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RESUMEN

Antecedentes. La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema de
salud a nivel mundial por el aumento en los niveles de morbilidad y mortalidad,
ademas de incrementar el gasto en las instituciones de salud. La produccion de
Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) es uno de los mecanismos de
resistencia que se presenta en la mayoria de los aislamientos de Enterobacterias
causantes de infeccion en distintos sitios anatomicos. Una de las estrategias para
combatir la resistencia antimicrobiana es la sintesis de nuevas moléculas capaces
de inhibir los mecanismos de resistencia conocidos actualmente; dos de estas
nuevas moléculas son Ceftolozano-Tazobactam (C-T) y Ceftazidima-Avibactam

(CZA), que han mostrado buen rendimiento frente a cepas productoras de BLEE.

Objetivo. Determinar la actividad antimicrobiana de C-T y CZA en aislados clinicos

de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE.

Material y Métodos. Estudio transversal descriptivo de la sensibilidad a los
antibioticos C-T y CZA mostrada por las bacterias E. coli y K. pneumoniae
productoras de BLEE y aisladas de urocultivo de pacientes atendidos en el Hospital
Regional de Alta Especialidad del Bajio. Los cultivos fueron procesados en el
laboratorio de Microbiologia del mismo hospital; las variables se reportaron como
medias y desviaciones estandar y como frecuencias y porcentajes. El analisis para
la comparacién de las susceptibilidades de las diferentes cepas a CZA y C-T se
realizo con la prueba exacta de Fisher, las diferencias se consideraron significativas

con valores p<0.05.

Resultados. Se aislaron 297 cepas de interés durante un periodo de siete meses,
la identificacion mostré una prevalencia de 257 cepas de E. coli (86.5 %) y 40 cepas
K. pneumoniae (13.5 %); se detectaron 135 cepas de E. coli BLEE de las cuales
125 (92.6 %) presentaron sensibilidad a C-T. Por otro lado, 134 cepas (99.2 %)
presentaron sensibilidad a CZA. En tanto para K. pneumoniae se detecto la
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produccion fenotipica de BLEE en 23 cepas, de las cuales el 100 % presento
sensibilidad a C-T. El comportamiento frente a CZA por parte de K. pneumoniae fue
el mismo que mostro frente a C-T, todas las cepas fueron sensibles. La sensibilidad
a los antibidticos C-T y CZA no esta relacionada con el tipo de microorganismo

aislado de urocultivo (p>0.05, prueba exacta de Fisher).

Conclusiones. Los antibiéticos C-T y CZA son una buena opcién terapéutica para
combatir cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE aisladas en
urocultivo. La actividad de CZA es mayor, aunque la actividad de C-T no se
encuentra alejada, siendo ambas combinaciones buenas opciones para tratamiento.
Palabras clave: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Ceftolozano-Tazobactam,

Ceftazidima-Avibactam.
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ABSTRACT

Background. Antimicrobial resistance has become a global health problem because
of increasing levels of morbidity and mortality, as well as increased spending in
health institutions. The extended-spectrum beta-lactamase-producing (ESBL) is one
of the resistance mechanisms that occurs in most isolations of Enterobacteria
causing infection at different anatomical sites. One of the strategies to combat
antimicrobial resistance is the synthesis of new molecules capable of inhibiting the
resistance mechanisms currently known; two of these new molecules are
Ceftolozane-Tazobactam (C-T) and Ceftazidime-Avibactam (CZA) which have

shown good performance against ESBL-producing strains.

Aim. Establish the antimicrobial activity of C-T and CZA in clinical isolates of

Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae ESBL- producing.

Material and methods. Descriptive cross-sectional study of the sensitivity to C-T
and CZA antibiotics shown by ESBL-producing E. coli and K. pneumoniae bacteria
and urine culture isolates from patients treated at the Hospital Regional de Alta
Especialidad del Bajio. Cultures were processed in the microbiology laboratory of
the same hospital; variables were reported as means and standard deviations and
as frequencies and percentages. The analysis for the comparison of the
susceptibilities of the different strains to CZA and C-T was performed with Fisher's
exact test; the differences were considered significant with values p<0.05.

Results. A total of 297 strains of interest were isolated during a seven-month, the
identification showed a prevalence of 257 E. coli strains (86.5 %) and 40 K.
pneumoniae strains (13.5 %); 135 E. coli ESBL strains were detected of which 125
(92.6 %) showed sensitivity to C-T. On the other hand, 134 strains (99.2 %) showed
sensitivity to CZA. For K. pneumoniae, the phenotypic production of ESBL in 23
strains, of which 100 % showed sensitivity to C-T. The behavior against CZA by K.

pneumoniae was the same as that shown against C-T, all strains were sensitive.
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Sensitivity to C-T and CZA antibiotics is not related to the type of microorganism
isolated from urine culture (p>0.05, Fisher's exact test).

Conclusion. C-T and CZA antibiotics are a good therapeutic option to fight E. coli
and K. pneumoniae strains ESBL- producing isolated in urine culture. CZA activity
is higher, although C-T activity is not far away, being both combinations good options
for treatment.

Keywords. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, ceftolozano-tazobactam,

ceftazidima-avibactam.
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ANTECEDENTES

I) Aspectos generales

Los medicamentos antimicrobianos son aquellos que tienen actividad contra
diversas enfermedades infecciosas, como las causadas por bacterias (antibiéticos),
virus (antivirales), hongos (antifiUngicos) y parasitos (antiparasitarios). La resistencia
antimicrobiana surge cuando los microorganismos que causan la infeccién
sobreviven a la exposicion a un medicamento que normalmente los mataria o
inhibiria su crecimiento. Esto permite que las cepas que son capaces de sobrevivir
a la exposicion a un medicamento en particular se propaguen, debido a la falta de
competencia de otras cepas. La resistencia a los antibiéticos se ha convertido en un
problema en los ultimos tiempos porque el uso excesivo de estos farmacos ha
incrementado la velocidad a la que se desarrolla y se propaga la resistencia. De
mantenerse la evolucion de la resistencia antimicrobiana a la velocidad actual, se
espera que para el aifio 2050 se presenten mas de 10 millones de muertes causadas
por al menos 6 de los gérmenes con mayor resistencia antimicrobiana demostrada.
Asi mismo, se ha proyectado que el costo acumulativo para la economia mundial

superara los 100 billones de délares (1).

Las infecciones causadas por aislados con resistencia extendida se asocian con un
aumento de los costos, incremento en la duracion de hospitalizacion y de las tasas
de morbilidad y mortalidad (2). Mas del 21 % de las infecciones adquiridas en el
hospital son causadas por patégenos resistentes a los antimicrobianos (3). Un
efecto asociado a las infecciones de los pacientes con gérmenes resistentes fue
demostrado por Roberts y col (2009), al describir diferencias notables en el tiempo
de estancia hospitalaria, con un aumento promedio de 5.3 dias (de 6.4 a 12.7), en

asociacion directa con una tasa de mortalidad atribuible de 6.5 % (4).
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El impacto de la resistencia a los antibi6ticos es dificil de estimar, y actualmente hay
poca informacion que aborda este tema. El Centro para el Control y la Prevencion
de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos de América (EUA) estimo6 que, mas de
dos millones de personas cada afio presentan infecciones causadas por
microorganismos resistentes a los antibiéticos ocasionado la muerte de al menos
23 000 personas (5). Mientras que en Europa el Centro europeo para la prevencion
y el control de enfermedades (ECDC) reporté que el nimero de infecciones debidas
a las bacterias multirresistentes mas frecuentes (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa ) fue de
148,727; 297,416; 68,588 y 61,892 respectivamente en el afio 2015, a las cuales

se les atribuyeron 33,110 muertes (6).

La informacion disponible sobre resistencia a antibidticos en México es escasa,
comparada con la disponible en paises desarrollados, pero existe evidencia de que
la resistencia es un problema grave. Amabile-Cuevas (2010) describié porcentajes
altos de resistencia en bacilos Gram negativos (Salmonella sp., Shigella sp.,
Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter sp.) y
porcentajes mas bajos de resistencia en cocos Gram positivos (Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecium), excepto en Streptococcus pneumoniae donde la

resistencia a penicilina alcanza el 70 % (7).

Morfin-Otero y col. (2012) evaluaron 2132 bacterias Gram negativas recolectadas
entre enero de 2005 y diciembre de 2010 de infecciones adquiridas en dos
hospitales universitarios en México. Escherichia coli fue la bacteria Gram negativa
mas frecuentemente aislada, con mas del 50 % de las cepas resistentes a
ciprofloxacina y levofloxacina. La tasa de resistencia de Klebsiella sp. fue similar a
la reportada para Escherichia coli para ceftazidima (33.1 % vs 33.2 %), pero ambas
mostraron tasas mas bajas para levofloxacina (18.2 % vs 56 %). El 12.8 % de las
Pseudomonas aeruginosa aisladas fueron resistentes a los carbapenémicos,

imipenem y meropenem (8).
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Derivado del Plan de Accion Mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos
establecido en la 682 Asamblea de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (9)
celebrada en el mes de mayo del afio 2015, en México se conformaron dos redes
de vigilancia de la farmaco resistencia en el afio 2018, el Plan Universitario de
Control de la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) y la Red Tematica de
Investigacion y Vigilancia de la Farmacorresistencia (INVIFAR), con el objetivo de
luchar contra la resistencia a los antimicrobianos contribuyendo al mejoramiento en
la vigilancia y control de la farmaco resistencia; estan constituida por Laboratorios,
Hospitales, Centros de Investigacion y Universidades de México de las areas de
Microbiologia Clinica, Infectologia, Biologia Molecular y Epidemiologia ubicados en

diversas entidades de la Republica Mexicana.

En el presente afio INVIFAR publico los primeros resultados recolectados durante
6 meses, en este informe se incluyeron 22,943 cepas. En microorganismos Gram
negativos, se detectd resistencia a carbapenémicos < 3 % en Escherichia coli, 12.5
% en Klebsiella sp. y Enterobacter sp. y hasta 40 % en Pseudomonas aeruginosa.
Para Acinetobacter sp. las tasas de resistencia a cefepime, ciprofloxacina,
meropenem Yy piperacilina tazobactam fueron superiores al 50 %. Con respecto a
los Gram positivos, la resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus (MRSA) fue
del 21.4 % y la resistencia a vancomicina alcanzé hasta 21 % en Enterococcus
faecium. Acinetobacter sp. present6 la mas alta resistencia a multiples farmacos
(53%) seguido de Klebsiella sp. (22,6%) y E. coli (19,4%) (10).

Por su parte PUCRA publicé en octubre pasado el andlisis de los datos recolectados
en el 2018, donde se obtuvo informacion relevante; en urocultivos, la resistencia en
E. coli fue superior al 50 % para cefalosporinas de 32 y 42 generacion,
trimetroprim/sulfametoxazol y ciprofloxacina. En K. pneumoniae la resistencia fue
mayor al 40 % para cefalosporinas de 32 y 42 generacion, nitrofurantoina,
ciprofloxacina y trimetroprim/sulfametoxazol. En hemocultivos se detecto alta

resistencia (40% a 87%) de A. baumannii a todos los antibiéticos probados (11).
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Los niveles de resistencia y la evidencia cientifica de las implicaciones de las
enfermedades infecciosas por gérmenes multidrogo resistentes han provocado la
aplicacién de estrategias para optimizar los antibiéticos actuales y reducir la
incidencia de la drogo resistencia con la subsecuente mejora de la sobrevida del
enfermo. Debe incentivarse la colaboracién de los sectores publicos y privados para
el desarrollo de nuevos antimicrobianos con actividad en contra de éstos patdgenos
(12).

II) Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibioticos se presenta cuando los microorganismos que causan
infeccidn sobreviven a la exposicion a un medicamento que normalmente los
mataria o detendria su crecimiento (1). La resistencia es el resultado esperado de
la interaccibn de muchos organismos con su entorno; el concepto de
resistencia/susceptibilidad en la préactica clinica es un fenémeno relativo. Se han
establecido puntos de corte los cuales permiten clasificar a los microorganismos en
base a sus niveles de susceptibilidad como: susceptibles, intermedios y resistentes,
los puntos de corte para esta clasificacién estan determinados por la actividad in
vitro de un antibiético contra el microorganismo a evaluar, por lo que la
interpretacion de los patrones de susceptibilidad puede variar segun el escenario
clinico (13).

Existen tres mecanismos fundamentales de la resistencia a antibioticos:

1. Degradacién enziméatica de farmacos antibacterianos.
2. Alteracion de proteinas bacterianas que son dianas antibioticas.

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana a los antibidticos.

La resistencia a los antibidticos puede ser mediada por plasmidos o0 mantenerse en

el cromosoma bacteriano (14).
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Una de las estrategias bacterianas mas exitosas para hacer frente a la presencia de
antibioticos es producir enzimas que inactivan el farmaco agregando restos
guimicos especificos al compuesto o que destruyen la molécula, haciendo que el
antibiético no pueda interactuar con su objetivo. Se han descrito muchos tipos de
enzimas modificadoras, y las reacciones bioquimicas mas frecuentes que las
catalizan incluyen: acetilacion (aminoglucésidos, cloranfenicol, estreptograminas),
fosforilacién (aminoglucosidos, cloranfenicol) y adenilacion (aminoglucdsidos,
lincosamidas). Independientemente de la reaccién bioquimica, el efecto resultante
a menudo se relaciona con el impedimento estérico que disminuye la avidez del
farmaco por su objetivo, que, a su vez, se refleja en las concentraciones minimas

inhibitorias (MIC) bacterianas mas altas (15).

Uno de los mecanismos de resistencia a antibidticos beta-lactamicos es la
degradacion efectuada por enzimas denominadas beta lactamasas. Estas enzimas
rompen el enlace amida del anillo beta-lactamico, haciendo que el antimicrobiano

sea inefectivo (16).

Con el paso del tiempo se detectd la aparicion de nuevas generaciones de beta-
lactamasas con caracteristicas enzimaticas capaces de destruir cualquier
compuesto novedoso disponible; lo anterior describe perfectamente la evolucién

bacteriana adaptativa inducida por antibiéticos.

Hasta la fecha, se han descrito mas de 1000 beta-lactamasas diferentes y es
probable que se sigan informando muchas mas, como parte del proceso normal de
evolucion bacteriana. Se han propuesto dos esquemas de clasificacion principales
en un intento de agrupar este gran nimero de enzimas. Primero, la clasificacion de
Ambler, que se basa en la identidad de la secuencia de aminoacidos y separa las
beta-lactamasas en 4 grupos (A, B, C y D). Por otro lado, la clasificacién de Bush-
Jacoby divide las beta-lactamasas en 4 categorias (cada una con varios subgrupos)
segun su funcién bioquimica, basada principalmente en la especificidad del sustrato
(14,15).
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Los genes que codifican para beta-lactamasas generalmente se denominan bla,
seguidos del nombre de la enzima especifica (por ejemplo, bla kpc) y se han
encontrado en el cromosoma y/o en elementos genéticos moviles (plasmidos y
transposones). Estos genes también se pueden encontrar formando parte de
integrones, una situacion que facilita su diseminacion. En términos de su expresion,
la transcripcidn de estos genes puede ser constitutiva o puede requerir una sefial

externa para inducir su produccién (13).

Ambler
c At D [ B ]

Functional group 1 2 2¥ 3

Inhibitory Profile’ Clavulanic acid _
ESBLs

Carbapenemases

Classical examples ESBL: AmpC g ;’\‘}3“""3“: TEM-1, g:&::pg::r::se: slt;‘rl');%e'r‘\emase: IMP,

ESBLs: CTX-M, TEM-3 OXA-23,
Carbapenemase: KPC OXA-48

[0 Serine B-lactamase
B Metallo B-lactamase

Figura 1. Representacion esquematica de beta-lactamasas (13).

Las enzimas denominadas BLEE (Beta-Lactamasa de Espectro Extendido) tiene la
capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de 32 generacion (caracteristica
distintiva) y monobactamicos, presenta actividad moderada (o ninguna) contra
cefamicinas y los carbapenémicos. La mayoria de las BLEE pertenecen a la clase
A de Ambler y, como tales, generalmente estan inhibidas por el &cido clavulanico o
el tazobactam (13). La mayoria de las BLEE son derivados de las enzimas TEM o
SHV (16,17). Las enzimas BLEE de tipo TEM y SHV se encuentran con mayor
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frecuencia en E. coliy K. pneumoniae; sin embargo, también se han encontrado
en Proteus spp., Providencia spp. y otros géneros de la familia Enterobacteriaceae
(20).

TEM
TEM-1 es la beta-lactamasa mas frecuente en bacterias Gram-negativas. Hasta el

90 % de la resistencia a la ampicilina en E. coli se debe a la produccion de TEM-1
(21). TEM-1 es capaz de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas tempranas como la
cefalotina y la cefaloridina. TEM-2, el primer derivado de TEM-1, tuvo una Unica
sustitucion de aminoacido de la beta-lactamasa original y no se observaron cambios
en el perfil del sustrato. TEM-3, fue la primera B-lactamasa de tipo TEM que mostré
el fenotipo BLEE (22). Las combinaciones de estos cambios de aminoacidos
producen diversas alteraciones sutiles en los fenotipos BLEE, como la capacidad
de hidrolizar oxiimino-cefalosporinas especificas, como ceftazidima y cefotaxima.
SHV

La beta-lactamasa SHV-1 se encuentra mas comunmente en K. pneumoniae y es
responsable de hasta el 20 % de la resistencia a la ampicilina mediada por
plasmidos en esta especie. En muchas cepas de K. pneumoniae, bla snv-1 0 un gen
relacionado esta integrado en el cromosoma bacteriano (21). A diferencia de las
beta-lactamasas de tipo TEM, hay relativamente pocos derivados de SHV-
1. Ademas, los cambios que se han observado en bla skv para dar lugar a las
variantes de SHV se producen en menos posiciones dentro de la estructura del
gen. La mayoria de las variantes de SHV que poseen un fenotipo BLEE se
caracterizan por la sustitucion de una serina por glicina en la posicién 238. Variantes
relacionadas con SHV-5 también tienen una sustitucién de lisina por glutamato en
la posicion 240. El residuo de serina es critico para la hidrélisis eficiente de la
ceftazidima, y el residuo de lisina lo es para la hidrdlisis eficiente de la cefotaxima
(23).

11
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CTX-M
En los dltimos afios, ha surgido una nueva familia de BLEE mediadas por plasmidos,

llamada CTX-M, que preferentemente hidroliza la cefotaxima. Se han encontrado
principalmente en cepas de Salmonella entéricay E. coli, pero también se han
descrito en otras especies de Enterobacteriaceae. Se incluyen las enzimas tipo
CTX-M CTX-M-1, CTX-M-2 a CTX-M-10 (24). Estas enzimas no estan
estrechamente relacionadas con las beta-lactamasas TEM O SHV, ya que muestran
una identidad de aproximadamente el 40 % con estas dos beta-lactamasas (25).

OXA
Las enzimas tipo OXA son otra familia de BLEE, estas difieren de las enzimas TEM
y SHV en que pertenecen a la clase molecular D y al grupo funcional 2d. Las beta-
lactamasas tipo OXA confieren resistencia a la ampicilina y la cefalotina y se
caracterizan por su alta actividad hidrolitica contra la oxacilina y la cloxacilina 'y por
el hecho de que estan poco inhibidas por el acido clavulanico (18).

AmpC
Es una cefalosporinasa que generalmente se codifica en el cromosoma (aunque el
gen bla ampc también se ha encontrado en pldsmidos). La produccién de AmpC
cromosomico es un sello distintivo de E. cloacae, E. aerogenes, C. freundii, S.
marcescens, Providencia sp., Morganella morganii y P. aeruginosa, entre otros. A
diferencia de P. mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella sp. y Stenotrophomonas sp. donde
el gen blaampc esté ausente del genoma central (26).

KPC
Carbapenemasa de clase A que se aloja clasicamente en plasmidos (27). A
diferencia de otras enzimas de clase A, no son inhibidas por el &cido clavulanico y
el tazobactam. Aunque estas enzimas se encuentran predominantemente en
Klebsiella sp. (por eso su nombre, Klebsiella pneumoniae carbapenemase), se han
reportado en otras bacterias Gram-negativas, incluyendo Enterobacter sp., E. coli,
Proteus mirabilis, y Salmonella sp., entre otros. Hasta la fecha, se han descrito un
total de 22 variantes del gen bla kpc, la mayoria de ellas ubicadas en plasmidos que
albergan elementos transponibles (28).

12
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Aunque muchas bacterias siguen siendo susceptibles a la mayoria de
antimicrobianos, existe un grupo que escapa a la accion letal de diversos tipos de
antibioticos. Este pequefio grupo se denomina ESKAPE e incluye a las bacterias:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter sp. Estos
patdgenos se han identificado principalmente en hospitales de paises desarrollados

y en vias de desarrollo (29).

Los patogenos del grupo ESKAPE tendran una importancia mayor para la
guimioterapia antimicrobiana en los proximos afios por la amenaza clinica que
representan. Una mayor comprension de la virulencia, resistencia, transmision y
patogenicidad en estos microbios puede conducir a estrategias innovadoras para el
desarrollo de nuevas opciones antimicrobianas. Dirigir la atencién hacia estos
microorganismos ayudara a enfocar el desafio expansivo de la resistencia
antimicrobiana y permitird una evaluacion critica eficiente de nuevos agentes

antimicrobianos (30).

En respuesta a las crecientes tasas de infecciones que presentan resistencia a los
medicamentos, la Sociedad de enfermedades infecciosas de América (IDSA por sus
siglas en inglés) lanzo la iniciativa 10 x ‘20 en el afio 2010, una campafa que exige
el compromiso mundial para desarrollar 10 antibiéticos novedosos, seguros y
efectivos para el afo 2020 (31). Esta iniciativa se enfoca en el desarrollo de
antibioticos para atacar los patdgenos ESKAPE que presentan mayor resistencia a
los antimicrobianos. En la actualizacion del afio 2013, IDSA enfatizo en la necesidad
de generar nuevos agentes antimicrobianos para tratar organismos Gram-

negativos, incluidos los patégenos resistentes a multiples farmacos (MDR) (32).

13
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[Il) Medicamentos usados contra bacterias con resistencia extendida

Uno de estos antibioticos de nueva generaciéon es Ceftalozano-Tazobactam (C-T),
una cefalosporina beta-lactdmica unida a un inhibidor de beta-lactamasas que es
comercializado como un agente para el tratamiento de infecciones complicadas del
tracto urinario e intraabdominal. Su dosificacibn y caracteristicas quimicas
proporcionan cobertura antimicrobiana expansiva de organismos Gram-negativos,
y actividad contra la mayoria de los organismos productores de beta-lactamasas de
espectro extendido y algunos anaerobios. C-T es susceptible a la hidrolisis por las
enzimas carbapenemasas, pero no se ve afectado por otros mecanismos de

resistencia como las bombas de eflujo y pérdida de porinas (33).

El Ceftalozano es una oximino-cefalosporina que contiene un 7-amino-tiadiazol que
proporciona una mayor actividad contra organismos Gram-negativos, asi como un
grupo alcoximino que proporciona estabilidad contra diversas beta-lactamasas. La
adicion de un anillo de pirazol en la posicion 3 impide la hidrdlisis del anillo beta-
lactdmico a través de impedimento estérico. Esta cadena lateral contribuye a la
estabilidad del Ceftalozano en presencia de beta-lactamasas tipo AmpC (33). El
Ceftalozano, al igual que otros beta-lactamicos, se une a las proteinas de unién a la
penicilina (PBP), lo que resulta en una degradacion del enlace peptidoglucano. La
inhibiciéon de la reticulacién conduce a la interrupcion de la sintesis de la pared
celular y lisis celular eventual (34).

El Tazobactam es una sulfona de acido penicilanico, inhibidor de beta-lactamasas
gue confiere proteccion al anillo beta-lactdmico. La adiciobn de Tazobactam al
Ceftalozano facilita la actividad mejorada contra Enterobacterias, incluyendo a las

productoras de BLEE y algunos anaerobios (33).

14
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El C-T muestra actividad bactericida tanto in vitro como in vivo contra las bacterias
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus anginosus,
Streptococcus constellatus, Streptococcus salivarius y Bacteroides fragilis, y esta
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para el
tratamiento de infecciones intraabdominales complicadas causadas por estos
patégenos cuando se usan en combinacién con metronidazol. EI C-T también esta
aprobado por la FDA para el tratamiento de infecciones complicadas del tracto
urinario, incluida la pielonefritis, causada por Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, y Pseudomonas aeruginosa (34).

Otro antibiético novedoso de uso reciente es Ceftazidima-Avibactam (CZA), una
combinacion de una cefalosporina de tercera generacion, Ceftazidima, y un
inhibidor de beta-lactamasas, Avibactam. EI CZA esta aprobado en EUA para su
uso en adultos que requieren tratamiento de infeccion intraabdominal complicada
(en combinacién con metronidazol), infeccién urinaria complicada (incluyendo
pielonefritis) y neumonia adquirida en el hospital, que incluye neumonia asociada a

ventilacibn mecanica causado por microorganismos Gram-negativos (35).

La Ceftazidima, como la mayoria de las cefalosporinas de tercera generacion, posee
una cadena lateral R1 con un grupo 2-aminotiazol. Esto aumenta la afinidad de
union por los PBP entre una multitud de organismos Gram-negativos. A diferencia
de otros agentes de esta generacion, la Ceftazidima tiene un &cido dimetilacético
en el carbono alfa en lugar del grupo de metoxiamino que es mas comun en los
antibioticos beta-lactamicos. La Ceftazidima generalmente es inestable en

presencia de beta-lactamasas de clase B de Ambler, BLEE y carbapenemasas (36).

Avibactam, a diferencia de otros inhibidores de beta-lactamasas actualmente
aprobados, es un inhibidor de beta-lactamasas no beta-lactamico. En lugar de un

nucleo de beta-lactama, el Avibactam se disefid alrededor de una estructura de
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diaza-biciclo octano. Este nucleo biciclico ha sido meticulosamente disefiado para
mantener las similitudes estructurales con los beta-lactamicos al tiempo que
incorpora un estado de transicion mas rigido y sitios adicionales para enlaces de
hidrogeno con residuos del sitio activo de las beta-lactamasas. A diferencia de otros
inhibidores de beta-lactamasas, esto se logra sin aumentar drasticamente el peso
molecular o el tamafio de la estructura (36). Avibactam contribuye a la actividad de
ceftazidima al protegerla de la degradacién por una variedad de serina beta-
lactamasa. Avibactam tiene un amplio espectro de actividad, inhibiendo beta-
lactamasas de clase A de Ambler (por ejemplo, TEM-1, CTX-M-15, KPC-2, KPC-3),
clase C (por ejemplo, AmpC) y algunas de clase D (por ejemplo, OXA- 10, OXA-48),

aungue no es activo contra las enzimas de clase B (metalobeta-lactamasas) (35).

La adicion de Avibactam a Ceftazidima expande el espectro de actividad contra
microorganismos Gram-negativos para incluir muchas Enterobacterias resistentes
a la Ceftazidima sola. Los datos de susceptibilidad in vitro que examinan la actividad
de CZA frente a organismos que producen beta-lactamasas demuestran una

actividad confiable contra las beta-lactamasas de clase Ay C de Ambler (36).

Los aislados bacterianos resistentes a beta-lactamicos obtenidos de muestras
clinicas de pacientes hospitalizados representan un desafio importante para el
tratamiento exitoso de infecciones graves. En particular la resistencia mediada por
beta-lactamasas, representa una amenaza clinica significativa debido a la
naturaleza movil de los genes que codifican estas enzimas (37). Por lo anterior
resulta util evaluar la actividad de C-T y CZA contra Enterobacterias con perfil de
resistencia multiple y expresion fenotipica de enzimas que degradan ciertos tipos

de antibiéticos, principalmente beta-lactamicos.
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IV) Farmacodinamia de antibiéticos

Los principios farmacocinéticos-farmacodinamicos (PK/PD) fueron descritos por
primera vez por Eagle entre los afios cuarenta y cincuenta, tras evaluar los
resultados obtenidos en modelos animales de roedores, logrando identificar el
patron dependiente del tiempo de la actividad bactericida de la penicilina (38). Se
denomina antibioterapia adecuada al régimen terapéutico con actividad demostrada
in vitro frente al microorganismo causal, por ejemplo, cuando el microorganismo
aislado de la muestra clinica es sensible al tratamiento empirico inicialmente
prescrito. Sin embargo, el perfil de sensibilidad del microorganismo sensible (S),
intermedio (I) o resistente (R) no aporta informacion sobre la dosificacion mas
apropiada, y puede darse el caso de que a pesar de prescribir un antibiético al cual
la bacteria diana es sensible, la evolucion clinica del paciente no sea favorable (39).
Por lo tanto, la idoneidad de un tratamiento antibiético no solo esta condicionada
por una adecuada seleccidén del antibidtico, sino que también va a depender del

régimen de dosificacion utilizado (40).

Los parametros farmacodindmicos cuantifican la actividad de un agente
antimicrobiano, que esta condicionada por las concentraciones gque se alcanzan en
el lugar de accién, dependientes del comportamiento PK, y de la sensibilidad del
microorganismo al antibiético, expresada como MIC. Desde el punto de vista de la
actividad PD, los antibioticos se clasifican en funcién del tipo de actividad
antibacteriana y de la presencia de efecto post-antibiotico. Asi, la actividad
antibacteriana puede ser dependiente de la concentracién si al aumentar la
concentracion del agente se produce una mayor eliminacion del microorganismo, o
dependiente del tiempo si la actividad antimicrobiana depende de la duracién de la
exposicién del microorganismo al antibiético (40). Teniendo esto en cuenta, los

antibioticos se pueden clasificar en 3 grupos (41):

1. Antibiéticos con actividad dependiente de la concentracién y prolongado

efecto post-antibiotico.
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2. Antibidticos con actividad dependiente del tiempo y efecto post-antibiético
minimo o moderado.
3. Antibiéticos con actividad independiente de la concentracion y prolongado

efecto post-antibiotico.

Para poder disefiar los regimenes de dosificacion de los antibiéticos es necesario

conocer sus caracteristicas PK 'y PD (42).

V) Infecciones urinarias

Las infecciones del tracto urinario (ITU) se encuentran entre las infecciones
bacterianas mas comunes adquiridas en entornos comunitarios y hospitalarios (43).
Las ITU son una causa principal de ingresos hospitalarios y estan asociadas con
incrementos en morbilidad, mortalidad y costos (44). Las entidades clinicas
abarcadas por el término “ITU” incluyen bacteriuria asintoméatica, cistitis aguda no
complicada, cistitis recurrente, bacteriuria asintomatica asociada a catéter, infecciéon

urinaria asociada a catéter, prostatitis y pielonefritis (45).

Las bacterias mas comunes aisladas en ITU, incluyen a Gram-negativos como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii y Morganella morgannii; y
Gram-positivos como Staphylococcus saprophyticus y Enterococcus sp. (46).

Escherichia coli es el principal agente causal de ITU (47), siendo el grupo de E. coli
uropatogena (UPEC) el que se presenta en aproximadamente 90% de las ITU
adquiridas en la comunidad y hasta en el 50 % de ITU nosocomiales (46, 47). En
los ultimos afios, las cepas UPEC han mostrado un aumento en el nivel de
resistencia antimicrobiana a los antibiéticos de primera linea. Estudios de vigilancia
durante la primera década de 2000 en Europa, América del Norte y América del Sur

mostraron la presencia de resistencia en 20 a 45 % de los aislados UPEC (41, 47).
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JUSTIFICACION

Actualmente la resistencia a los antibiéticos representa un problema de salud que
requiere acciones preventivas y correctivas para evitar el aumento en la mortalidad
causada por microorganismos multirresistentes. Los microorganismos Gram-
negativos son una amenaza para la salud, debido al aumento de resistencia a
diversos tipos de antibioticos, principalmente beta-lactamicos. Cifras emitidas por la
OMS estiman que para el afio 2050, el nUumero de muertes causada por resistencia
antibiotica podria aumentar a 10 millones por afio, ademas de incrementar
considerablemente los costos de atencion hospitalaria. Una herramienta disponible
para combatir a microorganismos multidrogo resistentes es el desarrollo, y posterior
uso, de nuevos antibiéticos con modificaciones en la estructura quimica lo cual

permite aumentar la eficacia contra este tipo de microorganismos.

La evaluacién de la actividad in vitro de los nuevos antibiéticos resulta importante
para determinar su eficacia en la inhibicion de bacterias con perfiles de resistencia
multiple que causan infecciones en diferentes zonas anatomicas de pacientes con
atencidén hospitalaria, principalmente en tracto urinario, donde la prevalencia de

bacterias resistentes ha aumentado de manera considerable.

Contar con informes a nivel local de sensibilidad a los diferentes tipos de antibiéticos
probados en bacterias productoras de BLEE, incluidos los mas novedosos,
aportaran datos epidemioldgicos que, sumados a reportes nacionales, apoyen el
estudio de resistencia a nivel internacional, ademas de obtener evidencias para

mejorar la dosificacion de antibi6ticos.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es la actividad antimicrobiana de C-T y CZA contra aislados clinicos de

Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productores de BLEE?
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HIPOTESIS

Estudio descriptivo, no aplica conceptos de Hoe Hi

Hipotesis de trabajo: Los antibidticos C-T y CZA presentan variabilidad en la
actividad inhibitoria in vitro contra aislados clinicos de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productores de BLEE.
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OBJETIVOS

General: Determinar la actividad antimicrobiana de C-T y CZA en aislados

clinicos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE.

Especificos:

1. Conocer el numero de cultivos de orina positivos para
Enterobacteriaceae.

2. ldentificar las cepas de E. coli y K. pneumoniae mediante pruebas
bioguimicas.

3. Caracterizar las cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de
BLEE.

4. Determinar la actividad antimicrobiana y la MICgo de C-T sobre las
cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE.

5. Determinar la actividad antimicrobiana de CZA sobre las cepas de E.
coliy K. pneumoniae productoras de BLEE.
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DESCRIPCION DEL ESTUDIO

TIPO DE ESTUDIO

Transversal descriptivo.

POBLACION DE ESTUDIO

Cepas clinicas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE,
aisladas de muestras de orina de pacientes atendidos en el Hospital Regional de
Alta Especialidad del Bajio (HRAEB).

TAMANO DE MUESTRA

Se calcul6 un tamafio de muestra para estudio descriptivo de una variable
dicotébmica, usando la tabla descrita por Hulley (51), considerando una proporcién
esperada de 10% (90% sensibles), con un nivel de confianza del 95% y una amplitud
total de 0.10; el resultado es n=138.

En reportes del laboratorio de Microbiologia del HRAEB, con datos recolectados de
enero a junio 2018, se identificaron 155 E. coli BLEE en orina, de un total de 293
cepas. Mientras que para K. pneumoniae fueron 32 BLEE de un total de 98

aislamientos; lo anterior asegurdé completar el tamafio de muestra.

TIPO DE MUESTREO

No probabilistico por casos consecutivos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Aislamiento de Enterobacterias en Urocultivo

El urocultivo requiri6 una muestra de orina recolectada en un frasco estéril, un
tiempo entre la toma de muestra y su procesamiento no mayor a 2 horas y
condiciones de esterilidad. Se utiliz6 un asa bacteriolégica calibrada 1:1000 (1uL)
para tomar la muestra y sembrarla sobre agar Gelosa Sangre, Mc Conkey y CLED
(Brolacin), aplicando la técnica de semiconteo. Los medios de cultivo se incubaron
a 35 * 2° C durante 18 a 24 horas en condicion atmosférica aerobia.

El desarrollo de colonias de color caracteristico en agar Mc Conkey (rosas) y agar
CLED (amarillas) indicaron presencia de enterobacterias fermentadoras de lactosa,

caracteristica que define a E. coli y K. pneumoniae.

2. ldentificacion bacteriana

La identificacion de los aislados se fundamentd en las caracteristicas bioquimicas
de cada bacteria. Se utilizaron paneles SENSITITRE® (TREK Diagnostic System),
gue contienen una bateria amplia de pruebas bioquimicas liofilizadas en una placa
de 96 pozos; se colocé una solucién al 0.5 en la escala de McFarland (1.5 x 108
UFC/mL) y se incubaron durante 18 horas a 35 + 2 ° C. La lectura del panel se
realizé en el analizador ARIS 2X SENSITITRE® (TREK Diagnostic System), el

reporte que generado indicaba género y especie del microorganismo.

3. ldentificacion de cepas productoras de BLEE

La identificacion fenotipica de produccion de BLEE se realiz6 tomando como base
la metodologia descrita por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (52),
la cual consiste en medir las zonas inhibidoras del crecimiento alrededor de los
discos de cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ) con y sin clavulanato para
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Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Proteus mirabilis. La
prueba se consideré positiva cuando el aumento en la zona inhibidora del
crecimiento alrededor del CTX o del disco CAZ con clavulanato fuera de 5 mm o
mas del diametro alrededor del disco que contenia CTX o CAZ solo.

4. Prueba de sensibilidad a C-T y determinacion de MICgo

Para la prueba de susceptibilidad a C-T se usaron tiras E-TEST (Liofilchem®) que
generan un gradiente de concentracion estable para Ceftalozano (0.016 — 256
pg/mL) en presencia de una concentracion fija de Tazobactam (4 ug/mL). Las tiras
se colocaron en placas de agar Mueller Hinton previamente inoculadas con un
hisopo de algoddn estéril humedecido con una suspension al 0.5 McFarland de la
bacteria en estudio. Después de incubacién a 35 + 2 ° C, se realiz6 la lectura e
interpretacion de resultados. Con base en las MIC obtenidas se determin6 la MICgo
(concentracion minima del antibiético que es capaz de reducir en 90% el crecimiento

del microorganismo).

5. Prueba de sensibilidad a CZA

Para la prueba de susceptibilidad a CZA se usaron sensidiscos (OXOID™) con 50
Mg del antibidtico en estudio (30/20 ug), que se colocaron en placas de agar Mueller
Hinton previamente inoculadas con un hisopo de algoddn estéril humedecido con
una suspension al 0.5 McFarland de la bacteria en estudio. Después de incubacion
a35+2°C,serealizé la lectura e interpretacion de resultados.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 estadistica descriptiva, las variables se reportaron como medias y
desviaciones estandar y como frecuencias y porcentajes de acuerdo con el tipo de
variable.

El analisis para la comparacion de las susceptibilidades de las diferentes cepas a
CZA y C-T se realiz6 con la prueba exacta de Fisher para el caso de variables
dicotébmicas. Para la comparacién de las medianas de MICc.ty mmcza de cada uno
de los servicios de atencion se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Las diferencias

se consideraron significativas con valores p<0.05.

ASPECTOS ETICOS

Este protocolo se apeg6 a los principios vertidos en la Declaraciéon de Helsinki
(Fortaleza 2013), cumplié con lo estipulado en el titulo segundo del Reglamento de
la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud. De acuerdo con
esta ley el estudio corresponde a la categoria | (sin riesgo), debido a que no genero
molestias o riesgos dado que, no se tuvo contacto directo con el paciente, ya que
se trabajo con los aislados bacterianos de la muestra biolégica.

Las cepas bacterianas fueron separadas y envasadas en bolsas de polietileno color
rojo caracterizadas como residuos bioldgico-infeccioso (NOM-087-ECOL-SSAL-
2002).

El protocolo fue aprobado por el comité de ética e investigacion del HRAEB con
namero de registro CI/HRAEB/2018/054.

La realizacion de este protocolo no afecto la atencion médica hacia los pacientes
por parte del hospital, ademas, los investigadores participantes firmaron una carta
compromiso de confidencialidad donde se estipulo mantener la informacién
personal obtenida de los pacientes en estricta confidencialidad por lo cual no puede

ser divulgada.
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VARIABLES DE ESTUDIO

1. Bacteria aislada en urocultivo
Tipo de variable: Independiente
Nivel de medicion: Cualitativa nominal dicotomica
Unidad de medicion: E. coli o K. pneumoniae

Definicion conceptual: Bacterias Gram negativas anaerobias facultativas,

fermentadores de lactosa.

Definicién operacional: Género y especie determinado por paneles SENSITITRE®
(TREK Diagnostic System) analizados en el equipo ARIS 2X SENSITITRE® (TREK

Diagnostic System).

2. Produccién de BLEE
Tipo de variable: Independiente
Nivel de medicion: Cualitativa nominal dicotémica
Unidad de medicion: Si o no

Definicion conceptual: Enzimas producidas fundamentalmente por enterobacterias
capaces de inactivar penicilinas y cefalosporinas de primera y segunda generacion,

asi como a las oximino-cefalosporinas y al aztreonam.

Definicidbn operacional: Deteccion fenotipica por medio del aumento en la zona
inhibidora del crecimiento alrededor de CTX o del disco CAZ con clavulanato = 5

mm del didmetro alrededor del disco que contiene solo CTX o CAZ.
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3. Actividad antimicrobiana de C-T
Tipo de variable: Dependiente
Nivel de medicion: Cualitativa nominal dicotémica
Unidad de medicion: Inhibe o no inhibe

Definicion conceptual: Capacidad del antibiético para inhibir el crecimiento visual de
la bacteria en estudio.

Definicién operacional: < 2 ug/mL (Inhibe crecimiento bacteriano); = 8 ug/mL (No

inhibe crecimiento bacteriano).

4. Actividad antimicrobiana de CZA
Tipo de variable: Dependiente
Nivel de medicion: Cualitativa nominal dicotomica
Unidad de medicion: Inhibe o no inhibe

Definicion conceptual: Capacidad del antibiotico para inhibir el crecimiento visual de

la bacteria en estudio.

Definicién operacional: = 21mm halo de inhibicién (Inhibe crecimiento bacteriano);

<20 mm halo de inhibiciéon (No inhibe crecimiento bacteriano)

5. Sexo del paciente
Tipo de variable: Independiente
Nivel de medicién: Cualitativa nominal dicotomica

Unidad de mediciéon: Masculino o Femenino
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Definicion conceptual: Caracteristicas biologicas y fisiolégicas que definen al

hombre y a la mujer

Definiciéon operacional: Hombre o Mujer

6. Edad del paciente
Tipo de variable: Independiente
Nivel de medicion: Cuantitativa continua
Unidad de medicion: Afios

Definicion conceptual: Tiempo transcurrido, en afios, a partir del nacimiento de un

individuo.

Definicion operacional: Afios cumplidos

7. Servicio hospitalario
Tipo de variable: Independiente
Nivel de medicién: Cualitativa nominal politbmica

Unidad de medicién: Medicina Interna, Oncologia, Cirugia, Pediatria, Trasplante,

Nefrologia, Oncohematologia, Neurologia, Urologia.
Definicion conceptual: Especialidad médica de atencién al paciente.

Definicion operacional: Area o especialidad donde es atendido el paciente
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FINANCIAMIENTO

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron con tiras E-TEST y sensidiscos
donados por las empresas farmacéuticas que ofertan cada antibiético, un total de
200 tiras C-T con fecha de caducidad del mes de noviembre del afio 2020 y 200
sensidiscos CZA con fecha de caducidad del mes de marzo del afio 2021 fueron
recibidas en el laboratorio. Las pruebas de susceptibilidad se realizaron como parte
del trabajo diario en el laboratorio de microbiologia del HRAEB, por lo que no

requirio inversion adicional en insumos.

RECURSOS HUMANOS Y MATERIALES

— Estudiante de maestria

— Directoras de Tesis

— Instalaciones y personal del laboratorio de Microbiologia Andlisis Clinicos de
Ledn/Hospital Regional de Alta Especialidad

— Tiras E-TEST y sensidiscos para pruebas de susceptibilidad donadas por
farmacéuticas

— Medios de cultivo e incubadora proporcionados por el Laboratorio de

Microbiologia de Analisis Clinicos de Ledn
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RESULTADOS

La solicitud del cultivo de orina se origind por los distintos servicios de atencion en
el hospital. La muestra poblacional a la cual se le realiz6 el cultivo de orina que
presentd crecimiento de enterobacterias de interés para este estudio, estuvo
integrada por 117 personas (73.1 %) del sexo femenino y 43 individuos (26.9 %) del
sexo masculino, con una mediana en la edad de 33 afios (18 — 52.7) en la Tabla 1
se describen las caracteristicas de la poblacién y origen del servicio de cultivo.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes y servicios hospitalarios.

Sexo
Femenino 117 (73.1 %)
Masculino 43 (26.9 %)
Edad (afios, medianay rango intercuartil) 33 (18 -52.7)
Servicio
Trasplante 42 (26.6 %)
Pediatria 24 (15.2 %)
Oncologia 19 (12 %)
Urologia 14 (8.9 %)
Nefrologia 13 (8.2 %)
Oncohematologia 9 (5.7 %)
Terapia intensiva adultos 7 (4.4 %)
Endocrinologia 6 (3.8 %)
Cirugia y Medicina interna 5 (3.2 %)
Neurologia 4 (2.5 %)
Cardiologia, Infectologia y Reumatologia 3 (1.9 %)
Terapia intensiva pediatrica 1 (0.6 %)

31



Division de Ciencias
de la Salud . . ., L.
D(;pzrtzai;ento do Maestria en Investigacion Clinica

Medicina y Nutricion

Campus Leon

Se aislaron 297 cepas de interés (Figura 2), durante un periodo de siete meses, a
las cuales se les realiz6 identificacion bacteriana y pruebas de sensibilidad. La
identificaciébn mostré una prevalencia de 257 cepas de E. coli (86.5 %) y 40 cepas
K. pneumoniae (13.5 %), las cuales fueron sefialadas como agentes etiologicos de

infecciones del tracto urinario (Tabla 2).

300 A
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200 A

150 A

100 ~

BLEE -
W BLEE +

23

Escherichiacoli | Klebsiella pneumoniae
86.5 % 13.5%

Figura 2. Prevalencia y porcentaje de Enterobacteriaceae de interés aislados en
urocultivo en el laboratorio de microbiologia del HRAEB (octubre 2018 a julio 2019).
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Tabla 2. Clasificacién BLEE de las cepas de E. coli y K. pneumoniae aisladas de

urocultivo.
BLEE (+) BLEE(-)
Escherichia coli 135 122 257
Klebsiella pneumoniae 23 17 40
Total 158 139 297

Los perfiles de resistencia a antibiéticos aplicados a todas las cepas aisladas (Tabla
3), mostraron altos niveles de resistencia contra ampicilina, cefalosporinas y
quinolonas, asi como una mayor sensibilidad a amikacina, inhibidores de

betalactamasas y carbapenémicos.

Tabla 3. Perfil antimicrobiano de las cepas de E. coli y K. pneumoniae frente a otros
antibidticos. Valores expresados en porcentaje de resistencia.

Antibidtico E. coli K. pneumoniae
Ampicilina 83.6 100
Amikacina 0.8 0
Ciprofloxacina 61.5 50
Cefotaxima 53.7 57.5
Cefuroxima 56.4 62.5
Ertapenem 0.4 0
Fosfomicina 14 25
Gentamicina 29.2 22.5
Levofloxacina 58.3 32.5
Nitrofurantoina 8.2 12.5
Norfloxacina 61.1 47.5
Ofloxacina 61.1 42.5
Trimetroprim/Sulfametoxazol 68.9 57.5
Tobramicina 34.6 22.5
Piperacilina/Tazobactam 7 2.5
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En lo que se refiere a la produccién de BLEE, se encontraron 135 cepas de E. coli
productoras de estas enzimas, de las cuales 125 (92.6 %) presentaron sensibilidad
a C-T. La mediana de las MIC fue de 0.38 pg/mL (0.25 — 0.50) con valores desde
0.094 pg/mL hasta 256 pg/mL. Por otro lado, 134 cepas (99.2 %) presentaron
sensibilidad a CZA (Tabla 4), la mediana del tamafio de los halos de inhibicién fue
de 27 mm (26 — 29) con valores en el rango de 19 a 32 mm. En resumen, se
identificaron 10 cepas resistentes a C-T y una cepa resistente a CZA. El analisis
estadistico mostro que la sensibilidad a los antibiéticos C-T y CZA no tiene relacion
con el tipo de microorganismo aislado de urocultivo (p>0.05, prueba exacta de
Fisher).

Tabla 4. Sensibilidad a C-T y CZA de las cepas de E. coli y K. pneumoniae aisladas

de urocultivo.

Bacteria C-T CZA

Sensible  No sensible p Sensible No sensible p
Escherichia 125 10 134 1
coli
Klebsiella 23 0 1.000! 23 0 0.2711
pneumoniae
Total 148 10 157 1

IPrueba exacta de Fisher

La variabilidad de las MIC obtenidas de C-T frente a E. coli se presenta en las
Figuras 3y 4 donde se observa que la distribucion de las MIC se concentran entre
los valores de 0.1 a 1 yg/mL, con cinco datos alejados hacia arriba para el caso de
las cepas sensibles; mientras que para cepas no sensibles la variabilidad es muy
amplia con valores que van desde 3 a 24 ug/mL. Los tamafios de halos de inhibicion
de CZA frente a E. coli también presentaron variabilidad (Figura 5), no se apreciaron
valores alejados y se observo mayor numero de datos por debajo de la mediana en

cepas sensibles, mientras que solo se presentd una cepa resistente.
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Figura 3. Variabilidad de MIC (ug/mL) de C-T en cepas sensibles de E. coli.
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Figura 4. Variabilidad de MIC (ug/mL) de C-T en cepas no sensibles de E. coli.
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Figura 5. Variabilidad en tamafio de halos de inhibicion (mm) de CZA en

sensibles de E. coli.
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Para el caso de K. pneumoniae se detectd la produccion fenotipica de beta-
lactamasas de espectro extendido en 23 cepas, de las cuales el 100 % presento
sensibilidad a C-T (Tabla 4), con una mediana de las MIC de 0.75 pg/mL (0.50 —
0.75) con valores desde 0.250 pg/mL hasta 1.5 yg/mL. El comportamiento frente a
CZA por parte de K. pneumoniae fue el mismo que mostro frente a C-T, todas las
cepas fueron sensibles. La mediana del tamafio de los halos de inhibicion fue de 26
mm (25 — 28) con valores desde los 22 a 29 mm. La sensibilidad a los antibioticos
C-T y CZA no esté relacionada con el tipo de microorganismo aislado de urocultivo

(p>0.05, prueba exacta de Fisher).

La variabilidad de las MIC obtenidas de C-T frente a K. pneumoniae se presenta en
la Figura 6 donde se aprecia que la mayor cantidad de datos se ubican por debajo
de 1 ug/mL, con dos datos alejados hacia arriba que no superan el punto de corte
para determinar la caracteristica de sensibilidad al antibiotico. Los tamafios de halos
de inhibicion de CZA frente a K. pneumoniae concentraron al 50 % de los datos

entre los valores 25 a 28 mm (Figura 7), no se presentaron valores alejados.
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Figura 6. Variabilidad de MIC (ug/mL) de C-T en cepas sensibles de K.

pneumoniae.
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Figura 7. Variabilidad en tamafio de halos de inhibicibn (mm) de CZA en cepas
sensibles de K. pneumoniae.
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Se compararon las medianas de MICc.t y mmcza de los servicios de atencion
hospitalaria (Tabla 5), no hubo evidencia que muestre diferencias entre las
medianas de C-T y CZA entre los servicios de atencion; las muestras provienen de

la misma poblacién.

Tabla 5. Medianas de MICc-t y mmcza por servicio de atencion hospitalaria.

mediana recorrido mediana recorrido
Servicio MICc.t intercuartilico p MMcza intercuartilico p
Trasplante 0.5 0.357-0.750 26.5 25-28
Pediatria 0.440 0.250-0.500 27 25-28
Oncologia 0.380 0.250-0.500 28 28-29
Urologia 0.440 0.250-0.812 28 25.75-29.00
Nefrologia 0.500 0.250-0.625 0.543' 26 25-28 0.116*
Oncohematologia 0.380 0.315-0.750 27 25.50-28.00
UCIA 0.380 0.250-1.500 28 23-29
Endocrinologia 0.5 0.332-0.562 26 26.00-27.50
Cirugia 0.250 0.190-0.375 28 27-28
Medicina interna 0.5 0.237-0.625 28 24.50-29.0

1Kruskal-Wallis

En la comparacion de las medianas de MICc.t y mmcza de acuerdo con el sexo de
los pacientes (Tabla 6) no se detectd significancia estadistica por lo cual no se
puede afirmar que existan diferencias entre las medianas de los antibioticos
probados. Finalmente se determiné la MICoo de C-T para las dos enterobacterias de
interés cuyos valores fueron de 1 pg/mL para E. coli y de 1.5 pg/mL para K.

pneumoniae (Tabla 7).
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mediana recorrido mediana recorrido
Sexo MICc.t intercuartilico p MMcza intercuartilico p
Femenino 0.5 0.25-0.75 27 25.5-29
Masculino 0.5 0.25-0.50 0.5521 27 26-28 0.583!

1U de Mann-Whitney

Tabla 7. MICgode C-T para E. coli y K. pneumoniae BLEE positivas.

MICqo
E. coli 1 pyg/mL
K. pneumoniae 1.5 pg/mL

42



Division de Ciencias
de la Salud , . ., ..
Deepzrtgrﬁemo de Maestria en Investigacion Clinica

Medicina y Nutricion

Campus Leon

DISCUSION

Los niveles de resistencia antimicrobiana son un problema importante de salud a
nivel mundial (1), las consecuencias se aprecian en el aumento en morbilidad y
mortalidad, ademas del incremento de costos por parte de las instituciones
responsables de atender a la poblacion afectada (2). En los ultimos afios se ha
reportado un incremento en la incidencia de microorganismos Gram negativos
resistentes a antimicrobianos por lo que, a su vez la incidencia de infecciones a nivel
comunitario e intrahospitalario también han incrementado (53). El uso de nuevas
moléculas dirigidas contra bacterias multidrogo resistentes se ha convertido en una

herramienta prometedora para combatir a microrganismos resistentes (33) (35).

En el presente trabajo se determinaron los porcentajes de resistencia a los
diferentes tipos de antibidticos disponibles para tratamiento de cepas de
Enterobacteriaceae aisladas de urocultivo de pacientes del HRAEB. Los mayores
porcentajes de resistencia se detectaron en la familia de los betalactamicos
(penicilinas y cefalosporinas), exceptuando los carbapenémicos. También se
detectaron altos porcentajes de resistencia frente a quinolonas (ciprofloxacina y
levofloxacina) y a trimetroprim/sulfametoxazol, los datos obtenidos son similares a
los reportados para el 2019 por las redes de vigilancia y control de la farmaco
resistencia en México, INVIFAR (10) y PUCRA (11). El incremento en la resistencia
se explica en gran medida por el uso indiscriminado de estas moléculas al paso del
tiempo (1). Al incrementar el uso de farmacos, las bacterias resistentes que se
encuentran presentes en una mezcla de poblaciones bacterianas, aunque estén en
muy baja proporcion, pueden seleccionarse bajo la presion de los antimicrobianos
lo cual les permite dominar sobre toda la poblacion bacteriana. Asimismo, algunos
de los genes que dan lugar a resistencias, pueden albergarse en plasmidos y
trasmitirse a otras bacterias por mecanismos de conjugacion. Por lo tanto, la
busqueda de alternativas u otras opciones valiosas para el tratamiento de

infecciones del tracto urinario es una constante (11).
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En este estudio se observé un bajo porcentaje de resistencia a amikacina, asi como
a los carbapenémicos, aunque se debe tener especial cuidado en el uso de éstos

ultimos para evitar el abuso y provocar aumento en los niveles de resistencia.

Se identifico el porcentaje de cepas productoras de BLEE en las Enterobacteriaceae
aisladas, resultando 52.5 % en E. coliy 57.5 % en K. pneumoniae, datos que difieren
con los reportados por Morfin-Otero y col. (2013) (54), que reportaron 16.3 %y 26.9
% respectivamente. Actualmente este tipo de resistencia se presenta en mayor
proporcion en cepas de Enterobacteriaceae aisladas en orina. Los antibioticos
evaluados en este estudio son capaces de evadir la accion enzimética de las beta-

lactamasas, logrando de esta manera inhibir el crecimiento bacteriano.

El periodo transcurrido desde el reporte de Morfin-Otero y col (2013) y los resultados
de este estudio muestran un incremento de cepas resistentes del 36% para E. coli
y del 30% para K. pneumoniae en un promedio de 10 afios, no obstante y pese a
las estrategias implementadas para el control de antibiéticos en nuestro pais, el
abuso en el uso de antibidticos sigue incrementando lo cual se relaciona con el
incremento de los porcentajes de cepas resistentes. Los resultados de este trabajo
son representativos de las zonas Bajio y Occidente de México, sin embargo puede

decirse que la tendencia a nivel nacional puede ser similar.

En este estudio se evalud la actividad antimicrobiana (in vitro) de Ceftolozano-
Tazobactam y Ceftazidima-Avibactam, dos nuevas opciones terapéuticas capaces
de inhibir el crecimiento de bacterias con perfiles de resistencia multiple. En la
evaluacion de C-T se determind la concentracion minima inhibitoria, mientras que
en el caso de CZA se midio el halo de inhibicién que resulta de la interaccion de una
concentracion fija de antibiotico y el microorganismo. Se determindé la respuesta de
135 E. coli y 23 K. pneumoniae a estos farmacos. La actividad inhibitoria de
Ceftolozano-Tazobactam contra los aislados BLEE de E. coli (92.6 %) y de K.

pneumoniae (100 %) fue similar, asi como las MICgo (1 pg/mL frente a 1.5 pg/mL),
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estos resultados no difieren de los reportados por Alatoom y col. (2017) (55) que
detectaron 97 % de sensibilidad a C-T por parte de 23 E. coli BLEE y 6
K. pneumoniae BLEE en la Clinica Cleveland Abu Dhabi, en Abu Dhabi, EAU en el
periodo comprendido entre 2015 y 2016. La variabilidad de las MIC de C-T frente a
E. coli oscil6 de 0.094 ug/mL hasta 256 ug/mL, éste ultimo valor elevado se explica

por mecanismos de resistencia que logran evadir la accion de C-T.

Se observé que el valor de MIC aumentaba cuando el perfil de resistencia incluia
mayor cantidad de antibiéticos que no lograban inhibir el crecimiento bacteriano,
comportamiento que se presenta por la expresion de diferentes mecanismos de
resistencia que modifican la respuesta antimicrobiana (56). Los mecanismos
antimicrobianos deben ser detectados con pruebas moleculares como la PCR
(reaccidn en cadena de la polimerasa), por micro arreglos de ADN, la secuenciacion
de ADN, asi como el uso de técnicas bioinformaticas (57); sin embargo, este estudio
carece de esas técnicas. La variabilidad de las MIC frente a K. pneumoniae resulté
menor al obtener valores entre 0.250 ug/mL y 1.5 pg/mL. Estas diferencias en la
variabilidad estan limitadas por la diferencia en la cantidad de cepas estudiadas de
ambos microorganismos, para K. pneumoniae el rango de MIC es menor comparado
con E. coli, ambos rangos no coinciden con el reportado en la clinica Cleveland
(0.125-16 pg/mL) donde el numero de cepas estudiadas fue considerablemente

menor.

Recientemente Castanheira y col. (2019), publicaron resultados de la actividad de
los antibidticos C-T y CZA contra distintos géneros de Enterobacteriaceae aislados
en diferentes hospitales en Estados Unidos (58), en dicho estudio incluyeron 486 E.
coliy 190 K. pneumoniae de un total de 733 cepas BLEE analizadas. Se present6
sensibilidad a C-T en el 90.2 % de las cepas, con un rango de MIC que va de <0.12
Mg/mL a >16 pg/mL y una MICe de 2 pg/mL. Estos resultados difieren de los
obtenidos en este estudio, ya que el rango de MIC encontrado fue mas amplio,
mientras la concentracién del antibiético requerida para inhibir el crecimiento del 90
% de las bacterias aisladas en el HRAEB fue menor, lo que indica que las cepas
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analizadas en este estudio presentan mayor variabilidad en la MIC y requieren una
menor concentracion del antibidtico para inhibir el crecimiento del 90 % de las cepas

analizadas.

Se obtuvo una cepa de E. coli resistente a C-T con MIC muy elevada, dicha cepa
fue aislada de un paciente atendido en el servicio de trasplante, para esta cepa en
particular es importante realizar un perfil molecular para identificar los genes de
resistencia presentes, que posteriormente permita determinar si el nivel de
resistencia esta definido por la expresion de un gen especifico o el conjunto de
varios genes; dicha cepa presenté sensibilidad a carbapenémicos, lo cual no
descarta la presencia de genes inhibidores de este tipo de antibibticos ya que la
expresion de los genes es lo que determina la sensibilidad o resistencia. Los
pacientes del servicio de atencién mencionado son susceptibles a diversos tipos de
infecciones debido a la accidon disminuida de su sistema inmune, lo que deriva en
tratamientos con diferentes antibidticos que impactan en la presién de seleccion de

bacterias resistentes.

El CZA presento actividad similar contra las cepas estudiadas, con 99.2 % frente a
E. coli BLEE y 100% frente a K. pneumoniae BLEE, cabe destacar que en los
reportes de Alatoom y col. (2017) (55) y de Castanheira y col. (2019) (58) no se
identificaron cepas resistentes a CZA mientras que en este estudio se identificé una,
dicha resistencia se atribuye a la presencia y expresion de alguno genes como son
IMP, VIM, NDM y OXA 23, 24, 58, 143 o0 235 sin embargo, es importante hacer uso
de técnicas moleculares para confirmar el gen o los genes presentes que le dan

dicha caracteristica.

Una limitante importante en el estudio de CZA fue el uso de sensidiscos los cuales
contienen una concentracion especifica del antibiético, a diferencia de C-T donde la
tira E-TEST presenta un gradiente de concentracidbn que permite identificar la
cantidad especifica necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano. Esta

demostrado que la eficacia de CZA es mayor a la de C-T (59), debido a la estructura
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molecular que favorece a CZA para resistir la actividad enzimatica codificada en los

genes microbianos.

La variabilidad del tamafio de los halos de inhibicion es mayor para E. coli (19 a 32
mm) frente a los de K. pneumoniae (22 a 29 mm), resulta complicado comparar
estos resultados con alguna referencia. En general para al andlisis de la variabilidad
en la actividad de los antibidticos se usan técnicas que indican valores especificos
de MIC, desafortunadamente debido al elevado costo de las tiras E-TEST de CZA
no fue posible obtener resultados mas especificos como los obtenidos en el analisis
con C-T. El valor del tamafio de halo en la resistencia detectada a CZA por parte de
E. coli impacta directamente en la variabilidad, la resistencia debe corroborarse con

la busqueda de genes que inactivan la actividad de CZA contra la bacteria.

Conocer los perfiles de resistencia de cepas endémicas nos muestran las opciones
gue tienen buena actividad contra estos microrganismos, los perfiles de este estudio
fueron detectados utilizando un equipo comercial que se basa en la deteccion de
rangos de MIC y los clasifica como sensibles, intermedios y resistentes. El hecho
de medir rangos de MIC es una limitante importante, idealmente las pruebas de
susceptibilidad deben evaluarse con micro diluciones seriadas para encontrar un

valor exacto de MIC.

Es necesario evaluar la actividad de estas nuevas moléculas frente a
microorganismos con perfiles de resistencia multiple. Los datos obtenidos en este
estudio aportan informacion valiosa a nivel local del comportamiento de los nuevos

antibidticos frente a cepas representativas de la zona Bajio de México.

La evaluacién de la actividad de los antibiéticos debe realizarse cada determinado
tiempo, ya que los valores de MIC pueden variar por diversos factores como el
abuso de antibidticos, desarrollo de mecanismos de resistencia bacterianos, errores

en la administracion, mal control de brotes hospitalarios, entre otros.
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CONCLUSION

Los antibiéticos C-T y CZA son una buena opcidn terapéutica para combatir cepas
de E. coliy K. pneumoniae productoras de BLEE aisladas en urocultivo. La actividad
de CZA es mayor, aunque la actividad de C-T no se encuentra alejada, siendo

ambas combinaciones buenas opciones para tratamiento.

La resistencia de estas Enterobacteriaceae a multiples farmacos debe ser detectada
y reportada adecuadamente para implementar a tiempo las medidas que logren

controlar dicha resistencia.

Es importante monitorear el comportamiento de estas bacterias frente a los nuevos
antibioticos a fin de identificar el tiempo en que se presente un incremento en la

resistencia a dichos antibidticos y asi evitar la generacion de mas multirresistencia.
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PERSPECTIVAS

= Caracterizacién molecular de cepas resistentes a los antibiéticos
Ceftolozano Tazobactam y Ceftazidima Avibactam.

= Disefio de un estudio comparativo de la actividad antimicrobiana de
Ceftolozano Tazobactam y Ceftazidima Avibactam a partir de la deteccion
de la concentracion minima inhibitoria.

= Disefio de un estudio que determine la asociacion de condiciones clinicas
de los pacientes con la actividad antimicrobiana de los antibi6ticos.
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ANEXOS
Dictamen comité de ética e investigacion.

SALUD &

SECRETARIA DE SALUD

Para Dra. Liliana Salgado Flores Fecha: 13-dic-2018
Responsable Técnico

Q.F.B. Luis Gerardo Medina Navarro
Autor Principal
Folio  CI/HRAEB/086/2018
De Dr. José Antonio de Jesus Alvarez
Canales
Presidente del Comité de Investigacion. Hoja 1de1

Estimada Dra. Liliana Salgado Flores al respecto de su solicitud de evaluacion del protocolo
de investigacion Caracterizacion de la sensibilidad de aislados clinicos de Escherichia
coli y Klebsiella sp a Ceftalozano-Tazobactam y Ceftazidima-Avibactam, se le comunica
la decision del Comité.

APROBADO con el nimero de registro CYHRAEB/2018/054

Se le informa que la aprobacion cuenta con vigencia de un afo, al final de la cual debera

entregar un reporte de los avances o finalizacion de la investigacion.

Sin otro particular, me despido reiterandole nuestro més alto compromiso institucional.

Atentamente

\ : //

Blvd. Milenio No. 130. Col. San Carlos la Roncha. C.P. 37660, Leon, Guanajuato
Tel.: (477) 267 2000 www.hrach salud.gob.mx
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e diciembre de 2018.

Asunto:

Respuesta del Comité de Etica en Investigacién a la propuesta de revision de los
documentos del Proyecto Caracterizacion de la sensibilidad de aislados clinicos de
Escherichia coli y Kiebsiella sp a Ceftalozano-Tazobactam y Ceftazidima-Avibactam.

QFB Luis Gerardo Medina Navarro. Dra. Liliana Salgado Flores,
Investigadores principales

Le informo que el Comité de Etica en Investigacion del Hospital Regional de Alta Especialidad del
Bajio ha evaluado los siguientes documentos: Protocolo del proyecto

De acuerdo a lo anterior, ha resuelto emitir la siguiente decision: ACEPTADO

Sin observaciones:

Le reiteramos el apoyo del CEl para el logro de su proyecto. Conforme al cronograma de actividades
y a los procedimientos internos de este Comité, sera necesario que usted presente un reporte de
avances cada 6 meses durante el desarrollo y al finalizar el proyecto, asi también debera informar
cualquier modificacién que realice al protocolo original. El protocolo tiene vigencia de 1 afio, en caso
de continuar en su desarrollo, debera informar al CEl para su renovacién y vigencia.

5 (\ﬂ\(\ﬂu r\maumcalc 'Uk’j &
E. Acufia Valério Dra. MarlaSMaI?c:.nado Vega
residente actoiano

; ; = , Comité de Etica en Investigacion, Hospital
Comité de Eticd en Investigacion, Hospital : 5 : A
Regional de Alla Especialidad del Bajio Regional de Alta Especialidad del Bajio

60



Division de Ciencias
de la Salud , . ., ..
Deepzrtgrﬁemo de Maestria en Investigacion Clinica

Medicina y Nutricion

Campus Leon

CARTA COMPROMISO DE CONFIDENCIALIDAD

En la ciudad de Leén, Gto., México, con fecha de de

20 |, quien suscribe, Luis Gerardo Medina Navarro, Quimico Farmacéutico

Bidlogo, con domicilio en Mina del Rosario #109-A, Fraccionamiento Real Delta,

Ledn, Gto., México, declaro:

1. Que, quien suscribe, participa en la ejecuciéon del Proyecto de Investigacion
titulado “Caracterizacion de la sensibilidad de aislados clinicos de Escherichia
coli y Klebsiella sp a Ceftalozano-Tazobactam y Ceftazidima-Avibactam” con la
finalidad de obtener el grado de Maestria en Investigacion Clinica, el proyecto
sera desarrollado en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Regional de

Alta Especialidad.

2. Que los Directores responsable del citado Proyecto de Investigacidon son la
Dra. Liliana Salgado Flores, adscrita al servicio de Infectologia del Hospital
Regional de Alta Especialidad del Bajio y la Dra. Ma. de Lourdes Reyes
Escogido, perteneciente a la Division de Ciencias de la Salud de la Universidad

de Guanajuato.

3. Que, en razon de la participacion en el Proyecto de Investigacion, recibiré por
parte del Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio, cepas bacterianas
aisladas de muestras biologicas de pacientes atendidos en la institucion, asi
como el patron de susceptibilidad a antibioticos, ademas de conocimientos
relacionados con los pacientes, en particular datos clinicos y cualquier otro que

el suscrito llegue a conocer.

4. Que, quien suscribe, se compromete a tratar dicha informacion de manera
estrictamente confidencial, tomando todas las medidas de seguridad y

proteccion adecuadas que aseguren que no sera conocida por terceros no
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autorizados. El suscrito so6lo podréa divulgar la informacion que reciba de parte
del HRAEB con la autorizacion, por escrito, de un responsable del Proyecto de

Investigacion.

5. Sicomo consecuencia del actuar negligente de quien suscribe, se divulga la
Informacion confidencial, éste sera responsable por todos los dafios, costos,
reclamos, impuestos y gastos que provengan del incumplimiento de los
deberes mencionados en los niumeros anteriores, sin prejuicio de perseguir las
demas responsabilidades penales, civiles y administrativas que puedan

concurrir.

6. Que, quien suscribe, declara someterse a las siguientes condiciones en el
cumplimiento de los deberes ya mencionados:
6.1.Los deberes de confidencialidad expresados estaran vigentes hasta
afos después de finalizado el Proyecto de Investigacion.
6.2. Terminado el deber de confidencialidad, ya sea por el transcurso del plazo
sefialado o por voluntad del HRAEB, quien suscribe se compromete a
restituir, tomando las medidas de seguridad necesarias, la informacion

confidencial en su posesion.

Para constancia del compromiso de confidencialidad firma, en Ledén, Gto.,a
de de 20

Q.F.B. Luis Gerardo Medina Navarro
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PRODUCTIVIDAD CIENTIFICA

/awy Asociacion Mexicana de Infectologia
y Microbiologia Clinica, A.C.

Otorga la presente

Constancia

LUIS GERARDO MEDINA NAVARRO

kb Mo,

Ascca

Por haber participado como PONENTE con el trabajo titulado "Caracterizacion de sensibilidad a Ceftolozano-Tazobactamy
Ceftazidima-Avibactam, de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae BLEE." dentro de la sesion de carteles

Autores:

Luis Gerardo Medina Navarro, Liliana Salgado Flores, Maria de Lourdes Reyes Escogido, Luis Raudl Rivera Garay

(
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e

Dr. José Juan Donis Hemandez Dra. Patricia Comejo Juarez
Presidente de ls AMIMCALC. Secretaris Académics, AMIMC AC.
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