5).

SEPSIS.
Los datos de infecciones documentadas del torrente sanguineo son fundamentales, ya que las
bacteriemias reflejan la microbiologia de la sepsis (54).

La sepsis constituye un sindrome caracterizado por anormalidades fisioldgicas, patoldgicas y
bioguimicas inducidas por la infeccidén (65).

Desde 1991 se definia la sepsis como SIRS (respuesta inflamatoria sistémica o “systemic
inflammatory response syndrome”) de causa infecciosa, constituyéndose el SIRS, por la
presencia de al menos 2 de (65)

1) Temperatura >38°C o0 < 36°C.

2) Frecuencia cardiaca>90 Ipm.

3) Frecuencia respiratoria >20 rpm o Pa CO; <32 mmHg.

4) Leucocitosis > 12.000 /mm?3 o <4.000/mm? o >10% formas inmaduras.

Sin embargo, por considerarse que existian limitaciones en cuanto a la sensibilidad y
especificidad de estas definiciones, a partir del afio 2016 se propuso una nueva definicidn para
sepsis, (65) entendiéndose la misma como una disfuncidon organica, potencialmente mortal,
causada por una respuesta desregulada del hospedero a la infeccidn, la cual se objetiva por un
aumento en al menos 2 puntos en el score SOFA (“Sequential Sepsis-related Organ Failure
Assessment”) (65).
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Dicho score se obtiene tomando en cuenta multiples parametros clinicos y paraclinicos como
ser: Pa0,/FiO,, recuento plaquetario, nivel de bilirrubina, PAM, puntaje en la escala de coma
Glasgow, creatininemia, diuresis (65).

La sepsis representa un importante problema de salud publica (65), cuya incidencia verdadera
si bien no es conocida, se estima se encuentra en aumento, probablemente en relacién al
envejecimiento de las poblaciones, con mas comorbilidades, y también en funcién de un mejor
reconocimiento (65).

Esta enfermedad afecta anualmente a millones de personas en todo el mundo y determina la
muerte de uno de cada cuatro afectados (66) constityendo, ademas, la primera causa de muerte
en unidades de cuidados intensivos (54). Pero la sepsis no solamente se asocia a morbi-
mortalidad a corto plazo, sino que ademas aquellos pacientes que logran sobrevivir al episodio
de sepsis presentan a menudo secuelas fisicas, sicoldgicas y cognitivas a largo plazo, que recaen
sobre el sistema de salud y tienen también implicancias sociales y econémicas importantes (65).

Dentro de los factores de riesgo de muerte en paciente con sepsis se destacan: tratamiento
antibiético inadecuado, enfermedad subyacente, presencia de shock, necesidad de
vasopresores, fallor organico multiple, neutropenia y foco de infeccion. Algunos de ellos se
revisan a continuacion. (54).

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS RELEVANTES EN LOS PACIENTES CON
BACTERIEMIA'Y SEPSIS:

i-Enfermedades subyacentes:

Determinadas comorbilidades predisponen a los pacientes a ciertos tipos de infecciones o de
patdgenos particulares y pueden también incidir en el curso de su evolucion (54). Dentro de ellas
se destacan:

Inmunosupresidon: aumenta el riesgo de mortalidad por infecciones habituales y también
predispone a infecciones por microorganismos infrecuentes en inmunocompetentes (54).

Diabetes mellitus: predispone a infecciones pulmonares, urinarias y de piel y tejidos blandos
(54).

Alteraciones o cambios hormonales: algunos cambios como aquellos observados en el
embarazo, pueden alterar la funcion de lainmunidad (sobre todo celular), aumentando el riesgo
para ciertas infecciones (54).

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica: aumenta el riesgo para infecciones respiratorias y
de mortalidad por otras infecciones graves (54).

Cirrosis: genera multiples alteraciones que aumentan el riesgo de infeccion como defectos en la
guimiotaxis de neutrofilos, ascitis, hipoglobulinemia, hipertensiéon portal, elevando el riesgo
para peritonitis bacteriana espontanea y la mortalidad por infecciones en otros sistemas (54).
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Neoplasias: La disfuncion orgdnica que generan puede predisponer al desarrollo de bacteriemia
y sepsis mediante: rotura de las barreras naturales, obstruccion, trastornos metabdlicos,
infiltracidon de tejidos esenciales del sistema inmune (médula dsea, higado, bazo). Ademas, la
quimio y radioterapia tienen efectos deletéreos sobre las defensas del hospedero, aumentando
el riesgo de infeccién invasiva (54).

Desnutricidn: los trastornos metabdlicos que trae consigo disminuyen especialmente la funcion
de la inmunidad celular (54).

ii-Tratamientos farmacoldgicos y sustancias toxicas:

Antibioticoterapia: la antibioticoterapia previa genera modificaciones sobre la microbiota,
pudiendo alterar la epidemiologia de la enfermedad, con patégenos mas resistentes o
infrecuentes(54).

Garnacho-Montero y colaboradores (67) encontraron que haber recibido tratamiento
antibidtico en el mes previo es una variable independiente relacionada con la administracion
de antibioticoterapia inadecuada (OR 2.23, IC 95% 1.1- 5.45) en pacientes sépticos ingresados
en la unidad de cuidados intensivos.

Corticoides y otros farmacos inmunosupresores: aumentan el riesgo de infecciones
infrecuentes o de patdgenos oportunistas (54).

Alcoholismo: aumenta el riesgo de infecciones graves por S. pneumoniae y H.influenzae. La
enfermedad gastrointestinal asociada con el alcoholismo puede predisponer a infecciones
donde participa la microbiota intestinal (54).

iii-Procedimientos invasivos o cirugia previa: pueden aumentar el riesgo de bacteriemia y

sepsis(54). El riesgo de infeccidn posterior a cirugia u otros procedimientos invasivos depende
de una compleja interaccién entre varios factores: tipo de procedimiento realizado (grado de
traumay contaminacidn de los tejidos del hospedero involucrados, implante de biodispositivos,
duracidn del procedimiento, etc), factores del hospedero (estado inmune, nutricional, diabetes),
factores relacionados a los microorganismos (capacidad de adherencia e invasidn),
administracién de profilaxis antibidtica perioperatoria.

iv-Sitio de infeccidon: Puede influir en la evolucién; reportandose mayores indices de mortalidad

para infecciones del aparato respiratorio inferior y cuando no se logra identificar el foco(54).

v-Infeccion adquirida en el hospital: Este tipo de infecciones suelen implicar patdogenos

multirresistentes, lo que afecta tanto la seleccién de la antibioticoterapia como su eficacia (54).

Vi — Microbiologia — El agente etiolégico: la otra cara de la moneda.

Como ya se menciond previamente, las enterobacterias se encuentran dentro de las principales
etiologias de las infecciones del torrente sanguineo y dentro de ellas E. coliy K. pneumoniae son
las principales involucradas. Cuando producen BLEE, el tipo de enzima expresada, el fenotipo
de co-resistencia, y los determinantes de virulencia (68) son importantes determinantes de la
evolucidn de los pacientes.
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E. coli:

E. coli patégeno extra-intestinal (EXPEC) causa muchos de los episodios de bacteriemia en el
hombre (de hecho E. coli es el bacilo Gram negativo mas frecuentemente responsable de las
infecciones del torrente sanguineo). Las EXPEC mejor caracterizadas desde el punto de vista de
su patogenicidad son las asociadas con infeccién urinaria (UPEC) y meningitis neonatal (69).

De todas formas, debe tenerse en cuenta que entre mas debilitadas las defensas contra la
infeccion del hospedero, menos factores de virulencia resultan necesarios para causar
enfermedad, y las cepas se terminan “pareciendo mas” a las que forman parte de la microbiota
intestinal (69).

Clasicamente se describen 4 grupos filogenéticos en E. coli, A, B1, B2 y D (70), aunque
posteriormente se describieron los grupos C, Ey F (71). La mayoria de las EXPEC recuperadas de
infecciones en el hombre pertenecen a los grupos B2 y D (70); mientras que las E. coli
comensales y “menos patdgenas” pertenecen a los grupos Ay B1 (70).

Se describen en EXPEC multiples factores de virulencia (72), tanto cromosdmicos (habitualmente
localizados en islas de patogenicidad) como plasmidicos, y que incluyen moléculas de adhesion,
siderdforos, toxinas, etc. Algunos de estos se resumen en la tabla 3.

Tabla 3: Ejemplos de factores de virulencia en ExPEC.

Factores: Genes:
Fimbria tipo 1 FimH
Fimbiria S SfaA
Fimbria P PapC
Fimbria G PapG
Adhesina afa Afa
Yersiniabactina (siderdforo) FyuA
Aerobactina (sideroforo) lutA
Grupo capsular Il KpsMTII
Cépsula K5 kpsMT K5
Cépsula K1 kpsMT K1
Proteasa de membrana externa OmpT
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Lipoproteina de membrana externa TraT
Hemolisina F HylF
Hemolisina A HlyA
Factor citotdxico necrotizante 1 cnfl
Factor citotdxico necrotizante 2 cnf2

Adaptado de: Daga AP et al. Escherichia coli Bloodstream Infections in Patients at a University Hospital: Virulence Factors and
Clinical Characteristics (72).

Daga et al (72) estudiaron 48 episodios de bacteriemia por E. coli en un hospital universitario en
Brasil, (2015-2017), con recoleccién de datos epidemioldgicos y caracterizacidon de las cepas,
incluyendo factores de virulencia, grupos filogenéticos, islas de patogenicidad (PAls),
caracterizacidon de BLEEs. El andlisis filogenético mostré que el grupo B2 (45.8%) fue el mas
prevalente, y era el grupo filogenético con mayor prevalencia en cuanto a factores de virulencia
y PAls. También se encontraron aislamientos pertenecientes al grupo B1 (18.8%) y al grupo E
(14.6%). El 16.7% (8/48) producia BLEE, con CTX-M-15 como la enzima mas prevalente (72).

Por su parte, Lefort et al (73) examinaron el impacto de factores del hospedero y del
microorganismo sobre la mortalidad a 28 dias en pacientes con bacteriemia por E. coli (1051
pacientes adultos incluidos en el analisis, 15 hospitales en Francia, 2005), y encontraron que en
su poblacién, los factores relacionados al hospedero (mayor edad, presencia de cirrosis,
inmunocompromiso, etc) tenian mayor peso para predecir la severidad de la bacteriemia que
aquellos relacionados con el patégeno.

Secuenciotipos “exitosos” de E. coli - dentro de ellos se destacan: ST 131, ST 73, ST95, ST69,
ST38,ST12 (74), (75), (76).

E. coli ST 131.

Se ha descrito como agente de infecciones comunitarias y nosocomiales, sobre todo infecciones
urinarias y del torrente sanguineo. Es un secuenciotipo asociado a la produccién de BLEE,
especialmente CTX-M-15 y resistencia a fluoroquinolonas (gen gen aac(6°)-1b-cr ) (74).

Para mediados de los afios ‘2000 el ST 131 destacé como una importante patégeno, exhibiendo
con mayor probabilidad un perfil multidrogo resistente y asociado infecciones del torrente
sanguineo comunitarias a partir de un foco urinario (74).

La aparicion global de E. coli con bla crx-m-15s en la comunidad pareceria relacionarse con la
emergencia de este secuenciotipo: la emergencia mundial E. coli con CTX-M-15 se presume por
la adquisién por parte del clon de alto riesgo ST 131 de ciertos plasmidos IncF epidémicos,
portadores de bla crx-m-15. La combinacién de plasmidos epidémicos de resistencia portadores
de multiples determinantes de resistencia antibidtica con clones de alto riesgo de mejorado
“fitness”, permitid al ST 131 moverse sin dificultad entre la comunidad y diferentes hospitales y
centros de cuidados a largo plazo. Factores de virulencia como sat, iutA, malX, usp, iha, hra,
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ompT parecen aumentar la capacidad de E. coli ST 131 para colonizar eficientemente tejidos
humanos, presentando un score de virulencia mas alto con respecto a otros ST no 131. La
multidrogo resistencia y presencia de los mencionados factores de virulencia parecen haber sido
esenciales para el triunfo ecolégico de este clon. También ocurrid la transferencia horizontal de
plasmidos con bla crx-m1s entre ST 131 y otros ST no 131 (74).

Cabe mencionar que E. coli ST 131 no es una Unica entidad y puede ser separada en varios
pulsotipos; resultando altamente divergente cuando se utiliza PFGE para analizar este clon (74).

La prevalencia de ST 131 varia segun el sitio geografico y la poblacién; pudiendo oscilar entre
10-30% de los aislamientos clinicos de E. coli. ST 131 es muy prevalente entre pacientes
ancianos, residentes en centros de cuidados a largo plazo, pareciendo asociarse al extensivo uso
de antibidticos en ese tipo de centros (74).

La pandemia por ST 131 es basicamente humana, porque este clon parece muy adaptado al
hospedero humano (74).

Otros secuenciotipos como ST 73, ST 95, ST 69 y ST 12 también han sido reportados como
etiologia frecuente de infecciones urinarias y bacteriemias en el hombre. ElI ST 73 suele
presentar un perfil multi-sensible a los antibiéticos, por lo que se plantea que la MDR no es una
razéon dominante para su prevalencia (75), si bien también hay descritos aislamientos portadores
de integrones de clase 1y perfiles mas resistentes (76).

K. pneumoniae:

En K. pneumoniae la capsula polisacaridica se describe como su principal atributo de virulencia.
Las cepas de se agrupan en mas de 160 grupos segun serotipado capsular (K1 y K2 son los mas
importantes) y en mas de 480 genotipos segun la secuencia de wzi para polisacaridos capsulares
(77).

Algunos ejemplos de genes de virulencia descritos en K. pneumoniae se muestran en la tabla 4,
gue se muestra a continuacion.

Tabla 4: Ejemplos de genes de virulencia descritos en K. pneumoniae.

Factores de virulencia: Genes relacionados
Mucoviscosidad magA, rmpA, rmpA2.
Biosintesis de LPS uge, wabG
Adhesinas ¢f29a, fimH, mrkD
Metabolismo de la alantoina Alls
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Sideroforos iroN, kfu, iucA, iutA, ybtA,

irp2, entB and iroB

Citotoxicidad (genotoxina colibactina) Cluster pks

Ureasa Urea

Tomado de: Kim D et al. Antimicrobial resistance and virulence factors of Klebsiella pneumoniae affecting 30 day mortality in
patients with bloodstream infection (77).

Secuenciotipos “exitosos” de K. pneumoniae — ejemplos: ST 258, ST 101.

Complejo clonal 258 (CC 258): incluye el secuenciotipo ST 258 y sus variantes ST 11, ST 340, ST
512(26). Este complejo es uno de los mas importantes por su rol en la propagacién de la
pandemia KPC, la mas importante de las serin carbapenemasas (ver mas adelante). Si bien la
enzima KPC estd presente en mas de 100 secuenciotipos diferentes, la pandemia de KPC es
sobre todo por la propagacion de miembros del CC 258, que son tipicamente resistentes a todos
los antibidticos siendo colistin, tigeciclina y gentamicina algunos antibiéticos que pueden ser
sensibles in vitro (26). Dentro del CC 258, el ST 258 es el clon predominante (26); se trata del
secuenciotipo del 70% de las K. pneumoniae KPC positivas, presente tanto en Europa, Medio
Oriente, EEUU y Latinoamérica, y se le describen 2 linajes genéticos (26):

-Clado | — asociado con KPC-2
-Clado Il — asociado con KPC-3.

La divergencia entre los 2 linajes estd en una regién de 215 kb (“hot spot”) que incluye genes
involucrados en sintesis de la capsula (26).

ST 101: Pertenece al complejo clonal 11, y es considerado un clon emergente; y reportado como
agente de infecciones asociadas a la salud en América, Europa y Asia. Ha sido asociado con la
presencia de enzimas como OXA-48, CTX-M-15 y también KPC (78), (79), (80).

Clones exitosos de alto riesgo é¢qué los caracteriza?

Tanto E. coli ST 131 como K. pneumoniae ST 258 son considerados como clones internacionales
exitosos, multidrogo resistentes de alto riesgo. Son considerados importantes patdgenos
humanos y se han diseminado mundialmente, siendo responsables del aumento de la
multidrogo resistencia en E. coliy K. pneumoniae respectivamente (74).

Los clones “exitosos” se consideran una fuente poderosa para la diseminacidn de elementos
genéticos de resistencia, como genes, integrones, transposones, pldsmidos. Constituyen
plataformas estables para que se mantengan y propaguen genes responsables de resistencia
antibdtica y han tenido un rol fundamental en la emergencia de la multidrogo resistencia entre
los bacilos Gram negativos, especialmente la familia Enterobacteriaceae (74).

Tienen una gran capacidad para sobrevivir y reproducirse. Como pueden sobrevivir por largos
periodos de tiempo tienen un rol importante en la diseminacién horizontal de resistencia a otras
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bacterias, actuando como eficientes donantes y receptores. Han adquirido ciertos atributos que
han mejorado su capacidad patogénica y de sobrevida, la cual se ha acompafiado también de Ia
adquisicion de determinantes de resistencia antibidtica (74).

Estos clones tendrian un “fitness” incrementado respecto a otros aislamientos de la misma
especie, lo que les permite prevalecer sobre el resto y tener mayores oportunidades para
diseminarse y mayor tiempo para adquirir determinantes de resistencia antibidtica desde otras
bacterias. La diseminacion de clones MDR de alto riesgo se facilita por la presion selectiva de los
antibidticos, muy utilizados en hospitales y en la industria de los alimentos de origen animal (74)
Para considerarse como clon internacional de alto riesgo MDR, los clones deben presentar las
siguientes caracteristicas (74):

e Distribucion global.

e Asociacidn con varios determinantes de resistencia antibidtica.
e Habilidad para transmitirse efectivamente entre hospederos.

e Mejorada patogenicidad vy fitness.

e Capacidad para causar infecciones severas y / o recurrentes.

éY QUE PASA CUANDO EL AGENTE PRODUCE BLEE? — FACTORES
PRONOSTICOS.

Como se menciond previamente la bacteriemia constituye una condicidon grave, que implica
altas tasas de mortalidad y costos sanitarios (81). Pero mortalidad, estadia hospitalaria y costos
sanitarios son aun mayores cuando la bacteriemia es debida a enterobacterias BLEE, pudiendo
relacionarse este impacto negativo en la mortalidad con el retraso en la administracién de un
tratamiento empirico efectivo (82), (83), (84). La mortalidad atribuible a 30 dias para
bacteriemias por enterobacterias BLEE es variable( 4.5-64%), pudiendo llegar a ser alta (85).

Impacto del tratamiento antibidtico empirico.

El tratamiento empirico inicial inadecuado ha sido reportado como un factor de riesgo para
mortalidad y también se asocia en forma significativa con aumento de la duracién de la estadia
hospitalaria (82).

Sin duda el perfil de resistencia habitual de las enterobacterias BLEE, que suele incluir
resistencia a multiples Blactdmicos y no Blactamicos limita las opciones terapéuticas e impacta
en la efectividad de los planes antibidticos empiricos seleccionados (84).

Lamentablemente, se ha reportado que en forma global hasta un 20% de pacientes con shock
séptico recibe un tratamiento antibidtico inicial inadecuado (83).
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Girometti et al (86) estudiaron en forma retrospectiva la evolucién de pacientes con bacteriemia
por K. pneumoniae (n=251) con diferentes perfiles de susceptibilidad, durante un periodo de 2
afios (2010-2012) y encontraron que el tratamiento antibidtico empirico resulté adecuado en:

= 74% de las infecciones causadas por K. pneumoniae no productoras de BLEE ni KPC,
= 33% de las infecciones por K. pneumoniae BLEE y
= 23% por K. pneumoniae KPC (p<0.0001).

En total, solo 43% pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae recibieron tratamiento
empirico efectivo. Cuando se analizd el impacto del tratamiento empirico inadecuado en la
sobrevida (ajustando por la severidad de las comorbilidades subyacentes) mediante la regresion
proporcional de riesgo Cox (Cox-hazard proportional regression) se encontrdé que el recibir
antibioticoterapia inadecuada se asocid con una mayor tasa de mortalidad a 30 dias,
(duplicacién de la misma, HR 1.9 con IC 95% 1.1-3.4, p=0.02) (86).

El impacto positivo sobre la sobrevida que se obtiene con una antibioticoterapia inicial adecuada
es mayor entre mayor es la gravedad de la presentacién de la bacteriemia (87), (88).

Tumbarello et al (82) encontraron como factores de riesgo para tratamiento empirico inicial
inadecuado en pacientes con bacteriemia por E. coli BLEE los siguientes factores:

= Foco desconocido de la bacteriemia (OR 4.86; 1C95% 1.98-11.91; p 0.001),
=  Aislamiento con perfil MDR (OR 3.73; IC95% 1.58 - 8.83; p 0.003),

= Hospitalizacidn en los 12 meses previos a la infeccién del torrente sanguineo actual (OR
3.33;1C95% 1.42 - 7.79; p 0.005)

= Tratamiento antimicrobiano en los 3 meses previos a la infeccién del torrente sanguineo
actual (OR, 2.65; IC95% 1.11 - 6.29; p 0.02).

Se conoce que el tratamiento antibiético empirico no es el Unico factor que influye en la
evolucidn de los pacientes con infecciones por enterobacterias BLEE; el foco y la severidad de
la infeccion, la posibilidad de lograr o no el control sobre el foco, el estado previo de salud y
comorbilidades, son también importantes condicionantes en la evolucién de estos
pacientes(37), (87) y se discutiran a continuacion.

Foco de infeccidn:

Se consideran como focos de alto riesgo (mortalidad >30%) pulmén, peritoneo y foco
desconocido y de bajo riesgo (mortalidad < 30%) foco urinario, catéter intravascular, arbol
pancreato-biliar (89), (90).

Para el caso del foco pulmonar la mayor mortalidad podria explicarse en relacidon a que muchos
antibidticos pueden tener una limitada penetracién pulmonar, y obviamente no existe
posibilidad de remover el foco de infeccion (86).
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Severidad de la infeccidn.

En el trabajo de Girometti et al (86), al comparar el grupo que no sobrevivio a los 30 dias versus
el grupo que sobrevivié a los 30 dias, los que murieron tenian una mayor probabilidad de
proceder de unidad de cuidados intensivos (48% vs 11% p 0.0001), tenian una media de score
APACHE basal mas alta (24 vs 14, p <0.0001), tenian mayor chance de haber presentado
complicaciones médicas intercurrentes (36% vs 16% p =0.001), mayor chance de haber recibido
terapia inmunosupresora con corticoides ( 31% vs 14% p =0.004), y de haber desarrollado sepsis
o shock séptico persistente en las primeras 72 horas (76% vs 15% p<0.0001). Se encontrd que el
APACHE Il (ver tabla 5) calculado el dia del hemocultivo podia discriminar entre pacientes no
sobrevivientes y sobrevivientes a los 30 dias del hemocultivo positivo (aROC 0.88, 0.83-0.92
p<0.0001) y predecir correctamente el status sobrevida en el 83% del total del cohorte del
estudio. La inclusién de covariables clinicas al modelo de sobrevida (cirrosis, transplante de
o6rgano solido, enfermedad hematooncoldgica, diabetes, terapia con corticoides,
complicaciones intercurrentes) no mejoré significativamente la discriminacién del modelo de
sobrevida respecto al uso del APACHE Il solo (aROC 0.88 vs0.89 p =0.96). Debido a esto, las
variables de tratamiento antibiético se analizaron solo utilizando el APACHE Il como la covariable
subyacente del riesgo de sobrevida. Un APACHE Il >17 se encontré como el punto de corte
Optimo para definir pacientes con alto riesgo (48/80 60%) y bajo riesgo (10/137 7%) de
mortalidad a 30 dias.

Si bien el score APACHE Il es un sistema de clasificacién prondstica validado primariamente para
pacientes que ingresan a cuidados intensivos (91) que evalla estadisticamente la probabilidad
de muerte del enfermo en el episodio actual, su cdlculo el dia de obtencién del hemocultivo
demostré ser un predictor Util de la evolucidn de pacientes con bacteriemia(86).

Tabla 5: Parametros para el calculo del SCORE APACHE II.

Temperatura °C

Presion arterial media mmHg

Frecuencia cardiaca

Frecuencia respiratoria

Gradiente A-a de O, (Utilizar solo si la FiO, es mayor de 0.5):

pa0; (Utilizar solo si la FiO, es menor de 0.5):

Bicarbonato en mmol/L (Utilizar sélo si el pH no esta disponible):

pH arterial:

Sodio sérico (mmol/L):

Potasio Sérico (mmol/L):
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Creatinina sanguinea:

Hematocrito (%):

Leucocitos / mm?3:

Puntuacion en la Escala de Coma de Glasgow:

Edad (afios):

Tomado de: Campbell NN et al. APACHE Il scoring system on a general intensive care unit:
audit of daily APACHE Il scores and 6-month survival of 691 patients admitted to a general
intensive care unit between May 1990 and December 1991. (91)

Otros scores para valorar severidad de la presentacion:

Quick Pitt (gPitt): El score de Pitt se utiliza como medida objetiva de la severidad en agudo de la
infeccion del torrente sanguineo del paciente. Un mayor score se asocia con una mayor
mortalidad. En un esfuerzo por simplificar su aplicacion Battle et al (88) desarrollaron el score
“quick Pitt” (ver tabla 6), que utiliza variables binarias para predecir mortalidad en pacientes con
bacteriemia por bacilos Gram negativos. Los autores encontraron que un qPitt de 2 o mas
identifica a pacientes con alto riesgo de mortalidad: la mortalidad a 14 dias era del 3% en
pacientes con gPitt <2 y del 26% con 22 (p<0.001) (88).

Tabla 6: Score “quick Pitt” para bacteriemia.

Variable:

Hipotermia (Temperatura <36°C)

Falla respiratoria

(frecuencia respiratoria 225 rpm o necesidad de ventilacién
mecanica)

Hipotension
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(Presion arterial sistélica < 90mmHg o necesidad de
vasopresores)

Falla cardiaca

Alteracion del estado mental.

Tomado de: Battle SE et al. Derivation of a quick Pitt bacteremia score to predict mortality
in patientswith Gram-negative bloodstream infection (88).

Quick SOFA: Se trata de otro score que surgido en 2016 (92) evalla la posibilidad de riesgo alto
en paciente con sospecha de sepsis, teniendo el beneficio que se calcula con solo 3 pardmetros:
estado mental alterado o empeorado, frecuencia respiratoria 222 rpm y presion arterial sistélica
<100 mm Hg. La direccidén https://www.mdcalc.com/gsofa-quick-sofa-score-sepsis: permite el

calculo del mismo online.

Otros factores de mal prondstico:

Como se ha comentado en apartados anteriores, existen factores modificables relacionados al
outcome de los pacientes con infecciones del torrente sanguineo por enterobacterias MDR,
como el tratamiento antibidtico empirico y el control del foco inicial (86) mientras que hay otros
no modificables, que se consideran de mal prondstico:

-Edad avanzada (93). En el trabajo de Lin et al (94) se detectd la edad mayor o igual a 60 afos
como factor de peor pronéstico.

- Anemia (94).
- Leucopenia(77).

-Mayor severidad de la presentacidon. Ya fue explicada en parrafos anteriores. Puede
determinarse en forma objetiva a través de los altos valores en los score basales calculados el
dia del hemocultivo; APACHE Il de 17 o mas (86), o gPitt de 2 o mas (88).

-Mayor severidad de la enfermedad subyacente (94). Para estratificar objetivamente la
severidad de las comorbilidades algunos autores (95) utilizan el indice de Charlson (Charlson
Comorbidity Index; ver tabla 7) al momento de la ocurrencia de la infeccién del torrente
sanguineo (96). Este indice categoriza las comorbilidades del paciente, ponderandolas (+1 a +6)
en base al riesgo ajustado de mortalidad, y a través de la suma de cada una se obtiene un valor
para el indice que resuma la “carga o peso de la comorbilidad” del paciente. Un indice de
Charlson = 0 implica ausencia de comorbilidades, mientras que a mayor puntuacion se predice
un mayor riesgo de mortalidad o consumo de recursos sanitarios (96).

Tabla 7: indice de Charlson.
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Condicion

Puntaje asignado (ponderacion)

Infarto de miocardio 1
Insuficiencia cardiaca congestiva 1
Enfermedad vascular periférica 1
Enfermedad cerebrovascular 1
Demencia 1
Enfermedad pulmonar crénica 1
Enfermedad del tejido conectivo 1
Enfermedad ulcerosa 1
Enfemedad hepatica leve 1
Diabetes 1
Hemiplegia 2
Enfermedad renal, moderada o severa 2
Diabetes con dafio en érgano blanco. 2
Cualquier malignidad 2
Leucemia 2
Linfoma 2
Enfermedad hepatica moderada o severa 3
Neoplasia sélida metastasica 6
SIDA 6

Tomado de: Charlson ME et al. A new method of classifying prognostic comorbidity in longitudinal studies: development and
validation (96).

Asi un valor alto (>2) en el indice resulta un factor de riesgo para mortalidad intrahospitalaria en

pacientes con diversos tipos de infecciones, incluyendo las del torrente sanguineo (95).

-Malignidad (94).
-Cirrosis hepatica (94).
-Bacteriemia polimicrobiana (94).

-Bacteriemia nosocomial (93).
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-Foco no urinario (89), (90), (94).

De todo lo expresado anteriormente se desprende la importancia de la sospecha precoz de la
presencia de BLEE en los microorganismos causantes de bacteriemias.

El reconocimiento clinico y microbiolégico de estas enzimas, asi como la vigilancia de su
prevalencia y diseminacion resultan claves para guiar el tratamiento empirico en pacientes en
quienes se sospecha infecciones por bacilos Gram negativos MDR en funcién de la presencia de
factores de riesgo individuales. Asi mismo, para que un tratamiento empirico resulte éptimo
también debe basarse en datos de vigilancia locales, idealmente de la ciudad y concretamente
del centro de salud. De esta manera, conocer los patrones de susceptibilidad antibiética
exhibidos por aislamientos BLEE, es fundamental para optar por las opciones mds adecuadas.
Estudios prospectivos han demostrado mejores tasas de sobrevida en pacientes en quienes la
terapia empirica inicial es activa frente al agente de la infeccién versus cuando no ofrece
cobertura frente al patégeno (97).

FACTORES DE RIESGO PARA INFECCIONES POR ENTEROBACTERIAS
PRODUCTORAS DE BLEES.

Multiples trabajos han investigado factores de riesgo para infeccién y colonizacién por
enterobacterias BLEE (98), (99), (100) dado que el correcto analisis de las caracteristicas clinicas
de los pacientes puede auxiliar en la seleccién de tratamientos antibidticos empiricos
adecuados. Algunos de los factores reportados son:

v Antecedente de infeccion / colonizacidn previa por enterobacteria resistente a
cefalosporinas de tercera generacion (100).

v Estancia hospitalaria prolongada (101).
v Internacién prolongada en unidad de cuidados intensivos (101).

v Presencia de dispositivos invasivos; catéter vascular (102), catéter urinario (99), (103),
tubo de gastrostomia (98), y asistencia ventilatoria mecdanica (101).

v Consumo previo de antibidticos (6 meses previos) (103), especialmente cefalosporinas
de tercera generacion, trimetoprima-sulfametoxazol y ciprofloxacina (99), (104).

v Proceder de centro de cuidados a largo plazo (98), (105).

v" Presencia de comorbilidad (enfermedad pulmonar obstructiva crénica, diabetes, cancer,
antecedente de transplante previo) (98).

v Antecedente de hospitalizacién (6-12 meses previos) al actual episodio de bacteriemia
(99), (102), (106).

v Mdiltiples consultas en el departamento de emergencia en el ultimo afio (3 o mas) (105).

Se han desarrollado “scores” (100), (105) y flujogramas (102) para predecir la posibilidad de que
un microorganismo BLEE sea responsable de la infeccidn, y asi optimizar el tratamiento
antibiético empirico, evitando a su vez la sobre indicacién de carbapenems.
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Lee et al (105) realizaron un estudio de cohorte retrospectivo multicéntrico (Taiwan) con el
objetivo de disefiar un score rapido y sencillo para identificar pacientes en riesgo de presentar
bacteriemia adquirida en la comunidad por enterobacteria BLEE. Se incluyeron 1141 pacientes
adultos con bacteriemia de origen comunitario, monomicrobiana por enterobacterias, (periodo
2008-2013). En 65 pacientes (5.7%) la enterobacteria responsable producia BLEE. Encontraron
4 predictores de riesgo para bacteriemia por BLEE que presentaron alto OR en el analisis
multivariado, (ver tabla 8) y cada uno sumaba +1 para la construccién del score: uso reciente de
antibioticos (OR 15.29), procedimiento invasivo reciente (OR 12.33), procedencia de centro de
cuidados a largo plazo (OR 27.77), y ser usuario frecuente del departamento de emergencia (OR
9.98). Con un punto de quiebre de +2 en el score, obtuvieron una sensibilidad de 84,6% vy
especificidad de 92,5% para identificar pacientes con riesgo de presentar una bacteriemia
comunitaria por productor de BLEE.

Tabla 8: Predictores para riesgo de bacteriemia por enterobacteria BLEE seglin Lee et al.

Uso reciente de antibidticos.

Procedimiento invasivo reciente

Procedencia de centro de cuidados a largo plazo.

Usuario frecuente del departamento de emergencias.

Tomado de: Lee CH, et al. A simple scoring algorithmpredicting extended-spectrum
B-lactamase producers in adultswith community-onset monomicrobial
Enterobacteriaceae bacteremia: Matters of frequent emergency
department users (105)

En el trabajo de Froding | et al (107) se describen como factores de riesgo para bacteriemia
comunitaria por enterobacterias BLEE los antecedentes de: cultivo previo por enterobacteria
BLEE, biopsia prostatica y atencion hospitalaria previa en el extranjero.

Holmgren et al (100) se propusieron describir un score para predecir el riesgo de bacteriemia
por enterobacteria resistente a cefalosporinas de tercera generacion (sin discriminar entre BLEE
o AmpC), que fuera sencillo de calcular y aplicable a entornos de baja prevalencia de resistencia.
El trabajo se llevd a cabo en Suecia, donde se incluyeron pacientes con bacteriemia por E. coli o
K. pneumoniae (periodo 2016-2017). Para la construccion del score seleccionaron tres variables
que tanto en el analisis univariado como multivariado demostraron estar asociadas en forma
estadisticamente significativa con bacteriemia por enterobacteria resistente a cefalosporinas de
tercera generacion:

= atencidn previa en hospital extranjero (OR 3.7, 1C95% 1.3-10.7, p 0.016 en andlisis
multivariado),
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= enterobacteria resistente a cefalosporinas de tercera generacién en hisopado rectal
realizado durante los 2 afos previos (OR 5.3 1C95% 1.2-23.9, p 0.032 en analisis
multivariado),

= hemocultivo o urocultivo con enterobacteria resistente a cefalosporinas de tercera
generacion realizados durante los 2 afios previos (OR 38.2 1C95% 9.9-147.9, p <0.001 en
analisis multivariado).

Cuando al menos una variable se encuentra presente el score se considera como positivo y
cuando ninguna negativo; dando lugar a una sensibilidad 53%, especificidad 95%, valor
predictivo negativo 97% y valor predictivo positivo 38%. Asi, proponen que dado el alto valor
predictivo negativo del score, en pacientes con score negativo y que no sean criticos, no seria
necesario cubrir con el tratamiento empirico enterobacterias resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion.

Sousa A. et al (102) publicaron en 2018 un flujograma de toma de decisiones que busca predecir
la probabilidad de que la bacteriemia sea debida a un microorganismo BLEE (+) en funcion de
ciertas variables:

= infeccion/ colonizacidn por microorganismo BLEE en los 6 meses previos,
= hospitalizacidn por >6 dias en los ultimos 6 meses,

= tratamiento antibidtico >14 dias en ultimos 6 meses,

= edad >43 afios,

= ydispositivo vascular crénico al momento de la bacteriemia.

Segun lo publicado, su algoritmo logra una sensibilidad 71%, especificidad 92%, valor predictivo
positivo 79% y valor predictivo negativo 88% (102).

TRATAMIENTO EMPIRICO EN PACIENTES CON INFECCIONES POR BLEE+.

La vigilancia de la prevalencia y diseminaciéon de los microorganismos MDR en conjunto con
politicas sobre el uso racional de antimicrobianos parecen aspectos claves en la estrategia a
seguir para preservar opciones terapéuticas dentro del limitado arsenal hoy en dia existente.

Son multiples los factores que influyen en la evolucidn de los pacientes con infecciones por
enterobacterias BLEE (edad, comorbilidades, foco de infeccién, severidad, y otros que se
explican mas adelante), y dentro de ellos el tratamiento empirico recibido es uno de los mas
importantes, especialmente por tratarse de un factor modificable (37).

Las infecciones causadas por enterobacterias BLEE se asocian a mayores tasas de mortalidad,
estadia hospitalaria prolongada, y aumento en costos sanitario, y algunos autores han reportado
el impacto negativo en términos de mortalidad, cuando estos pacientes reciben un tratamiento
empirico inadecuado (97). Pero seleccionar un tratamiento empirico que resulte activo no es
sencillo, dado que no son muchas las opciones terapéuticas disponibles de donde elegir. Como
se explicd antes, los genes codificantes de estas enzimas se encuentran en elementos moviles,
con gran facilidad para la diseminacidn horizontal, que caracteristicamente también portan
determinantes de resistencia para otras familias de antibidticos, y asi un uUnico plasmido
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conjugativo puede ser suficiente para conferir un fenotipo de multi resistencia antibiética(33).
Asi resulta frecuente la co-resistencia con fluoroquinolonas, cotrimoxazol y aminoglucdsidos en
enterobacterias BLEE, lo que deja pocas alternativas al uso de carbapenems.

Se entiende asi que el tratamiento de las infecciones por enterobacterias BLEE resulta
complicado, y el problema es ain mayor dado que estos aislamientos han pasado a ser
pandémicosy asi unaamenaza a la salud publica, en relacién a los malos resultados y altas tasas
de mortalidad asociadas (84).

De esta forma al aumentar la prevalencia de BLEEs aumenta el consumo de carbapenems, lo que
favorece la emergencia de enterobacterias resistentes a carbapenems a través de la difusidn de
carbapenemasas plasmidicas (33).

Pero ¢qué opciones diferentes a carbapenems existen para el tratamiento de infecciones por

enterobacterias BLEE?

i) Combinaciones Blactamico + Inhibidor de B-lactamasas (IBL).

Piperacilina-tazobactam (PTZ) presenta una buena actividad in vitro contra aislamientos de E.
coli productores de BLEE, aunque algo menor frente a K. pneumoniae BLEE. Hay publicaciones
gue reportan menor actividad de las combinaciones Blactamico+IBL en infecciones que cursan
con alto indculo (bacteriemia, neumonia, e infecciones osteoarticulares) (37).

Modelos PK/PD han demostrado una tasa de éxito del 99% para alcanzar el parametro objetivo
Tiempo>CIM 50% para enterobacterias BLEE (dosificacion 4,5 gr PTZ i/v cada 6 horas) cuando la
CIM del aislamiento es €8 ug/ml, mientras que con valores de CIM de 16 ug/ml la tasa de éxito
cae al 57% (37).

Asi mismo, varios estudios han demostrado mejores resultados clinicos en pacientes criticos
cuando la administracién de PTZ se realiza en infusidn prolongada o continua (37).

La CIM observada para la asociacién Blactdmico+IBL frente a enterobacterias BLEE pareceria
depender de (37):

1)El tipo de BLEE producida. Los aislamientos que producen BLEEs derivadas de SHV tienden a
ser mas resistentes a PTZ, y dentro de la propia familia CTX-M hay también diferencias. Segun
estudios de vigilancia se reportd que la susceptibilidad a PTZ en enterobacterias BLEE fue del
92.9% en productores de CTX-M-14 -like, 67,2% en CTXM-15-like y 45,8% cuando la enzima
involucrada era tipo SHV. En forma global las enzimas de la familia CTX-M pueden ser mas
eficientemente inhibidas por tazobactam que aquellas de tipo SHV o TEM.

2) El nivel de produccién de la enzima.

3) La coproduccion de otras B-lactamasas , tanto de clase A (BLEEs o enzimas resistentes a
inhibidores), clase C o incluso clase D (ej presencia de blaoxa-1).

4) La presencia de otros mecanismos de resistencia (como pérdia de porinas).
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Asi pareceria importante conocer antes de seleccionar PTZ para el tratamiento de infecciones
por productores BLEE los patrones de resistencia locales, asi como la epidemiologia molecular
de las BLEEs (37).

Son numerosos los estudios que comparan PTZ versus carbapenems tanto para tratamiento
empirico como definitivo de infecciones por enterobacterias BLEE; y los resultados pueden llegar
a ser conflictivos (37), (108).

Pero hay que tener en cuenta que hay diferencias entre los estudios que pueden explicar los
resultados discordantes: las caracteristicas de los pacientes incluidos (edades, comorbilidades,
scores SOFA), la dosificacion administrada de PTZ, la proporcion relativa de diferentes
enterobacterias, el tipo de BLEE mas prevalente, la prevalencia de coproducciéon de AmpC y el
foco de la bacteriemia entre otros aspectos (37).

En la revisién de Sfeir M et al (85) PTZ resulté el IBL mas frecuentemente empleado en los
estudios analizados, seguido de amoxicilina-clavulanico y cefoperazona-sulbactam. El
metanalisis encontrd que la mortalidad a 30 dias del tratamiento intravenoso con combinacion
Blactamico+IBL no fue significativamente superior en comparacidon con el tratamiento con
carbapenems en pacientes con bacteriemias por enterobacterias BLEE (pooled OR 1.07,
1C95%0.81-1.82) (85). No se encontré diferencia estadisticamente significativa en la mortalidad
a 30 dias entre pacientes que recibieron PTZ intravenoso versus pacientes que recibieron
carbapenem para el tratamiento de infecciones del torrente sanguineo por enterobacterias BLEE
(pooled OR 1.18, 1C95% 0,93-1.5) (85). En este analisis la enterobacteria mas frecuentemente
aislada fue E. coli. Cuando se analiza separadamente la mortalidad en funcidn de la CIM de PTZ,
se observa una mayor mortalidad (pero con una diferencia no significativa estadisticamente)
cuando la CIM de PTZ es >1/4 ug/ml aunque <4/4 ug/ml (85). PTZ parece ser una alternativa para
el tratamiento de bacteriemias por enterobacterias BLEE, especialmente cuando la CIM al
mencionado antibidtico es baja (como <0,5/4 ug/ml), y/o cuando el foco de la bacteriemia es
genitourinario o intraabdominal (85).

En el estudio multicéntrico de Ng TM et al (109) en pacientes con bacteriemia BLEE (+) por E.
coli o K. pneumoniae tratados con PTZ versus carbapenems no se encontré que la
administracién empirica de PTZ se asociara con un aumento en la mortalidad a 30 dias y como
aspecto positivo se reportd que los pacientes bajo PTZ presentaron menos infecciones por
microorganismos MDR y hongos, en comparacién con el grupo del carbapenem.

Por otra parte, una preocupacidén que surge para el tratamiento de las bacteriemias por
enterobacterias BLEE con combinaciones de Blactamicos+IBL es el Ilamado “efecto indculo”, que
surge de estudios in vitro que demostraron una mayor hidrélisis del Blactdmico frente a altos
indculos bacterianos (con el consiguiente aumento de la CIM, de hasta 8 veces) (85).

Este efecto indculo se observa mayoritariamente frente a PTZ en enterobacterias productoras
de BLEE de tipo SHV (85). Asi el tratamiento mas adecuado no solo parece depender de la CIM
a PTZ sino al tipo de BLEE involucrada; cuando se detecte blasyy seria preferible un carbapenem,
pero si se detecta BLEE de tipo TEM podria preferirse el uso de PTZ. Esto sefiala la importancia
de la caracterizacién molecular de los determinantes de resistencia involucrados (85).
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En suma, podria afirmarse que la administracién intravenosa de Plactamicos+IBL,
particularmente PTZ, es no inferior al empleo de carbapenems frente a las enterobacterias BLEE,
y generaria una menor presién de seleccidon para la subsecuente aparicion de aislamientos
resistentes a carbapenems (85). La revisién de Aslan et al (37) concluye que los mejores
resultados clinicos se observarian frente a aislamientos con menores CIM a PTZ (especialmente
< 4 ug/ml) y cuando el foco de la bacteriemia es una infeccion con bajo inéculo especialmente
infeccién urinaria (donde a su vez PTZ alcanza altas concentraciones en la orina) o eninfecciones
donde el inéculo puede reducirse efectivamente mediante intervenciones quirurgicas (ej
colangitis) (37). Ahora bien, cuando se decida indicar PTZ deberia optimizarse su administracion
(altas dosis y/o infusidn continua) para lograr adecuadas concentraciones séricas del antibidtico,
(85) dado que varios estudios han demostrado mejores resultados clinicos en pacientes criticos
cuando la administracidon de PTZ se realiza en infusion prolongada o continua (37).

De todas formas, el tratamiento con carbapenems deberia seguir prefiriéndose para el
tratamiento de bacteriemias por enterobacterias BLEE cuando se sospeche infecciones de alto
indculo y/o profundas como meningitis, artritis séptica y osteomielitis, especialmente cuando
se logre identificar que la BLEE implicada es de la familia SHV (85).

En cuanto a las nuevas combinaciones como ceftazidime/avibactam y ceftolozano/tazobactam
la recomendacién es reservarlos para el tratamiento de enterobacterias resistentes a
carbapenems y P. aeruginosa multi resitente (37).

ii)Fluoroquinolonas:

Como ya se menciond anteriormente, es alta la prevalencia de resistencia a quinolonas entre
enterobacterias BLEE. La resistencia puede deberse a mutaciones a nivel cromosémico o a la
adquisicion de TMQR (transferable mechanisms of quinolone resistance), como proteinas Qnr,

enzimas modificantes como AAC(6')-Ib-cr, o bombas de eflujo (como QepAy quAB).

No se recomiendan estos antibiéticos para el tratamiento de infecciones severas, dado que se
ha reportado mayor mortalidad en pacientes que recibieron fluoroquinolonas como tratamiento
empirico para bacteriemias por enterobacterias BLEE en comparacién con carbapenems (37).

iii)Fosfomicina:

La recomendacion es que salvo el tratamiento de cistitis no complicadas fosfomicina deberia
utilizarse en tratamiento combinado frente a otro tipo de infecciones (37). Como ya se menciond
previamente, ya se ha reportado la presencia de fosA3y bla crx-m asociados en el mismo plasmido
en aislamientos de E. coli, lo que puede comprometer la efectividad de este antibiético en el
tratamiento de infecciones por enterobacterias BLEE. Desde China, Bi W et al (110) reportaron
6.7% de resistencia a fosfomicina en aislamientos urinarios de E. coli BLEE (en el 70% de los
aislamientos la resistencia estaba asociada a la presencia de fosA3). En aislamientos de K.
pneumoniae BLEE, recuperadas de diversas muestras clinicas (incluyendo hemocultivos), los
niveles de resistencia reportados han llegado a ser mayores (27.8%) (111).
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iv)Aminoglucésidos:

Pueden representar otra opcién terapéutica, pudiendo utilizarse como monoterapia en
infecciones urinarias por enterobacterias BLEE o como parte de tratamientos combinados en
caso de infecciones intraabdominales. Sin embargo, el principal mecanismo de resistencia a
aminoglucésidos en enterobacterias las enzimas modificantes de aminoglucésidos (AMEs), son
con frecuencia co-producidas en los aislamientos BLEE (lo mas frecuente en el mismo plasmido
junto con blacrx-m). Por esto resulta atractiva la introduccion de plazomicina, un nuevo
aminoglucdsido que parece no afectado por AMEs (37).

En suma y segln la evidencia actualmente disponible, los carbapenems representarian la mejor
opcidn para el tratamiento de infecciones severas por enterobacterias BLEE. Como alternativas
a los mismos, frente a infecciones no severas y con bajo indculo, especialmente infecciones
urinarias, podrian considerarse: piperacilina-tazobactam, aminoglucésidos y fosfomicina. Sin
embargo (como opinion de expertos) no serian recomendables para infecciones severas, con
alto inéculo, en pacientes criticos o inmunodeprimidos (37).
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HIPOTESIS

Por todo lo expuesto en apartados anteriores, en cuanto a etiologia de las infecciones del
torrente sanguineo, factores de riesgo para bacteriemia por enterobacterias productoras de
BLEE y aspectos prondsticos en los pacientes con dicho tipo de infecciones, nos planteamos las

siguientes hipétesis de trabajo:

1. Dentro de las bacteriemias producidas por enterobacterias BLEE+ los principales
agentes etioldgicos son E. coliy K. pneumoniae productoras de CTX-M-15.

2. El antecedente previo de infeccién / colonizacidn por enterobacterias BLEE+, la
presencia de dispositivos médicos a permanencia y la bacteriemia
nosocomial/asociada a los cuidados de la salud son factores de riesgo para bacteriemia
por enterobacterias BLEE.

3. La presencia de bacteriemia por enterobacteria BLEE+ es un factor de riesgo para
tratamiento empirico inicial inactivo.
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OBJETIVOS.

Objetivos Generales:

1)

2)

Caracterizar, fenotipica y molecularmente, los aislamientos de enterobacterias
productoras de BLEE recuperadas de episodios de bacteriemia en pacientes adultos
atendidos en el Hospital Universitario.

Caracterizar, desde el punto de vista clinico-epidemioldgico, los episodios de
bacteriemia por enterobacterias en pacientes adultos atendidos en el Hospital
Universitario.

Objetivos especificos:

-En relacidn al objetivo general 1 nos proponemos los siguientes objetivos
especificos:

-Determinar la distribucién, seglin frecuencia, de las especies y géneros de
enterobacterias responsables de los episodios de bacteriemia y determinar la
prevalencia de BLEE en las mismas.

-Conocer para las enterobacterias con test fenotipico positivo para BLEE: genes de
resistencia de las B-lactamasas de espectro extendido, perfiles de sensibilidad, presencia
de determinantes de resistencia transferibles a quinolonas mas prevalentes (gnrB y
aac(6’)-1b-cr) y relacion clonal entre las especies BLEE mas prevalentes.

-En relacidn al objetivo general 2 nos proponemos los siguientes objetivos
especificos:

-Conocer las principales caracteristicas demograficas de la poblacién en estudio.

-Conocer la distribucidn, segun frecuencia, de los episodios de bacteriemia segun sitio
de adquisicion de la infeccion (comunitaria, asociada a los cuidados de salud y
nosocomial), y foco de origen.

-Conocer los tratamientos antibidticos empiricos y definitivos administrados.

-Determinar la presencia de factores de riesgo para infecciones por enterobacterias
productoras de BLEE y para mortalidad intrahospitalaria.
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METODOLOGIA.

Disefio - se trata de un estudio con las siguientes caracteristicas:

=  Observacional.

=  Analitico.

= Casos- controles (relacién 1:1), con recoleccidn de datos retrospectiva.
Poblacidn:

Se incluyeron en el estudio pacientes adultos (218 afios) atendidos en el Hospital Universitario
en el periodo 01/01/2014 a 30/11/2015, que presentaron al menos un hemocultivo positivo por
enterobacteria. Los pacientes fueron identificados a través de la consulta de los registros de las
bacteriemias de la reparticién Microbiologia del Laboratorio Clinico del Hospital Universitario.

Los pacientes se consideraron elegibles para el andlisis cuando tenian un hemocultivo positivo

y suficiente documentacion en los registros médicos. Solo el primer hemocultivo positivo
(primer episodio de bacteriemia) por paciente en el periodo de estudio fue incluido para el
analisis.

Se trata de una muestra seleccionada por conveniencia, no realizandose calculo para estimacién
del tamafo muestral.

Centro:

El estudio se realizé en forma conjunta, entre el Departamento de Laboratorio Clinico del
Hospital Manuel Quintela (Montevideo-Uruguay) y el Laboratorio de Resistencia Antibidtica
del Depto de Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene, ambos pertenecientes a Facultad
de Medicina, Universidad de la Republica.

El Hospital Manuel Quintela es un hospital universitario, terciario, con un total de egresos
anuales de 8.203 vy 50.189 consultas en emergencia (producciéon  2017;
http://www.hc.edu.uy/index.php/conozca-el-hc/indicadores).

El Laboratorio de Resistencia Antibidtica realiza actividades de investigacion en relacidn a tres
grandes areas:

i) determinacién de mecanismos de resistencia y sus entornos genéticos,

ii) estudios de epidemiologia molecular aplicada a microorganismos multi-resistentes,

iii) determinacién de asociaciones y factores de riesgo para la colonizacién e infeccién por
microorganismos multi-resistentes.

Aspectos éticos: Se trata de un estudio aprobado por el Comité de Etica del Hospital de Clinicas

(se adjunta carta de aprobacidon en la seccidon de Anexos, documento 1). Dado que el trabajo
carece de impacto clinico directo, dado que ningun caso se encontraba activo al momento de
su realizacién (recoleccién retrospectiva de datos) y en todo momento se mantuvo la
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confidencialidad de los datos se consiguié la aprobacién del estudio por el Comité de Etica pese
a no contar con el consentimiento informado, que hubiera sido lo deseable, aunque desde un
punto de vista practico poco viable de realizar (imposibilidad de contactar a todos los pacientes
por falta de informacién en los registros, pacientes fallecidos durante la internacién, etc).

Financiaciéon: el estudio conté con financiacién ANIl, cdédigo de propuesta
FMV_3_2016_1 126580, Fondo Maria Vifia — 2016.

Investigacidon de factores de riesgo para bacteriemia por enterobacterias BLEE:

Casos: pacientes con bacteriemia por enterobacteria productora de BLEE (confirmada
molecularmente) durante el periodo de estudio.

Controles: pacientes con bacteriemia por enterobacteria negativa para produccion de BLEE y
sensible a cefalosporinas de tercera generacion durante el periodo de estudio (excluyéndose
pacientes cuyos aislamientos aun en ausencia de BLEE fueran resistentes a cefalosporinas de
tercera generacidn, como aislamientos portadores de enzimas AmpC cromosdémicas
desreprimidas o plasmidicas).

Investigacion de factores de riesgo para mortalidad intrahospitalaria en pacientes con

bacteriemia por enterobacteria.

Se definid6 mortalidad intrahospitalaria como muerte, por cualquier causa, durante la
internacion en el Hospital Universitario. Se operacionalizé como pacientes con estatus al egreso
= fallecido, segun constara en los registros médicos.

Casos: pacientes con bacteriemia por enterobacteria durante el periodo de estudio, que
presentaron mortalidad hospitalaria por cualquier causa (estatus al egreso: fallecidos).

Controles: pacientes con bacteriemia por enterobacteria durante el periodo de estudio, que
egresaron vivos (status al egreso: vivo).

Definiciones y variables:
Bacteriemia: presencia de bacterias en sangre, objetivable por presencia de hemocultivo
positivo (51), (53).

Bacteriemia comunitaria: aquella que se detecta en paciente ambulante (que no procede de

centros de cuidados a largo plazo ni ha tenido procedimiento médico invasivo en las 72 horas
previas), o en paciente internado dentro de las primeras 48 horas de su ingreso, pero sin estar
relacionada con ningun procedimiento médico realizado tras el ingreso (55) y no cumple los
criterios de bacteriemia nosocomial ni asociada a los cuidados de la salud.

Bacteriemia asociada a los cuidados de la salud: aquella que se detecta en pacientes

ambulatorios (o dentro de las primeras 48 horas del ingreso hospitalario), pero que tienen
contacto periddico con el sistema sanitario (residen en centros de cuidados a largo plazo como
residencias de ancianos, reciben cuidados médicos a domicilio, hemodialisis, o didlisis
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peritoneal, quimioterapia intravenosa, cuidados de heridas, nutricién enteral, etc), o han tenido
en las 72 horas previas a la obtencidn del hemocultivo algin procedimiento médico invasivo,
relacionable al episodio de bacteriemia (51), (56), (57).

Bacteriemia nosocomial: aquella que se detecta por hemocultivo positivo que:

= fue obtenido tras >48 horas del ingreso hospitalario (51), o

= fue obtenido antes de las 48 horas del ingreso, pero la bacteriemia esta directamente
relacionada con algun tipo de manipulacion invasiva realizada al ingreso hospitalario,
(colocacidn de catéter intravascular, sonda vesical, etc) (55), o

= fue obtenido dentro de las primeras 48 horas tras el alta hospitalaria (51).

Bacteriemia secundaria: bacteriemia en la que pudo determinarse su foco de origen (54). El foco
de la misma se determiné clinicamente por el reconocimiento de un sitio de infeccidn activo
concomitante con la bacteriemia, o por el aislamiento del mismo microorganismo (idem género,
especie y antibiotipo) en otra muestra clinica, anterior o simultanea, con la presentacion de la
bacteriemia (105)

Bacteriemia sin foco evidente: Si los médicos tratantes no pudieron determinar el foco de Ia

bacteriemia ni clinica ni paraclinicamente (bacteriemia primaria) (52), (54), o en los registros
médicos la informacidn es insuficiente para asignarse un sitio de origen especifico, entonces
se define como bacteriemia sin foco evidente.

Variables:

Se listan a continuacién en la tabla 9, su descripcion y categorias se encuentran especificadas en

el anexo 2.
Tabla 9: Listado de las variables estudiadas en el presente trabajo.
Variables demograficas Edad, sexo, procedencia, piso de internacién.
Variables relacionadas con comorbilidades y | Inmunosupresion, enfermedad
factores modificantes de riesgo hematooncolégica o neoplasica, tipo de

enfermedad hematooncolégica/neoplasica,
diabetes mellitus, enfermedad renal crénica,
presencia de hemodialisis o didlisis peritoneal
(DPCA), hepatopatia, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), utilizacion de
dispositivo médico a largo plazo previo al
ingreso, tipo de dispositivo médico a largo
plazo, paciente institucionalizado,
hospitalizacidon en 6 meses previos, cirugia en
6 meses previos, presencia de BLEE previa.
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Variables relacionadas al episodio de | Tipo de bacteriemia, foco de la bacteriemia,
bacteriemia por enterobacteria score  qPitt, azoemia, creatininemis,
leucocitosis, neutropenia

Variables relacionadas con la terapéutica y | Necesidad de CTlI durante la actual
outcome internacidn, antibioticoterapia previa a la
obtencion del hemocultivo, tipo de
antibioticoterapia previa a la obtencién del
hemocultivo, tratamiento antibidtico
empirico para la bacteriemia, tipo de
antibiético empirico, mds de un antibidtico
empirico, tratamiento antibidtico empirico
activo para la bacteriemia, cambio en el
tratamiento de la bacteriemia, tipo de
cambio en el tratamiento, tratamiento
antibiético ajustado por el hemocultivo,
status al egreso, dias de internacién entre
obtencidn del hemocultivo y egreso.

Metodologia para el andlisis microbiolégico:

Los hemocultivos fueron procesados en forma habitual en el Laboratorio Clinico del Hospital de
Clinicas. Las cepas de enterobacterias recuperadas de los hemocultivos (frascos BacT/ALERT® FA
Plus y equipo automatizado BacT/ALERT® 3D, bioMérieux) fueron identificadas mediante el
sistema automatizado Vitek® 2 Compact system (Tarjeta GN, bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France), que también se utilizé para el estudio de sensibilidad (Tarjeta AST-249 ampicilina-
sulbactam, cefazolina, cefuroxime, cefotaxime, ceftazidime, cefepime, piperacilina-tazobactam,
ertapenem, imipenem, meropenem, colistin, tigeciclina, trimetoprima-sulfametoxazol,
gentamicina, amikacina) y para la deteccidn de BLEE. El procesamiento de los aislamientos por
Vitek® 2 Compact system se realizd en forma habitual, segin las recomendaciones del
fabricante.

La interpretacién de los resultados de susceptibilidad para los antibidticos mencionados se
realizd segln guias CLSI 2020 (29), con la excepcién de colistin y tigeciclina que se interpretaron
segln EUCAST 2020 (32)

Se realizdé control de calidad con cepas ATCC (“American type culture collection”), como es
habitual en el laboratorio.

Posteriormente los aislamientos fueron congelados a -20°C, y aquellos con test de BLEE positivo
se continuaron estudiando en el Departamento de Bacteriologia y Virologia para completar su
estudio de susceptibilidad y caracterizacion molecular, como se especifica en los siguientes
apartados.

Enterobacterias BLEE(+):
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1)Ampliacién del estudio de susceptibilidad:

Se ensayd la sensibilidad a fosfomicina y ceftazidime-avibactam, segin se especifica a
continuacion:

Fosfomicina:

= Disco-difusion (disco Oxoid fosfomicina 200 ug con 50 ug glucosa-6-fosfato y Mueller
Hinton Oxoid) para E. coli.

= Dilucidn en agar para el resto de las enterobacterias.
Breve descripcidn de agar dilucidén para fosfomicina: se prepararon placas de Mueller
Hinton (Oxoid) con 50 ug/ml de glucosa -6-fosfato y las siguientes concentraciones
finales de fosfomicina: 0,25-0,5- 1- 2-4-8-16-32-64-128 y 256 ug/ml, que se inocularon
(multiinoculador de 32 pocillos) con 600 ul de una dilucién 1:20 a partir de la suspension
estandarizada (turbidez de 0.5 escala McFarland) de cada cepa problema en solucién
salina fisioldgica estéril. La lectura de los resultados se realizé a las 20 horas de
incubacién (35°C), segun lo recomendado por EUCAST 2020 (32). La interpretacion de
los resultados se realizdé también segun EUCAST 2020 (32).

= Se utilizé la cepa E. coli ATCC 25922 como control de calidad en ambas metodologias.

Ceftazidime-avibactam: se ensayé mediante disco-difusion (disco conteniendo 30/20 ug vy
Mueller Hinton Oxoid), con interpretacion segun CLSI 2020 (29).

Enlatabla 10 se resumen los métodos de estudio y puntos de quiebre utilizados para las pruebas
de susceptibilidad.

Tabla 10: Resumen de métodos y puntos de quiebre utilizados para el estudio de
susceptibilidad, bacteriemias por enterobacterias, 2014-2015, Hospital de Clinicas.

Antibidtico y
metodologia

Norma utilizada

Puntos de quiebre

Sensible

Intermedio

Resistente

Ampicilina
sulbactam
(SAM)

Vitek 2 system®

CLSI 2020

<8/4 ug/ml

16/8 ug/ml

>32/16 ug/ml

Piperacilina
tazobactam
(PTZ)

Vitek 2 system®

CLSI 2020

<16/4 ug/ml

32/4-64/4 ug/ml

>128/4 ug/ml

Ceftazidime
avibactam
(CzA)

Disco difusion

CLSI 2020

>21 mm

<20 mm

Cefazolina
(CF)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<2 ug/ml

4 ug/ml

>8 ug/ml

Cefuroxime
(CXM)

CLSI 2020

<8 ug/ml

16 ug/ml

>32 ug/ml
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Vitek 2 system®

Cefotaxime
(CTX)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<1 ug/ml

2 ug/ml

>4 ug/ml

Ceftazidime
(CAZ)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<4 ug/ml

8 ug/ml

>16 ug/ml

Cefepime (FEP)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<2 ug/ml

4-8 ug/ml (SDD)

>16 ug/ml

Ertapenem
(ETP)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<0.5ug/ml

1 ug/ml

>2 ug/ml

Imipenem (IMl)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<1 ug/ml

2 ug/ml

>4 ug/ml

Meropenem
(MER)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<1 ug/ml

2 ug/ml

24 ug/ml

Colistin (COL)
Vitek 2 system®

EUCAST 2020

<2 ug/ml

>2 ug/ml

Gentamicina
(GM)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<4 ug/ml

8 ug/ml

>16 ug/ml

Amikacina (AK)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<16 ug/ml

32 ug/ml

>64 ug/ml

Ciprofloxacina
(CIP)
Vitek 2 system®

CLSI 2020

<0.25 ug/ml

0.5 ug/ml

>1 ug/ml

Trimetoprim
sulfametoxazol
(SXT)

Vitek 2 system®

CLSI 2020

<2/38 ug/ml

24/76 ug/ml

Fosfomicina
(FOS)
disco-difusion

EUCAST 2020

>24mm

<24mm

Fosfomicina
(FOS)
dilucién en agar

EUCAST 2020

<32 ug/ml

>32 ug/ml

Tigeciclina*
(TGC)
Vitek 2 system®

EUCAST 2020
(punto de
quiebre E. coli y
C. koseri)

<0.5 ug/ml

>0.5 ug/ml

*El punto de quiebre de EUCAST para tigeciclina en E. coliy C. koseri se aplico para el resto de las enterobacterias. CLSI 2020:

Performance Standars for Antimicrobial Susceptibility Testing. 30th ed. CLSI supplement M100. PA: Wayne Clinical and Laboratory
Standars Institute: 2020EUCAST 2020: The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for
interpretation of MICs and zone diametres. Version 10.0, 2020. http://www.eucast.org

2)Investigacion de genes de resistencia para BLEEs y determinantes de resistencia

transferibles a quinolonas:
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Se llevd a cabo mediante reacciones de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) en tiempo
final, que se complementd en algunos casos con secuenciacién, como se detalla a continuacién.

Extraccién del ADN:

Para cada cepa problema se partid de un cultivo fresco (24 horas) y monomicrobiano en TSA. Se
tomaron 2-3 colonias que se colocaron en tubo eppendorf con 200 ul de agua de calidad
molecular (agua MQ). Tras vortexeado se colocé en termobloque (100°C) a ebullicién durante
10 minutos con posterior enfriamiento a -20°C (4 minutos). Tras centrifugacion (13.000 rpm, 10
minutos) se recogié el sobrenadante que se almacend a -20°C.

Reaccion basica de PCR:

Tabla 11: Receta basica para realizacion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Componentes de la
mezcla (mix)

Concentracion inicial

Concentracion final

Volimen para un
tubo (volumen final:

25 ul)
Agua MQ 13.375 ul
Buffer 5X 1X Sul
Magnesio 50mM 2mM 1ul
dNTPs (dNTP Set | 10mM 200 Um 0,5 ul
QIAGEN)
Cebador forward 10 mM 0.5 mM 1.25 ul
Cebadro reverso 10 mMm 0.5mM 1.25 ul
Enzima (Mango Taq | 5 U/ul 0.025 U/ul 0.125 ul
polimerasa)
ADN 2.5 ul

La preparacion de la mezcla de PCR se realizé en cabina de limpieza mediante UV (uv-Cleaner Box
Biosan), y el agregado del ADN fuera de la misma (en mesada). Para todas las reacciones de PCR
realizadas se utilizd uno o mas controles positivos por reaccién y control de mezcla (22.5 ul de
mezclay 2.5 agua MQ en lugar de ADN).

Se utilizé el termociclador con gradiente térmico MultiGene OptiMax Thermal Cycler, LABNET y
las condiciones de ciclado que se muestran en la figura 2.
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Desnaturalizacion
inicial

eTemperatura: 95°C
eTiempo: 5 minutos.

Desnaturalizacion

eTemperatura: 95°C.
eTiempo: 1 minuto.

Alineamiento

e Temperatura: variable segun los primers.
eTiempo: 1 minuto

 (puede variar segun los primers entre 30 y 60 segundos).

30 ciclos

Extensién

Extension final

eTemperatura: 72 °C.
eTiempo: 1 minuto.

eTemperatura: 72 °C
e Tiempo: 10 minutos.

Mantenimiento

eTemperatura: 4°C
eTiempo: 10 minutos.

Figura 2: Esquema de las condiciones estandar de ciclado utilizadas para la PCR.

Visualizacién de los productos de PCR:

Para la visualizacion de los productos de PCR en este trabajo se procedid en la forma detallada
a continuacioén (salvo alguna excepcién que sera debidamente especificada):

Los amplicones (productos de amplificacién) se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% utilizando buffer TBE 0,5X (Tris base 89 mM; acido bérico 89mM; EDTA 25mM, pH
8). Se incluyd en cada corrida un marcador de peso molecular de 100 pb o 1kb (Hyperladder),
seleccionandose en funcién del tamafio del amplicén esperado. El revelado se llevé a cabo con

una solucién de bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Se utilizd transiluminador con luz UV y programa

“PC Image” para obtencion de imagenes.

-Determinacion de genes de resistencia para BLEEs:

Se siguid el flujograma que se muestra en la figura 3, y se utilizaron los primers que se detallan

en la tabla 12.
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Cepas con test (+) para
BLEE seguin VITEK 2 system
®

PCR bla pay crxm s D10 crxem grupo 1

bla CTX-M grupo 2/ bla CTX-M grupo 8 7

bla CTX-M grupo 9.

PCR (+):
SECUENCIACION.

PCR(-)

PCR (+)

—— |

PCR bla crymsr DO crynnesr

bla v grupo 250 b1 per-py DIA s
a 1em

SECUENCIACION. |

PCR (-)

—

TEST DE SINERGIA DE DOBLE
DISCO

NEGATIVO:

se descarta como *
productora de
BLEE

Figura 3: Flujograma para la caracterizacion de los genes bla, bacteriemias por
enterobacterias, Hospital de Clinicas, 2014-2015.

A todas las cepas con test fenotipico positivo para BLEE segun Vitek system® se les realizé6 PCR
para: bla pan-crx-m, bl crx-m- grupo 1, BIA crx-m- grupo 2, BIA cTx-m- grupo 8 Y BIA crx-m- grupo 9. Aquellas cepas
con resultado negativo para todas las PCR mencionadas se estudiaron mediante PCR para: bla

cx-m-8, bla crxm-g, bla CTX-M-grupo 25, bla per-2, bla spv Yy blatem.

Tabla 12: Cebadores utilizados para las reacciones de PCR para genes bla.

Gen bla Cebador Secuencia 5’ - 3’ Temperatura | Tamaiio del
alineamiento | amplicon
PCR (°C) (pb)
PAN-CTX-M | PAN-CTX- | TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA | 59 543
M F
PAN-CTX- | CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
M R
CTX-M CTX-M-1F | CCCATGGTTAAAAAATCACTG 54 830
Grupo 1 CTX-M-1 R | CGTAGCCGGGCCGCCAACGTGA
(AS)
CTX-M CTX-M-2 F | TTAATGATGACTCAGAGCATT 51 875
Grupo 2 CTX-M-2 R | GATACCTCGCTCCATTTATTGC
CTX-M CTX-M-3 F | ACCTGATTAACTACAATCCCAT 55 514
Grupo 8 CTX-M-3 R | ACTTTCTGCCTTCTGCTCTGGC
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CTX-M CTX-M-4 F | GCTGGAGAAAAGCAGCGGAG 57 473
Grupo 9 CTX-M-4 R | GTAAGCTGACGCAACGTCTG
CTX-M-8 CTX-M-8 F | TGAATACTTCAGCCACACG 50 922
CTX-M-8 R | TAGAATTAATAACCGTCGGT
CTX-M-9 CTXM-9F | ATGGTGACAAAGAGARTGCAA | 60 841
CTXM-9R | TTACAGCCCTTCGGCGATGAT
CTX-M CTX-M-25 | AGAAAAAGCGTAAGGCGGGC 56 862
Grupo 25 F
CTX-M-25 | CCGTCGGTGACAATTCTGGC
R
SHV SHV A ATGATGAGCACCTTTAAAGTA 52 620
SHV B ATTTCGCTCGGCCATGCTCGC
| TEM | 013 | ATGAGTATTCAAACTTTCCG | 52 | 900 |
‘ | 0T4 ‘ CCACTGCTTAATCAGTGAGG | | |
PER-2 PER2F  TGTGTTTTCACCGCTTCTGCTCTG 48 878

\ [ PER-2R | CAGCTCAAACTGATAAGCCGCTTG | |

F: forward, R: reverse.

CTX-M grupo 1 incluye: CTX-M- 1, -3, -10, -12, -15.
CTX-M grupo 2: CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, -20.
CTX-M grupo 8: CTX-M-8.

CTX-M grupo 9: CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -19, -21, -27.
CTX-M grupo 25: CTX-M-25, -26.

Aquellas cepas que nuevamente fueron negativas se sometieron a test fenotipico de sinergia de
doble disco, detallado a continuacién.

Test de sinergia de doble disco:

Partiendo de un cultivo fresco y monomicrobiano de la cepa problema se preparé una
suspensidn en solucidn salina fisioldgica estéril (turbidez equivalente a 0.5 en escala McFarland)
y se procedid a inocular el medio Mueller Hinton en forma confluente. Se colocé en el centro
disco de amoxicilina-clavulanico (20/10 ug de Oxoid) y a los lados (distancia de 2-2.5 cm centro
a centro) discos de ceftriaxona (30 ug, Oxoid) y ceftazidime (30 ug Oxoid). Para enterobacterias
naturalemente productoras de AmpC cromosdmica se incluyé también disco de cefepime (30 ug
Oxoid). Tras incubacion por 20 horas (35°C) se procedié a leer los resultados. Resultado positivo:
observacién de ampliacidn del halo de inhibicion de ceftriaxona, ceftazidime o cefepime en la
proximidad al disco amoxicilina-clavulanico (sinergia +), o presencia de "zona fantasma"
(inhibicion del crecimiento) entre las cefalosporinas y el inhibidor. Resultado negativo: no se
observa sinergia ni zona fantasma (12).

Procedimiento para secuenciacién genes bla:
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a-PCR: Las reacciones de PCR se realizaron en forma habitual pero con un volumen final por tubo
de 50 ul (45 ul de mix PCRy 5 ul de ADN).

Tabla 13: Cebadores utilizados para la PCR y el envio para secuenciacidn genes bla.

Cebadores para realizacion
PCR.

Cebadores enviados para
secuenciacion.

CTX-M grupo 1

CTX-M-1 Fy CTX-M-1 AS

PAN CTX-M Fy PAN CTX-M AS

CTX-M grupo 2

CTX-M-2 Fy CTX-M-2 R

PAN CTX-M Fy PAN CTX-M AS

CTX-M grupo 3

CTX-M-8 F y CTX-M-8 R

CTX-M-3 F, CTX-M-3 R

CTX-M grupo 4

CTX-M-9 Fy CTX-M-9 R

CTX-M-9 Fy CTX-M-9 Ry CTX-
M-4 Fy CTX-M-4 F

TEM

TEM OT3 y OT4

TEM OT3 y OT4

SHV

SHV tot F y SHV tot R

SHV Ay SHV B

Las secuencias de los cebadores son los detallados en la tabla 12

b-Limpieza de amplicones: la purificacién y concentracidon del ADN se realizé utilizando el kit
comercial “DNA Clean & Concentrator ™ (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

c-Secuenciacion: Se utilizo el servicio de secuenciacidon del Instituto Pasteur, Montevideo-
Uruguay.

d-Analisis de las secuencias: se utilizd la aplicacion Chromas version 2.6.4 (technelysium) y la
plataforma bioinformatica Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Investigacion de determinantes de resistencia transferibles a quinolonas:

Se investigd la presencia de los genes de resistencia transferibles mas prevalentes: gnrb vy
aac(6’)Ib-cr.

Investigacion para gnrb:

Se realizé6 mediante PCR (ver receta basica en tabla 11), con los cebadores que se muestran en
la tabla 14 a continuacion.

Tabla 14: Cebadores para PCR gnrB

Gen Cebador Secuencia 5’ - 3’ Temperatura | Tamaiio  del
alineamiento | amplicon (pb)
PCR (°C)
Qnrb qnrb f GATCGTGAAAGCCAGAAAGG | 52 469
gnrb r ACGACGCCTGGTAGTTGTCC

Investigacion para aac(6’)-b-cr.
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Se realizd6 PCR para aac para todos los aislamientos y posteriormente para aquellos con
resultado positivo restriccion con BseGl.

PRC aac: se utilizd la receta previamente descrita y los cebadores que se muestran a
continuacion.

Tabla 15: Cebadores utilizados en la PCR para aac.

Gen Cebador Secuencia 5’ -3’ Temperatura | Tamano del
alineamiento | amplicon (pb)
PCR (°C)
aac aac f TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA | 55 481
aacr CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

Se utilizaron las siguientes condiciones de ciclado: desnaturalizacién inicial 94°C 5 minutos, 30
ciclos con: 94°C por 40 segundos, 55°C 40 segundos, y 72°C 40 segundos, con extension final
72°C por 10 minutos.

Ademas de los aislamientos problema se incluyeron cepas control de restriccion con BseG/
positivas y negativas (y el control de mezcla como es habitual).

Restriccion aac con BseGl:

Para cada tubo de reaccion se realizé la siguiente mezcla:

\
-2 ul de enzima BseGl/
Volumen
-1 ul de buffer (Tango). > final: 10 ul
por tubo
-5 ul agua MQ.

-2 ul de ADN (amplicén PCR aac) )

Posteriormente los tubos de reaccidn se incubaron en termobloque a 55 °C por 3 horas.

Corrida electroforética: gel de agarosa al 2% - se cargd el volumen total del producto de
restriccion (10 ul) y 2 ul del producto de PCR aac sin digerir, para posibilitar la comparacion de
bandas y tamanfios.

Interpretacion de los resultados:

= gac-cr: Unica banda de 500 pb (BseGlI no digirid).
= aac no-cr: bandas de 220y 270 pb (BseGl/ digirio).
= gac-cr + aac no-cr: bandas de 220, 270 y 500 pb.
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3)Relacién genética de especies prevalentes productoras de BLEE — herramientas de

epidemiologia molecular.

En el presente trabajo se empled PFGE y MLST para el estudio de las especies BLEE mas
prevalentes (E.coli y K. pneumoniae). Adicionalmente, para E. coli se determind también el
grupo filogenético

PFGE:
La técnica empleada en este trabajo es una adaptacién de protocolo estandar PulseNet (112), y
se describe brevemente a continuacion.

Términos utilizados:

= BSC: buffer de suspensidn celular.

= TE: Tris-EDTA

= SDS: dodecil sulfato de sodio.

= BL: buffer de lisis.

= EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético
=  TBE: Tris borato-EDTA.

(Las férmulas para preparacidn de los reactivos se detallan en el anexo 4).

1.Crecimiento bacteriano y armado de los bloques. Se partié de cultivos puros y frescos (24
horas) en medio no selectivo (Tripticasa Soja Agar). Para cada cepa problema se realizd
suspension en 3 ml de BSC*! estéril que se ajustd con nefeldémetro hasta una turbidez de 7,4 en
la escala McFarland. Las suspensiones se mantuvieron en hielo hasta su utilizacidon para el
armado de los bloques. Para la cepa de referencia (marcador de tamafio molecular), Salmonella
Branderoup se realizé igual procedimiento pero se ajustd a una turbidez de 8.4 en la escala
McFarland.

Armado de los bloques (plugs): para cada cepa en estudio y S. Branderoup se prepard la siguiente
mezcla (tabla 16) en eppendorf en flotacidn en bafio 55°C:

Tabla 16: Mezcla utilizada para armado de los bloques de electroforesis en gel de campo
pulsado para enterobacterias.

Componente de la mezcla | Volumen Observacion
para el armado de plugs
Suspension de la cepa | 150 ul ---
problema en BSC

Proteinasa K 7,5 ul
Agarosa termostatizada a | 150 ul Se empléo low melting, Pulse
55°C Field Certified ™ Agarose

BIO-RAD 1% con SDS (Sodium
Dodecyl Sulfate) = para un
volumen de 25 ml: 0,25 gr
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agarosa + 2,5 ml SDS 10% +
22,5 ml buffer TE*2.

La mezcla posteriormente se transfirid al peine de armado de plugs, dejandose solidificar a
temperatura ambiente (20 minutos).

2.Lisis. Una vez solidificados, se transfirié cada bloque a tubo Falcon (50ml) conteniendo 2 ml
de buffer de lisis (BL *3) + 25 ul de proteinasa K. Los bloques quedaron sumergidos en la solucién
de lisis durante 18 horas en bafio 55°C con agitacion.

3.Lavados. Cada bloque recibid 5 lavados de 15 minutos en bafio 55°C con agitacion, utilizando
filtros BIO-RAD.

-2 lavados con 10 ml agua mili-Q (MQ), termostatizada a 55°C.
-3 lavados con 10 ml de buffer TE *2, termostatizada a 55°C.

4.Restriccion. Cada bloque se cortd de un grosor de 2-3 mm y se colocd en tubo eppendorf
conteniendo 200 ul de la mezcla de restricciéon que se detalla a continuacidn (tabla 17).

Tabla 17: Mezcla de la restriccién para PFGE enterobacterias.

Mezcla de | Concentracion Concentracion final | X1
restriccion PFGE | inicial

enterobacterias.

Buffer Tango | 10X 1X 20 ul
(Thermo Scientific)

Xbal (Thermo | 10 U/ pl 30U 3ul
Scientific)

Agua MQ estéril --- --- 177 ul
Volumen final --- --- 200 ul

La reaccion de restriccién se incubé a 37°C (termobloque Labnet) durante 18 horas (para el corte
de la misma se aspiré la mezcla de restriccidn y se sustituyd con 200 ul de TBE 0,5X*4).

5. Corrida electroforética. Se realizé mediante gel de agarosa low melting (Pulse Field Certified
™ Agarose BIO-RAD) al 1% (1 gr agarosa en 100 ml TBE 0,5X) en el sistema CHEF de electroforesis,
con las siguientes condiciones:

= Tiempo = 18 horas.

=  Temperatura = 14°C.

= Voltaje=6v.

=  Pulsoinicial = 2.2 segundos.
=  Pulso final = 54.2 segundos.
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6. Revelado. La tincién del gel se realizd con bromuro de Etidio (1x10: mg/ml) durante 30
minutos con posterior lavado con agua mili-Q entre 10 - 15 minutos, con posterior visualizacion
en transiluminador y fotografia con programa PC Image. Para el andlisis y edicién posterior se
utilizé el programa Bionumerics (http://www.appliedmaths.com/bionumerics).

MLST.

Asignacion de secuenciotipo:

Determinacion de secuenciotipo para aislamientos de K. pneumoniae:

Se utilizé una estrategia combinada: PCR para pilV (113), (114) dado que su amplificacidn segun
lo reportado por Adler et al (113) se encuentra asociada con K. pneumoniae ST 258, y MLST.

En todos los aislamientos de K. pneumoniae (tanto BLEE positivos como negativos) se investigo
el secuenciotipo ST258 mediante PCR para pilV. Aquellos con resultado positivo se consideraron
pertenecientes al ST 258 y aquellos aislamientos BLEE(+) y pilV negativos se sometieron a MLST
para determinar su secuenciotipo.

PCR para pilV (113), (114):

Tabla 18: Condiciones para la PCR para el gen pilV.

Mezcla para PCR pilV Ciclado

Reactivo Volumen Desnaturalizacion inicial:
ADN 2.5 ul 94°C, 5 minutos.

Buffer 10X 2.5 ul Ciclado = 30 ciclos: 94°C 30
MgCI2 50mM 0.75 ul segundos, 53°C 30 segundos,
dNTPs 10mM 0.5 ul 72°C 60 segundos.

Taq pol 5U/ul 0.15 ul Extension final: 72°C 10
Primer Forward 10 mM 0.5 ul minutos.

Primer Reverse 10 mM 0.5 ul

Agua MQ 17.6

Volumen final 25 ul

Adaptado de: Adler A. et al. Development and validation of a multiplex PCR assay for identification of the epidemic ST-258/512
KPC-producing Klebsiella pneumoniae clone (113).

Tabla 19: Cebadores empleados para la investigacion del gen pilV.

Gen Cebador Secuencia 5’ - 3’ Temperatura | Tamafio del
alineamiento | amplicén
PCR (°C) (pb)
pilv pilV F TGATGCTGATGGCAGACTGA 53 320
pilV R TGTAGTCACACCCTGCCCA
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Adaptado de: Adler A et al. Development and validation of a multiplex PCR assay for identification of the epidemic ST-258/512

MLST K. pneumoniae:

KPC-producing Klebsiella pneumoniae clone (113).

Se realizé mediante el analisis por secuenciacidn de los fragmentos internos de los siguientes

genes housekeeping: mdh, gapA, pgi, rpoB, phoE, tonB, infB.

PCR: se realizd en forma convencional utilizando los cebadores que se muestran en la tabla 20.

Tabla 20: Cebadores utilizados para determinacién del secuenciotipo en K. pneumoniae

mediante MLST.

Gen Cebador Secuencia 5’ -3’ Temperatura | Tamaino del
alineamiento | amplicén
PCR (°C) (pb)
Mdh mdh F CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 62 800
mdh R CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
gapA gapAF TGAAATATGACTCCACTCACGG 60 650
gapAR CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
Pgi pgi F GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC | 55 700
pgi R CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT
rpoB rpoB F GGCGAAATGGCWGAGAACCA 59 1100
rpoB R GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
phoE phoE F ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG | 50 600
phoE R TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
tonB tonB F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 59 500
tonBR ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG
infB infB F CTCGCTGCTGGACTATATTCG 50 450
infB R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC

Limpieza de amplicones: se realizé con el kit comercial “DNA Clean & Concentrator ™ (Zymo

Research), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Secuenciacion: Se utilizo el servicio de secuenciacion del Instituto Pasteur, Montevideo-

Uruguay.

Anadlisis: se utilizo la aplicaciéon Chromas version 2.6.4 (technelysium) y la plataforma

bioinformatica Pasteur MLST Sequence query — Klebsiella locus/sequence definitions. Disponible:
https://bigsdb.pasteur.fr/cgibin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmist_klebsiella_seqdef public&page

=sequenceQuery

Determinacidn de secuenciotipo para aislamientos de E. coli BLEE (+):
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Se utilizdé una estrategia combinada en aislamientos E. coli BLEE(+): PCR multiplex para
secuenciotipos “exitosos” (ST 131, ST 95, ST 69, ST 73 ) descrita por Doumith M et al (115) y

MLST.

Se realizé inicialmente PCR multiplex para todos los aislamientos BLEE(+) de E.coli, y para

aquellos con resultado negativo (no correspondieron a ninguno de los ST investigados) se realizo

MLST.

PCR multiplex ST “exitosos” E. coli.

La mezcla y condiciones de ciclado de la PCR multiplex para investigacion de los secuenciotipos:
ST 131, ST 95, ST 69, ST 73 en E. coli (115) se muestra en la tabla 21 y los cebadores en la tabla

22.

Tabla 21: Receta y condiciones de ciclado para la PCR multiplex ST“exitosos” E. coli.

Mezcla para PCR ST “exitosos” E. coli

Ciclado

Reactivo Volumen
ADN 2 ul
Buffer 10X 2.5 ul
MgCl2 25mM 2 ul
dNTPs 10mM 0.5 ul
Taq pol 5U/ul 0.125 ul
Primer Forward 69 10 mM 0.5 ul
Primer Reverse 69 10 mM 0.5 ul
Primer Forward 73 10 mM 0.5 ul
Primer Reverse 73 10 mM 0.5 ul
Primer Forward 95 10mM 0.5 ul
Primer Reverse 95 10 mM 0.5 ul
Primer Forward 131 10 mM 0.5 ul
Primer Reverse 131 10 mM 0.5 ul
Agua MQ 13.875 ul
Volumen final 25 ul

Desnaturalizacion inicial:
94°C, 3 minutos.
Ciclado = 30 ciclos: 94°C 30

segundos, 60°C 30 segundos,

72°C 30 segundos.
Extension final: 72°C 5
minutos.

Adaptado de: Doumith M et al. Rapid identification of major Escherichia coli sequence types causing urinary tract and bloodstream

infections (115)

Tabla 22: Cebadores utilizados en la PCR para ST “exitosos” E. coli.

ST Cebador Secuencia 5’ - 3’ Tamaiio del
amplicén
(pb)
69 69F ATCTGGAGGCAACAAGCATA 104
69R AGAGAAAGGGCGTTCAGAAT
73 73F TGGTTTTACCATTTTGTCGGA 490
73R GGAAATCGTTGATGTTGGCT
95 95F ACTAATCAGGATGGCGAGAC 200
95R ATCACGCCCATTAATCCAGT
131 131F GACTGCATTTCGTCGCCATA 310
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‘ 131R CCGGCGGCATCATAATGAAA

Adaptado de: Doumith M et al. Rapid identification of major Escherichia coli sequence types causing urinary tract and
bloodstream infections (115)

Corrida electroforética: gel al 2%
MLST E. coli.

Se realizé mediante el analisis por secuenciacidn de los fragmentos internos de los siguientes
genes housekeeping: adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA.

PCR: se realizd en forma convencional utilizando los cebadores que se muestran en la tabla 23.

Tabla 23: Cebadores utilizados para determinacién del secuenciotipo en E. coli mediante

MLST.
Gen Cebador Secuencia 5’ -3’ Temperatura | Tamaino del
alineamiento | amplicén
PCR (°C) (pb)
Icd icdF ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA | 54 878
icdR GGACGCAGCAGGATCTGTT
recA recAF CGCATTCGCTTTACCCTGACC 58 780
recAR TCGTCGAAATCTACGGACCGGA
Adk adkF ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 54 533
adkR CCGTCAACTTTCGCGTATTT
Mdh mdhF AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 60 932
mdhR CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT
fumcC fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 54 806
fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC
gyrB gyrBF TCGGCGACACGGATGACGGC 60 911
gyrBR ATCAGGCCTTCACGCGCATC
Pura purAF CGCGCTGATGAAAGAGATGA 54 816
purAR CATACGGTAAGCCACGCAGA

Limpieza de amplicones: se realizé con el kit comercial “DNA Clean & Concentrator ™ (Zymo
Research), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Secuenciacion: Se utilizd el servicio de secuenciacién del Instituto Pasteur, Montevideo-
Uruguay.

Anadlisis: se utilizo la aplicaciéon Chromas version 2.6.4 (technelysium) y la plataforma
bioinformatica Sequence query-Escherichia coli (Achtman) MLST locus/sequence difinitions
disponible en:
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Grupo filogenético para E. coli BLEE(+).

Se determind el grupo filogenético (A, B1, B2 o D ) de los aislamientos BLEE(+) mediante PCR

multiplex, de acuerdo al trabajo de Clermont O et al (70) para genes chuA, yjaA y el fragmento

génico TspE4.C2. En la tabla 24 y 25 se detallan las condiciones y cebadores utilizados.

Tabla 24: PCR multiplex para grupo filogenético E. coli.

Mezcla para PCR multiplex grupo filogenético E. coli

Ciclado

Reactivo Volumen
(x1 tubo de reaccién)
ADN 3 ul
Buffer 10X 2 ul
MgCl2 25mM 3ul
dNTPs 10mM 0.5 ul
Taq pol 5U/ul 0.25 ul
Primer Forward chuA 10 mM | 2 ul
Primer Reverse chuA 10 mM 2 ul
Primer Forward yjaA10 mM 2 ul
Primer Reverse yjaA 10 mM 2 ul
Primer Forward TspE4.C2 | 2 ul
10mM
Primer Reverse TspE4.C2 10 | 2 ul
mM
Agua MQ 4.25
Volumen final 25 ul

Desnaturalizacion inicial:
95°C, 4 minutos.

Ciclado = 30 ciclos: 94°C 5
segundos, 59°C 10 segundos,
Extension final: 72°C 5

minutos.

Tomado de: Clermont O et al. Rapid and simple determination of the Escherichia coli phylogenetic group (70)

Tabla 25: Cebadores para PCR multiplex grupo filogenético E. coli.

Cebador Secuencia 5’ -3’ Tamaio del
amplicén
(pb)
chuA chuA 1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 279
chuA 2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA yjaA 1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211
yjaA 2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TSpE4.C2 | TspE4.C2 1 | GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152
TSpE4.C2 2 | CGCGCCAACAAAGTATTACG

Tomado de: Clermont O et al. Rapid and simple determination of the Escherichia coli phylogenetic group (70)

Electroforesis en gel de agarosa al 2%, e interpretacidn segun el esquema de Clermont et al (70)

que se muestra a continuacion en la figura 4.
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Figura 4: Flujograma para asignacion de grupo filogenético en aislamientos de E.coli
utilizando los resultados de la PCR para amplificacion de los genes chuA, yjaA y el fragmento

génico TSPEA4.C2. Tomado de: Clermont O et al. Rapid and simple determination of the Escherichia coli phylogenetic group
(70)

Analisis:

Andlisis clinico:

Los datos clinicos se recolectaron a partir de los registros médicos (en formato papel), el sistema
informatico del laboratorio (Modulab) y el sistema informdatico del Hospital de Clinicas (Gestion
Salud) utilizando una ficha predisefiada con dicho fin (referirse a Anexos — documento 3:
Caracterizacion clinica-microbioldgica y factores de riesgo de las bacteriemias por
enterobacterias productoras de BLEE en el Hospital Universitario. Ficha de recoleccion de datos

clinicos-epidemioldgicos).

Posteriormente la informacidn se registrd en una matriz de datos (Excel) y posteriormente se
transifirié a una tabla en el programa IBM SPSS Statistics 23, para su analisis (ver mas adelante:
analisis estadistico).

Las variables analizadas se describen en el anexo 2.

Analisis estadistico:
Para el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 23.

Para el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 23.
1)Descriptivo:

Variables cuantitativas continuas:
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Se sometieron a prueba de normalidad (Kolmogorov Smirnov para n>30 observaciones);
aquellas con distribucidn normal se expresaron como media + desvio estandar, y aquellas que
no cumplian con dicha distribucidn se expresaron como mediana y rango intercuartilico.

Variables cualitativas: se expresaron como frecuencia absoluta y relativa porcentual (%).

2)Analitico:
Variables cuantitativas continuas:

Agquellas con distribucién normal (Kolmogorov Smirnov) se compararon mediante prueba T de
Student, y aquellas que no cumplian con dicha distribucion se compararon mediante Prueba de
Mann -Whitney.

Variables cualitativas: para su comparacion se realizé test de Chi cuadrado o prueba exacta de
Fisher (segln correspondiera).

Un valor p £0.05 fue considerado como significativo.

Andlisis de casos y controles:

La fuerza de asociacion estadistica se midid a través del calculo de los OR (razén de los productos
cruzados). La razdn de los productos cruzados y el intervalo de confianza al 95% (IC95%) se
calcularon utilizando métodos estandares.

Las variables con valor p<0.05 en el analisis univariado se incluyeron para el andlisis
multivariado, que se realizé por el método de regresion logistica.

Un valor p £0.05 se consideré como significativo.
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RESULTADOS.

Primera parte: Aspectos Microbioldgicos- aislamientos.

a)Generalidades.

En el periodo de estudio se registraron 174 episodios de bacteriemia por enterobacterias (se
incluyd solamente el primer episodio por paciente), con aislamiento de 178 enterobacterias;
170 bacteriemias monomicrobianas y 4 episodios con aislamiento simultdaneo de 2
enterobacterias diferentes (tabla 26).

Tabla 26: Episodios de bacteriemia con aislamiento de 2 enterobacterias en hemocultivo,
Hospital de Clinicas 2014-2015.

Bacteriemias con | Enterobacteria 1 Enterobacteria 2
aislamiento simultaneo de 2
enterobacterias en
hemocultivos

1 E. coli (316) K.pneumoniae (313)
2 E.coli (428) K. pneumoniae (431)
3 E. cloacae (284) K. pneumoniae (285)
4 E. coli (322) M. morganii (321)

Entre () se muestra el numero de identificacion de la cepa.

En las 178 enterobacterias recuperadas, el equipo automatizado Vitek 2 system® reportd
presencia de BLEE en 47 aislamientos; en 41/47 la presencia de BLEE fue confirmada por
métodos moleculares. Esta informacidon se muestra en la figura 5 y la tabla 27.
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174 bacteriemias
por
enterobacterias
(170 episodios
monobacterianos
y 4 con 2
enterobacterias).

L 4

| Vitek 2 system®

178

enterobacterias
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| Vitek 2 system®

BLEE confirmadas
| molecularmente:
n=41.

5 aislamientos test

de sinergia
BLEE (+) segln
(+) seg . BLEE = negativo.

n=47 |

1 aislamiento E. coli
(316) con perfil
sugestivo de BLEE pero
no se contd con la
cepa para analisis
posteriores.

/

BLEE (-) segun

n=131

£

e

N=177

g

41 BLEE(+) confirmadas molecularmente (41/177= 23,2%)

Figura 5: Episodios de bacteriemia por enterobacterias y distribucién de los aislamientos
segun deteccidn fenotipica (Vitek 2 system ®) y molecular de BLEE. Hospital de Clinicas 2014-
2015.

Tabla 27: Enterobacterias BLEE (+) seguin Vitek 2 system® sin confirmacion fenotipica ni
molecular, bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015.

Especie de | Sinergia CIM CciM CIM Resultados de PCR
enterobacteria | BLEE de | cefotaxime | ceftazidime | cefepime | para genes bla
y numero de | doble disco investigados.
cepa. (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/mi)

E. coli (310) Negativa <1 <1 <1 blacrx-m-grupo 1 (-)

blactx-m-grupo 2 (-)
blactx-m-grupo 8 (-)
blactx-m-grupo 9 (=)
blarer-2 (-)

blatem (-)
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E. coli (367) Negativa <1 <1 <1 blactx-v-grupo1 (-)
blacrx-m-grupo 2 (-)
blacrx-m-grupos (-)
blactx-m-grupoa (-)
blarer-2 (-)

blasuv (-)

bla tem (+)> TEM-1
por secuenciacion

K. pneumoniae | Negativa <1 <1 <1 blactx-m-grupo 1 (-)
(302) b/aCTX—M»grupo 2 (')
b/aCTX—M»grupo 8 (')
bIGCTX-M-grupo 9 (')

blarer-2 (-)

blatem (-)




El aislamiento correspondiente a E. coli 316 (CIM cefotaxime, ceftazidime y cefepime 264 ug/ml)
no estuvo disponible (cepa no viable), resultando imposible la confirmaciéon y caracterizacion
de su BLEE, por lo que se excluyé de los analisis posteriores.

En la tabla 28 se muestran los géneros y especies de enterobacterias recuperadas, distribuidas
segln presencia de BLEE (confirmada molecularmente) en el periodo de estudio (n=177).

Tabla 28: Distribucion en frecuencia absoluta de las enterobacterias incluidas en el estudio,
seglin género/especie y presencia de BLEE confirmada, bacteriemias Hospital de Clinicas,
2014-2015 (n=177).

N
Vo]

Klebsiella pneumoniae

Citrobacter freundii

Serratia marcescens

Citrobacter koseri

Salmonella sp

Proteus mirabilis

Providencia stuartii
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Total

136

41

177

(Se excluyd de esta tabla el aislamiento de E. coli 316)

b)Caracterizacion fenotipica y molecular de las enterobacterias BLEE(+):

b.1)Susceptibilidad antibidtica.

Tabla 29: Resumen de la susceptibilidad antibidtica en enterobacterias BLEE(+), bacteriemias

Hospital de Clinicas, 2014-2015 (n=41).

Antibiodtico Sensible Intermedio Resistente
Meropenem 41(100%) --- -
Imipenem 40(97,6%) 1(2,4%)*1
Ertapenem 40(97,6%) 1(2,4%)*?
Ceftazidime 41(100%) - -
avibactam

Piperacilina 11(26,8%) 13(31,7%) 17(41,5%)
tazobactam

Ampicilina --- 1(2,4%) 40(97,6%)
sulbactam

Cefazolina 41(100%)
Cefuroxime --- - 41(100%)
Cefotaxime 41(100%)
Ceftazidime 4(9,8%) 1(2,4%) 36(87,8%)
Cefepime 5(12,2%) 21(51,2%) 15(36,6%)
Amikacina 35(85,4%) 2(4,9%) 4(9,8%)
Gentamicina 25(36,6%) 26(63,4%)
Ciprofloxacina 5(12,2%) 4(9,8%) 32(78,0%)
Trimetoprim 8(19,5%) -—- 33(80,5%)
sulfametoxazol

Tigeciclina 12(29,3%) --- 29(70,7%)
Colistin 38(92,7%) --- 3(7,3%)*3
Fosfomicina 41(100%) - -

Se muestran frecuencias absolutas y en () porcentajes.
Todos los antibidticos se testaron mediante equipo automatizado Vitek2 system® salvo:

-Fosfomicina - se testé mediante disco difusion en E. coliy dilucidn en agar en el resto de las enterobacterias.

-Ceftazidime/avibactam - se testé mediante disco difusion.

Todos los antibidticos se interpretaron segtin CLSI 2020, a excepcion de: colistin, tigeciclina y fosfomicina que se interpretaron segin

EUCAST 2020.

Para cefepime la categoria “intermedio”corresponde en CLSI 2020 a “sensible dosis dependiente”.

*1: El aislamiento resistente a imipenem correspondié a M. morgannii (514).
*2: El aislamiento resistente a ertapenem correspondié a E. cloacae (575).
*3: Los aislamientos resistentes a colistin correspondieron a M. morgannii (514) y 2 S. marcescens (373 y 566).
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Grafico 1: Susceptibilidad antibidtica en enterobacterias BLEE(+) en porcentaje, bacteriemias

Hospital de Clinicas, 2014-2015, (n=41).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

CXM
CTX

M resistente
intermedio

m sensible

CZA: ceftazidime-avibactam, MER: meropenem, FOS: fosfomicina, IMI: imipenem, ERTA: ertapenem, COL: colistin,
AK: amikacina, GM: gentamicina, TGC: tigeciclina, PTZ: piperacilina-tazobactam, SXT: trimetoprim-sulfametoxazol,
FEP: cefepime, CIP: ciprofloxacina, CAZ: ceftazidime, SAM: ampicilina-sulbactam, CF: cefazolina, CXM: cefuroxime,

CTX: cefotaxime.

A continuacion se muestran los resultados de susceptibilidad encontrados segln enterobacteria

BLEE (+) y los perfiles de co-resistencia encontrados.

i)E. coli:

Tabla 30: Susceptibilidad antibidtica en aislamientos E. coli BLEE(+), bacteriemias, Hospital

de Clinicas 2014-2015 (n=7).

216 (R)

Numero Bla CIM (pg/ml)

Cepa SAM PTZ CAZ CTX

198 CTX-M-15 16 (1) 16(R) 264 (R)

241 cxm2 | 232(R) | 2128(R) | 16(R) | 264(R) | 264(R)

273 cxmz | 232(R) 64 (1) 264 (R) | 264 (R)

397 cemas | 232 (R) 16 (R) 264 (R) | 8(SDD)

412 cxmas | 232(R) 8 (1) 264 (R) | 4(SDD)

616 cxmas | 232(R) 64 (1) 16 (R) | 264 (R) 32(R) >4 (R)
637 cxmas | 232 (R) >64(R) | 4(sDD) | 24(R)

216 (R)

2320 (R)
>320 (R)
2320 (R)
2320 (R)
2320 (R)

En () se muestra la interpretacion segin CLSI 2020, S: sensible, I: intermedio, R: resistente, SDD: sensible dosis dependiente. En

rosado: aislamientos resistentes, amarillo: intermedio o sensible dosis dependiente, celeste: aislamientos sensibles.
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Todos los aislamientos resultaron sensibles a: ertapenem (CIM <0,5 ug/ml), imipenem (<0,25
ug/ml), meropenem (CIM (<£0,25 ug/ml), colistin (0,5 ug/ml), tigeciclina (<0,5 ug/ml), y
fosfomicina.

Perfiles de co-resistencia a B-lactamicos en E. coli BLEE(+):

2 aislamientos no-susceptibles a ciprofloxacina/gentamicina/trimetoprim-sulfametoxazol
(616 y 637).

1 aislamiento no-susceptible a ciprofloxacina/trimetoprim-sulfametoxazol (412).

2 aislamientos asociaron resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol exclusivamente (273 y 397).
1 aislamiento asocid resistencia a ciprofloxacina exclusivamente (198).

1 aislamiento no asocid resistencia a ninguno de los antibidticos no B-lactamicos testados (241).

3/7 aislamientos E. coli BLEE(+) fueron no-susceptibles a por lo menos un agente en tres o mas
familias de antibiéticos (multidrogo-resistentes): 616, 637, 412.

ii) K. pneumoniae:

Tabla 31: Susceptibilidad antibidtica en aislamientos K. pneumoniae BLEE(+), bacteriemias,
Hospital de Clinicas 2014-2015 (n=29).

Numero Bla CIM (pg/ml)

cepa CTX CAZ FEP PTZ Cip GM
201 CTX-M-15 264 (R) 16 (R) 8 (SDD) 32(1) 24 (R) 216 (R)

SXT TIGE
>320(R) 28 (R)

226 cxm1s | 264 (R) | 264 (R) | 8(SDD) | 2128(R) 24 (R)
227 crx-m-1s | 264 (R) | 264(R) | 8(SDD) | 2128(R) 24 (R)
259 crx-m-15 | 264 (R) | 264(R) | 8(SDD) | >128(R) >4 (R) >16 (R)
280 cx-m-15 | 264 (R) | 264 (R) 16 (R) | 2128(R) >4 (R) 216 (R)
281 cx-m-15 | 264 (R) 16 (R) 32(1) 2(R) 216 (R)
285 cx-m-1s | 264 (R) 16 (R) | 8(SDD) 24 (R) 216 (R)
309 crx-m-15 | 264 (R) 16 (R) | 8(SDD) 32 (1) >4 (R) >16 (R)
313 cx-m-15 | 264 (R) | 264 (R) 16 (R) | 2128(R) >4 (R) 216 (R)
348 crx-m-1s | 264 (R) | 264 (R) | 8(SDD) | 2128(R) 24 (R)
388 cx-m-1s | 264 (R) 16 (R) 64 (1) >4 (R)
393 crx-m-15 | 264 (R) 16 (R) 4(SDD) 24 (R)
418 cxm1s | 264 (R) | 264 (R) | 8(SDD)

>320(R)
>320(R) | 1(R)
>320(R) | 1(R)
>320(R) | 1(R)
>320(R) | 1(R)
>320(R) | 1(R)
>320(R) | 1(R)
>320(R)

216 (R)
216 (R)

ENE

>128(R)

a5 | MY | s6a(R) | 264(R) | 8(sDD) | >128(R) | 24(R)
CTX-M-14
484 | crems | 264(R) | 16(R) | 4(SDD) | 32() 2(R) | 216(R)
445 | crems | 264(R) | 264(R) | 16(R) | >128(R) | 05() | 216(R)
446 | cremss | 264(R) | 16(R) | 4(SDD) | 64() 24(R) | 216(R)
480 | crems | 264(R) | 264(R) | 264(R) | >128(R) | 24(R) | 216(R)
501 | comas | 264(R) | 16(R) | 4(SDD) | 32(1) 216 (R)
515 | comas | 264(R) | 16(R) | 4(SDD)

2(R)

>320(R)
>320(R) | 8(R)
>320(R) | 4(R)
>320(R) | 2(R)
2320(R)

560 CTX-M-8 8 (R)
CTX-M-15
561 CTX-M-15 264 (R) 16 (R) 4(SDD)

583 CTX-M-15 264 (R) 264 (R) 264 (R)

216 (R)
>4(R) | 216(R)

>320(R)
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608 | M| s6a(R) | 264(R) | 32(R) | 2128(R) | 24(R)
CTX-M-14

>320(R)

628 | M | s6a(R) | 264(R) | 16(R) | 2128(R) | 24(R)
CTX-M-14

615 crx-m-15 | 264 (R) 16 (R) 16 (R)

632 cxmas | 264(R) | 16(R) | 4sbp mm >320(R) | 1(R)
662 cxm1s | 264(R) | 264 (R) | 264 (R) >320(R) | 1(R)

En () se muestra la interpretacion seguiin normas vigentes (mas detalles referirse a secciéon metodologia). En rosado: aislamientos

2320(R)

resistentes, amarillo: intermedio o sensible dosis dependiente, celeste: aislamientos sensibles.

Perfiles de co-resistencia a B-lactamicos en K. pneumoniae BLEE(+):

= 17 aislamientos no-susceptibles (resistentes o intermedios) a: ciprofloxacina,
aminoglucésidos, trimetoprim-sulfametoxazol y tigeciclina:

o No-susceptibles a ciprofloxacina/gentamicina/trimetoprim-
sulfametoxazol/tigeciclina: 13 aislamientos (201, 259, 280, 281, 285, 309, 313,
444, 445, 446, 501, 583, 632).

o No-susceptibles ciprofloxacina/amikacina/trimetoprim-
sulfametoxazol/tigeciclina: 3 aislamientos (226, 326,418).

o No-susceptibles ciprofloxacina/gentamicina/amikacina/trimetoprim-
sulfametoxazol/tigeciclina: 1 aislamiento (480).

4 aislamientos no-susceptibles a ciprofloxacina, trimetoprim-fulfametoxazol,

tigeciclina (manteniéndose susceptibles a ambos aminoglucésidos: 227, 348, 608,615).

= 2 aislamientos no-susceptibles a ciprofloxacina, gentamicina, trimetoprim-
sulfametoxazol (393, 561).

= 1 aislamiento no-susceptible a ciprofloxacina, gentamicina, tigeciclina (388).

= 1 aislamiento no-susceptible a gentamicina, trimetoprim-sulfametoxazo, tigeciclina
(662).

= 2 aislamientos no-susceptibles ciprofloxacina/tigeciclina (425, 608).

= 1 aislamiento no-susceptible gentamicina/trimetoprim-sulfametoxazol (515).

= 1 aislamiento no-susceptible a ciprofloxacina (560).

28/29 aislamientos fueron multidrogo-resistentes; no susceptibles a por lo menos un agente
en tres o mas categorias antibidticas.

i) Otras enterobacterias BLEE(+):

Tabla 32: Susceptibilidad antibidtica en aislamientos de Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens y Morganella morganii BLEE(+), bacteriemias, Hospital de
Clinicas 2014-2015 (n=5).

N° CIM (ug/ml)
bla
cepa CTX CAZ FEP PTZ ERTA IMI CIp GM AK SXT coL TIGE

576 M1 >64(R) | 16(R) | 4(sDD) 32(1)

2(R) | 216(R) 2320 (R)
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575 M| s6a(R) | 264(R) | 264(R)

2128 (R) >4(R) | 216(R)

" >4(R) | 216(R)
B
|

Todos los aislamientos fueron sensibles a fosfomicina.

2320 (R)

514 cxmz2 | 264(R) | 32(R) 264 (R) 2320 (R) 216 (R)

373 | cxms | 32(R) | s1(s) | 4(sop) 2(R)* 2(R)

566 SH-S 8 (R) 16 (R) 216 (R) 216 (R) 4(R)

576: C. freundii, 575: E. cloacae, 514: M. morganii, 373: S. marcescens, 566: S. marcescens.
En () se muestra la interpretacion segiin normas vigentes (mas detalles referirse a seccidon metodologia). *Segun EUCAST 2020 CIM

colistin <2 ug/ml = sensible, en este caso el resultado se editd a resistente, por tratarse de una resistencia natural. En rosado:
aislamientos resistentes, amarillo: intermedio o sensible dosis dependiente, celeste: aislamientos sensibles.

= Los 5 aislamientos mostraron un perfil MDR.

Co-resistencia en enterobacterias BLEE(+) — en suma: 36/41 (87,8%) enterobacterias BLEE(+)
mostraron un perfil multidrogo-resistente (28 K. pneumoniae, 3 E. coli y 5 otras). La no-

susceptibilidad simultdnea a B-lactdmicos / ciprofloxacina / aminoglucdsidos y trimetoprim-
sulfametoxazol se constaté en 25 aislamientos (19 K. pneumoniae, 2 E. coli, 1 C. freundii, 1 E.
cloacae, 1 M. morganii, 1 S. marcescens).

b.2)Genes de resistencia de las B-lactamasas de espectro extendido.

Tabla 33: Genes bla encontrados, seglin especie de enterobacteria, Hospital de Clinicas,
bacteriemias 2014-2015 (n=41).

Especie Total de | Determinante bla Numero de
aislamientos aislamientos.
K. pneumoniae 29 bla crx-m-1s 25
bla crx-m-s 1
blacrx-m-1stblacrx-mia 3
E. coli 7 bla crx-m-15 5
bla crxm-2 2
S. marcescens 2 bla crx-m-s 1
bla suvs 1
M. morgannii 1 bla crxm-2 1
C. freundii 1 bla crx-m-1s 1
E. cloacae 1 bla CTX-M-15 1
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Grafico 2: Distribucion, en frecuencia absoluta, de los aislamientos de enterobacterias
BLEE(+) seguin BLEE detectada, bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015, n=41.

CTX-M-15 mCTX-M-15/-14 MmCTX-M-2 M CTX-M-8 SHV-5

b.3) Investigacion de mecanismos de resistencia transferibles a quinolonas (TMQR): gnrB y
aac(6’-)Ib-cr en enterobacterias BLEE(+).

r

TMQR* (-): 8
aislamientos

41

enterobacterias

BLEE(+)

TMQR(+): 33
aislamientos

lz aac(6’)-1b-cry
qnrB: 9
aislamientos

Exclusivamente
aac(6’)-1b-cr: 22
aislamientos.

L

s

| Exclusivamente
qnrB: 2
| aislamientos.

Figura 6: Resumen de TMQR (gnrB y aac (6’-)Ib-cr) encontrados en enterobacterias BLEE(+),
bacteriemias Hospital de Clinicas 2014-2015.

La tabla 34 muestra la distribucidn de aislamientos BLEE(+) en funcién de la CIM obtenida para
ciprofloxacina.

94



Tabla 34: Distribucion de aislamientos BLEE+ seguin CIM ciprofloxacina, bacteriemias Hospital
de Clinicas 2014-2015.

CIM ciprofloxacina (ug/ml) Numero de aislamientos %
<0,25 5 12,2
0,50 4 9,8
2 4 9,8
>4 28 68,3
Total 41 100

En 11 de los aislamientos (9 K. pneumoniae, 1 E. cloacae y 1 C. freundii) se detectd la presencia

de gnrb. En la tabla 35 se muestra el cruce entre la presencia de gnrB y la CIM de ciprofloxacina

Tabla 35: Tabla cruzada CIM ciprofloxacina (ug/ml) y presencia de gnrb en enterobacterias
BLEE(+), bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015.

Aislamientos CIM ciprofloxacina ug/ml

<0,25 0,50 2,00 24,00 Total
qnrB(-) 4 3 1 22 30
qnrB(+) 1 1 3 6 11
Total 5 4 4 28 41

Investigacion aac(6’)-1b-cr

La figura 7 muestra los resultados de la PCR para aac(6’-)Ib y los resultados obtenidos tras la

digestidn en aquellos aislamientos positivos en la amplificacion (32/41 = 75,6%).
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aislamientos. |
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aislamientos |

Figura 7: Distribucion de las enterobacterias BLEE(+) seglin presencia de aac(6’)-lb y
aac(6’)-1b-cr, bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015.

Tabla 36: Tabla cruzada para resultado PCR aac(6’)-Ib vs CIM amikacina, bacteriemias
enterobacterias BLEE(+), Hospital de Clinicas 2014-2015.

CIM amikacina VITEK (ug/ml) Total
<2,00 4,00 8,00 16,00 32,00 264,00
PCR aac(6’)-1b NEGATIVA 5 1 1 1 1 0 9
POSITIVA 17 5 4 1 1 4 32
Total 22 6 5 2 2 4 41

Se muestran frecuencias absolutas.

En la tabla 37 se muestra la distribucion de la presencia de aac(6’)lb-cr segun la CIM de
ciprofoxacina.

Tabla 37: Distribucidén en frecuencia absoluta de los aislamientos aac(6’)-1b-cr positivos
segun la CIM de ciprofloxacina, bacteriemias Hospital de Clinicas 2014-2015.

CIM ciprofloxacina (ug/ml) Total
<0,25 0,50 2,00 24,00
Aislamientos 3 1 4 23 31
aac(6’)-1b-cr
(+)

9 aislamientos fueron positivos para aac(6’)-Ib-cr y gnrB simultdneamente. Las caracteristicas
de estos aislamientos se resumen en la tabla 38.

Tabla 38: Enterobacterias BLEE(+) con aac(6’)-Ib-cr y gnrb, bacteriemias Hospital de Clinicas
2014-2015 (n=9).
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cNet’xpr:ero de Género/especie Secuenciotipo BLEE CIM CIP ug/ml
281 K. pneumoniae ST 716 blacrx-m-15 2

285 K. pneumoniae ST 258 blacrx-m-15 4

348 K. pneumoniae ST 258 blacrx-m-15 4

388 K. pneumoniae ST 45 blacrx-m-15 4

480 K. pneumoniae ST 258 blacrx-m-15 4

632 K. pneumoniae ST 393 blacrx-m-15 2

662 K. pneumoniae ST 48 blacrx-m-15 0,25

576 C. freundii /] blactx-m-15 2

575 E. cloacae /// blacrx-m-1s 4

b.4)Relacidn clonal entre las especies bacterianas BLEE (+)mas prevalentes.

Escherichia coli (n=7)

Tabla 39: Genes bla, grupo filogenético, secuenciotipo y tipo de bacteriemia de E. coli

BLEE(+), bacteriemias Hospital de Clinicas 2014-2015 (n=7).

Ndmero de | Tipo Determinante Grupo Secuenciotipo
cepa epidemiolégico | bla filogenético

de bacteriemia
198 Comunitaria bla crx-m-1s A ST 410
241 Nosocomial bla crx-m-2 D ST 782
273 Comunitaria bla crx-m-2 D ST 38
397 Sin dato bla crx-m-15 D ST 38
412 Comunitaria bla crx-m-1s A ST 167
616 Asociada a los | bla crx-m-1s A ST73

cuidados de Ia

salud
637 Nosocomial bla crx-m-1s B2 ST 95

Figura 8: Dendrograma de PFGE E. coli BLEE(+), bacteriemias 2014-2015, Hospital de Clinicas.
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Klebsiella pneumoniae (n=29):

N cepatse CTX-M-15
N’ cepa 616 CTX-M-15
N cepad12 CTX-M-15
N* cepa 837 CTX-M-15
N* cepa 297 CTX-M-15
N cepa 241 CTX-M-2

N* cepa 2’3 CTX-M2

Tabla 40: Determinantes bla, TMQR, secuenciotipo y tipo epidemioldgico de bacteriemia en
K. pneumoniae BLEE(+), bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015.

Numero cepa

Tipo epidemioldgico
de bacteriemia

Determinante bla

PMQR

Secuenciotipo

226 bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo C)
227 Asociada a cuidados | bla ctx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo A)
de la salud
280 Nosocomial bla crx-m-1s aac(6’)lb-cr ST258 (Pulsotipo E)
285 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-b-cry gnrb | ST258 (Pulsotipo A)
309 Nosocomial bla crx-m-1s aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo D)
326 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo A)
348 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-Ib-cry gnrb | ST258 (Pulsotipo A)
418 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo A)
425 Comunitaria blacrx-m-15+blactx-mia aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo A)
480 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-Ib-cry qnrb | ST258 (Pulsotipo B)
608 Nosocomial blacrx-m-15+blactx-mia aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo A)
628 Nosocomial blacrx-m-15+blactx-mia aac(6’)-1b-cr ST258 (Pulsotipo A)
201 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST101
259 Asociada a cuidados | bla crx-m-15 /// ST101
de la salud
313 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST101
583 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST101
393 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST43
515 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST43
281 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-lb-cry qnrb | ST716
388 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-lb-cry qnrb | STAS
444 Nosocomial bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST70
445 Nosocomial bla ctx-m-1s aac(6’)-1b-cr ST14
446 Asociada a cuidados | bla crx-m-15 aac(6’)-1b-cr ST15
de la salud
501 Nosocomial bla ctx-m-1s aac(6’)-1b-cr ST309
560 Nosocomial bla crx-m-s /// ST1964
561 Asociada a cuidados | bla crx-m-15 qnrb ST25
de la salud
615 Nosocomial bla crx-m-1s qnrb ST471
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632

Comunitaria

bla crx-m-1s

aac(6’)-1b-cry qnrb

ST393

662

Nosocomial

bla crx-m-15

aac(6’)-1b-cry qnrb

ST48
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Figura 9: Dendrograma de PFGE K. pneumoniae BLEE(+), bacteriemias 2014-2015, Hospital de
Clinicas.
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Carril 1: Salmonella branderoup. Carril 1-13: K. pneumoniae BLEE ST258
Figura 10: Pulsotipos encontrados dentro del ST 258 K. pneumoniae BLEE(+), bacteriemias
Hospital de Clinicas, 2014-2015 (n=12).

ST258 en K. pneumoniae BLEE(-):

Se investigd la presencia del ST258 (PCR pilV) entre los aislamientos de K. pneumoniae BLEE(-)
(n=27); se detectd un aislamiento positivo (542), el cual correspondid a una bacteriemia

clasificada como nosocomial.

Segunda parte: aspectos clinicos.

a)Generalidades.

La tabla 41 resume las principales caracteristicas demograficas de la poblacién incluida (n=174).

Tabla 41: Principales caracteristicas demograficas de los pacientes con bacteriemia por
enterobacterias, Hospital de Clinicas, 2014-2015, (n=174).

Distribucidn seguln sexo.

89 hombres (49,7%)

85 mujeres (47,5%).

Edad (afios)
Mediana y rango intercuartilico

61 y 22,5.

Rango 18-87 afos.

Procedencia de los pacientes (al
momento de la obtencion del
hemocultivo).

Emergencia: 61 pacientes

Internacién: 108 pacientes.
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Sin dato: 5 pacientes.

b)Andlisis de casos y controles.
Para el analisis se revisaron registros médicos de 98 pacientes. Las principales caracteristicas
demograficas y clinicas de los pacientes se resumen en la tabla 42.

Test de normalidad para variables cuantitativas continuas: (Kolmogorov-Smirnov); mientras
que leucocitosis siguid una distribucion normal (0,183), edad (0,039), azoemia (0,000),
creatininemia (0,000), neutrofilia (0,024) y dias entre obtencidon hemocultivo y egreso (0,000)
no siguieron dicha distribucién.

Tabla 42: Caracteristicas de los pacientes incluidos en el andlisis casos-controles,
bacteriemia por enterobacterias, Hospital de Clinicas 2014-2015 (n=98).

Caracteristicas Edad (afios) Mediana y rango
demograficas. intercuartilico: 62 y 20.
Sexo masculino 54 (55,1%).
Procedencia Emergencia: 35 (36,1%)

Internados: 62 (63,9%)

e Medicina: 33
e (Cirugia: 18
e (TI:10
e Sindato:1
Sin dato: 1
Comorbilidades Enfermedad hematooncoldgica o | 38 (40%)
neoplasica:
e Neoplasia del tubo
digestivo: 15
e Neoplasia
génitourinaria: 11
e Hemopatia
maligna: 7
e Cancer de pulmédn:
3
e Otro: 2
Inmunosupresion 15 (15,8%)
Diabetes mellitus 32 (33,3%)

102



Aspectos relacionados al
episodio de bacteriemia

Enfermedad renal cronica

Infeccién/colonizacién
enterobacteria BLEE 6

meses previos

Tipo epidemioldgico
bacteriemia

Hospitalizacidn 6 meses previos

24 (25%)

e En hemodialisis o
DPCA: 5

8 (8,3%)

42 (43,3%)

13 (14,4%)

Nosocomial: 60 (61,9%)
Comunitaria: 29 (29,9%)
Asociada a los cuidados
de la salud: 8 (8.2%)

Sin dato: 1

Segun tipo de enterobacteria

K. pneumoniae:53 (54,1%)
E. coli: 37(37,8%)

E. cloacae:3(3,1%)

C. freundii:1(1%)

M. morganii:2(2%)
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Score “quick Pitt”

Neutrofilia mil/mm?3

Antibioticoterapia

& outcome

Antibidticoterapia previa
al hemocultivo durante la

actual hospitalizacion.

S. marcescens:2(2%)

<2:75 (78,9%)
>2:20 (21,1%)

Sin dato: 3

Mediana %
intercuartilico: 10,9y 9,66

rango

Si: 40 (43%)
No: 53 (57%)

Sin dato: 5

Antibidticoterapia empirica por el
episodio de bacteriemia

Si: 69 (79,3%)
No: 18 (20,7%)

Sin dato: 11
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Dias de internacion entre | Mediana y rango
obtencién del hemocultivo vy | intercuartilico: 19 y 26 dias.

egreso
Rango: 0-209

Necesidad de CTl en la 22 (23,4%)

actual internacién.

Status al egreso Vivo: 80 (82,5%)

Fallecido 17 (17,5%)

Sin dato: 1

Se muestran frecuencias absolutas y (%valido).
CTI: Centro de terapia intensiva, DPCA: didlisis peritoneal continua ambulatoria, EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

En la tabla 43 se muestra el cruce etiologia de la bacteriemia versus tipo epidemioldgico de la
misma. Se pudo determinar el tipo epidemioldgico en 97/98 registros médicos revisados, en una
la informacion fue insuficiente para poder clasificarla, por lo que se excluyé de la tabla cruzada.

Tabla 43: Tabla cruzada etiologia de la bacteriemia por enterobacteria versus tipo
epidemioldgico de bacteriemia, Hospital de Clinicas 2014-2015 (n=97).

TIPO DE BACTERIEMIA
BACTERIEMIA BACTERIEMIA BACTERIEMIA
COMUNITARIA NOSOCOMIAL ASOCIADA Total
CUIDADOS DE LA
SALUD
ENTEROBACTERIA E.coli 22(75,9%) 12(20%) 2(25%) 36(37,1%)
K. pneumoniae 7(24,1%) 40(66,7%) 6(75%) 53(54,6%)
E. cloacae 0 3(5%) 0 3(3,1%)
C.freundii 0 1(1,7%) 0 1(1,0%)
M. morganii 0 2(3,3%) 0 2(2,1%)
S. marcescens 0 2(3,3%) 0 2(2.1%)
Total 29 (100%) 60(100%) 8(100%) 97(100%)

Se muestran frecuencias absolutas y (%) dentro de cada columna.

En la tabla 44 y la grafica 3 se muestra la distribucidn, en frecuencia absoluta, segin produccion
de BLEE, de la etiologia de la bacteriemia de los pacientes incluidos en el analisis de casos y
controles (n=98).
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Tabla 44: Tabla cruzada etiologia de la bacteriemia versus presencia de BLEE, Hospital de
Clinicas 2014-2015 (n=98).

BLEE
CONFIRMADA

Grafico 3: Distribucion (frecuencia absoluta) de las enterobacterias recuperadas, segun
produccion de BLEE, en pacientes incluidos en el analisis de casos y controles, bacteriemias
Hospital de Clinicas, 2014-2015
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® BLEE(+) ™ BLEE()

*

K. E. cloacae C. freundii M. morgannii S. marcescens
pneumoniae

La tabla 45 muestra el cruce presencia de BLEE versus tipo epidemiolégico de bacteriemia,
donde se incluyeron los 97 registros médicos donde ambos datos estaban disponibles (se
excluyd un paciente con datos insuficientes para determinar el tipo epidemioldgico de
bacteriemia; n=97).

Tabla 45: Tabla cruzada presencia de BLEE versus tipo epidemiolégico de bacteriemia,
bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015 (n=97).

TIPO DE BACTERIEMIA Total
BACTERIEMIA BACTERIEMIA BACTERIEMIA
COMUNITARIA NOSOCOMIAL ASOCIADA
CUIDADOS DE
LA SALUD
BLEE () 24 31 2 57
(+) 5 29 6 40
Total 29 60 8 97
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b.1) Factores de riesgo para bacteriemia por enterobacterias BLEE(+).

e T
|

98 Bacteriemias
por
enterobacterias
= revisadas

L

41 bacteriemias
BLEE(+)

Casos

57 bacteriemias
BLEE(-)
| Controles \_

Figura 11: Distribucion, en frecuencia absoluta y segtin produccion de BLEE, de los pacientes
con bacteriemia por enterobacterias incluidos en el analisis casos y controles, Hospital de
Clinicas 2014-2015.

En la tabla 46 se muestran las caracteristicas de los pacientes incluidos en el grupo de casos y
controles, resaltdndose con rojo aquellas variables que resultaron predictoras en el andlisis
univariado.

Tabla 46: Caracteristicas de los pacientes en los grupos bacteriemia BLEE (+) y bacteriemia
BLEE (-), Hospital de Clinicas 2014-2015, (n=98).

Variable Grupo BLEE(-) Grupo BLEE(+) Significacion | OR ICOR 95%
(controles) N=57 | (casos) (valor p) y | Analisis
N=41 estadistico univariado
Caracteristicas demograficas.

Edad (afios) 63y 17,5. 61ly21. 0,443 /// ///
Mediana y rango Prueba de
intercuartilico Mann-

Whitney.
Sexo masculino 28/57(49,1%) 26/41(63,4%) p=0,161 /// ///

Chi?
Procedencia 34/57(59,6%) 28/40(70%) P=0,296 11/ ///
internados Chi?

Comorbilidades.

108



Enfermedad 19/55(34,5%) 19/40(47,5%) P=0,203 11/ ///
hematooncolégica o Chi?
neoplasia
Inmunosupresion 7/56(12,5%) 8/39(20,5%) P=0,292 /// ///
Chi?
Diabetes mellitus 21/56(37,5%) 11/40(27,5%) P=0,306 /// ///
Chi?
Enfermedad renal | 7/56(12,5%) 17/40(42,5%) P=0,001 5,17 L1:1,88
crénica Chi? LS:14,21
DPCA o hemodiilisis 1/56(1,8%) 4/40(40%) P=0,157 /// ///
Test exacto
de Fisher
Hepatopatia 1/56(1,8%) 4/40(40%) P=0,157 /// ///
Test exacto
de Fisher
EPOC 7/56(12,5%) 1/40(2,5%) P=0,134 11/ 11/
Test exacto
de Fisher
Factores modificantes de riesgo.
Institucionalizado 1/56(1,8%) 3/40(7,5%) P=0,305 /] ///
Test exacto
de Fisher
Hospitalizacién 6 | 20/57(35,1%) 22/40(55%) P=0,051 /// ///
meses previos Chi?
Cirugia en los 6 meses | 7/57(12,3%) 13/40(32,5%) P=0,015 3,439 LI1:1,226
previos Chi? LS:9,645
Infeccion o | 4/53(7,5%) 9/37(24,3%) P=0,026 3,938 LI:1,110
colonizacién por Chi? LS:13,965
enterobacteria BLEE 6
meses previos
Dispositivo médico a | 3/56(5,4%) 18/40(45%) p<0,0001 14,455 LI:3,863
permanencia previo a Chi? LS:54,081
la internacidn.
Antibioticoterapia 19/55(34,5%) 21/38(55,3%) P=0,047 2,341 LI:1,003
durante internacion, Chi? LS:5,461
previamente al
hemocultivo
B-lactamico durante | 18/55(32,7%) 19/38(50%) P=0,094 11/ 11/
internacion, Chi?
previamente al
hemocultivo
Tratamiento durante | 2/55(3,6%) 7/38(18,4%) P=0,029 5,984 Ll:1,169
internacion con Test exacto LS:30,625
oximinocefalosporina* de Fisher
previamente al
hemocultivo.
*oximinocefalosporinas: cefalosporinas de 2da, 3ra o0 4ta generacion.
Variable Grupo Grupo valor — p y | OR IC OR
BLEE(-) BLEE(+) estadistico Andlisis 95%
(controles) (casos) univariado
N=57 N=41
Presentacion de la bacteriemia
Score qPitt>2 | 10/56(17,9%) | 10/39(25,6%) | P=0,360 | /// | ///
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Chi?
Azoemia (mg/dl) | 47y 51,2 60y 58 0,208 /// ///
Mediana y rango Prueba de
intercuartilico Mann-

Whitney
Creatininemia 1,06y0,81 1,86y2,84 0,029 /// ///
(mg/dl) Prueba de
Mediana y rango Mann-
intercuartilico Whitney
Leucocitosis 12,3447,05 15,0349,99 P=0,148 /// ///
(mil/mm3) T de Student
Media y DE IC95%

LI:-0,98

LS:6,37
Bacteriemia no | 33/57(57,9%) 35/40(87,5%) | P=0,002 5,091 LI:1,738
comunitaria Chi? LS:14,909

Evolucion

Necesidad CTI | 12/55 (21,8%) 10/39(25,6%) | P=0,666 /l/ /1/
durante Chi?
internacién
Dias de internacion | 14y 17 dias 22,5y 19 dias | Sig 0,006 | /// ///
entre  obtencion Prueba de
del hemocultivo y Mann-
egreso Whitney
Mediana y rango
intercuartilico
Mortalidad 9/57(15,8%) 8/40(20%) P=0,591 11/ ///
intrahospitalaria Chi?

DE: desvio estandar, OR: Odds ratio, IC 95%: intervalo de confianza al 95%, LI: limite inferior, LS: limite superior, CTI: centro de
terapia intensiva. EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

Como se muestra en la tabla 47, no se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre
la proporcidn de los diferentes tipos de focos entre los grupos BLEE(+) y BLEE(-).

Tabla 47: Tabla cruzada para foco de la bacteriemia por enterobacteria versus produccién de
BLEE, Hospital de Clinicas 2014-2015 (n=98).

BLEE CONFIRMADA Total
NO S|
FOCO DE LA BACTERIEMIA FOCO URINARIO Recuento 21, 22, 43
% dentro de BLEE CONFIRMADA 36,8% 53,7% 43,9%
FOCO RESPIRATORIO Recuento 7a 1. 8
% dentro de BLEE CONFIRMADA 12,3% 2,4% 8,2%
FOCO INTRA ABDOMINAL Recuento 8a 6a 14
% dentro de BLEE CONFIRMADA 14,0% 14,6% 14,3%
CATETER ENDOVASCULAR Recuento 3, 3, 6
% dentro de BLEE CONFIRMADA 5,3% 7,3% 6,1%
OTRO FOCO Recuento 1a 1, 2
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% dentro de BLEE CONFIRMADA 1,8% 2,4% 2,0%
SIN FOCO EVIDENTE O CON DATOS | Recuento 17 8a 25
INSUFICIENTES % dentro de BLEE CONFIRMADA 29,8% 19,5% 25,5%
Total Recuento 57 41 98
% dentro de BLEE CONFIRMADA 100,0% 100,0% 100,0%

Cada letra del subindice denota un subconjunto de BLEE CONFIRMADA categorias cuyas proporciones de columna no difieren de forma significativa entre si en el
nivel ,05.

Andlisis multivariado (Regresion logistica binaria).

Se incluyeron para el andlisis multivariado las siguientes variables (covariables): presencia de
enfermedad renal crénica, cirugia en los 6 meses previos, infecciéon/colonizacién por
enterobacteria BLEE en los 6 meses previos, presencia de dispositivo médico a permanencia
previo, antibioticoterapia previa al hemocultivo durante la actual internacién, tratamiento
con oximinocefalosporina previo al hemocultivo y presencia de bacteriemia no comunitaria,
para explicar el comportamiento de la variable dependiente (bacteriemia por enterobacteria

BLEE). Se utilizd el método= BACKWARD LR.

El modelo logré explicar el 44% de la variabilidad de la variable dependiente (ver tabla 48)

Tabla 48: Resumen del modelo de regresion logistica binaria — factores de riesgo BLEE.

Cox & Snell R | Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood Square Square
1 76,1552 372 ,503
2 76,1742 372 ,502
3 76,7052 ,368 ,497
4 78,3132 ,357 481
5 80,2352 ,342 ,461
6 81,9112 ,329 444

a. Estimation terminated at iteration number 6 because parameter

estimates changed by less than ,001.

Como se observa en la tabla 49, solo las variables presencia de dispositivo médico a
permanencia previo (p=0,001 , OR=55,2, 1C95% 5,5 — 553) y presencia de bacteriemia no
comunitaria (p=0,008, OR=17,4, IC 95% 2,1-143) resultaron factores de riesgo para bacteriemia
por enterobacteria BLEE en el analisis multivariado.

Tabla 49: Variables en la ecuacidn regresion logistica para investigacion de factores de riesgo
para bacteriemia por enterobacteria BLEE, Hospital de Clinicas 2014-2015.

. 95% C.l.for EXP(B)
B Sig. Exp(B)
Lower Upper
Step 1 CIRUGIA6M(1) 1,192 ,178 3,292 ,582 18,611
e a
P BLEEPREVIA(1) ,939 ,232 2,558 ,548 11,947
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DISPMEDICOPRE(1) 3,849 ,002 46,963 3,893 566,495
BANOCOM(1) 2,526 ,025 12,507 1,363 114,770
ATBPREHC(1) ,457 ,478 1,579 ,447 5,577
OXIMINOPREHC(1) 1,125 ,262 3,080 ,432 21,960
ERC(1) -, 121 ,889 ,886 ,163 4,827
Constant -3,673 ,001 ,025
CIRUGIA6M(1) 1,197 ,175 3,311 ,586 18,700
BLEEPREVIA(1) ,908 ,228 2,479 ,566 10,849
DISPMEDICOPRE(1) 3,794 ,002 44,435 4,156 475,046
Step 22 BANOCOM(1) 2,510 ,025 12,311 1,366 110,956
ATBPREHC(1) ,464 ,469 1,591 ,453 5,591
OXIMINOPREHC(1) 1,099 ,264 3,002 ,436 20,678
Constant -3,669 ,001 ,025
CIRUGIA6M(1) 1,103 ,200 3,012 ,559 16,240
BLEEPREVIA(1) ,936 ,209 2,550 ,591 10,999
Step 3° DISPMEDICOPRE(1) 3,711 ,002 40,910 3,859 433,740
BANOCOM(1) 2,668 ,015 14,410 1,680 123,613
OXIMINOPREHC(1) 1,325 ,156 3,763 ,602 23,515
Constant -3,564 ,001 ,028
CIRUGIA6M(1) 1,152 ,171 3,164 ,608 16,461
DISPMEDICOPRE(1) 3,755 ,002 42,729 3,969 460,031
Step 4° BANOCOM(1) 2,805 ,010 16,522 1,961 139,208
OXIMINOPREHC(1) 1,307 ,158 3,693 ,603 22,630
Constant -3,529 ,001 ,029
DISPMEDICOPRE(1) 3,876 ,001 48,214 4,826 481,691
Step 5° BANOCOM(1) 2,771 ,011 15,975 1,902 134,188
OXIMINOPREHC(1) 1,148 ,211 3,152 ,522 19,026
Constant -3,350 ,002 ,035
DISPMEDICOPRE(1) 4,011 ,001 55,226 5,515 553,037
Step 6° BANOCOM(1) 2,856 ,008 17,384 2,102 143,787
Constant -3,317 ,002 ,036

b.2)Factores de riesgo para mortalidad intrahospitalaria en pacientes con bacteriemia por

enterobacterias.
T "‘.I
98 Bacteriemias
por
enterobacterias
= revisadas
Status al egreso sin StatU_S al egreso Status al egreso
CHEE & Pauente vIvo: 4y fallecido:17
(excluido del pacientes .

o analisis) L ——— . pacientes (casos)

Figura 12: Distribucion, en frecuencia absoluta y segtin status al egreso de los pacientes con
bacteriemia por enterobacterias incluidos en el analisis casos y controles, Hospital de
Clinicas 2014-2015.
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En la tabla 50 se muestran las caracteristicas de los pacientes incluidos en el grupo de casos y
controles, resaltandose con rojo aquellas variables que resultaron predictoras en el analisis

univariado.

Tabla 50: Caracteristicas de los pacientes en el grupo status vivo al egreso y en el grupo
status fallecido al egreso, incluidos en el andlisis casos y controles para mortalidad
intrahospitalaria, bacteriemia por enterobacterias, Hospital de Clinicas 2014-201

Variable Grupo: Grupo: valor-py | OR ICOR 95%
egreso vivo egreso estadistico | Analisis
(controles) fallecido univariado
N=80. (casos)
N=17.
Caracteristicas demograficas
Edad (afios) 6ly21 68y 15,5 0,058 /1] /1!
Mediana y rango Prueba de
intercuartilico Mann-
Whitney
Sexo masculino | 43/80(53,8%) | 10/17(58,8%) | P=0,703 /// ///
Chi?
Comorbilidades y otros factores modificantes de riesgo
Inmunosupresion 14/78(17,9%) | 1/17(5,9%) P=0,216 /// ///
Chi?
Enfermedad 27/78(34,6%) | 10/16(62,5%) | P=0,038 3,148 LI:1,033
hematooncoldgica/ Chi? LS:9,595
Neoplasia
Diabetes mellitus | 28/78(35,9%) | 4/17(23,5%) | P=0,328 /// ///
Chi?
Enfermedad renal | 19/78(24,4%) | 4/17(23,5%) P=1 /// ///
crénica Prueba
exacta de
Fisher
Hepatopatia 3/78(3,8%) 2/17(11,8%) | P=0,217 /// ///
Prueba
exacta de
Fisher
EPOC 7/78(9%) 1/17(5,9%) | P=1 /// ///
Prueba
exacta de
Fisher
Cirugia en los 6 | 19/79(24,1%) | 1/17(5,9%) P=0,112 /// ///
meses previos Prueba
exacta de
Fisher
Infeccion o | 8/73(11%) 5/16(31,3%) P=0,053 1/ ///
colonizacién  por Prueba
enterobacteria exacta de
Fisher
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BLEE 6 meses
previos
Dispositivo médico | 18/78(23,1%) | 3/17(17,6%) | P=0,756 1/ ///
a permanencia Prueba
previo a la exacta de
internacion. Fisher
Necesidad de CTI | 13/77(16,9%) | 9/17(52,9%) | P=0,003 5,538 Ll:1,801
durante la Prueba LS:17,036
internacion. exacta de
Fisher
Caracteristicas de la bacteriemia.
Bacteriemia por | 32/80 (40%) | 8/17(47,1%) P=0,591 /// ///
enterobacteria Chi?
BLEE+
ScoreqPitt>2 11/78(14,1%) | 9/17(52,9%) | P=0,001 6,852 LI:2,178
Prueba LS:21,557
exacta de
Fisher
Foco respiratorio 4/80(5%) 4/17(23,5%) | P=0,030 5,846 LI1:1,297
Prueba LS:26,347
exacta de
Fisher
Bacteriemia no | 55/80(68,8%) | 13/17(76,5%) | P=0,771 /// ///
comunitaria Chi?
Azoemia 45y 55 61y71 0,236 /// ///
(mg/dl) Prueba de
Mediana y rango Mann-
intercuartilico Whitney
Creatininemia 1,23y 1,43 1,06y 1,64 0,364 /// ///
(mg/dl) Prueba de
Mediana y rango Mann-
intercuartilico Whitney
Leucocitosis 13,18+7,56 14,79+12,00 | P=0,60 /// ///
(mil/mm3) Prueba T
MediatDE
Neutropenia 4/79(5,1%) 2/17(11,8%) | P=0,287 /// ///
Prueba
exacta de
Fisher
Recibid 54/70(77,1%) | 15/17(88,2%) | P=0,506 1/ ///
antibioticoterapia Prueba
empirica exacta de
Fisher
Antibioticoterapia | 35/54(64,8%) | 11/15(73,3%) | P=0,536 1/ ///
empirica activa Chi?
Dias de internacion | 20y 23 dias 12 y 43 dias 0,240
entre obtencion del Prueba de
hemocultivo y Mann-
egreso Whitney
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Mediana y rango
intercuartilico

DE: desvio estandar, OR: Odds ratio, IC 95%: intervalo de confianza al 95%, LI: limite inferior, LS: limite superior. CTI: centro de

terapia intensiva. EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

Andlisis multivariado (Regresion logistica binaria).

Se incluyeron para el analisis multivariado las siguientes variables (covariables): presencia de

enfermedad hematooncoldgica/neoplasica, score gPitt 22, necesidad de CTI durante la

internacidon, foco respiratorio, para explicar el comportamiento de la variable dependiente

(mortalidad intrahospitalaria). Se utilizd el método pasos sucesivos hacia atrds (razén de

verosimilitud) para el analisis.

El modelo logré explicar el 33,9% de la variabilidad de la variable dependiente, como se muestra

en la tabla 51.

Tabla 51: Resiimen del modelo de regresion logistica binaria, factores de riesgo para

mortalidad intrahospitalaria en pacientes con bacteriemia por enterobacterias, Hospital de

Clinicas 2014-2015.

Restimen del modelo

Paso Logaritmo de la R cuadrado de R cuadrado de
verosimilitud - Cox y Snell Nagelkerke
2

1 62,9582 ,213 ,353

2 63,9582 ,205 ,339
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a. La estimacion ha terminado en el nimero de iteracion 6 porque

las estimaciones de pardmetro han cambiado en menos de ,001.

Como se observa en la tabla 52, solo las variables presencia de enfermedad
hematooncolégica/neoplasia (p= 0,026, OR 4,687 1C95% 1,207-18,200) y score qgPitt =2 (p=
0,001, OR 10,332 1C95% 2,639-40,442) resultaron factores de riesgo para mortalidad
intrahospitalaria en pacientes con bacteriemia por enterobacteria, en el andlisis multivariado.

Tabla 52: Variables en la ecuacidn regresion logistica para investigacion de factores de riesgo
para mortalidad intrahospitalaria en pacientes con bacteriemia por enterobacteria, Hospital
de Clinicas 2014-2015.

Wald Sig. OR 95% |.C. para OR
Inferior Superior
Paso 1?2 Enf.hematooncoldgica 5,373 ,020 5,577 1,304 23,854
0 neoplasia(1)
Score gPitt(1) 1,839 ,175 4,379 ,518 36,999
Necesidad CTI durante ,995 ,319 3,149 ,331 29,998
internacion(1)
Foco respiratorio(1) 3,121 ,077 4,760 ,843 26,876
Constante 23,375 ,000 ,030
Paso 2?2 Enf.hematooncoldgica 4,980 ,026 4,687 1,207 18,200
0 neoplasia(1)
Score gPitt(1) 11,248 ,001 10,332 2,639 40,442
Foco respiratorio(1) 3,740 ,053 5,472 977 30,639
Constante 24,346 ,000 ,036

IC: intervalo de confianza. OR: odds ratio.

c)Antibioticoterapia y outcome en pacientes con bacteriemia por enterobacterias.

c.1) Antibidticoterapia durante la internacidn actual, previa a la obtencién del hemocultivo.
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Antibioticoterapia pre-
hemocultivo: 40
pacientes.
L =
r T " ™
L : NO antibioticoterapia
Revision registros pre-hemocultivo: 53
médicos 98 pacientes pacientes.
L b -
' Sin dato sobre
antibioticoterapia pre-
hemocultivo: 5
pacientes.
b _d

Figura 13:Distribucidn de los pacientes, en frecuencia absoluta, segun antibioticoterapia
durante la internacion, previa a la extraccion del hemocultivo, bacteriemia por
enterobacterias, Hospital de Clinicas 2014-2015 (n=98).

= 40 pacientes recibieron antibioticoterapia durante la internacién previamente a la
recoleccion del hemocultivo y 27 de ellos recibieron mas de un tipo de antibidtico (bien
en forma simultanea o secuencial). Los antibidticos administrados se muestran en el
grafico 4.

= 37/40 pacientes recibieron algtn B-lactamico.

= 5 pacientes recibieron ciprofloxacina, y todos ellos (5/5) recibieron también algun B-
lactamico.
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Grafico 4: Distribucidn, en frecuencia absoluta, de los pacientes con bacteriemia por
enterobacteria, segun tipo de antibidtico recibido durante la internacion, previo a la
extraccion del hemocultivo, Hospital de Clinicas 2014-2015 (n=40).

SAM: ampicilina-sulbactam, MER: meropenem, PTZ: piperacilina-tazobactam, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxime, CIP:
ciprofloxacina, CXM: cefuroxime, AMC: amoxicilina-clavulanico, SXT: trimetoprim-sulfametoxazol, AK: amikacina, GM:
gentamicina, MET: metronidazol, CLR: claritromicina, AMP: ampicilina, AMX: amoxicilina, CM: clindamicina, CAZ: ceftazidime, VA:
vancomicina, P: penicilina, IMI: imipenem, CFZ: cefazolina, COL: colistin, ANTIBK: tratamiento antituberculosis.

c.2)Antibidticoterapia empirica:

69 pacientes recibieron antibioticoterapia empirica por el episodio de bacteriemia; 48
monoterapiay 21 recibieron mas de un antibidtico (en forma simultanea o secuencial).

La informacidn sobre los antibidticos empiricos administrados se muestra en el grafico 5.

118



Monoterapia: 48 |

pacientes.
Recibieron 2 antibidticos
antibioticoterapia - empiricos: 19 '
empirica: 69 pacientes. pacientes.
98 pacientes incluidos No recibieron S |
| . o . 3 antibidticos .
con revision de sus {  antibioticotarapia ‘ . :
. 1 . - empiricos: 2 pacientes.
registros médicos empirica: 18 pacientes.
~ -"'. - -"'. -

-

| Sin dato: 11 pacientes

Figura 14: Distribucién, en frecuencia absoluta, de los pacientes segun presencia y numero
de antibidticos administrados empiricamente para la bacteriemia, Hospital de Clinicas 2014-
2015 (n=98).

Grafico 5: Distribucidn, en frecuencia absoluta, de los pacientes con bacteriemia por
enterobacteria que recibieron antibioticoterapia empirica, segun tipo de antibiético recibido,
Hospital de Clinicas, 2014-2015 (n=69).

PTZ: piperacilina-tazobactam, MER: meropenem, CRO/CTX: ceftriaxona/cefotaxime, SAM: ampicilina-sulbactam, VA:
vancomicina MET: metronidazol, , SXT: trimetoprim-sulfametoxazol, CAZ: ceftazidime, CXM: cefuroxime, CIP:
ciprofloxacina, GM: gentamicina, AK: amikacina, CM: clindamicina, CLR: claritromicina, COL: colistin.
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Actividad del tratamiento antibiotico empirico versus presencia de BLEE.

Se compard la actividad del tratamiento antibiético empirico en pacientes con aislamientos
BLEE(+) y BLEE(-), incluyéndose en el andlisis solo pacientes para los cuales la informacion de
antibioticoterapia empirica estaba disponible (n=69). Esta informacidn se muestra en el grafico
6y la tabla 53.

Grafico 6: Actividad de la antibioticoterapia empirica para episodio de bacteriemia por
enterobacteria, segun produccion de BLEE, Hospital de Clinicas 2014-2015, (n=69).

4

SIN BLEE CON BLEE

B Tratamiento empirico ACTIVO

Tratamiento empirico INACTIVO

Tabla 53: Actividad de la antibioticoterapia empirica para episodio de bacteriemia por
enterobacteria, segun produccion de BLEE, Hospital de Clinicas 2014-2015, (n=69).

PLAN ANTIBIOTICO EMPIRICO TOTAL
INACTIVO ACTIVO
Producciéon de | (-) 4 (10%) 36 (90%) 40 (100%)
BLEE
19 (65,5%) 10(34,5%) 29(100%)
(+)
TOTAL 23 (33,3%) 46 (60,7%) 69 (100%)
P <0,0001 (Chi?), OR 17,1 IC 95% 4,727 — 61,86

En () se muestra el % para cada fila.
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= El tratamiento resultd activo in vitro en: 10/29(34,5%) pacientes en el grupo BLEE(+)y
en 36/40 BLEE(-) (90%).

= Se encontrd que la presencia de BLEE se asocié en forma estadisticamente significativa
con antibioticoterapia empirica inactiva (p<0,0001), y que el riesgo de recibir
antibioticoterapia empirica inactiva es 17 veces mayor en pacientes con aislamientos
BLEE(+) con respecto a aquellos con aislamientos BLEE(-).

¢éQué antibidticos recibieron los pacientes cuyo plan empirico resulto INACTIVO?

120 pacientes recibieron

. n 1 antibidtico
23 pacientes recibieron ‘
tratamiento empirico ) N
INACTIVO 3 pacientes recibieron 2

- d _ antibidticos
(simultdneamente o en
forma secuencial)

Figura 15: Distribucion de los pacientes con antibioticoterapia empirica inactiva, segun
numero de antibidticos recibidos, bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015 (n=23).

En la tabla 54 se describen los antibidticos empiricos administrados en pacientes con terapia
inactiva, versus la presencia de BLEE.

Tabla 54: Antibidticos en pacientes cuyo plan empirico resulté INACTIVO, estratificados
segun presencia de BLEE, bacteriemias Hospital de Clinicas 2014-2015.

Antibidtico Bacteriemia Bacteriemia Total
BLEE(-) BLEE(+)

Piperacilina- 0 10 10

tazobactam

Ceftriaxona/cefotaxime | O 8 8

Ampicilina-sulbactam 4 2 6

Ceftazidime 0 1 1

Metronidazol 0 1 1
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¢Qué antibidticos recibieron los pacientes cuyo plan empirico resulto ACTIVO?

46 pacientes
recibieron
antibidticoterapia
empirica ACTIVA.

28 pacientes
recibieron 1
antibidtico

16 pacientes
recibieron 2
antibidticos.

)
| 2 pacientes recibieron
3 antibidticos

-

Figura 16: Distribucion de los pacientes con antibioticoterapia empirica activa, segiin nimero
de antibidticos recibidos, bacteriemias Hospital de Clinicas, 2014-2015 (n=46).

En la tabla 55 se describen los antibidticos empiricos administrados en pacientes con terapia

activa, versus la presencia de BLEE (en caso de pacientes con mas de un antibidtico

administrado, solo se muestran aquellos antibidticos del plan con actividad anti Gram

negativos).

Tabla 55: Antibidticos en pacientes cuyo plan empirico resulté ACTIVO, estratificados segtin
presencia de BLEE, bacteriemias Hospital de Clinicas 2014-2015.

Antibiodtico BLEE (-) BLEE(+) Total
Meropenem 12 8 20
Piperacilina- 11 2 13
tazobactam

Ceftriaxona/cefotaxime | 9 0 9
Ampicilina-sulbactam 7 0 7
Trimetoprim- 2 0 2
sulfametoxazol

Cefuroxime 1 0 1
Ciprofloxacina 1 0 1
Gentamicina 1 0 1
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Amikacina 0

Colistin 0

Cambio en el tratamiento de la bacteriemia en funcién del resultado del hemocultivo.

En 55/98 (56,1%) pacientes se realizd un cambio en el tratamiento de la bacteriemia en funcion
del resultado preliminar (examen directo) o definitivo (identificacion y antibiograma) del

hemocultivo.

Revisidn registros médicos
98 pacientes.

Cambio en tratamiento por
, resultado del hemocultivo:
55 pacientes.

| Sin cambio del tratamiento:
29 pacientes

\ Sin dato:14 pacientes

-

Sustitucion del antibidtico
empirico por nuevo
antibidtico: 32 pacientes.

Inicio de antibidtico en
paciente sin

| antibioticoterapia empirica :

17 pacientes.

Suspension de algun
antibidtico del plan
(paciente con bi/triterapia
empirica): 6 pacientes.

Figura 17: Distribucion, en frecuencia absoluta, segiin cambio en el tratamiento en funcién
del resultado del hemocultivo, de los pacientes con bacteriemia por enterobacteria, Hospital

de Clinicas 2014-2015 (n=98).

En el grafico 7 se muestra la nueva antibioticoterapia, ajustada en funcidn del resultado del
hemocultivo, y estratificada segun presencia de BLEE, en pacientes con cambio en el tratamiento

(n=55).
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Grafico 7: Nueva antibioticoterapia ajustada segun resultado del hemocultivo, en frecuencia
absoluta y estratificada segtlin presencia de BLEE, bacteriemia por enterobacteria, Hospital
de Clinicas 2014-2015.

3 3 2 E

MER CRO/CTX CIp CAZ SAM PTZ

BLEE NEGATIVA  m BLEE POSITIVA

MER: meropenem, CRO/CTX: ceftriaxona/cefotaxime, CIP: ciprofloxacina, CAZ: ceftazidime, SAM: ampicilina-sulbactam, PTZ:
piperacilina-tazobactam, CXM: cefuroxime, SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.
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DISCUSION.

Aspectos microbioldgicos en las bacteriemias por enterobacterias.
Etiologia y produccién de BLEE.

En nuestra serie, considerando globalmente todos los episodios de bacteriemia por
enterobacterias (n=174 episodios), E. colifue la especie mas prevalente, 39% (70/178), seguida
de K. pneumoniae, 31% (56/178), lo que no difiere de lo reportado en la literatura (52).

Si tenemos en cuenta el tipo epidemioldgico de las bacteriemias (se determiné en 97/ 98
registros médicos revisados). E. coli es la enterobacteria mds frecuente en las comunitarias
(75,9%) mientras que K. pneumoniae lo es en las nosocomiales (66,7%) y en las asociadas a los
cuidados de la salud (75%).

El sistema automatizado Vitek 2 system ® detectd presencia de BLEE en 47 aislamientos, pero
en 6 de ellos no pudo realizarse la confirmacion:

= Uno correspondid a un aislamiento de E. coli (cepa 316), que no pudo recuperarse para
su confirmacidn por lo que se exluyé del analisis, si bien su perfil de susceptibilidad (CIM
cefotaxime, ceftazidime y cefepime 264 ug/ml) resultaba compatible con la produccion
de BLEE.

= En 4 aislamientos (3 E. coli y 1 K. pneumoniae) las CIMs reportadas para cefotaxime,
ceftazidime y cefepime fueron <1 ug/ml, el test de sinergia de doble disco resulté
negativo, al igual que la investigacidn de los genes bla para las BLEE mas prevalentes. En
el Protocolo Red Whonet - Afio 2020 — Sistemas Automatizados (116) (Disponible:
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2020/12/Protocolo-Red-
Whonet-Sistemas-automatizados-2020-final.pdf cuando analiza el comportamiento de

los equipos Vitek 2 system ® y Phoenix ™BD, sugiere confirmar BLEE mediante sinergia
de doble disco, en aquellas cepas con CIM a cefotaxime, ceftriaxona, ceftazidime y
cefepime <1 ug/ml, dado que podria tratarse de un falso positivo. Como explicaciones
para estos falsos positivos plantea: hiperproduccién de SHV-1 (117), hiperproduccidn
de AmpC, contaminacion con bacterias Gram positivas, o problemas del lector dptico.
La hiperproduccién de penicilinasas pareceria la mejor explicacion para estos 4
aislamientos: en 2 E. coli (367 y 499) se detecto la presencia de blarem-1y en E. coli 310
blasav.1 por tanto estas B-lactamasas clasicas plasmidicas podrian explicar el falso
positivo del Vitek. Estos fendmenos de falsos positivos en los tests fenotipicos han sido
reportados previamente (117), e incluso aparecen mencionados en el instructivo de
EUCAST para deteccién de mecanismos de resistencia (27), manejandose como posibles
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explicaciones la presencia de otro tipo de enzimas en los aislamientos, tanto
hiperproduccion de enzimas cromosémicas inhibibles por acido clavulanico (como SHV-
1 en K. pneumoniae, K1 en K. oxytoca, o las cefalosporinasas clase A de P. vulgaris o P.
penneri). Otra explicacién segun este documento seria la presencia de B-lactamasas
plasmidicas como SHV-1, TEM-1 u OXA-1 like, asociadas a trastornos de permeabilidad.

= El restante aislamiento, M. morganii (405), con CIM cefotaxime y ceftazidime =4 ug/ml
y cefepime 8 ug/ml y test de sinergia de doble disco negativo, podria corresponder al
caso de un falso positivo por hiperproduccion de AmpC cromosdmica mas
impermeabilidad (116)

= EUCAST en su manual de deteccion de mecanismos de resistencia (27), sefiala la
importancia en la deteccion de la presencia de BLEEs, no porque su deteccién sea
requerida para la categorizacién clinica de la susceptibilidad antimicrobiana, si no
teniendo como objetivo el control de infecciones y la salud publica. De alli la importancia
desde el laboratorio de poder detectar y categorizar adecuadamente las
enterobacterias productoras de BLEE, evitando tanto los resultados falsamente
negativos, como los falsamente positivos; dado que estos ultimos podrian por ejemplo
llevar a la indicacién de ciertas precauciones de contacto que se indican a pacientes
colonizados/infectados con microorganismos MDR, que se traducen en un considerable
costo sanitario (118).

= En 41/177 enterobacterias (23%) si se confirmé la presencia de BLEE. Analizado segun
especie, K. pneumoniae resulté la enterobacteria BLEE mas frecuente (29/41 = 70,7%);
lo que también es concordante por lo reportado en la literatura, donde K. pneumoniae
es el bacilo Gram negativo multidrogo resistente mas aislado en bacteriemias (58).

En cuanto a la prevalencia de BLEE segun especie, en nuestro trabajo se situd en el 52% para K.
pneumoniae (29/56) y 10% en E. coli (7/69). Esta mayor prevalencia en K. pneumoniae podria en
parte relacionarse con que K. pneumoniae es la enterobacteria predominante en bacteriemias
nosocomiales, mientras E. coli lo es en las comunitarias.

La mayor prevalencia de BLEE en K. pneumoniae respecto a E. coli ya estd ampliamente
reportada. En Europa, segin EARS-net (119) https://www.ecdc.europa.eu/en/about-

us/networks/disease-and-laboratory-networks/eu-ibd la media de resistencia a cefalosporinas

de tercera generacion (80% de los casos debidos a BLEE) en aislamientos invasivos fue del 31.1%
en K. pneumoniae y 14.6% en E. coli para el 2015. Y mas regionalmente, la red Whonet
Argentina (120) reporta para el 2018 56,7% de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacién en K. pneumoniae recuperadas de bacteriemias y del 17,3% en E.coli, similar a lo
observado en nuestros datos.

Teniendo en cuenta el tipo epidemiolégico de bacteriemia, la prevalencia de BLEE en
bacteriemias comunitarias de nuestro trabajo fue del 17% (5/29), mientras que en las
nosocomiales resulté del 48% (29/60).

Se observd un notable predominio de enzimas del grupo CTX-M, lo que era lo esperable en
funcién de la amplia documentaciéon en la literatura tanto internacional (7), (12), (13) como
nacional (34), (43), (44) , que lo reportan como el grupo mas prevalente en la actualidad.
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Solo se detectéd una BLEE no pertenecientes a este grupo; SHV-5 en un aislamiento de S.
marcescens.

Se verifico el cambio en la prevalencia dentro del grupo CTX-M; solo en 3/41(7%) aislamientos
se detectd bla crx-m-2, con un franco predominio de bla crx-m-15 (32/41=78%), como ha sido
reportado por numerosos autores (7), (40), (41), (42) (43), (44), (121).

Como se explicd en apartados anteriores la enzima CTX-M-15 tiene la caracteristica de poder
aumentar significativamente la CIM a ceftazidime (unas 8 veces), a pesar de pertenecer a esta
familia de “cefotaximasas” (19). Esto en parte podria explicar los altos niveles de resistencia a
ceftazidime (88%) en un contexto de predominio de “cefotaximasas”.

El aumento en la deteccidn de CTX-M-15 podria explicarse por su asociacion con otros genes de
resistencia, como aac(6’)-Ib-cr o gnrB, lo que podria favorecer su co-seleccion.

Por otro lado, la alta asociacion entre OXA-1 y CTX-M-15 que se reporta habitualmente (122)
contribuye a la alta resistencia a piperacilina tazobactam lo cual hace que en este contexto, esta
droga no sea una buena opcion para los pacientes con bacteriemias por BLEE.

Los resultados obtenidos nos permiten comprobar lo planteado en nuestra hipétesis 1 de
trabajo: dentro de las bacteriemias producidas por enterobacterias BLEE+ los principales
agentes etioldgicos son E. coli y K. pneumoniae productoras de CTX-M-15.

Perfiles de susceptibilidad y determinantes de resistencia.

La multidrogo resistencia se define como la no-susceptibilidad a por lo menos un agente en tres
o mas familias antibidticas (18). De acuerdo a esta definicién, 36/41 (87,8%) enterobacterias
BLEE(+) mostraron un perfil multidrogo-resistente. El fenotipo de multidrogo-resistencia mas
prevalente fue el de no- susceptibilidad simultanea a: B-lactdmicos / ciprofloxacina /
aminoglucdsidos y trimetoprim-sulfametoxazol (25 aislamientos). Como fue mencionado
anteriormente, estos aislamientos MDR dificultan las decisiones terapéuticas, limitandolas
drasticamente y obligando en muchos casos al empleo de carbapenems, con el riesgo de
favorecer la aparicién y deseminacién de aislamientos productores de carbapenemasas.

29 aislamientos (70,7%) fueron resistentes a tigecilina, pero iqué tan confiable es este nivel
de“resistencia”? El estudio de tigeciclina no esta exento de dificultades: por un lado el método
de referencia (microdilucidon en caldo) (123) no es facil de implementar en los laboratorios
clinicos, y los métodos automatizados, como Vitek 2 system ® utilizado en este trabajo, tienden
a sobreestimar la resistencia (116). A esto se suma el hecho que CLSI no cuenta hasta ahora con
puntos de quiebre a tigeciclina (29) mientras que EUCAST 2020 (32) tiene puntos de quiebre
validados para E. coli y C. koseri (sensible <0,5 ug/ml), que fue el que se utilizd en el presente
trabajo. En cambio el punto de quiebre de la FDA es bastante mas alto, (sensible <2 ug/ ml)
(124).
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Por lo tanto, de haberse determinado la CIM a tigeciclina por el método de referencia y/o
utilizado los puntos de quiebre de FDA, los niveles de resistencia encontrados hubieran sido
menores. Si bien se reporta que la resistencia frente a este antibiético ha ido aumentando
gradualmente, tigeciclina se mantendria relativamente activa frente a las enterobacterias, con
tasas de resistencia globales <10% en la mayoria de los estudios de vigilancia (123), aunque se
reporta que los aislamientos productores de BLEEs o carbapenemasas exhiben tasas de
resistencias mas elevadas (123).

De todas formas, tigeciclina no es un antibiético recomendable para el tratamiento de
bacteriemias, dado que es bacteriostatico, si bien la emergencia de bacilos Gram negativos MDR
y pan resistentes ha obligado a ampliar su utilizacidon e incluso considerarla como parte de
tratamientos combinados para el tratamiento infecciones de enterobacterias productoras de
carbapenemasas (125), (126).

Se encontroé elevada resistencia a quinolonas, (32 aislamientos, 78%) e incluso en 3 aisalmientos
categorizados como susceptibles (CIM ciprofloxacina <=0,25 ug/ml) se detectaron mecanismos
de resistencia transferibles a quinolonas: TMQR (ver mas adelante). Se corrobord una alta
prevalencia de TMQR (80,5%:33/41) entre enterobacterias BLEE (+), la cual ya habia sido
previamente reportada en el Hospital Universitario en el trabajo de Bado et al (34), en el cual
detectaron estos mecanismos en 42/54 (77,8%) aislamientos BLEE, durante el periodo agosto
2010-julio 2011.

En ambos periodos (2010-2011 vs 2014-2015) el gen de TMQR mas prevalente resulté aac(6’)-
Ib-cr solo (2010-11: 27 aislamientos vs 2014-15: 22 aislamientos ), o sumado a gnrB (2010-11:
14 aislamientos, 2014-2015: 9 aislamientos).

En los 9 aislamientos en los que se detectd simultaneamente aac(6’)-lb-cr 'y qnrB el gen bla
detectado correspondio a blacrx-m-1s. Esta asociacidn entre blacrx-m-1sy aac(6’)lb—cr en un mismo
pldsmido ha sido ampliamente documentada (127). En Uruguay, el primer reporte de la
asociacion blacrx-w-1s y aac(6’)-1b-cr es de 2006 (colonizacién rectal en UCI) de Cordeiro et al (47).
En el Hospital de Clinicas, Bado et al (34). reportaron la combinacidn blacrx-m-15 con aac(6’)lb—cr
como el mecanismo de resistencia mas prevalente en aislamientos BLEE de E.coli y K.
pneumoniae recuperados de pacientes internados en cuidados intensivos.

Se ha postulado que la presencia de TMQR parece facilitar la adquisicion de mutaciones que
llevan a un aumento en el nivel de resistencia a quinolonas, es decir que los TMQR
representarian un factor de riesgo para el desarrollo de resistencia de alto nivel a quinolonas
(12). Esto constituiria una preocupacion si en pacientes con aislamientos “sensibles” a
ciprofloxacina esta se utilizara como tratamiento definitivo de la bacteriemia. Dado que el punto
de quiebre clinico sensible <0,25 ug/ml dista bastante de la CIM habitual de los aislamientos
“wild type”, que corresponderia en E. coli a una CIM de ciprofloxacina de 0,004 — 0,032 ug/ml
(12) se ha propuesto utilizar el punto de quiebre de Salmonella sp (sensible <0,06 ug/ml) para
categorizar los aislamientos de enterobacterias invasivos (128).

Esta estrategia exige a los laboratorios que estudian la susceptibilidad por equipos
automatizados como Phoenix ™BD, utilizar un método alternativo (como gradiente antibiético)
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dado que los paneles no cuentan con los rangos adecuados (la menor CIM informada por
Phoenix ™BD a ciprofloxacina es < 0,125 ug/ml. Por otro lado otros automatizados como el caso
de Vitek 2 system ®, han cambiado el rango de sus tarjetas para incluir diluciones mas bajas
(Vitek llegaba previamente hasta <0,25 y desde 2021 se comercializan en Uruguay tarjetas que
logran llegar hasta <0,06 ug/ml).

Los antibioticos para los que se encontraron mayores niveles de susceptibilidad (>80%) fueron:
carbapenems (meropenem 100%, imipenem 98%, ertapenem 98%), ceftazidime-avibactam
(100%), fosfomicina (100%), colistin (93%) y amikacina (85%).

La elevada sensibilidad a ceftaztazidime-avibactam era esperable, dado que avibactam es
inhibidor de B-lactamasas de clase A como las CTX-M y ya han sido reportados altos niveles de
susceptibilidad en aislamientos productores de este tipo de enzima (129), (130).

Ahora bien, pareceria cauto evitar el uso de ceftazidime-avibactam para el tratamiento
definitivo de bacteriemias por enterobacterias BLEE, frente a las cudles existen todavia otras
opciones terapéuticas disponibles, reservando este nuevo antibiético para el tratamiento de
enterobacterias resistentes a carbapenems o de bacilos Gram negativos no fermentadores MDR,
donde las opciones terapéuticas disponibles sean menores.

En cuanto al tratamiento empirico de las infecciones del torrente sanguineo, ceftazidime-
avibactam podria ser una opcidn, en presencia de factores que hagan sospechar la posibilidad
de un bacilo Gram negativo resistente a carbapenems, especialmente cuando la epidemiologia
del centro de salud indique una baja prevalencia de metalocarbapenemasas.

Respecto a otras combinaciones de B-lactdamico con inhibidor de B-lactamasas, ningun
aislamiento resultd susceptible a ampicilina-sulbactam, mientras que 11 aislamientos (26,8%)
resultaron susceptibles a piperacilina-tazobactam. De los 11 aislamientos susceptibles, 5
exhibieron CIM <4 ug/ml, 3 aislamientos CIM=8 ug/ml y 3 aislamientos=16 ug/ml. Piperacilna-
tazobactam podria ser una opcidon como tratamiento definitivo en los aislamientos
“susceptibles” pero la recomendacién seria solo para aquellos susceptibles y con una CIM <8
ug/ml (por tanto solo en 8/11 aislamientos); dado que se ha reportado que con CIM = 16 ug/ml
la tasa de éxito para lograr el pardametro objetivo Tiempo > CIM 50% cae al 57% (37).

Esto resalta lo importancia de determinar la CIM (especialmente en infecciones invasivas) y
reportarla desde el laboratorio, asi como de contar con profesionales médicos capaces de
interpretarla en el contexto clinico del paciente.

Los altos niveles de susceptibilidad a fosfomicina también eran esperables (131), si bien la
mayoria de los estudios que evallan la actividad in vitro de fosfomicina en enterobacterias
BLEE+ (fundamentalmente E. coli y K. pneumoniae), se basan en aislamientos urinarios.
fosfomicina no es una opcion aceptable para el tratamiento empirico/definitivo de infecciones
del torrente sanguineo, salvo casos excepcionales en que podria utilizarse en combinacidn con
otros antibiodticos, para el tratamiento de enterobacterias productoras de carbapenemasas
(125), (126).
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De todas formas, parece interesante contar con datos en cuanto a niveles de susceptibilidad de
fosfomicina en aislamientos clinicos invasivos nacionales de E. coliy K. pneumoniae productores
de BLEE, dado que es un antimicrobiano que se ha incorporado bastante recientemente en
nuestro pais, y no todos los laboratorios ensayan o reportan su susceptibilidad, especialmente
en enterobacterias distintas a E. coli, para las cuales el método de estudio recomendado es el
agar dilucidn, el cual resulta bastante complejo de realizar rutinariamente en laboratorios
clinicos. En nuestro trabajo determinamos la CIM a fosfomicina mediante agar dilucién en
enterobacterias distintas a E. coli, por lo que creemos que esta informacidn constituye un aporte
de calidad a la generacién de conocimiento local respecto a este antibiético.

Respecto a colistin, es importante subrayar que la susceptibilidad al mismo fue determinada por
un método actualmente no aceptable para su estudio (Vitek 2 system ®), como ya fue publicado
por el laboratorio regional de Referencia Malbran, en su boletin informativo Nro 5 del 2017,
disponible en http://antimicrobianos.com.ar/2017/09/desafios-en-los-metodos-de-evaluacion-

de-la-sensibilidad-a-polimixinas-colistinapolimixina-b/ (132). Esto se debe a la alta tasa de

errores muy mayores (falsa sensibilidad), por lo que bien podriamos estar sobre estimando la
susceptibilidad frente a dicho antibidtico.

Amikacina es de los dos aminoglucdsidos testados el que mostré mayor porcentaje de
susceptibilidad (amikacina 85% vs gentamicina 37%), en forma similar a lo previamente
reportado por otros autores para aislamientos de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE,
(133) asi como de K. pneumoniae productoras de KPC (134).

Interesantemente, 27/32 aislamientos positivos para aac (6°)- Ib resultaron sensibles a
amikacina (CIM <16 ug/ml), e incluso 17/27 mostraron una CIM <2 ug/ml. Ya estd descrita esta
falta de correlacion entre la CIM de amikacina y la presencia de aac (67)- Ib (133), (134), (135)

Se han manejado como posibles explicaciones, la baja expresidn del gen o porque la amikacina
no es un buen sustrato para la enzima o incluso que los puntos de quiebre clinicos no son
adecuados (debiendo recordar que no son iguales entre CLSI (29) y EUCAST (32), teniendo estas
ultimas guias puntos de quiebre mas bajos respecto a las normas americanas). Asi, el impacto
clinico de la presencia de aac (6°)- Ib sobre amikacina ha permanecido incierto, dado que las
MICs pueden situarse tanto por encima como por debajo de los puntos de quiebre de
susceptibilidad (134).

En el trabajo de Bremmer DN et al (134), en el que se investigo la actividad de amikacina en 20
aislamientos de K. pneumoniae productores de KPC y portadores de aac (6’)- Ib se observé que
19/20 aislamientos mostraban CIMs de amikacina de 16 o 32 ug/ml. Estos valores de CIM
dificultan obtener concentraciones plasmaticas adecuadas del aminoglucésido cuando éste se
administra en la dosificacion habitual 15 mg/kg peso/dia. Con una dosificacion mayor de
25mg/kg/dia pueden lograrse concentraciones adecuadas con CIM de 16 ug/ml pero no de 32
ug/ml. Por lo tanto la presencia de aac (6°)- Ib puede conllevar dificultades terapéuticas atn
cuando el aminoglucésido se mantenga dentro de la categoria “susceptible” de CLSI (29).

En nuestro trabajo las CIMs encontradas para amikacina son mas bajas que las reportadas en el
trabajo de Bremmer DN et al (134) por lo que en estos aislamientos el significado clinico de la
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enzima modificante de aminoglucésidos podria ser mas discutible. Pero un detalle no menor es
que mientras que en el trabajo de Bremmer DN et al (134) la CIM fue determinada por
microdilucién en caldo (método de referencia), en el presente trabajo se determind por equipo
automatizado. Esto lleva a preguntarnos si el equipo automatizado podria estar subestimando
el valor de la CIM de amikacina, y asi resultaria interesante en un futuro corroborar las CIM a
amikacina por el método de referencia.

Si bien el tratamiento empirico/definitivo, durante la internacién de los pacientes con
bacteriemias por enterobacterias BLEE(+) podria manejarse con el empleo de carbapenems o
amikacina, los elevados niveles de resistencia encontrados frente a trimetoprim-
sulfametoxazol(80,5%) y ciprofloxacina (78%) dificultan el cambio a la via oral cuando se plantea
el alta de estos pacientes.

Relacidn clonal entre principales enterobacterias BLEE(+).

Pudo observarse multiclonalidad entre los aislamientos E. coli BLEE (+) recuperados. Se
detectaron secuenciotipos considerados “exitosos”: ST 73 (aislamiento 616), ST 95(aislamiento
637) y ST 38 (aislamientos 273 y 397) (74). Sin embargo, resultd llamativa la ausencia del ST131,
el cual ha sido uno de los secuenciotipos vinculado con la diseminacién mundial de CTX-M-15
(40), (74), (136).

En cuanto a K. pneumoniae se detectd una alta prevalencia del ST 258 dentro de los aislamientos
BLEE(+) (12/29=41,4%) , aunque no se encontraron otros integrantes del complejo clonal 258
(CC258), como ST 11, ST 340, o ST 512 (74).

ElI ST 258 también se encontré presente (1 aislamiento: 542) dentro del grupo de K. pneumoniae
BLEE (-). Sibien el ST 258 es mejor conocido por su asociacion con bla xec (74), en este trabajo
lo reportamos en aislamientos KPC negativos, sobre todo BLEE (+), productores de CTX-M-15,
aunque también en BLEE (-).

Esta alta prevalencia del ST 258 resulta preocupante, dado que este secuenciotipo es
considerado como un prototipo de clon internacional de alto riesgo, responsable del rapido
aumento en la resistencia antibiotica en K. pneumoniae (74).

El ST 258 se ha asociado a infecciones urinarias, respiratorias y del torrente sanguineo, sobre
todo en pacientes hospitalizados (74).

En nuestra casuistica, 9 de los aislamientos ST 258 BLEE(+) correspondieron a bactetriemias
nosocomiales, 2 a infecciones asociadas a los cuidados a la salud y solamente 1 aislamiento
correspondid a una bacteriemia clasificada como comunitaria. El aislamiento K. pneumoniae ST
258 BLEE(-) también correspondié a una bacteriemia de tipo nosocomial.

Al analizar los aislamientos K. pneumoniae ST 258 BLEE(+) mediante PFGE observamos que no
constituian una entidad Unica, si no que identificamos 5 pulsotipos diferentes, resultando
divergente al emplear PFGE para su analisis. PFGE es una técnica con alto nivel de discriminacion,
mayor que el del MLST. Esto hace que clones identificados por MLST puedan tener diferentes
pulsotipos. Asi, ambas técnicas son complementarias, ya que PFGE no es una buena herramienta
para reconocer secuenciotipos, pero si para identificar brotes de infecciones, mientras que MLST
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resulta una herramienta ideal para el seguimiento de secuenciotipos o clones exitosos
alrededor del mundo pero no para detectar brotes.

Ademas del ST 258 se encontraron otros ST considerados de alto riesgo segun la literatura, ST
101 ( 4 aislamientos: 201, 259, 313, 583) (79), (80), ST 14 (1 aislamiento: 445) (74) y ST 15 (1
aislamiento: 446) (78), (137), (138).

ST 101 ha sido asociado a numerosos brotes nosocomiales y pertenece al complejo clonal 11
(CC11), el cual ha sido reportado asociado a diferentes alelos de B-lactamasas , incluyendo bla
crx-m-15, bla oxa-as, ¥ bla kpec. Se trata de un complejo clonal globalmente diseminado, y asociado a
infecciones realacionadas con los cuidados de la salud, tanto en Europa, Asia y América (78),
(79).(80).

La preocupacion por la deteccién de estos clones exitosos se debe a que representan una fuente
poderosa para la diseminacién de elementos genéticos de resistencia; tipicamente tienen gran
capacidad para reproducirse y sobrevivir por largos periodos de tiempo, facilitando su rol enla
diseminacién horizontal de resistencia a otras bacterias y pudiendo actuar tanto como donantes
como receptores (74). La diseminacién de clones MDR de alto riesgo se facilita por la presion
selectiva de los antibidticos, muy utilizados en el ambito hospitalario (74).

¢Cémo ha continuado evolucionando la microbiologia de las bacteriemias por enterobacterias
en el Hospital Universitario?

Siguiendo la evolucién temporal de las bacteriemias por enterobacterias en el Hospital de
Clinicas, observamos tanto diferencias como similitudes respecto a los datos presentados en el
trabajo de Munilla S et al durante la semana académica del Hospital de Clinicas 2020
“Bacteriemias por Klebsiella pneumoniae productoras de B-lactamasas de espectro extendido:
gue es lo que sabemos de este patdgeno versati
bacteriemia por enterobacterias en el periodo mayo 2018 — junio 2019.

|”

(139), donde se estudiaron los episodios de

En nuestro periodo de estudio (2014-2015) E. coli resulté la enterobacteria mas prevalente
70/178(39%), seguida por K. pneumoniae (56/178 =31,5%), mientras que en el periodo 2018-
2019 de las 176 enterobacterias recuperadas, K. pneumoniae fue la mas frecuente (73/176=
41%). En ambos periodos la proporcién de BLEE en aislamientos de K. pneumoniae fue similar
29/56 (51,8%) en 2014-2015 versus 27/73(37%). Y lo mismo sucedid con la proporcidén de CTX-
M-15 entre aislamientos de K. pneumoniae BLEE:25/29 (86,2%) 2014-2015 versus 23/27(85,2%)
2018-2019. En cuanto a la prevalencia de ST 258 entre K. pneumoniae BLEE(+) se observo una
mayor proporcién del ST258 entre los aislamientos K. pneumoniae BLEE(+) del primer periodo
(12/29=41,4%) respecto al segundo periodo (5/27=18,5%).

Aspectos clinicos en las bacteriemias por enterobacterias.
Factores de riesgo para bacteriemia por enterobacteria BLEE (+).
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En el analisis univariado se encontraron como posibles factores de riesgo para bacteriemia por
enterobacterias BLEE(+): presencia de enfermedad renal crénica (OR 5,17, 1C95%1,88-14,21 ),
cirugia en los 6 meses previos (OR 3,439 IC95% 1,226-9,645), infeccidon o colonizacién por
enterobacteria BLEE (+) en los 6 meses previos (OR 3,938 1,110-13,965), presencia de dispositivo
médico a permanencia previo (OR 14,455 1C95% 3,863-54,081), antibioticoterapia previa al
hemocultivo durante actual internacion (OR 2,341 1C95% 1,003-5,461), tratamiento con
oximinocefalosporinas previo al hemocultivo (OR 5,9 IC 95% 1,169 — 30,625) bacteriemia
nosocomial o asociada a los cuidados de la salud, es decir no-comunitaria (OR 5,091 1C95%
1,738-14,909). En el andlisis multivariado solamente las variables presencia de dispositivo
médico a permanencia previo (OR=55,2 1C95% 5,5-553) y bacteriemia no comunitaria (OR 17,
4 1C95% 2,1-143) resultaron factores de riesgo para bacteriemia por enterobacteria BLEE.

Sin embargo otros factores previamente reportados en la literatura, como enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, diabetes, o cancer (98) no pudieron demostrarse como factores
de riesgo.

El consumo de antibidticos en los 6 meses previos constituye un factor de riesgo bien descrito
(103), (104), lo mismo la variable “usuario frecuente del servicio de emergencias”(105), pero
desafortunadamente ninguno pudo investigarse, dado que el estudio fue retrospectivo y dicha
informacidn no estaba presente ni en los registros médicos en papel, ni el sistema informatico
del hospital.

Con respecto a la segunda hipdtesis de trabajo, que planteaba el antecedente previo de
infeccidn / colonizacién por enterobacterias BLEE+, |la presencia de dispositivos médicos a
permanencia y la bacteriemia nosocomial/asociada a los cuidados de la salud como factores
de riesgo para bacteriemia por enterobacterias BLEE, no se logré la asociacion entre el
antecedente de BLEE previa y la presencia de bacteriemia por enterobacteria BLEE. Como
posibles explicaciones, podrian ser varios los factores que expliquen por qué no pudieron
detectarse mas factores de riesgo, algunos bien reconocidos en la literatura, como lo es el
antecedente de BLEE previa. Fundamentalmente podria tratarse de aspectos metodolégicos,
como el n reducido (falta de potencia) y los sesgos inherentes a la recoleccién retrospectiva
de datos. Aunque por otro lado también hay un aspecto epidemiolégico interesante de las
enzimas CTX-M y es que también se reporta que pueden encontrarse en aislamientos de
enterobacterias colonizantes de individuos sin condiciones médicas previas, exposicion a
antibidticos o contacto previo con los sistemas de salud (13), (33).

Factores de riesgo para mortalidad intrahospitalaria.

En el analisis univariado se encontraron como factores de riesgo: enfermedad
hematooncolégica o neoplasica (OR 3,148 IC95% 1,033-9,595), necesidad de cuidados intensivos
durante la internacién (OR 5,538 IC95% 1,801-17,036), score qPItt >2 (OR 6,852 1C95% 2,178-
21,557), y foco respiratorio de la bacteriemia (OR 5,846 1C95% 1,297-26,347).

Tras el analisis multivariado, en cambio, solo pudo concluirse que los pacientes que fallecieron
durante la internacién tenian 4,7 veces mds chance de padecer de enfermedad
hematooncolégica o neoplasica (OR 4,687 1C95% 1,207-18,200) y 10 veces de presentar un score
gPitt 22 (OR 10,332 IC95% 2,639-40,442), respecto a los pacientes que sobrevivieron.
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El score gPitt (88).resultd una herramienta sencilla y eficiente de utilizar para valorar la severidad
de la presentacién de la bacteriemia y reconocer pacientes con mayor riesgo de mortalidad
(gPitt 22).

En cambio, no se pudo demostrar asociacion estadisticamente significativa entre actividad del
tratamiento antibidtico empirico inicial y evolucidon de los pacientes en términos de mortalidad
hospitalaria (p = 0,536), pese a que otros autores (82), han demostrado que el tratamiento
empirico inicial inadecuado constituye un factor de riesgo para mortalidad, y que incluso duplica
la mortalidad a 30 dias (86).

Nuevamente, el bajo nimero de pacientes analizados puede ser uno de los factores que nos
puede haber impedido encontrar este tipo de asociacién. Por otro lado, para que el andlisis
respecto a la antibioticoterapia resultara mas completa y exacta se deberia también haber
considerado la dosis diaria administrada, y, determinar si la misma resultaba adecuada para el
paciente (peso, funcion renal, etc) y la infeccidn en cuestidon. Por ejemplo, un antibidtico puede
ser “activo” segln el antibiograma pero si la posologia administrada no resulta adecuada (por
ejemplo se sub dosifica) puede no ser activo “in vivo”.

Asi mismo la recoleccidén retrospectiva de datos y la calidad de los registros impidieron la
utilizacion de scores, como el indice de Charlson (96) para poder cuantificar el peso de la
severidad de las enfermedad subyacentes (comorbilidades) sobre la mortalidad de los pacientes.

Otro aspecto que tampoco se analizé en el trabajo, fue el referente a los factores de virulencia
de las enterobacterias involucradas, es decir que por parte del hospedero se investigaron
numerosos factores pero por parte del microorganismo solo se consideré lo relativo al perfil de
resistencia.

Impacto de la presencia de BLEE en la actividad del tratamiento antibiético inicial empirico y
en la duracién de la hospitalizacidn a partir del episodio de bacteriemia.

Con respecto a la tercer hipdtesis de trabajo que planteaba la presencia de bacteriemia por
enterobacteria BLEE+ como factor de riesgo para tratamiento empirico inicial inactivo, segun
nuestros datos 69 pacientes recibieron antibioticoterapia empirica, y en 46 de ellos (66,7%) la
misma resulté activa in vitro. Estratificando segun presencia de BLEE, en 36/40 pacientes con
bacteriemia BLEE (-) el tratamiento resulté activo (90%) mientras que en BLEE(+) solo en 10/29
(34,5%), y esta diferencia fue estadisticamente significativa en un nivel del 5% (p<0,0001). Asi,
se corroboro que la presencia de bacteriemia por enterobacteria BLEE (+) es un factor de riesgo
para tratamiento empirico inadecuado: los pacientes con bacteriemia por enterobacteria
BLEE(+) tendrian 17 veces mas chance de recibir un tratamiento inicial inadecuado en
comparacién con aquellos cuya infeccion es por un aislamiento BLEE (-) (OR 17,1 IC 95% 4,727
—61,86). Otros autores ya han reportado esta diferencia; como Girometti et al (86) que en su
serie de bacteriemias por K. pneumoniae, encontraron que el tratamiento empirico fue
adecuado en 74% de las infecciones causadas por cepas negativas tanto para BLEE y KPC, pero
solo resulté activo en el 33% de las debidas a K. pneumoniae BLEE(+). El trabajo de Girometti et
al (86) demostro que el recibir antibioticoterapia inadecuada se asocia con una mayor tasa de
mortalidad a 30 dias, (duplicacion de la misma, HR 1.9 con IC 95% 1.1-3.4, p=0.02). En el
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presente trabajo no se consideré la variable “mortalidad a 30 dias”, si no “mortalidad
intrahospitalaria”, pero no se logré demostrar asociacidon entre antibioticoterapia empirica
inadecuada y mortalidad intrahospitalaria.

Por otro lado, pudo demostrarse que la mediana de la duracién de la hospitalizacién a partir del
episodio bacteriemia fue mas prolongada en casos BLEE+ que en los controles BLEE- (22,5 vs14
dias, p=0,006). Esto es concordante con lo publicado por otros autores, donde las infecciones
por enterobacterias BLEE se asociaron a peores resultados clinicos, mayor duracién de la
hospitalizacion y mayores costos hospitalarios (118), (140).

Maslikowska et al (140) , llevaron a cabo un disefio de casos-controles retrospectivos en Canada
(2010-2013), donde consideraron como casos pacientes hospitalizados con infecciones por E.
coli o Klebsiella spp productoras de BLEE (n=75) y como controles pacientes hospitalizados con
infecciones por los mismos microorganismos pero negativos para la produccién de BLEE (n=73).
Incluyeron diferentes tipos de infecciones (bacteriemias, infecciones abdominales, respiratorias,
piel y tejidos blandos e infecciones urinarias). Estos investigadores encontraron que tanto la
mediana total de la duracion de la hospitalizacion (18 vs 9 dias, p=0,01), la duracion
hospitalizacidn previa a la infeccion (1 vs 0 dias, p=0,01) y la duracién de la hospitalizacion
relacionada con la infeccién (8 vs 6 dias, p=0,02) eran mas prolongadas en los casos (BLEE
positivos) que en los controles (BLEE negativos).

En el presente trabajo se observd una frecuente indicacién de meropenem en pacientes con
bacteriemia por enterobacteria BLEE (-). De hecho, el 60% de los carbapenemes utilizados fue
en bacteriemias BLEE (-), incluso cuando se revisa la antibioticoterapia ajustada al resultado de
laboratorio se mantiene el carbapenem pese a otras opciones de menor espectro, como
piperacilina-tazobactam.

Fortalezas y limitaciones del presente estudio.
Fortalezas:

-El estudio de los episodios de bacteriemia abarcd tanto aspectos clinico-epidemiolégicos como
microbioldgicos, ofreciendo asi una visidn mas integral sobre los mismos.

-Se logré cumplir con los objetivos propuestos, lograndose identificar y caracterizar las
enterobacterias mas frecuentemente responsables de infecciones de torrente sanguineo, asi
como los perfiles de susceptibilidad y co-resistencia en aquellos aisalmientos productores de
BLEE, colaborando asi con el conocimiento de la realidad epidemiolédgica de nuestro Hospital
Universitario. Asi mismo, también se lograron identificar factores de riesgo para bacteriemias
por patdgenos BLEE(+).

Limitaciones:

Los datos fueron recopilados retrospectivamente, lo que limitd la calidad de la informacién
obtenida (que en algunos aspectos resultdé incompleta). Es bien conocido que uno de los
principales inconvenientes de los estudios retrospectivos es su mayor susceptibilidad de sesgo.
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Por tratarse de un estudio realizado en un Unico centro hospitalario, el conocimiento generado
se limita a la epidemiologia local especifica.

Falta de potencia: existe la posibilidad de que el nimero de registros médicos revisados podria
haber sido insuficiente para lograr identificar en el presente estudio algunos factores de riesgo
para BLEE o mortalidad, bien descritos en la bibliografia.

No se consideraron factores de virulencia de las enterobacterias para el andlisis de factores de
riesgo mortalidad.

La CIM a colistin se determind por una metodologia que actualmente no es aceptable (equipo
automatizado).
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CONCLUSIONES.

=  Pudimos observar que cuando la bacteriemia es debida a un microorganismo BLEE(+) se
asocia con mayor frecuencia de tratamiento antibidtico empirico inicial inactivo.

= Un elevado porcentaje (65,5%) de pacientes con bacteriemia BLEE(+) recibid
tratamiento empirico inadecuado; mayoritariamente piperacilina-tazobactam,
ceftriaxona/cefotaxime y ampicilina-sulbactam.

= Resulta importante que la seleccion del plan antibidtico empirico tenga en cuenta la
presencia los factores de riesgo para enterobacteria BLEE (+), y asi indicarse alguno de
los antibidticos con mayor actividad frente a este tipo de patdgenos.

= En el analisis multivariado se identificaron como factores de riesgo para infeccién por
BLEE (+): presencia de dispositivo médico a permanencia (p=0,002 , OR=50,226, IC95%
4,367 — 577,721) y presencia de bacteriemia no comunitaria, (p=0,026, OR=12,052,
IC95% 1,350-107,605).

= Dada la epidemiologia local referente a las BLEE presentes en los aislamientos
estudiados, el uso de piperacilina tazobactam deberia de eliminarse del tratamiento
empirico de las bacteriemias cuando se sospeche la presencia de BLEE.

= Los antibiéticos con mayor actividad in vitro para aislamientos BLEE(+), con
sensibilidad >80%, fueron los carbapenems, ceftazidime-avibactam, fosfomicina,
colistin y amikacina.

= Por todo lo anterior, antes de indicar tratamiento empirico inicial en pacientes con
bacteriemia deberia investigarse la presencia de posibles factores de riesgo para BLEE,
que de estar presentes contraindicarian el uso de ampicilina-sulbactam, piperacilina-
tazobactam y cefalosporinas de tercera generacién, debiendo optarse en su lugar por
carbapenems.

= K. pneumoniae resultd la enterobacteria BLEE mas frecuente y se encontré un alta
prevalencia (>40%) del ST 258 , clon de alto riesgo de diseminacion, lo que subraya la
importancia de mantener estudios de vigilancia para conocer la dinamica de circulacién
de ese tipo de clones.
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PERSPECTIVAS.

Seria fundamental mantener la vigilancia de la prevalencia de aislamientos BLEE y resistencia
antibidtica, para lograr mantener las terapias empiricas actualizadas a la realidad
epidemioldgica. Idealmente el estudio de susceptibilidad a colistin deberia realizarse por el
método de referencia, o al menos por alguno aceptable, para contar con informacidn confiable
sobre la susceptibilidad a este antimicrobiano que cada vez se utiliza mas para el tratamiento de
microorganismos MDR y XDR.

Asi mismo, continuar el estudio de los aislamientos invasivos de enterobacterias BLEE para
comprender la evolucion temporal de los principales clones de E. coli y K. pneumoniae
circulantes en el Hospital Universitario.

En vista de esto, seria de interés la realizacién de un futuro estudio clinico-epidemiolégico-
microbioldgico a propdsito de las bacteriemias, pero esta vez prospectivo y que incluya ademas
la investigacion de mds aspectos relacionados a los microorganismos, como el estudio de sus
factores de virulencia y cdmo éstos pueden influir en la evolucién de los pacientes, lo que
brindaria una visién mas integral de estos procesos.

Poder incluir andlisis de genomas completos de los microorganismos involucrados permitiria
estudiar la circulacién de plasmidos codificantes de BLEE en el Hospital.
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ABREVIATURAS.

Abreviatura

BSI Infecciones del torrente sanguineo.

MDR Multidrogo resistente.

BLEE Betalactamasa de espectro extendido.

CTI Centro de terapia intensiva.

BGN Bacilo Gram negative

CGP Coco Gram positivo.

XDR Extremadamente drogo-resistente.

PBPs Proteinas de union a penicilina.

IBL Inhibidor de las Betalactamasas.

MSP Ministerio de Salud.

FDA Food and Drug Admnistration.

TMQR Mecansimos Transferibles de Resistencia a Quinolonas.
AMEs Enzimas modificantes de aminoglucésidos.
MH Mueller Hinton.

gPitt Score Quick Pitt

ExPEC E. coli patégeno extra intestinal

PFGE Pulsed Field Electrophoresis.

MLST Multilocus Sequence Typing

ST Secuencetype

ERC Enfermedad Renal Crénica.

DPCA Dialisis Peritoneal Continua Ambulatoria.
EPOC Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.
PCR Reaccidn en Cadena de la Polimerasa.

BSC Buffer de suspensién celular.
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TE Tris-EDTA

SDS Dodecil sulfato de sodio.
BL Buffer de Lisis

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
TBE Tris borato-EDTA.

CZA Ceftazidime-avibactam.
MER Meropenem.

FOS Fosfomicina.

IMI Imipenem.

ERTA Ertapenem.

coL Colistin.

AK Amikacina.

GM Gentamicina.

TGC Tigeciclina.

PTZ Piperacilina-tazobactam.
SXT Trimetoprim-sulfametoxazol.
FEP Cefepime.

CIP Ciprofloxacina.

CAZ Ceftazidime.

SAM Ampicilina-sulbactam.
CF Cefalotina.

CXM Cefuroxime.

CTX Cefotaxime.

CRO Ceftriaxona.

CLR Claritromicina.
AMP/AMX Ampicilina/Amoxicilina.
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c™M Clindamicina.

VA Vancomicina.

P Penicilina.

CFz Cefazolina.
ANTIBK Anti tuberculosis.
MET Metronidazol

DE Desvio estandar.
OR Odds Ratio.

IC Intervalo de Confianza.
LS Limite superior.
LI Limite inferior.
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ANEXO 2: VARIABLES EN ESTUDIO

Variables demograficas:

-Edad:

Edad en afios, segun figura en registros médicos.
Tipo de variable: cuantitativa continua.

-Sexo:

Sexo segun consta en la historia clinica.

Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: masculino / femenino.

-Procedencia:

Localizaciéon del paciente al momento de solicitarse el hemocultivo con el que se diagnostico la
bacteriemia por enterobacteria.

Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: emergencia / internacion.

-Piso de internacién:

En pacientes internados, servicio desde el que se solicité el hemocultivo con el que se
diagnosticé la bacteriemia por enterobacteria.

Tipo de variable: cualitativa multicotdmica.

Categorias:
= Medicina (incluye pisos 2, 8, 11, 12 y 14 nefrologia).
=  (Cirugia (incluye pisos 7,9, 10, 16 y 17).
= CTI (14 - centro de terapia intensiva).

Variables relacionadas con comorbilidades y factores modificantes de riesgo:

-Inmunosupresion:

Pacientes VIH-SIDA o que reciben farmacos como glucocorticoides u otros inmunosupresores
(metotrexate, etc).
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Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si /no.

-Enfermedad hematooncoldgica o neoplasica.

Presencia de hemopatia maligna o neoplasia sélida maligna segun figure en registros médicos
(ver tipo de enfermedad hematooncoldgica/neoplasica).

Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si/no.

-Tipo de enfermedad hematooncoldgica/neoplasica:

Tipo de variable: cualitativa multicotémica.
Categorias de la variable:

= Neoplasia del tubo digestivo (incluye: cancer de eséfago, gastrico, de colon, recto,
pancreas, vesicula biliar).

= Neoplasia génitourinaria (incluye: cancer de vejiga, prostata, mama, cuello uterino,
ovario).

= Cancer de pulmén.

= Hemopatia maligna (incluye: linfoma, leucemia, mieloma multiple).

=  Otra (incluye: meningioma, primitivo desconocido).

-Diabetes mellitus:

Paciente con diagndstico de diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2, seglin conste en registros médicos.
Tipo de variable: cualitativa dicotdmica.
Categorias: si / no.

-Enfermedad renal crénica(ERC):

Paciente con diagndstico de enfermedad renal crénica, seglin conste en registros médicos.
Tipo de variable: cualitativa dicotdmica.
Categorias: si / no.

-Presencia de hemodidlisis o didlisis peritoneal (DPCA).

Paciente con ERC que se hemodializa o recibe DPCA, segln consta en registros médicos. Tipo de
variable: cualitativa dicotémica.

Categorias: si/no.

-Hepatopatia:
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Diagnéstico de hepatopatia, seglin conste en registros médicos.
Tipo de variable: cualitativa dicotémica
Categorias: si / no.

-Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC).

Paciente con diagndstico de EPOC, segln conste en registros médicos.
Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si / no.

-Utilizacidn de dispositivo médico a largo plazo previo al ingreso:

Paciente que previamente a la consulta/ingreso hospitalario era portador de alguno de los
siguientes dispositivos médicos: catéter vascular de larga duracién (como catéter Hickman, port-
a-cath®), sonda vesical, nefrostomia, talla vesical, marcapaso, etc (ver tipo de dispositivo
médico).

Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si /no.

-Tipo de dispositivo médico a largo plazo

Tipo de variable: cualitativa multicotémica.
Categorias:

= Urinario (incluye: sonda vesical, talla, nefrostomia, cistostomia).

= Endovascular (incluye: fistula arteriovenosa protésica para didlisis, marcapaso,
catéteres vasculares varios).

= Otros dispositivos (incluye: derivaciones de liquido cefalorraquideo, stent sobre via
biliar).

-Paciente institucionalizado:

Paciente que segun historia cinica procede de centro de cuidados a largo plazo (residencia de
ancianos, centros de rehabilitacion a largo plazo, etc).

Tipo de variable: cualitativa dicotdmica.
Categorias: si /no.

-Hospitalizacion en 6 meses previos.

Paciente que estuvo ingresado en hospital universitario u otro centro publico o privado, por 224
horas durante los 6 meses previos a la actual internacion, seglin conste en el registro informatico
del hospital o en la historia clinica.
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Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si /no.

-Cirugia en 6 meses previos.

Paciente que fue intervenido quirdrgicamente (en el hospital universitario u otro centro publico
o privado) durante los 6 meses previos a la actual internacidn, segun conste en el registro
informatico del hospital o en la historia clinica.

Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si /no.

-Presencia de BLEE previa:

Infeccién o colonizacién por enterobacteria productora de BLEE en los 6 meses previos a la
actual bacteriemia (cultivo positivo a enterobacteria BLEE a partir de cualquier tipo de muestra
de los 6 meses previos, segun conste en registro informatico del laboratorio).

Tipo de variable: cualitativa dicotémica
Categorias: si /no.
Variables relacionadas al episodio de bacteriemia por enterobacteria:

-Tipo de bacteriemia:

Tipo epidemiolégico de la bacteriemia (ver definiciones anteriores de bacteriemia), establecido
teniendo en cuenta sitio de adquisicidn de la infeccidn, tiempo entre bacteriemia e ingreso/alta
hospitalaria, presencia de procedimientos médicos previos, antecedentes y otros factores del
paciente, como se explicd en anteriores apartados.

Tipo de variable: cualitativa multicotomica.
Categorias:

= Bacteriemia comunitaria.
=  Bacteriemia nosocomial.
=  Bacteriemia asociada a los cuidados de la salud.

-Foco de la bacteriemia:

Sitio de origen de la bacteriemia (ver definiciones anteriores de bacteriemia) segtn diagnéstico
registrado por el médico tratante y/o por el aislamiento de misma especie de enterobacteria
(con mismo antibiotipo) aislada en otra muestra clinica simultanea (o + 72 horas de diferencia)
respecto al hemocultivo.

Tipo de variable: cualitativa multicotdmica.
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Categorias:

= Urinario.

=  Respiratorio.

= Piel y tejidos blandos.

=  Abdominal.

= Bacteriemia asociada al catéter.

= Otro foco (endocardio, sistema nervioso central).

= Bacteriemia sin foco evidente (ver definicidn mas arriba).

-Score gPitt.

Puntaje obtenido en el score “Quick Pitt” (88), descrito previamente (ver marco tedrico) para
categorizar la severidad de la bacteriemia. Se puntudé  positivamente: hipotermia
(temperatura<36°C), falla respiratoria o necesidad de asistencia ventilatoria mecanica,
hipotensidn o necesidad de vasopresores, falla cardiaca y alteracién del estado mental.

Tipo de variable: cuantitativa (discreta).

Categorias:
= Score qPitt <2.

= Score qPitt 22.
-Azoemia.

Valor de azoemia (mg/dl), registrado en el sistema informatico del laboratorio, obtenido el
mismo dia que el hemocultivo o si no se cuenta con el mismo, con +24 horas respecto al
hemocultivo, segun disponibilidad.

Tipo de variable: cuantitativa continua.

Nota: Rango de referencia para azoemia segun Laboratorio del Hospital de Clinicas (adultos): 10-
45 mg/dl.

-Creatininemia.

Valor de creatininemia (mg/dl), registrado en el sistema informatico del laboratorio, obtenido el
mismo dia que el hemocultivo. De no contarse con dicho dato se tomard el valor de
creatininemia obtenido con una diferencia de hasta 24 horas (+24 horas respecto al
hemocultivo, segln disponibilidad).

Tipo de variable: cuantitativa continua.

Nota: Rango de referencia para creatininemia segln Laboratorio del Hospital de Clinicas
(adultos): 0,40-1,20 mg/dl.

-Leucocitosis.
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Valor de leucocitos (mil/mm?3) seglin conste en hemograma obtenido el mismo dia que el
hemocultivo. De no contarse con dicho dato se tomara el valor de leucocitosis obtenido con una
diferencia de hasta 24 horas (+24 horas respecto al hemocultivo, segin disponibilidad).

Tipo de variable: cuantitativa continua.

Nota: Rango de referencia para leucocitosis segin Laboratorio del Hospital de Clinicas (adultos):
4 -10,5 mil/mm3.

-Neutropenia:

Se considera neutropenia si valor de neutréfilos es <1,5 mil/mm3 en hemograma obtenido el
mismo dia que el hemocultivo. De no contarse con dicho dato se tomara el valor de leucocitosis
obtenido con una diferencia de hasta 24 horas (+24 horas respecto al hemocultivo, segin
disponibilidad).

Tipo de variable: cualitativa.
Categorias de la variable: si/no.
Variables relacionadas con la terapéutica y outcome:

-Necesidad de CTl durante la actual internacion.

Paciente que, segln registros médicos, requirié ingreso a centro de cuidados intensivos durante
la actual internacion (antes, durante o posteriormente al episodio de bacteriemia por
enterobacteria).

Tipo de variable: cualitativa dicotémica
Categorias: si /no.

-Antibidticoterapia previa a la obtencidon del hemocultivo.

Paciente que recibié cualquier tipo de antibidtico, durante la actual internacion, previamente a
la obtencion del hemocultivo.

Tipo de variable: cualitativa dicotdmica
Categorias: si /no.

-Tipo de antibidticoterapia previa a la obtencién del hemocultivo.

Tipo de antibidtico/s administrado/s durante la actual internacién, previamente a la obtencidn
del hemocultivo.

Tipo de variable: cualitativa politdmica.

Categorias:
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Ampicilina-sulbactam, meropenem, piperacilina-tazobactam, ceftriaxona, cefotaxime,
ciprofloxacina, cefuroxime, amoxicilina-clavuldnico, trimetoprim-sulfa, amikacina, gentamicina,
metronidazol, claritromicina, ampicilina, amoxicilina, clindamicina, ceftazidime, vancomicina,
penicilina, imipenem, cefazolina, colistin, tratamiento antituberculosis.

-Tratamiento antibiotico empirico para la bacteriemia:

Cuando se administré antibioticoterapia (posterior a la obtencién del hemocultivo), para
tratamiento del episodio de bacteriemia; antes de obtenerse resultado preliminar (examen
directo) o definitivo (identificaciéon y antibiograma) del hemocultivo con el que se realizé el
diagndstico de la bacteriemia por enterobacteria.

Tipo de variable: cualitativa dicotémica
Categorias: si /no.

-Tipo de antibidtico empirico.

Tipo de antibidtico/s administrado/s empiricamente para el tratamiento de la bacteriemia
(posterior a obtencion del hemocultivo pero antes de estar disponible el resultado preliminar o
definitivo del mismo).

Tipo de variable: cualitativa politdmica.

Categorias: piperacilina-tazobactam, meropenem, ceftriaxona/cefotaxime, ampicilina-
sulbactam, metronidazol, vancomicina, trimetoprim-sulfametoxazol, ceftazidime, cefuroxime,
ciprofloxacina, gentamicina, amikacina, clindamicina, claritromicina, colistin.

-Mas de un antibidtico empirico:

Cuando el paciente recibié mas de un antibidtico empirico por la bacteriemia (ya sea 2 o mas
antibiéticos administrados simultaneamente o en forma secuencial).

Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si/no.

-Tratamiento antibidtico empirico activo para la bacteriemia.

Se considerd que el tratamiento antibidtico fue activo cuando la enterobacteria recuperada en
hemocultivo fue sensible segin antibiograma frente a al menos uno de los antibidticos
administrados empiricamente.

Tipo de variable: cualitativa dicotémica
Categorias: si /no.

-Cambio en el tratamiento de la bacteriemia:
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Se consideré que existid un cambio en el tratamiento cuando una vez disponible resultado
preliminar/definitivo del hemocultivo, se modificé la antibioticoterapia empirica (bien
sustitucidon por nuevo antibidtico, o suspension de alguno de los antibiéticos del plan en
pacientes con bi o triterapia), o se inicié tratamiento antibidtico en pacientes que no lo venian
recibiendo.

Tipo de variable: cualitativa dicotémica.
Categorias: si/no.

-Tipo de cambio en el tratamiento:

Manera en que se modificd el tratamiento empirico, una vez disponible el resultado del
hemocultivo.

Tipo de variable: cualitativa politdmica.
Categorias:
= Sustitucion del antibidtico empirico por nuevo antibiético.

= Suspension de algln antibidtico del plan (paciente con bi/triterapia empirica).
= |nicio de antibidtico en paciente sin antibioticoterapia empirica

-Tratamiento antibidtico ajustado por el hemocultivo:

En pacientes con cambio en el tratamiento antibidtico, representa el nuevo antibidtico
administrado en funcién del resultado (preliminar/definitivo) del hemocultivo.

Tipo de variable: cualitativa politdmica.

Categorias: meropenem, ceftriaxona/cefotaxime, ceftazidime, piperacilina-tazobactam,
ciprofloxacina, ampicilina-sulbactam, cefuroxime, trimetoprim-sulfametoxazol.

-Status al egreso:

Condicién del paciente cuando abandona el hospital (tipo de alta hospitalaria)
Tipo de variable: cualitativa dicotdmica.
Categorias: vivo / fallecido.

-Dias de internacion entre obtencidon del hemocultivo y egreso.

Duracion de la internacién en dias, entre obtencién del hemocultivo que diagnosticé la
bacteriemia y egreso hospitalario (fecha solicitud hemocultivo - fecha de egreso).

Tipo de variable: cuantitativa.
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ANEXO 3: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS.

CARACTERIZACION CLINICA-MICROBIOLOGICA Y FACTORES DE RIESGO DE LAS
BACTERIEMIAS POR ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE EN EL HOSPITAL
UNIVERSITARIO.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS CLINICOS-EPIDEMIOLOGICOS.

1- DATOS FILIATORIOS:

N°Bacteriemia: NOMBRE
Cl REGISTRO SEXO F O mO
EDAD FECHA CONSULTA HC /] FECHA INGRESO / /

FECHA DE SOLICITUD HEMOCULTIVO__ /|

PROCEDENCIA (servicio desde donde se solicité el HC):

EMERGENCIA [ INTERNACION: [ PISO SALA

DIAGNOSTICO (AL INGRESO)

2-COMORSBILIDAD & FACTORES DE RIESGO:

VIH/SIDAC] NEOPLASIAL] cual? ENF.HEMATOONCOLOGICA [

NEUTROPENIAL] INMUNOSUPRESORES o CORTICOIDES [1 DM [

IRC[] ENHDO ENDPCAL] CIRROSIS 0 HEPATOPATIAL] ALCOHOLISMOL]

EPOCL] INSTITUCIONALIZADOL] HOSPITALIZACION EN 6 MESES PREVIOS [

CIRUGIA EN 6 MESES PREVIOSL]

INFECCION/COLONIZACION (ANTERIOR AL HC) POR ENTEROBACTERIA BLEE+ [
FECHA. [ |

USO DE DISPOSITIVOS MEDICOS(previo al ingrso): [

CATETER LARGA DURACION [ SV PERMANENCIA [0 OTRO [ cual

3- INTERNACION ACTUAL:
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REQUIRIO? INGRESO CI[]

OTRO DRENAJE 1 cIruGiaAll

(Colocar el numero de dias en la celda correspondiente)

INGRESO cTId vvcl

IOT&AVM [

svd sNG O

ORDEN DE LOS MOVIMIENTOS INTERNOS

LOCALIZACION

1

EMERGENCIA

PISO
(2,8,11,12)

MEDICINA

PISO CIRUGIA
(7,9,16)

CTl

RECU

C | (especificar
cual)

NEFRO

4- EPISODIO DE BACTERIEMIA:

ENTEROBACTERIA

BLEE: SI/NO

PRESENTACION DE LA BACTERIEMIA: FIEBRE [

Disfunciones?

SHoOCK [

pD.o.M O

Comentarios

GB

ABDOMINAL
APARENTE

TIPO DE BACTERIEMIA:

O

FOCO? URINARIO [

CATETER [

5- ANTIBIOTICOTERAPIA

OTRO

Azoemia

Crea

RESPIRATORIO [

PIEL&TB [

SIN FOco [

COMUNITARIA [

ATB PREVIO A EXTRACCION HEMOCULTIVO? NOL

1. desde [/ |
2. desde [/ |
3. desde /

ATB EMPIRICO X EPISODIO BACTERIEMIA?

/| hasta__ [/ |

/___ hasta__ [/ |

/| hasta [
CUAL?

NOSOCOMIAL []

siIl] CUAL?

/

/

/

Acs [
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1. desde / / hasta [ [/

2. desde | hasta [/ [/

FUE ACTIVO PARA EL M.O AISLADO EN HEMOCULTIVO? SI / NO

ANTIBIOTICOTERAPIA AJUSTADA X ANTIBIOGRAMA:

1. desde /| hasta [/ |/

2. desde /| hasta [/ |/

6- EVOLUCION:

FECHADEEGRESO /[ ESTATUS: ALTAVIVO[] FALLECEO

DIAS DE FIEBRE DESDE INICIO ATB AJUSTADO POR ANTIBIOGRAMA
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ANEXO 4: SOLUCIONES UTILIZADAS en PFGE.

*1 Buffer de suspensién celular (BSC) - 100 ml:

Tris
EDTA
Agua MQEstéril

*2Buffer TE - 500 ml:

Tris
EDTA
Agua MQ estéril

Concentracion
inicial
1MpHS8
0.5MpHS8

Concentracion
inicial
1MpHS8
0.5MpHS8

*3 Buffer de lisis (BL) - 20 ml:

Tris
EDTA

N-Lauril-Sarcosina

Agua MQ

*4 Buffer TBE 0.5X

TBE 0.5X

Tris base
AcidoBérico
EDTA

Agua MQEstéril

Concentracion inicial

1MpH 8
0.5M pH 8
10 %

Concentracion
Final

0.1M

0.1M

Concentracion
Final

10 mM

1mM

Concentracion
Final

50 mM

50 mM

1%

Concentracion final

89 mM
89 mM

0.1 M pH 8

Volumen

10 ml
20 ml
Llevar a 100 ml

Volumen

5 ml
1ml
Llevar a 500 ml

Volumen
1ml
2 ml
2 ml
15 ml
Cantidad
10.8g
55¢g
4 ml

Llevar a 2 litros
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ANEXO 5: DIFUSION

XI CUNGRESD LAVNOAMERICAND DF MEDICENA INTERHA "7,?' 'y
449 CONGRESO NACIONAL DF MEDICINA INTERNA b= S i
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Dt Mane Liorens
Pres:dente Congreso SOLAMI
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o Medleina lptoeen Punta del Este, 16 de Marzo de 2019
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D Ricardga Shvarndte
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Cuyos autores son.

Dy Martin Rebelly
Protesorero
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