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RESUMEN

INTRODUCCION: Las enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa son patdgenos
comunmente relacionados con infecciones asociadas a la atencién en salud, y de mayor
relevancia clinica debido a la resistencia que presentan a los antibiéticos. A nivel mundial,
la resistencia antimicrobiana es considerada como un problema de salud publica, y como
consecuencia de esta, surge Ceftazidime/avibactam (CAZ/AVI), una combinacion de
cefalosporina de amplio espectro mas un inhibidor de betalactamasas. Este
antimicrobiano inhibe betalactamasas de clases A, C, y muy pocas D. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue analizar la actividad in vitro de ceftazidime/avibactam a través
de la metodologia de microdilucion en caldo en cepas de enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa recibidas en el INSPI, afio 2017. MATERIALES Y METODOS: La muestra
estuvo conformada por 68 cepas de enterobacterias y 24 cepas de Pseudomonas
aeruginosa pertenecientes al Centro de Referencia Nacional de Resistencia
Antimicrobiana. La metodologia empleada fue la microdilucion en caldo, método Gold
Standard. La microdilucion de ceftazidime/avibactam se realizd en combinacion con
diluciones seriadas dobladas de ceftazidime (4 a 32 pg/ml). Los métodos mCIM y eCIM
detectaron y diferenciaron carbapenemasas. El perfil de susceptibilidad se obtuvo por el
sistema automatizado Vitek 2 Compact y la caracterizacion molecular de genes por PCR,
datos que fueron proporcionados por CRN-RAM. RESULTADOS: CAZ/AVI actu6 de
manera efectiva en 83/92 cepas, pero en las 9/92 cepas se mantuvieron resistentes debido
a sus fenotipos de resistencia NDM, VIM e IMP. Con el método de mCIM se obtuvo un
53% de cepas sin carbapenemasas y un 47% con carbapenemasas, de las cuales por medio
de eCIM se logré diferenciar serin carbapenemasas con 37% y metalobetalactamasas con
el 10%. CONCLUSIONES: CAZ/AVI demostro una potente actividad in vitro en
aislamientos clinicos de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa y devolvio la
sensibilidad a CAZ en un 90,21%.

Palabras clave: enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa, avibactam-ceftazidime,

microdilucion en caldo, resistencia antimicrobiana.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa are pathogens
commonly related with healthcare associated infections and of clinical relevance due to
the high resistance they can present to antibiotics. Globally, antimicrobial resistance is
considerate a public health problem and as a consequence of this, ceftazidime/avibactam
(CAZ /[ AVI) arises as a new combination of a broad-spectrum cephalosporin plus a beta-
lactamase inhibitor. This antimicrobial agent inhibits beta-lactamases of classes A, C, and
very few D. Therefore, this study aimed to analyze the in vitro activity of
ceftazidime/avibactam through the broth microdilution methodology in strains of
Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa received in the INSPI, year 2017.
MATERIALS AND METHODS: The sample consisted of sixty eight strains of
Enterobacteriaceae and Twenty four strains of Pseudomonas aeruginosa belonging to
the National Reference Center of Antimicrobial Resistance. The methodology used was
broth microdilution which is the Gold Standard method. The microdilution of
ceftazidime/avibactam was performed in combination with bent serial dilutions of
ceftazidime (4 to 32 ug / ml). The mCIM and eCIM methods detected and differentiated
carbapenemases. The susceptibility profile was obtained by the automated Vitek 2
Compact system. The molecular characterization of genes was made by Polymerase chain
reaction and this data was provided by CRN-RAM. RESULTS: The results showed that
CAZ | AVI acted effectively in 83/92 strains, the other 9 strains remained resistant due to
their NDM, VIM and IMP resistance phenotypes. With the mCIM method, 47% of
carbapenemase-producing strains were obtained, from which, with the eCIM method,
serin carbapenemase (37%) and metallobetalactamases (10%) were differentiated.
CONCLUSIONS: In conclusion, CAZ / AVI demonstrated a potent in vitro activity in
clinical isolates of Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa and restored the
CAZ sensitivity by 90.21%.

Keywords: Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, avibactam-ceftazidime,

broth microdilution, antimicrobial resistance.
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CAPITULO I
1.1 INTRODUCCION

Ceftazidime/Avibactam (CAZ/AVI) es una nueva combinacién antibiética que surge
como respuesta a la urgente necesidad de combatir infecciones bacterianas que a paso
rapido se estan tornando resistentes a la mayor parte de antibidticos. Ceftazidime es una
cefalosporina de tercera generacion con actividad bactericida, que inhibe la sintesis de
peptidoglicano; por otro lado, Avibactam es un inhibidor no betalactamico de
betalactamasas, que actia formando un enlace covalente con la enzima que es estable a
hidrélisis. Esta combinacion de antibidticos, inhibe betalactamasas de clase A, C y muy
pocas D segun la clasificacion de Ambler, a excepcion de las clase B (Livermore et al.,
2018), es decir, que avibactam es el nuevo inhibidor que restaura la actividad in vitro de
ceftazidime frente a bacterias Gram negativas especialmente a enterobacterias y bacterias

no fermentadoras productoras de carbapenemasas.

CAZ/AVI es efectivo contra enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa pero no presenta
actividad frente a Acinetobacter baumannii. Varios estudios in vitro realizados en los
ultimos afios determinan que Avibactam fue creado con la finalidad de ser un inhibidor
superior a los ya existentes como son: el &cido clavulanico, tazobactam y sulbactam, que
solo actlan frente a betalactamasas de clase A. Es por eso que se debe considerar su uso
prudente y reservado, solo para pacientes que de verdad necesiten y de esta manera evitar

una posible resistencia (Falcone & Paterson, 2016).

La causa de la incorporacion de avibactam y ceftazidime como nueva opcion terapéutica
y alternativa a los carbapenems, es debido al incremento en la prevalencia de Gram
negativos multidrogo resistentes, que incluyen las enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa productoras de betalactamasa y carbapenemasa, considerando que estos sean
atiles en el manejo terapéutico mostrando mayor actividad frente a estos
microorganismos (Stone, Newell, & Bradford, 2018). CAZ/AVI fue aprobado en Estados
Unidos y en Europa como opcion terapéutica en personas que presenten infecciones
complejas tanto intra-abdominales como infecciones del tracto urinario (ITU) incluido

pielonefritis, y que practicamente agotaron sus terapias antibidticas. Se conoce que solo



en Europa fue aprobado el uso de CAZ/AVI en pacientes con neumonia asociada a los
ventiladores mecénicos (Stone et al., 2018).

Este estudio se enfocd en enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa debido a que estos
microorganismos son los mas representativos a nivel hospitalario, ademas que son los
indicados para demostrar la efectividad de CAZ/AVI, porque cuentan con diversos

mecanismos de accion para combatir a los antimicrobianos.

Debido a la importancia clinica y farmacologica ceftazidime/avibactam en cepas de
enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa, el presente trabajo investigativo pretende
responder a la siguiente pregunta: ¢Cual es la eficacia de ceftazidime/avibactam por el
método de microdilucion en caldo en cepas de enterobacterias y de Pseudomonas

aeruginosa recibidas en el INSPI, afio 2017?

Se realizd esta pregunta ya que en el Ecuador no existen estudios sobre la nueva
antibioticoterapia que estd causando revuelo en gran parte del mundo; ya que se
encuentran utilizando en especial en el continente europeo y asiatico, pero que a su vez

causa conmocion por el costo que tiene este tratamiento.

El nombre comercial del antibidtico es “Zavicefta”, que surge de la combinacion de 2g
de ceftazidime mas 0,59 de avibactam. Se administra mediante perfusion intravenosa. La
dosis recomendada para pacientes con Clearance de creatinina (CICr) >51mL/min, es de
20/0,5¢g cada 8 horas con 2 horas de perfusion. La duracion del tratamiento puede variar
de 5 a 14 dias, dependiendo de la afeccion que presente el paciente, como por ejemplo
una infeccién complicada a las vias urinarias, el tratamiento va de 5-10 dias; o si presenta
una neumonia nosocomial o asociada a ventilacion mecénica el tratamiento es de 7-14
dias (AEMPS, 2018).

Segun el estudio de Goodlet, Nailor, & Nicolau, 2016 un tratamiento para una infeccién
intra-abdominal complicada con CAZ/AVI tiene un costo de $1077 por dia, tomando en
cuenta que son minimo 5 dias de tratamiento hasta un maximo de 14 dias, tendria un costo
alrededor de $15082; y eso que va a depender de la zona geografica que se encuentre,
debido a que estos valores corresponden a un tratamiento en Estados Unidos, ademas que

se deberia tomar en cuenta el servicio y estancia hospitalaria.



1.1 JUSTIFICACION

La principal manifestacion fenotipica de la produccion de enzimas tipo KPC es la
resistencia a todos los betalactdmicos y con mayor frecuencia a los aminoglucosidos y
quinolonas, es decir, que cada vez se agotan las opciones terapéuticas y aumenta la
importancia de frenar la diseminacién de este microorganismo, evitando que este sea el
agente patoldgico oportunista presente en las Infecciones Asociadas a la Atencién en
Salud (Paciel et al., 2011).

En enterobacterias, el mecanismo enzimatico por la produccion de betalactamasas, es
considerado como el principal mecanismo de resistencia al presentar un perfil hidrolitico
que causa un incremento en la prevalencia a nivel clinico, ya que estas generan resistencia
a las cefalosporinas de tercera generacion; pero durante estos afos, existe una dispersion
de bacterias que poseen una resistencia a todos los antibiéticos betalactamicos, en especial
a los carbapenémicos, este fendmeno se debe a 2 vias de dispersion: la adquisicion
horizontal de genes que son los encargados de la codificacion de carbapenemasas y la

diseminacion de clones “exitosos” productores de estas enzimas (Oteo et al., 2014).

Por lo antes mencionado, la actividad carbapenemasa es considerada la mas importante y
versatil, siendo capaz de hidrolizar a los carbapenémicos y a otros betalactdmicos. Estas
enzimas se caracterizan por ser resistentes a los inhibidores de betalactamasas que se
encuentren disponibles; esta actividad puede ser identificada en las enterobacterias de
forma creciente sobre todo en Klebsiella pneumoniae con los mecanismos méas poderosos
e infalibles, al conferir a las bacterias una amplia resistencia que incluye a los

carbapenems (Moreno, 2013).

En los ultimos afos, la frecuencia de infecciones causadas por bacterias multidrogo
resistentes ha ido en aumento, constituyendo asi una gran amenaza para la salud publica
por su incremento en las tasas de morbilidad y mortalidad tras no contar con un

tratamiento efectivo contra dichos microorganismos (Falcone & Paterson, 2016).

La multiresistencia es catalogada como un problema de salud en este tipo de patdgenos a

nivel hospitalario, lo cual incide directamente en varios factores como la morbilidad,



frecuencia, mortalidad, carga tanto econdmica como social que involucra al paciente, al
personal y en si al sistema de salud.

La OPS (2012) informa que en la Unién Europea existe un promedio de 1 de cada 20
pacientes hospitalizados que se encuentren infectados por bacterias que albergan a este
tipo de resistencias, y se estima que 37000 fallecen por causa de IAAS asociadas a
Klebsiella pneumoniae KPC y a otros microorganismos con un costo de atencion de 4,1
millones de euros al afio; por otro lado, en Canada, se registran 8000 muertes anuales
relacionadas a la misma causa y en Estados Unidos, los costos anuales de atencion oscilan
entre $28,4 mil $33,8 mil millones. En Ameérica latina, se desconoce la carga de
enfermedad producida por estas infecciones, ya que solo existen datos nacionales y otros

no realizan vigilancia de las IAAS.

Este estudio es de gran de importancia y trascendencia porque hasta la actualidad no se
han realizado investigaciones similares con estos nuevos antibioticos en el Ecuador, ya
que la mayoria de estudios son realizados en Europa, Asia y Estados Unidos. Los
resultados de la determinacion de la eficacia de ceftazidime/avibactam fueron parte del
sustento cientifico necesario para disponer de informacion sobre los datos bacterioldgicos
locales en cuanto a la resistencia y potenciales esquemas terapéuticos para ser

considerados.

Por otra parte, los datos obtenidos en este estudio aportaron con informacion para la
generacion de guias médicas que brinden opciones de tratamiento eficaces para este tipo
de bacterias resistentes, con la esperanza que este nuevo antibiotico ayude a subsanar este

gran problema de resistencia antimicrobiana.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Analizar la actividad in vitro de ceftazidime/avibactam a través de la metodologia de
microdilucién en caldo en cepas de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa recibidas
en el INSPI, afio 2017

1.2.2 Objetivos Especificos
- Detectar carbapenemasas en cepas de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa

mediante la técnica de mCIM y eCIM.



1.2.3

Establecer protocolos de trabajo para microdilucion en caldo de
ceftazidime/avibactam en enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa.
Establecer algoritmos de evaluacion y reporte para ceftazidime/avibactam en los
aislados estudiados.

Limitaciones de Estudio

No se pueden generalizar las conclusiones debido a que la muestra es limitada a
las cepas remitidas al INSPI.

No se tendra una idea general de la situacion de los hospitales del pais debido a

que aquellos que envian las muestras al INSPI son escasos.



CAPITULO I
21 ANTECEDENTES

La era de oro de la antibioticoterapia inicio en el afio 1940 con la introduccién de la
penicilina como el arsenal terapéutico contra las enfermedades infecciosas bacterianas,
compuesta de un anillo betalactdmico y de un anillo de tiazolidina, que iba a ser frente a
los microorganismos causantes de enfermedades con un gran porcentaje de mortalidad en

esa epoca y en la actualidad (Zasowski, Rybak, & Rybak, 2015).

Las cefalosporinas presentan cierta similitud con la estructura de las penicilinas; cuentan
con un nuacleo cefem que es la union de un anillo betalactamico y de un anillo
dihidrotiacinico, y sobre todo con las multiples modificaciones en las cadenas laterales
que le permite la formacién de nuevos tipos de cefalosporinas. En el afio de 1960, la
familia de las cefalosporinas con su primera generacion de antibidticos, fueron
incursionadas en el &mbito clinico. Conforme fueron avanzando los afios, el aumento
incesante de las resistencias y el avance tanto tecnoldgico como molecular de diagnostico,
han permitido que la industria farmacéutica vaya creciendo a tal punto de llegar a tener
una quinta generacion de las cefalosporinas con un espectro mucho mas amplio y ademas
siendo Util para enfrentar nuevos microorganismos tanto Gram positivos como Gram

negativos (Gémez, Garcia, & Hernandez, 2015).

La linea de cefalosporinas de tercera generacion tuvo su lanzamiento en los afios 80.
Ceftazidime se ha caracterizado por combatir a Gram negativos y sobre todo a
Pseudomonas aeruginosa. A través de los afios se ha ido potenciando su relevancia clinica
por su farmacodinamia y farmacocinética, visto que se ha podido combinar con diversos

antibioticos e inhibidores para tener mayor efecto de accion (Zasowski et al., 2015).

En América Latina, se considera que, desde el afio de 1990, la resistencia de las
enterobacterias al tratamiento con antibioticos sigue en aumento debido al aparecimiento
y diseminacion de nuevos mecanismos de resistencia, entre los mas notables esta el de las
Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) y las carbapenemasas. La Organizacion
Panamericana de Salud a mediados de 1990 reconocié que la resistencia a los
antimicrobianos representaba un gran riesgo para la salud publica, y en respuesta
implemento un programa para fortalecer la identificacion de bacterias y susceptibilidad

de pruebas antimicrobianas en los laboratorios clinicos (OPS, 2011). Algunos de los
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mecanismos se han identificado, en este continente, siendo responsables de tasas de
resistencia hasta del 40 % en aislamientos de Klebsiella pneumoniae (L. Gonzalez &
Cortés, 2014).

Las infecciones causadas por enterobacterias, se asocian a una alta tasa de
morbimortalidad en pacientes con estancia prolongada en UCI (unidad de cuidados

intensivos) y los expuestos a dispositivos invasivos (Paciel et al., 2011)

Las bacterias Gram negativas utilizan varias estrategias para el desarrollo de resistencias
a este tipo de medicamentos, podemaos citar una produccion de enzimas inactivadoras de
los antibidticos denominadas betalactamasas y entre ellas especialmente las
carbapenemasas 0 la combinacion de mutaciones estructurales y produccion de
betalactamasas (Méarquez, Rojas, & Camacho, 2017). Las BLEE y las cefalosporinasas
tipo AmpC, proporcionan resistencia a los carbapenémicos cuando estos se asocian a la
pérdida o a algun tipo de alteracion de las porinas (encargadas de la difusion de los
antibidticos a través de la membrana). También existen otros tipos de mecanismos de
resistencia que son: la modificacion de la permeabilidad de la membrana externa,
expresion de bombas de eflujo, y una combinacién de la produccion de betalactamasa con
la produccion de PBP’s modificadas con baja afinidad por el antibiotico (Paciel et al.,
2011).

Por las consideraciones anteriores; en el 2015 surge una nueva opcion terapéutica que es
ceftazidime/avibactam (CAZ/AVI), el cual es una combinacion antimicrobiana que
consta de un inhibidor de betalactamasa (avibactam), y una cefalosporina de amplio
espectro “ceftazidime”. En ese afio, CAZ/AVI fue aprobado por parte de U.S FDA
(United States Food and Drug Administration) y por parte de la Agencia de Medicina
Europea en el 2016, para la utilizacion de esta combinacion en tratamiento de infecciones
intra-abdominales complicadas junto con la administracion de metronidazol y de
infecciones urinarias complicadas incluido pielonefritis. En Europa, se siguen realizando
estudios en pacientes pediatricos pero a la vez fue aprobado en la utilizacion para
pacientes que padezcan neumonia nosocomial (Sader et al., 2018), esta combinacion no

es utilizada ain en América Latina.



Actualmente, las cefalosporinas son agentes de primera linea en infecciones como
meningitis, gonorrea, neumonia, urinarias e intra-abdominales. Hasta el momento no
existe un Optimo tratamiento antimicrobiano, ya que también depende de la
susceptibilidad del aislamiento, esto obliga a optimizar el uso de antibioticos disponibles
y a su vez, realizar combinaciones sinérgicas entre ellos y verificar la eficacia de las

diferentes combinaciones (Paciel et al., 2011).

Existen estrategias de vigilancia de estos microorganismos resistentes a traves del mundo
y en América Latina se denomina ReLAVRA (Red Latinoamericana de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos), de la cual Ecuador es miembro. Y por medio de esta

red, se encuentra potenciando la vigilancia centinela (OPS, 2011).

22 MARCO TEORICO

2.2.1 Enterobacterias

2.2.1.1 Caracteristicas de las enterobacterias

Constituyen un grupo exorbitante y dispar de bacterias pertenecientes al grupo de las
Gram negativas. Se denominan asi, debido a su localizacion habitual como saprofitos en
el tubo digestivo, a pesar de que sean ubicuos encontrandose en el suelo, agua y vegetales,
ademas de delimitarse en la flora intestinal tanto de animales como de humanos (Puerta
& Rodriguez, 2010). En humanos, un mayor porcentaje se encuentra en el aparato
digestivo, con una concentracion tanto en el estbmago hasta el intestino, ademas en menor
proporcién estan localizadas en piel, uretra anterior y en vias respiratorias superiores
(Merino & Losch, 2013).

Las principales caracteristicas de esta familia de bacterias es la de ser aerobios no
formadores de esporas que también algunos pueden ser anaerobios facultativos, reducen
nitratos en nitritos, el alginato no es licuado, son fermentadores de glucosa, son oxidasa-
negativos, productores de catalasa, algunos son inmdviles pero la mayoria son moéviles y

poseen flagelos con distribucion peritrica (Puerta & Rodriguez, 2010).

2.2.1.2 Epidemiologia
Existe abundante colonizacion de las enterobacterias, en individuos hospitalizados,
inmunodeprimidos, sobre todo en pacientes diabéticos, alcohdlicos y los que reciben

tratamiento antibidtico. La mayoria de aislados provienen de IAAS, estos son resistentes
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a varias clases de antimicrobianos, ya que el porcentaje de BLEEs han aumentado
considerablemente. El gran uso de las técnicas diagndsticas y terapéuticas agresivas,
estancia hospitalaria y el uso de inmunosupresores, son factores que contribuyen al
incremento de infecciones por parte de esta gran familia de enterobacterias (Puerta &
Rodriguez, 2010).

2.2.1.3 Caracteristicas microbiologicas

Microorganismos bacilares, es decir, forma de baston, de 1-3 um de largo y 0,5um de
didmetro. Se caracterizan por una estructura multilaminar, que hace referencia o que sigue
e patron de todas las Gram negativas. Su membrana interna consta de una bicapa
fosfolipidica y su membrana externa es de peptidoglucano. Y la externa compleja esta
compuesta de bicapa fosfolipidica incluida lipopolisacaridos, lipoproteinas, proteinas
porinas multiméricas y otro tipo de proteinas. También hacia el exterior se localizan los
organelos de locomocion, los flagelos y también las fimbrias y pili sexuales que provienen
desde la membrana interna. Poseen plasmidos conjugativos, los cuales son Utiles para el

intercambio conjugativo de ADN del plasmido (Puerta & Rodriguez, 2010).

2.2.1.4 Estructura antigénica

En la siguiente tabla se detalla la estructura antigénica de las enterobacterias:

Tabla 1
Estructura antigénica

Antigeno O o Antigeno K o . Antigeno H | Antigeno F o
- Antigeno VI . -
somatico capsular o flagelar fimbrial
Se encuentraen la
ared celular. Solo en .
P Tipo de
Cuenta con tres algunas L
. ) . polisacérido que .
fracciones: el bacterias Es proteico,
! envuelve a la
Antigeno O, capsuladas L presente
oY bacteria sin llegar ) Presente en
polisacarido central como , solo en las o
. a ser una capsula, . las fimbrias
constante para un Klebsiella . especies
. . caracteristico de -
género pneumoniae y . moviles
i I algunas especies
determinado y el Escherichia
e . de Salmonella
lipido A que es la coli
endotoxina

Fuente: (Merino & Losch, 2013) Elaborado por: Pamela Moncayo



2.2.1.5 Factores de virulencia
A continuacion, los factores de virulencia mas representativos de las enterobacterias

seran expuestos en la Tabla 2.

Tabla 2
Factores de virulencia

) . : Produccion de :
Cépsula Fimbrias . Exotoxinas
exoenzimas
Permiten la adherencia . .
) ] Por ejemplo, de Solo son
. a la célula huésped e . .
Propiedades de N . ureasa, gelatinasa, producidas por las
: .| impiden el barrido por . .
adhesina y es anti L. lipasa, patogenas
g las barreras mecénicas . :
fagocitaria. desoxirribonucleasa. | obligadas y poseen
de defensa del e
. efectos especificos
organismo.

Fuente: (Merino & Losch, 2013) Elaborado por: Pamela Moncayo

2.2.2 Mecanismos de resistencia a betalactdmicos

En microorganismos Gram negativos, especialmente en enterobacterias la resistencia a
betalactamicos esta mediada por betalactamasas, a pesar de que existen otros mecanismos
que cooperan para un mayor nivel de resistencia. Existen varios tipos de enzimas
pertenecientes a esta familia que son clinicamente relevantes pero los siguientes a
mencionar son los principales: betalactamasas de espectro extendido (BLEE), las
cromosémicas 0 AmpC mediadas por plasmidos (AmpCs) y las carbapenemasas
(Martinez & Gonzélez, 2014).

Las penicilinas, cefalosporinas y monobactamicos son los componentes principales de la
familia de betalactamicos. Su mecanismo de accion se centra en la sintesis de la pared
bacteriana, al realizar interferencia con la sintesis de peptidoglicano mediante un bloqueo
en la transpeptidacion, pero a su vez activa la autolisina endégena de la bacteria para que
el peptidoglicano sea destruido por la accién de esta. Se les considera bactericidas

parciales, debido a que solo acttan en fase de crecimiento celular.
Conforme el descubrimiento e incorporacion de nuevos antibioticos, la resistencia ante

estos ha emergido como un gran problema de salud puablica, lo que ha obligado a tener

mayor control en cuanto al uso adecuado de estos.
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A nivel salud, la resistencia a los antibidticos se convierte en un reto y una necesidad para

la contencion de este problema. Es por eso, que cada dia surgen nuevas investigaciones

microbiologicas y moleculares que aportan con nuevas bases cientificas para entender

sobre los mecanismos que estan aplicando los microorganismos para su defensa.

2.2.3 Enterobacterias resistentes a Betalactamicos

El mecanismo mas comdn empleado por las Gram negativas, es la hidrdlisis de

betalactamicos por medio de enzimas Betalactamasas. La deteccidon de estas enzimas

tendrd un impacto clinico al momento de seleccionar el tratamiento para el paciente, ya

que los betalactamicos son la primera eleccion en multiples infecciones.

Tabla 3.
Clasificacion de betalactamasas
Bush- Inhibido por Enzim ) _ _
Ambler us Substrato . as Epidemiologia
Jacoby AC EDTA importantes
2a Penicilinas Sl NO PC1 de
S.aureus
Penicilinas, TEM-1. TEM-
2b cefalosporinas de Sl NO '
L, 2, SHV-1
1" generacion
SHV-2a Diseminacion a
- SHV-6, TEM- . .
Penicilinas, nivel mundial:
cefalosporinas de 32 TEM-26, Estados Unidos
2be pory Sl NO  CTX-Ms, ) 05,
lray 2% BEL-1 Italia, Grecia,
generacion VERB-i China, Israel, etc.
PER-1 También se reportan
e
A 2br Penicilinas NO NO SHV-72, mundo
SHV-19 '
serin carbapenemasas _—
2 Penicilinas, sI NO PSE-1
carbenicilina
Cefalosporinas de
2e espectro Sl NO FEC-1, CepA
extendido
Frecuentes brotes de
I1AAS a nivel
Penicilinas, mundial,
2f cefalosporinasy ~ Variable ~ NO KPC-2, SME- especialmente en
1, NMC-A .
carbapenems Estados Unidos,

Sudamérica, Italia,
Grecia, etc
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Mavoria de IMP-1, VIM- Diseminacion
B betalgctamasas 1, NDM-1, mundial
3 incluid NO Sl CcrA and especialmente el
Metalobetalactamasas blnc uido Bcll, CphA, medio Oriente,
carbapenemasas L1 India, ltalia, Grecia.
C i Diseminacion
1 Cefalosporinas NO NO Argpi,c(_?rl\/llY mundial causantes
Cefalosporinasas ' ) de IAAS.
Penicilinas, . OXA-1, Diseminacion
2 cloxacilina Variable NO OXA-10 mundial
i especialmente en el
D Cefalosporinas de OXA-11 medio oriente,
2de espectro Variable ~ NO OXA- 15’ paises
Oxacilinasas extendido mediterraneos,
OXAD3 continente africano.
2df Carbapenems Variable  NO OXA-48 LAAS.

Fuente: (Wilson & Torok, 2018; Bassetti, Pecori & Peghin, 2016) Elaborado por:

Pamela Moncayo

2.2.4 Mecanismos de resistencia no enzimaticos

2.2.4.1 Bombas de eflujo

También conocidas como bombas de expulsion, es una estructura presente en la

membrana externa de la célula, que utiliza el mecanismo de cotransporte iénico como

sustrato energético para cumplir con su funcién que se centra en la expulsion de

metabolitos, detergentes, solventes organicos y antibiéticos (Tafur, Villegas, & Torres,

2008).

Este sistema de eflujo bacteriano, es un mecanismo comun de la resistencia intrinseca a

los antimicrobianos, son fundamentales para la fisiologia de algunas especies de Gram

negativas, que utilizan para la formacion de biopeliculas (Weston, Sharma, Ricci, &

Piddock, 2017).

Se clasifican en 6 familias:
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Bombas de eflujo

ABC MF MATE RND SMR DMT
L P : : resistance L - Ldrug/metabolite
ATE g ! Lﬂz';;szuf%.ﬁzdt roduation | L7t L arsporter
division superfamily

Figura 1. Clasificacion de las bombas de eflujo
Fuente: (Tafur et al., 2008) Elaborado por: Pamela Moncayo

La familia RND es la que presenta mayor impacto clinico, debido a que reconocen a
varios sustratos y se asocian a la resistencia de mdaltiples farmacos. El subtipo mejor
caracterizado de esta familia es el AcrAB-TolC, presente en Escherichia coli, Salmonella
spp y Klebsiella pneumoniae. Otro subtipo homologo a la anteriormente mencionada son
MexAB-OprM, MexCD-Opr]J y MexXY-OprM presentes en Pseudomonas spp., se
encarga de la expulsién de varios antibioticos pero en especial de los aminoglucdésidos,
no tiene accion contra las cefalosporinas de tercera generacion (Alibert et al., 2016;
Weston et al., 2017).

2.2.4.2 Pérdida de porinas

Las porinas son estructuras proteinicas (OMPs) de la membrana externa de los
gramnegativos, que forman canales para la penetracion inespecifica de compuestos
hidréfilos, es decir, que permiten el paso retardado de los antibi6ticos hidrofilicos al
espacio periplasmatico o también algunos seran transportados al citoplasma (Tafur et al.,
2008).

La porina OmpF en Escherichia coli, esta involucrada en la permeabilidad de
tetraciclinas, betalactamicos y cloranfenicol, y la OmpD en Pseudomonas aeruginosa
absorbe carbapenémicos (Schwarz, Loeffler, & Kadlec, 2017). La pérdida de porinas
genera varios problemas como la manifestacion de mecanismos de resistencia, la
sobreexpresion de bombas de eflujo y aumento en la CIM del antibidtico (Tafur et al.,
2008).
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2.2.4.3 Alteracion en el sitio de accion

En la mayoria de casos existe una reduccion de la afinidad del receptor por la molécula
del antimicrobiano. EI mecanismo de accién de las quinolonas es interferir en la sintesis
de ADN, provocando muerte bacteriana por medio de la fragmentacion cromosomica.
Estas son capaces de penetrar la pared, inhibiendo la replicacion bacteriana al tener
contacto con la ADN girasa (codificada por el gen gyrA 'y gyrB) y la topoisomerasa 1V
(codificado por el gen parC y parE), estos son fundamentales en el enrollamiento del
ADN (Alvarez, Garza, & Vazquez, 2015).

Se sabe que una Unica mutacion en el gen gyrA provoca resistencia a &cido nalidixico
(Jiménez, Tijerino, & Vargas, 2011), tanto el gen gyrA como el parC son los mas
afectados. La funcion de los genes encontrados en plasmidos: gnrA, gnrB y gnrS, es
bloguear la accion de la Ciprofloxacina sobre las enzimas de enrollamiento del ADN
(Tafur et al., 2008).

2.2.5 Pseudomonas aeruginosa

Bacilo Gram negativo perteneciente a la familia de la Pseudomonaceae, se caracteriza
por tener forma de baston muy fino, con una longitud de 1 a 3 um de largo y
aproximadamente 0,5- 1,0 um, presenta motilidad gracias a un flagelo polar (INSHT,
2017). Es un patdgeno oportunista aerobio, pero existen ocasiones que puede
desarrollarse en ambientes anaerobios debido al nitrato. Positivo para catalasa y oxidasa.
Tienen la capacidad de producir pigmentos como la pioverdina, piocianina y piorrubina.
Su temperatura dptima de crecimiento es a 37°C, pero puede resistir temperaturas entre
45-50°C.

Microorganismo que muestra una alta prevalencia en IAAS, se le clasifica dentro de las
bacterias multirresistentes ya que presenta varias resistencias intrinsecas debido a la baja
permeabilidad de su membrana externa y a la facilidad de adquirirlas por mutacién. Esta
resistencia que presenta Pseudomonas aeruginosa a los betalactdmicos es causada
principalmente por produccion de betalactamasa cromosomica, plasmidicas, alteraciones
de la permeabilidad como la pérdida de la porina OrpD, y de bombas de expulsién como
MexAB-OprM (Vila & Marco, 2010).
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La mayoria presenta AmpC que corresponde a la clase C cromosémica de Ambler, pero
ademaés de esta, producen otro tipo de betalactamasas que repercuten en la actividad de
los betalactdmicos. Todo esto reduce de manera notable las opciones terapéuticas frente

a las infecciones ocasionadas por Pseudomonas aeruginosa (Vila & Marco, 2010).

2.2.6  Mecanismos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa dentro de su género, es la mas importante en patologia humana
debido a que es oportunista y principal causante de infecciones asociadas a la atencién de
la salud (Farifias & Martinez, 2013). Este microorganismo sobrevive en ambientes y
temperaturas de nivel clinico, presenta una alta morbimortalidad en pacientes
hospitalizados, de unidad de cuidados intensivos y sobre todo en inmunosuprimidos, en

especial los oncoldgicos y con fibrosis quistica (Nicolau & Oliver, 2010).

Esta bacteria no fermentadora posee un alto nivel de resistencia intrinseca a los
antibioticos como por ejemplo: cefalosporinas 12, 2% y 3" generacion, a casi todas las
penicilinas, tetraciclinas, cotrimoxazol y rifampicina. Esta resistencia basal se debe a la
permeabilidad de su membrana externa que comparado a las enterobacterias es menor,
también a los mecanismos no enzimaticos como las bombas de eflujo, entre otros; y
mecanismos enzimaticos. Tiene la capacidad de adquirir nuevas resistencias por
transferencia horizontal, esto va a contribuir con la aparicion y diseminacién de cepas
MDR (Nicolau & Oliver, 2010).

Tabla 4.
Mecanismos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Mecanismo de resistencia Mecanismo Fenotipo resistente
Disminucion de la permeabilidad Mutacién porinas OprD, Carbapenems, aminoglucosidos y
de la membrana externa OprF, OprB guinolonas
MexAB-OprM, MexCD- Cefalosporinas, carbapenems,
Sistemas de expulsion activa OprJ, MexEF-OprN, ureidopenicilinas,
MexXY-OprM aminoglucésidos, quinolonas
Modificacion de la diana del Mutacion DNA girasa y .
P DNA topoisomerasa genes Quinolonas
antibiotico
gyrAy parC
TEM, SHV, PER, GES y VEB
Clase A GES-2
e g o Clase B VIM, IMP, SPMy GIM
Modificacion enzimatica — -
AmpC basal, desrepresion parcial
Clase C
y total
Clase D Oxacilinas OXA-1, OXA-31
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OXA-11, OXA-14, OXA-15,
OXA-19, OXA-32 (espectro
extendido)
Fosforiltransferasas,
Modificacion 30s rRNA adeniltransferasas y Aminoglucdésidos
nucleotidiltransferasas
Modificacién 16s rRNA Metilasas RmtA y RmtD Aminoglucésidos

Fuente: (Pestafia & Pozo, 2018) Elaborado por: Pamela Moncayo

La hiperproduccion de la betalactamasa AmpC cromosomica, es codificada por el gen
ampC controlada por AmpR, estos genes tienen la capacidad de producir niveles bajos de
AmpC pero ante la presencia de imipenem o cefoxitina, su nivel de produccion

incrementa (Lujan, 2014).

2.2.7 Deteccion de carbapenemasas en enterobacterias

Para la deteccion de carbapenemasas en enterobacterias se debe tomar en cuenta: el perfil
hidrolitico de sus clases y enzimas, el analisis minucioso del antibiograma realizado
tomando en cuenta la sensibilidad a todos los betalactamicos, ademéas de la
implementacién de métodos fenotipicos de cribado, inhibicidn de actividad enzimatica,
epidemiologia local y pruebas moleculares para determinar qué tipo de carbapenemasa

posee el microorganismo a analizar (Cercenado, 2015).

El meropenem es el carbapenémico que posee mayor estabilidad y concordancia entre
sensibilidad y especificidad en la deteccion de EPC (Bou, Chaves, Palomo, & Oteo,
2015), por eso se recomienda su uso en lugar de imipenem y ertapenem que tiene alta
sensibilidad pero baja especificidad sobre todo en Enterobacter spp. por la inestabilidad

que tiene frente a betalactamasas de espectro extendido y AmpC (Cercenado, 2015).

En enterobacterias se utiliza los siguientes inhibidores para la diferenciacion del tipo de
carbapenemasa, como por ejemplo: la inhibicion con acido fenilborénico corresponde a
la clase A; la sensibilidad al aztreonam confirmado con una sinergia ocurrida entre
ceftazidime + EDTA o algun carbapenémico + EDTA (Navarro et al., 2011) y la
inhibicion al acido dipicolinico o EDTA corresponden a la clase B, la inhibicion al acido
fenilboronico y cloxacilina corresponde a AmpC, y si no ocurre inhibicion con los

mencionados anteriormente corresponde a la clase D (Cercenado, 2015).
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Las KPC son resistentes a aztreonam, inhibidas por &cido borénico pero no por EDTA, la
sinergia confirmatoria de KPC se puede demostrar entre el &cido borénico o de
preferencia acido fenilbordnico con una cefalosporina de amplio espectro como cefepime
y como sustrato a meropenem. Para las de tipo OXA se recomienda confirmar por
métodos moleculares ya que atn no han sido creados inhibidores especificos para la clase
D (Navarro et al., 2011).

El Carba NP es un test rapido, que detecta colorimétricamente la hidrolisis del Imipenem,
existiendo un cambio de pH alterando los colores de rojo a amarillo confirmando la
produccion de carbapenemasa (Cercenado, 2015). Se utiliza también el método de
aproximacion de discos pero lo fundamental en esta técnica es colocar a la distancia
correcta el carbapenémico con el inhibidor, en especial en las cepas con baja expresion
de carbapenemasa. Para evitar este problema, se ha creado discos o tiras en caso de E-test
que poseen el inhibidor y el carbapenémico en una sola (Navarro et al., 2011).

También existen los medios cromogénicos que tienen como ventaja la deteccién de EPC
directamente de muestras clinicas pero su desventaja es que para BLEE solo detectan
clase Ay B pero no las OXA-48, ademas que pueden dar falsos positivos ya que en ellos
crecen microorganismos productores de BLEE. EI CHROMagar KPC es especifico para
carbapenemasas y posee una alta sensibilidad y especificidad para detectar enzimas VIM
y KPC (Navarro et al., 2011).

La deteccion de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa es diferente a las
enterobacterias, por sus resistencias intrinsecas determinadas por la produccion de AmpC,
su bomba de eflujo MexAB-OprM, los problemas de permeabilidad de su membrana
externa y por su resistencia a los carbapenems. La primera sospecha de carbapenemasas
son los halos < 21mm en imipenem y meropenem. Si existe sinergia entre Imipenem y/o
Meropenem con EDTA se considera MBL pero el hallazgo se debe confirmar con técnicas
moleculares para saber a qué tipo de MBL corresponde. En otro caso, si se observa

sinergia entre ceftazidime y meropenem se considera que es del tipo GES (SADEBAC, 2014)

Pero tanto para enterobacterias como para Pseudomonas aeruginosa existen métodos
moleculares como las técnicas de PCR, PCR multiplex, Q-PCR y microarrays de ADN

gue presentan mayor porcentaje de sensibilidad y especificidad que los métodos
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anteriormente mencionados. La PCR multiplex es una técnica muy practica para la
vigilancia activa de genes que codifican carbapenemasas en enterobacterias. Por otro
lado, existe una técnica denominada Next Generation Secuencing (NGS) que sirve para
el diagnostico de infecciones y realiza una busqueda exhaustiva de genes que sean
resistentes a los antibioticos (Martinez & Aguirre, 2016). Por Gltimo como otra opcion se
tiene a la espectrometria de masas MALDI-TOF que es un método directo de
identificacion enfocado en el andlisis espectrofotométrico de la degradacion de una

molécula carbapenemica (Pena, 2016).

2.2.8 Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos con determinacion de la CMI
Existen varias pruebas de sensibilidad en el laboratorio que son utilizadas para la
determinacion in vitro de la susceptibilidad de los microorganismos frente agentes
antimicrobianos. Estos métodos se clasifican en: métodos de difusion, métodos de

dilucion (microdilucion y macrodilucion).

2.2.8.1 Método de difusion en agar
2.2.8.1.1 Difusion de Disco

Conocido también como método Kirby-Bauer o antibiograma disco-placa, es el
encargado de definir la actividad in vitro de un antibiético ante un microorganismo
detectado, evidenciando asi la capacidad que tiene el antimicrobiano para inhibir el
crecimiento del microorganismo. Este método esta recomendado por National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para la determinacion de sensibilidad

microbiana (Garcia et al., 2000).

Su fundamento consiste en la relacion entre la concentracion necesaria de la sustancia
para poder inhibir una determinada cepa bacteriana y su halo de inhibicion de crecimiento
en la superficie del medio de cultivo adecuado, en este caso Mueller Hinton (MH), que
debe cumplir con las especificaciones normadas por el CLSI como por ejemplo
condiciones fisicas (temperatura), quimicas (pH, iones y cationes) y sobre todo la

esterilizacion de las cajas petri en las que seran envasadas.

Se debe sembrar de manera homogénea, inoculando el microorganismo en la placa de
agar y sobre esta colocar un disco de papel filtro con un didmetro de 6mm, que se

encuentra previamente impregnada una concentracion conocida del antibidtico requerido
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(Cavalieri et al., 2005). Posterior a esto, se debe incubar por 24 horas a una temperatura
que oscila entre 35-37 C, durante este paso, el antibi6tico tiene la capacidad de difundir

radialmente desde el disco hacia el agar.

Al final, se realiza la lectura del didmetro del area inhibida por el antibidtico y se procede
a la determinacion cualitativa categorica de sensible, intermedio o resistente de acuerdo
a las tablas publicadas por los organismos responsables como el CLSI, EUCAST o FDA.
La actividad in vitro de la sustancia es representada por la lectura de los resultados de los
halos obtenidos (Ramirez & Castafio, 2009).

2.2.8.1.2 Epsilon test (E-test)

Es un método cuantitativo de difusion en agar, que en general se traduce en una especie
de tira pléstica que tiene impregnada el gradiente de concentracion creciente del agente
antimicrobiano ubicado de un extremo a otro. Al colocar las Etest sobre el Mueller Hinton

inoculado previamente, el antimicrobiano se difundira en todo el medio (Pena, 2016).

El procedimiento es el mismo que el método de Kirby-Bauer, pero a diferencia de los
discos de papel filtro se utilizara la tira plastica del antimicrobiano que se requiera.
Después de la incubacion se observara una zona de inhibicion elipsoidal y la lectura se
realiza desde el punto del extremo de inhibicion de la elipse formada al punto de unién
con la tira (Pena, 2016).

2.2.8.2 Métodos de dilucion

Los métodos de dilucion son empleados en la cuantificacion in vitro de los
antimicrobianos que busca determinar el crecimiento de la bacteria en diluciones
crecientes del antibidtico obteniendo la CMI del antimicrobiano (Malbran, 2012)
definiéndose como CMI a la concentracion mas baja de sustancia que puede llegar a
inhibir después de una incubacion de 24 horas, el crecimiento visible del microorganismo

en estudio.

La técnica de macrodilucion es utilizada con voliumenes grandes, es decir, de un volumen
final al menos de 1000uL. Esta técnica se la realiza en tubos estériles de vidrio
(13x100mm); y la técnica de microdilucion utiliza valores pequefios con un volumen final

de 100uL, esta se realiza en microplacas de poli-estireno que consta de 96 pocillos (12x8).
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El caldo de preferencia tanto por sus propiedades y condiciones requeridas es el Mueller
Hinton, utilizado para pruebas de susceptibilidad de microorganismos aerobicos y/o
facultativos de rapido crecimiento; debe cumplir con ciertas especificaciones claves para
su elaboracion como es un numero apropiado de iones y cationes, su pH que debe oscilar

entre 7,2 - 7,4 y temperatura ambiente (Cavalieri et al., 2005).

La lectura se realiza al observar a simple vista la menor concentracion de antimicrobiano
encontrado en tubos o en microplacas, comparando con el control positivo. Los resultados
se deben interpretar en la Guia M100 del CLSI 2018, que consta de tablas con los criterios
para cada punto de corte que guiaran en la interpretacion y reporte de los resultados
obtenidos (Cavalieri et al., 2005). Se considera que la CMI es el Gold Standard frente al
resto de métodos, debido a que confirman inusitadas resistencias y sobre todo da

respuestas definitivas (Ramirez & Castafio, 2009).

2.2.9 Moléculas antibidticas nuevas

En los Gltimos afos, la resistencia antimicrobiana representa un grave problema mundial
en salud publica debido a la existencia de una alta prevalencia de microorganismos MDR,
XDR y PDR, especialmente en Gram negativos causando elevadas tasas de morbilidad y
mortalidad (Sader, Farrell, Castanheira, Flamm, & Jones, 2014; Alatoom et al., 2017).
Los organismos de salud se han visto alarmados por esta situacion y vieron la necesidad
de crear y aprobar nuevos antibiéticos especificos para contrarrestar este problema. Es
por eso que a finales del 2014 e inicios del 2015 la FDA aprueba nuevos antibidticos.

2.2.9.1 Ceftolozano/tazobactam

El 19 de diciembre del 2014, la FDA aprob0 el nuevo antibiético denominado Zerbaxa
(Merck&Co.), compuesto de ceftolozano que es una cefalosporina de tercera generacion,
adicionado un inhibidor de betalactamasa conocido como tazobactam(Alatoom et al.,
2017).

Ceftolozano tiene una fuerte actividad y estabilidad frente a Pseudomonas aeruginosa, y
el tazobactam actia como inhibidor contra las clases A y C, protegiendo al ceftolozano
de sufrir hidrdlisis. Este antibidtico fue disefiado para combatir infecciones intra-

abdominales complicadas, infecciones del tracto urinario complejas incluyendo
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pielonefritis e infecciones asociadas a ventilacion mecanica (Sader, Farrell, Castanheira,
Flamm, & Jones, 2014; Alatoom et al., 2017).

La actividad in vitro de ceftolozano/tazobactam es frente a enterobacterias productoras
de BLEE, a Pseudomonas aeruginosa, a Bacteroides fragilis (bacteria anaerobia), a
Streptococcus spp. (microorganismos Gram positivos); con excepcion de KPC, MBL y

con actividad variable contra las AmpC (Solomkin et al., 2015; Alatoom et al., 2017).

Zerbaxa (19/0,59) equivalente a 1 gramo de ceftolozano (sulfato de ceftolozano) y 0,5
gramos de tazobactam (tazobactam s6dico), su presentacion es en polvo para concentrado
y se administra por perfusion intravenosa, su dosis recomendada es cada 8 horas debido
a que la vida atil de ceftolozano es de 2.14 horas, es por eso que se recomienda 3 dosis
en un dia. Este tratamiento dura dependiendo del lugar y gravedad de la infeccion, que
van desde los 4 a 14 dias. Es recomendado para pacientes mayores de 18 afios que

padezcan de las infecciones mencionadas anteriormente.

2.2.9.2 Ceftobiprole

Es una cefalosporina de quinta generacion por su amplio espectro de actividad, que fue
aprobada como monoterapia para neumonia tanto adquirida en el hospital como en la
comunidad, en la Union Europea (UE) (Syed, 2015). Su sustancia inactiva o profarmaco
se denomina ceftobiprole medocaril sddico y su conversion en sustancia activa se realiza
mediante esterasas plasmaticas inespecificas (IQB, 2015). En la industria farmacéutica es

conocido como Zevtera 0 Mabelio (Syed, 2015).

Este agente antimicrobiano exhibe un amplio espectro de actividad contra SARM con
unién a la PBP2a (Staphylococcus aureus); Enterococcus sensibles a ampicilina con
unién a PBP5 (Enterococcus faecalis); Streptococcus resistentes a la penicilina con union
a la PBP2x (Streptococcus pneumoniae) (1QB, 2015; Scheeren, 2015) y a enterobacterias
en especial a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis pero que no
produzcan BLEEs. Su dosis recomendada es de 500mg por infusion intravenosa que dura
alrededor de 2 horas y se debe administrar cada 8 horas (Scheeren, 2015)
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2.2.9.3 Ceftazidime/avibactam
- Ceftazidime

Las cefalosporinas son una gran familia de agentes antimicrobianos betalactdmicos que
presentan un amplio espectro de accion. Estos antibidticos se caracterizan por una
estructura especial denominada anillo betalactamico, que este al ser bactericida, va a
inhibir todas las fases finales de la sintesis del peptidoglicano, es decir, que acttan en la
ultima etapa de sintesis de la pared celular bacteriana induciendo a un efecto autolitico.
En el espacio que existe entre la membrana citoplasmatica y la pared de peptidoglicano,
existen proteinas con actividad enzimatica como lo son las carboxipeptidasas y
transpeptidasas que cumplen una funcion especifica que es la formacion de tetrapéptidos
unidos; estas proteinas son las fijadoras de penicilina y otro tipo de betalactdmicos, las
cuales se conocen como PBPs (Penicillin Binding Protein), en espafol, proteinas fijadoras

de penicilina.

En la produccion de betalactamasa que es una enzima encargada del rompimiento del
anillo betalactamico, provocara que el antibidtico sea incapaz de unirse a las PBPs,
cerrando las vias vulnerables de division bacteriana, causando un efecto natural que es la
presion hiperosmdtica intrabacteriana, y por lo tanto finaliza con la muerte de la bacteria
(Harrison & Bratcher, 2014).

Esta familia de antibidticos se encuentra dividida por generaciones, entre las cuales las
primeras generaciones tienen un amplio espectro y actividad frente a Gram positivas y las

de Gltima generacion, presentan amplio espectro y actividad frente a Gram negativas.

La primera generacion es mas activa a cocos Gram positivos, incluyendo SASM
(Staphylococcus aureus sensibles a meticilina) y Estreptococos, pero no presenta
actividad frente a Enterococos, Listeria y a SARM (Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina). La segunda generacion o también conocida como espectro extendido,
presentan una baja actividad frente a SASM, pero son més efectivas en Gram negativos
como Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae. La tercera generacion o de
amplio espectro, tiene mayor actividad en Gram negativos, sobre todo frente a la mayoria
de la familia Enterobacteriaceae; la caracteristica principal es que son muy resistentes a
la accion de las betalactamasas de espectro extendido. Por ultimo, la cuarta generacion

cuenta con una mayor actividad en Gram positivos al igual que Gram negativos
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productores de betalactamasas plasmidicas clésicas, presentan una estabilidad frente a las
productoras de betalactamasas de espectro extendido (Rodriguez, Tolén, & Lopez, 2013).

En estudios e investigaciones realizadas, se presenta cefalosporinas de quinta generacion
presentando un espectro extendido para Gram positivas que sean multirresistentes
(Rodriguez et al., 2013). Ceftazidime es una cefalosporina de tercera generacion,
bactericida, que inhibe la sintesis de la pared celular porque posee una elevada afinidad

por las PBPs que facilitara la penetracion en dicha estructura bacteriana.

Este antibiotico se destaca entre todos los de tercera generacion por tener gran actividad
frente a las especies de Pseudomonas, en especial a Pseudomonas aeruginosa (Shirley,
2018) y también frente a enterobacterias. Ademas, posee actividad tanto para Gram
positivos como Gram negativos y presenta una amplia resistencia a la mayor parte de
betalactamasas, incluyendo las de Pseudomonas. Se recomienda para tratamiento de
infecciones producidas por Gram negativos, en especial por enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa. Su administracion es exclusivamente por via parenteral
(CECMED, 2017).

- Avibactam
Avibactam conocido inicialmente como NXL104 o como AVE1330A (Pozzi et al., 2018).
Se caracteriza por ser un inhibidor de betalactamasa capaz de actuar en contra de la
resistencia de la proliferacion antimicrobiana, por su notable inhibicion con las PBPs y
serin betalactamasas, también por ser un derivado de diazabiciclo octano, que le permite

ser una molécula mas estable (Kumar & Nair, 2016).

Se le considera un inhibidor de amplio espectro ya que se encarga de inhibir las
carbapenemasas (KPC-2, KPC-3), TEM-1, CTX-M-15 de clase A; betalactamasas de
espectro extendido (BLEE); también las enzimas codificadas por plasmidos de clase C
cromosomica (Amp-C); las OXA 48 y OXA-10 que corresponden a la clase D, a
excepcion de las metalobetalactamasas del grupo B, todas estas de la clasificacion de
Ambler; contando con la capacidad de restaurar la susceptibilidad a la Ceftazidime de
microorganismos con fenotipo denominado MDR/XDR (multidrug resistant/ extensively
drug resistant) (Pozzi et al., 2018), es decir, que protege a Ceftazidime de la degradacion

causada por las serin betalactamasas.
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Para este estudio se ha decidido utilizar la metodologia de microdilucién en caldo de
CAZ/AVI, utilizadas para evaluar la actividad in vitro de distintas concentraciones y en
combinaciones (solo ceftazidime, ceftazidime + avibactam) en un tiempo fijo, con la
finalidad de determinar la sinergia antibiotica, es decir, medir la potencia de la
combinacion de los distintos antibidticos en comparacion con sus actividades
individuales. Esta metodologia se utiliza para combinar una cefalosporina de tercera
generacion (ceftazidime) + un inhibidor de betalactamasa (avibactam) entre si,
observando si avibactam inhibe a ceftazidime, y asi reportar si son sensibles o resistentes,
con la ayuda del CLSI M100 282 Edicion, tabla 2A de Diametro y Punto de corte para

enterobacterias y tabla 2B-1 para Pseudomonas aeruginosa.

2.3 MARCO CONCEPTUAL

Antagonismo: término utilizado en farmacodinamia, cuando el efecto combinado de 2
farmacos es inferior al de cada uno administrado por separado. Existen 4 tipos: el

antagonismo funcional, bioquimico, clinico y farmacoldgico (IESIT, 2013).

Betalactamasas: enzimas bacterianas capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo
betalactamico de las penicilinas, cefalosporinas y otros antimicrobianos betalactdmicos,
dando lugar a compuestos sin actividad antibacteriana (Ardanuy, Cercenado, Canton, &
Torres, 2011).

Betalactamicos: familia de antibi6ticos bactericidas que su mecanismo de accion radica
en la inhibicién de la pared celular del microorganismo. Los betalactamicos pertenecen a
la familia mas numerosa y utilizada en la practica clinica. Poseen una baja toxicidad y un
amplio margen terapéutico (Marin & Gudiol, 2003).

El anillo betalactdmico define quimicamente a estos antibidticos, formando parte de la
estructura de varias familias de antibioticos; consiste en un anillo heterociclico de cuatro
atomos, tres de carbono y uno de nitrégeno y segln la naturaleza de los radicales se
diferencian las distintas moléculas, siendo las cadenas laterales complementarias las mas
relacionadas con su actividad antimicrobiana, farmacocinética y toxicidad. Su mecanismo
de accidn consiste la inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana, interfiriendo en la
sintesis del peptidoglicano mediante un blogqueo en la Gltima etapa de su produccién
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(transpeptidacion) pero también actGan activando la autolisina bacteriana enddgena que
destruye el peptidoglicano (Gomez et al., 2015).

Carbapenemasas: representan la familia de betalactamasas mas versatil, con un amplio
espectro. La mayoria de estas enzimas reconocen e hidrolizan a casi todos los
betalactdmicos y son resistentes a la accion de los inhibidores de los betalactdmicos (Pena,
2016).

IAAS: infeccion Asociada a la Atencidn en Salud que son contraidas por un paciente en
el hospital durante su estancia en dicha casa de salud, que no tenia en el momento de su
ingreso. Pueden afectar a cualquier tipo de paciente e inclusive puede contraer al
momento de dar el alta. Son el evento adverso mas frecuente durante la estacion sanitaria
(OMS, 2015).

ITU: la infeccion del tracto urinario (ITU) consiste en la colonizacion y multiplicacién
microbiana, habitualmente bacteriana, a lo largo del trayecto del tracto urinario. Se
denomina pielonefritis si afecta al rifion y la pelvis renal, cistitis si implica a la vejiga,
uretritis si afecta a la uretra y prostatitis si la infeccion se localiza en la prostata (Gonzélez,
2016).

Microbiologia de las heridas: el medio de cultivo propicio para una gran proliferacion
y colonizacion de microorganismos es el grado de exposicion del tejido subcutaneo, que
va a depender de las caracteristicas de la lesion que presente, es decir, el tipo de herida,
grado de perfusién sanguinea, profundidad, localizacion, inmunidad, y ademas de los
factores propios de los agentes microbianos, como la carga bacteriana y también los

factores de virulencia de los mismos (Burillo, Moreno, & Salas, 2010).

Neumonia Adquirida en la Comunidad: afeccion aguda del parénquima pulmonar que
afecta a pacientes no hospitalizados y que se caracteriza por la aparicién de fiebre y/o
sintomas respiratorios, junto con la presencia de infiltrados pulmonares en la radiografia

de torax (Méndez, Garcia, Baquero, & Marin, 2010).
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Plasmidos: son moléculas de ADN extra cromosémico, a manera de circulo cerrado,
replicandose de forma independiente del cromosoma bacteriano. Su origen es reconocido
por la maquinaria replicativa de cada bacteria (UNAM, 2014). Ademéas de portar
informacidn génica para muchas funciones no esenciales para las células en condiciones

normales de su crecimiento (Betancor, Gadea, & Flores, 2005).

Sinergismo: el concepto se emplea en farmacodinamia, cuando el efecto de 2 o més
farmacos que son administrados a la par, es igual o superior al de cada uno administrado
separadamente. Existen dos tipos de sinergismo, el de sumay el de potenciacién (IESIT,
2013).

Transposones: segmentos de ADN que poseen informacion indispensable para la
transposicion, también tienen genes extra, que pueden codificar para distintas propiedades
fenotipicas, entre las mas importantes, la resistencia a antimicrobianos (Betancor et al.,
2005).
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CAPITULO III
3.1 Marco Metodoldgico

3.1.1 Tipo de estudio

El estudio fue de tipo descriptivo y transversal utilizando aislados de enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa caracterizados por el Centro de Referencia Nacional de
Resistencia Antimicrobiana (CRN-RAM), INSPI. Descriptivo porgue es un estudio que
determind la eficacia de Ceftazidime/Avibactam en cepas de enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa a través de microdilucion en caldo; y fue transversal porque se

realizd en un periodo determinado.

3.1.2 Muestra

Muestreo por conveniencia, es decir, que se selecciond directa e intencionalmente a los
individuos de la poblacion que conformaron la muestra. Se analizaron 92 cepas
resultantes positivas para enterobacterias 0 Pseudomonas aeruginosa enviados a CRN-
RAM, INSPI en el afio 2017.

3.1.3 Criterios de inclusion
Se tomaron en cuenta a las muestras que cumplan con los siguientes criterios:

- Cepas que cuenten con los siguientes datos epidemioldgicos: edad, genero, tipo
de muestra, afio de recepcion de la muestra, localizacion hospitalaria de la
muestra, tipo de microorganismo y su fenotipo molecular, datos Vitek.

- Cepas previamente identificadas y caracterizadas por Biologia Molecular como
enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa.

- Cepas receptadas en el periodo comprendido del afio 2017.

- Cepas que correspondan a diagndéstico de afeccion respiratoria, gastrointestinal,
urinarias, liquidos estériles, abscesos y secrecion de heridas causadas por
enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa.

3.1.4 Criterios de exclusién

- Aislamientos bacterianos de otros géneros y especies, no correspondientes a
enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa.

- Cepas fuera del periodo requerido para el estudio.

- Cepas de muestras provenientes de heces, hisopados rectales y secrecion rectal.
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3.2 Operacionalizacion de variables

Tabla 5.
Operacionalizacion de las variables

Objetivos Variables Categorias Tipo de variables Escala de medicion Definicion Operacional Metodologia, Técnica o Instrumento
Las carbapenemasas son beta-
lactamasas que hidrolizan las
penicilinas, en la mayoria de los
casos también a las
cefalosporinas 'y, en varios Método: Técnica mCIM y Ecim,
grados, a las carbapenemas. En ,
o . basandose en las normas de
Carbapenemasas en . definitiva,  pueden  conferir - .
Detectar - Presencia — . . . funcionamiento de pruebas de
enterobacterias y . Cualitativa Nominal resistencia a todos los beta- P L .
carbapenemasas . Ausencia A . susceptibilidad para los antimicrobianos
Pseudomonas aeruginosa lactdmicos, con la excepcion del i -
en cepas de L M100-ED28:2018 del Clinical &
terobacteri aztreonam, que no se hidroliza Laboratory Standards Institute (CLSI)
enPero dac eriasy por las metalo-betalactamasas. y '
seudomonas Presentes en la mayoria de
dger?g:nc;s,a . enterobacterias y en
mediante la tecnica Pseudomonas spp. en especial
de mCIM y eCIM. aeruginosa.
Método modificado de
- inactivacion del carbapenémico Bf’!safse en las normas de
Positivo (MCIM) es utilizado para la funcionamiento de pruebas de
Técnica de mCIM Negativo Cualitativa Nominal P susceptibilidad para los antimicrobianos

Indeterminado

deteccion de carbapenémicos en
enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa.

M100-ED28:2018 del Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI).
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Método modificado de
inactivacion del carbapenémico
— EDTA (eCIM) utilizado junto

Basarse en las normas de

Positivo al mCIM para diferenciar funcionamiento de pruebas de
Técnica de eCIM Negativo Nominal metalobetalactamasas de serin-  susceptabilidad para los antimicrobianos
Indeterminado carbapenemasas en M100-ED28:2018 del Clinical &
Enterobacterias. El eCIM se Laboratory Standards Institute (CLSI).
reporta siempre y cuando el
mCIM de positivo.
Establecer Microdilucion en caldo en . A .
rotocolos de enterobacterias .. Mlcr_odlluuones a dlferentgs_
graba'o ara Técnica basada en la concentraciones de CAZ/AVI utilizando
. Yy P, Sensible cuantificacion in vitro del cepas del INSPI, afio 2017 de
microdilucion en i - : .
Intermedio crecimiento de la bacteria enterobacterias y Pseudomonas
caldo de . o . iluci . . , |
Ceftazidime / Reswtentgz, Cuantitativa Continua expuesta a .d’I _ucmnes,crementes aeruginosa basa}ndose en las normas de
. Concentracion del antibidtico llegandose a funcionamiento de pruebas de
Avibactam en g .. A .
ug/mL conocer su Concentracion susceptabilidad para los antimicrobianos

enterobacterias y
Pseudomonas
aeruginosa

Microdilucion
en caldo
Pseudomonas aeruginosa

Minima Inhibitoria (CMI).

M100-ED28:2018 del Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI).

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo
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3.3 Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, equipos y reactivos empleados en este estudio se describen en la siguiente

tabla.

Tabla 6.

Materiales, Reactivos y Equipo

Bioseguridad y Reactivos

Técnica

Equipos

Agar MacConkey

Asas plasticas descartables
doble lado de 1l y 10ul

Autoclave

Agar Mueller Hinton

Cajas Mono-petri y Bi-petri
plasticas didmetro
90mm*15mm

Balanza analitica

Agar Nutritivo

CLSI M100-ED28:2018
Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility
Testing

Cabina de bioseguridad

Antibioticos: Ceftazidime
hidratado Lot: 067M4806Vv Y
Avibactam 6312379

Espejo invertido

Cabina de bioseguridad

Bicarbonato de sodio solucién
saturada

Frascos de vidrio de 50, 100 y
500mL

Estufa

Caldo BHI

Gradillas

Incubadora de 37°C

Caldo BHI + Glicerol

Hisopos estériles

Pipetas automaticas de
diferentes volumenes

Caldo Mueller Hinton-Catién
ajustado LOT: 6258541

Matraz Erlenmeyer de vidrio
de 200, 400, 500 y 800mL

Refrigeradora-congeladora

Discos de difusién de
Meropenem

Microplaca de 96 pocillos
immunoGrade PS Estandar
330 pl 100 pl

Turbidimetro

Gorros quirdrgicos

Microtubos pléasticos de
1.5mL

Guantes de nitrilo

Palillos estériles

Guantes de nitrilo

Parafilm

Mandiles desechables

Pinzas metalicas

Mascarillas protectoras

Probetas de vidrio de 25, 100
y 1000mL

Solucidn salina al 0.9%

Puntas plasticas para pipetas
automaticas de multiples
volimenes.

Tripticasa de soya

Tubos de pléstico 12 x 75
mm.

Zapatones

Tubos de vidrio de 5y 10mL

Vortex

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo
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3.4 Procedimiento

3.4.1 Fase I: Solicitudes, Permisos y Autorizaciones

3.4.1.1 Solicitud al Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pablica (INSPI)

Para empezar con la presente investigacion, se requirio enviar una solicitud llenando una ficha
metodoldgica proporcionada por el INSPI, con los datos requeridos del estudio para la
aprobacion de la realizacion de la parte practica en el area del Centro de Referencia Nacional
de Resistencia Antimicrobiana (CRN-RAM). Al obtener la aprobacion de la ficha técnica, se
enviaron los documentos necesarios para entablar un acuerdo de entendimiento entre la

investigadora y el INSPI.

3.4.1.2 Solicitud al Comité de Etica de la Universidad San Francisco de Quito

Para garantizar el cumplimiento de las normas bioéticas en esta investigacion, se recurrio al
Comité de Etica de la Universidad San Francisco de Quito que es parte de la némina actualizada
de Comités de Etica aprobados por el Ministerio de Salud Pdblica del Ecuador. Se llenaron y

enviaron los formularios solicitados por este comité.

3.4.1.3 Autorizaciones

Una vez enviado toda la documentacion, se esperé por las correcciones y sugerencias
pertinentes por parte de las dos instituciones, y al finalizar con todo se obtuvo las
autorizaciones:

Anexo 1. Acuerdo de entendimiento INSPI

Anexo 2. Carta de aprobacion del estudio por parte del Comité de ética de la Universidad San

Francisco de Quito.

3.4.2  Fase Il: Recoleccion de datos

A partir de la base de datos del WHONET, por medio de los criterios de inclusion y exclusién
fueron seleccionadas las cepas, y con ello se procedio a la elaboracion de una base de datos en
Microsoft Excel. Una vez lista la base de datos, se acudio al cepario de CRN-RAM a buscar
los viales correspondientes. Estos fueron sembrados utilizando la técnica de aislamiento por
agotamiento por estria en dos tipos de medios, en Agar Nutritivo Oxoid y en Agar selectivo

MacConkey Lactosa Oxoid, a 37°C por 24 horas en aerobiosis.

Se realiz6 una resiembra en Agar MacConkey Lactosa Oxoid a las cepas con crecimiento

mixto, con el fin de obtener colonias puras pertenecientes a los microorganismos por estudiar.
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3.4.3 Fase Ill: Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

3.4.3.1 Método de microdilucion en caldo para Ceftazidime

Esta técnica fue aplicada bajo los preceptos dispuestos por el CLSI (2018) en la Guia MO7-
11EP. El primer paso fue la preparacion de una solucion madre del antibidtico liofilizado, en
este caso de Ceftazidime, a una concentracion de 1280 pg/mL. En este calculo se consideraron
los datos del antibidtico como la pureza, potencia, fraccion activa y porcentaje de agua Anexo
3.

Para reconstituir Ceftazidime se utilizo Bicarbonato de Sodio solucion saturada. Adicional, la
solucion madre es fundamental para la preparacion de la solucién de trabajo que se realizé a
una concentracion de 128 ug/mL para poder emplear las 8 diluciones propuestas previamente;
y fueron elaboradas con Caldo Mueller Hinton- Cation ajustado de acuerdo a las siguientes
concentraciones de dilucién: 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 y 2 ug/mL Anexo 4.

Como siguiente paso se prepar6 una solucion 0.5 McFarland, utilizando solucién salina al 0.9%
adicionando las colonias aisladas de los medios obtenidos, sin dejar pasar mas de 15 minutos
para su empleo. Después de este paso, se hizo una dilucién 1:100 de la solucién McFarland. Al
momento de tener listo ambas diluciones tanto la del antibiotico (A) como la bacteriana (B),
con la ayuda de una pipeta automatica se absorbid 50 uL de la dilucién Ay se pipeted en los
pocillos correspondientes segun el disefio propuesto de las microplacas en el estudio, de la
misma manera con la dilucién B, obteniendo 100uL como volumen final. Se identifico cada

microplaca y se incub6 en condicion aerdbica a 37°C por 24 horas.

Para la lectura de las microplacas se utiliz6 un espejo invertido para observar la turbidez en
cada pocillo y la guia M100 del CLSI para analizar e interpretar los puntos de corte
correspondiente a cada bacteria y antibidtico. Cada resultado fue recogido en plantillas
realizadas por la investigadora, donde se detalla la codificacion de cada microplaca, fecha de

realizacion y disposicion de cada muestra con su correspondiente dilucion Anexo 5.

3.4.3.2 Método de microdilucién en caldo para CAZ/AVI

Tras la finalizacion y obtencion de resultados de la microdilucion en caldo de Ceftazidime en
todas las 92 cepas del estudio, se procedio con la segunda microdilucién que corresponde a
Ceftazidime/Avibactam. La solucion madre preparada fue a una concentracion de 160 pg/ml

considerando en el célculo los datos del antibidtico mencionados anteriormente Anexo 6. La
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concentracion que se utilizé fue de 4 pg/ml de Avibactam en combinacion con diluciones

seriadas dobladas de Ceftazidime que van de 4 a 32 ug/ml Anexo 7.

Luego de que se prepararon las diluciones de los antibioticos, se siguié el mismo procedimiento
que la microdilucion inicial. Los resultados fueron anotados en plantillas disefiadas por la

investigadora, correspondiente a CAZ/AVI Anexo 5.

3.4.3.3 Meétodo de mCIM y eCIM
Métodos utilizados para la deteccion de carbapenemasas en enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa. Ambos métodos fueron aplicados en todas las cepas del estudio, como pruebas

fenotipicas confirmatorias de enzimas tipo serin carbapenemasa y metalobetalactamasas.

- mCIM
Para la realizacion de mCIM se utiliz6 1000uL de caldo TBS dispensados en un microtubo de
1.5mL, y a través de asas calibradas se agreg6 1uL para enterobacterias o 10uL. Pseudomonas
aeruginosa, después se coloco en el vortex por 15 segundos e inmediatamente el disco de
Meropenem fue dispensado en cada preparacidn, esto se incubo por 4 horas a 37°C. Al finalizar
el tiempo de incubacion, el disco de Meropenem fue bien escurrido y colocado sobre el agar
Mueller Hinton previamente inoculado con la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, por
altimo esto fue incubado de 18-24 horas a 37 °C y reportado segun las normas CLSI (2018).

Los resultados fueron almacenados en la base de datos de la investigadora.

- eCIM
Este método es realizado conjuntamente con mCIM para diferenciar metalobetalactamasas de
serin carbapenemasas. En eCIM se afiadio 20ul. de EDTA a cada 1000uL de caldo TSB, y se
siguio el mismo procedimiento que mCIM. Los resultados fueron reportados segun las normas

CLSI (2018) y almacenados en la base de datos de la investigadora.

3.4.3.4 Sistema automatizado Vitek 2
Los datos del sistema automatizado Vitek 2 Compact de todas las cepas, fueron tomados de la
base de datos de CRN-RAM. Las tarjetas codificadas como AST-N272 se utilizaron para

obtener la CMI de Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Ceftazidime, Ceftriaxona, Cefepime,
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Ciprofloxacina, Gentamicina, Amikacina y Colistin de todas las cepas correspondientes al

estudio.

3.4.3.5 Analisis molecular

Los datos moleculares de cada cepa fueron tomados de la base de datos de CRN-RAM. Estos
datos fueron obtenidos mediante la técnica de PCR para la identificacion de genes de
resistencia en enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa resistentes a betalactdmicos y
Polimixinas. Los genes utilizados fueron: BLEE, GES, MBL, Serin carbapenemasa, MCR.

3.4.4 Control de Calidad

3.4.4.1 Agar Nutritivo y Agar MacConkey

Estos medios de cultivo fueron elaborados bajo las normas dictadas por el CLSI M100-ED28-
2018 y a su vez, se mandaron tres cajas representativas de cada agar preparado, al area de
control de calidad del INSPI-GUAYAQUIL, para su aprobacion y obtencion de un certificado
Anexo 9.

3.4.4.2 Agar Mueller Hinton

El control de calidad del agar Mueller Hinton fue elaborado bajo los criterios establecidos por
la Guia M100 del CLSI 2018. Este agar se empled para la confirmacion de carbapenemasas de
acuerdo al método de mCIM y eCIM Anexo 9.

3.4.4.3 Control de calidad del método de microdilucion en caldo

3.4.4.3.1 Control de calidad del in6culo bacteriano

Se realizd un control de calidad al in6culo bacteriano como parte de la microdilucion para
obtener resultados fiables. Una solucion 0.5 McFarland de la cepa Escherichia coli ATCC
25922 y de esta solucidn se realiz6 una dilucién 1:1000; en agar Nutritivo se indculo 100 puL
de esta dilucion que fue incubada a 37°C de 16-24 horas. La lectura se realizé con un contaje
< 50 colonias para comprobar que el indculo sea el adecuado.

3.4.4.3.2 Cepas ATCC utilizadas para el control de calidad

Las cepas ATCC necesarias para el control de calidad de microdilucion en caldo tanto para
Ceftazidime como para Ceftazidime/Avibactam fueron las siguientes: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae 700603 y una cepa
caracterizada en CRN-RAM de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa de tipo
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NDM (considerada resistente genotipicamente a Ceftazidime/Avibactam). Estas cepas fueron
parte de cada microplaca utilizadas conjuntamente con las cepas de enterobacterias y

Pseudomonas aeruginosa.

3.4.4.3.3 Control de crecimiento del medio
En cada microplaca se destin6d un pocillo para colocar 100 pL del medio utilizado para cada
una de las cepas a analizar. El objetivo fue evidenciar si el medio esta en buen estado o si se

encuentra contaminado.

3.4.4.4 Control de calidad de la técnica de mCIM y eCIM

Para mCIM y eCIM fueron empleadas las mismas cepas ATCC utilizadas en el control de
calidad de microdilucion en caldo, es decir, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae 700603 y una cepa caracterizada en CRN-
RAM de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa de tipo NDM (considerada

resistente genotipicamente a Ceftazidime/Avibactam).

3.4.5 Fase IV: Andlisis de datos y resultados

3.4.5.1 Analisis de datos

El manejo y tabulacién de datos fue realizado en plantillas de Microsoft Excel 2013, partiendo
de una base de datos con informacién obtenida del WHONET y del &rea de RAM. Por medio

de Excel se obtuvo gréaficos de frecuencia.
Se empled estadistica descriptiva para el analisis de datos apoyada en el programa IBM SPSS

con la creacion de tablas de contingencia, frecuencias y la prueba de Chi cuadrado que

determind la relacion entre las variables nominales del estudio.
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS

4.1.1 Descripcion general de las cepas utilizadas en el estudio

Se utiliz6 92 cepas pertenecientes a CRN-RAM del INSPI-Q del periodo 2017, que cumplieron
con los criterios de inclusion y exclusion propuestos en este estudio. Todas las cepas fueron
aisladas de muestras invasivas procedentes de diversas casas de salud e identificadas
molecularmente seguin sea el caso por medio de la técnica de PCR. Estas cepas fueron

preservadas a una temperatura de -70°C en BHI + Glicerol.

De las cepas aisladas y analizadas, se demostr6 un predominio del género masculino con un
56,5% (n=52/92), en edades comprendidas entre los 0 a 93 afios, con el rango de edad de mayor

frecuencia de 51 a 75afios con el 34,8% (n=32/92), como se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7.
Tabla de contingencia de Rangos de edad vs Género
Rangos de edad
0-25 afios  26-50 afios 51-75aflos > 76 afios Total
o Femenino 12 % 7,6% 17,4% 6,5% 43,5%
]
S Masculino 20% 16,3% 17,4% 3,3% 56,5%
o
Total 32% 23,9% 34,8% 9,8% 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

En cuanto al servicio hospitalario, UCI encabeza la lista con un 39,13% (n=36/92), sucesivo

del servicio quirdrgico 25% (n=23/92), como se describe en la Tabla 8.
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Tabla 8.
Tipo de servicio hospitalario del que provienen las cepas de enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa.

Frecuencia Porcentaje

UClI 36 39,1%

o Quirdrgicas 23 25%

o Clinica 18 19,6%

S .*5_ Emergencia 7 7,6%

& 3 Consulta externa y 6 6.5%
L ambulatorio ’

Pediatria 2 2,2%

Total 92 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

La Tabla 9 indica los tipos de muestras que fueron empleados en el estudio, de las cuales se
distinguen los aislados de origen respiratorio, al contar con el mayor porcentaje de 26,1%,

(n=24/92), y dentro de esta categoria secrecion traqueal es la predominante.

Tabla 9.
Tipos de muestras clinicas de las que provienen las cepas de enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa.

Frecuencia Porcentaje

Respiratorio 24 26,1%

g Sangre 23 25%
E Orina 16 17,4%
3 Secreciones 10 10,9%
.F:i Heridas 10 10,9%
Liquidos 9 9,8%

Total 92 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

Los datos que se representan en la Tabla 10, indican el porcentaje de los microorganismos mas
prevalentes en el estudio, determinando que Klebsiella pneumoniae fue dominante al presentar
un 43,5%, (n=40/92), sequido de Pseudomonas aeruginosa (Pae) 26,1% (n=24/92),
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Tabla 10.
Tipos de microorganismos aislados mas frecuentes.

Frecuencia Porcentaje
Klebsiella pneumoniae 40 43,5%
Pseudomonas aeruginosa 24 26,1%
Enterobacter cloacae 7 7,6%
| Klebsiella aerogenes 6 6,5%
§ Escherichia coli 3 3,3%
S Klebsiella oxytoca 3 3,3%
§ Morganella morganii 3 3,3%
'§ Proteus mirabilis 2 2,2%
Serratia marcescens 2 2,2%
Providencia rettgeri 1 1,1%
Raoultella ornithinolytica 1 1,1%

Total 92 100%
Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

En cuanto a los mecanismos de resistencia, se destaca con un 39,1% (n=36/92) a los
microorganismos carentes de genes, consecutivamente se ubican los serin carbapenemasas con
37% (n=34/92), como se explica en la Tabla 11.

Tabla 11.
Frecuencia de mecanismos de resistencia presentes en los microorganismos
Frecuencia Porcentaje
Sin genes 36 39,1%
§ - Serin carbapenemasa 34 37%
£ g MBL 9 9,8%
g % GES 7 7,6%
L BLEE 4 4,6%
MCR 2 2,2%
Total 92 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo
Y en cuanto a la descripcion de la Tabla 12, se analiza detalladamente la distribucion de los

mecanismos de resistencia por grupo de especie, percatandose que KPC ocupa el primer lugar
con 35% (n=32/92).
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Tabla 12.
Clasificacion de los aislados clinicos con respecto a su fenotipo y porcentaje de cada
microorganismo.

No

Carbapenemasas Otras
Carbapenemasas

©

[e0) - [<F]
o ®© I 2 s 2o 8 Hfl & EE B
6 X 85 2 £ 4 ¢ 25 3 C
K. pneumoniae 26 1 1 1 5 1 5 43,5%
P. aeruginosa 7 7 10 26,1%
E. cloacae 1 1 3 2 7,6%
K aerogenes 4 1 1 6,5%
E.coli 1 2 3,3%
K. oxytoca 2 1 3,3%
M.morganii 3 3,3%
P.mirabilis 2 2,2%
S.marscencens 1 1 2,2%
P. rettgeri 1 1,1%
R. ornithinolytica 1 1,1%
Total 35% 8% 2% 1% 8% 1% 2% 8% 2% 18% 15% 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

4.1.2 Susceptibilidad antibidtica
4.1.2.1 Relacion del mecanismo de resistencia de las enterobacterias y Pseudomonas

aeruginosa frente a la accion de Ceftazidime y Ceftazidime/Avibactam.

De la técnica empleada para conocer la CMI de ceftazidime y ceftazidime/avibactam de cada
una de las 92 cepas en estudio, se comprobd que existe una relacion significativa entre el
fenotipo de los microorganismos con el espectro de accion de los antibiéticos, a través de la

prueba estadistica de Chi cuadrado con un valor p= 0,000, como lo indica la Tabla 13.
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Tabla 13.
Relacion de los mecanismos de resistencia de enterobacterias frente a la accion de
ceftazidime y ceftazidime/avibactam.

Enterobacterias CAZ CAZ/AVI
Sensible Resistente Sensible Resistente

Sin genes 71,4% 23,4% 39,4% 0,0%

§ « BLEE 4,8% 6,4% 6,1% 0,0%
(&]
e
22 MBL 0,0% 4,3% 0,0% 100%
T -
g ¢ Serin 23.8% 61,7% 51,5% 0,0%
= Carbapenemasa
MCR 0,0% 4,3% 3,0% 0,0%
Valor p 0,005 0,000

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

La Tabla 14 sefiala la relacion significativa entre los mecanismos de resistencia presentes en
Pseudomonas aeruginosa frente a CAZ y CAZ/AVI. Al igual que los datos de las
enterobacterias, existe una resistencia del 100% a CAZ/AVI por parte de MBL.

Tabla 14.
Relacion de los mecanismos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa frente a la accion de
ceftazidime y ceftazidime/avibactam.

Pseudomonas aeruginosa CAZ CAZ/AVI
Sensible Intermedio Resistente  Sensible  Resistente

z . Sin genes 100% 40% 15,4% 58,8% 0,0%
g5

% 2 GES 0,0% 20% 46,2% 41,2% 0,0%
83

g

= MBL 0,0% 40% 38,5% 0,0% 100%

Valor p 0,014 0,000

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

A continuacion, en la Tabla 15 se especifica los resultados obtenidos de CAZ y CAZ/AVI,

correspondiente a cada fenotipo.
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Tabla 15.

Resultados de la CMI de ceftazidime y ceftazidime/avibactam de las cepas.

Ceftazidime
Enzima + <4 4 8 16 32 >32
Avibactam
Carbapenemasas
CAZ 2 1 1 28
KPC (32) CAZ/AVI 32
CAZ 7
GES (7) CAZ/AVI 7
CAZ 2
OXA48(2) CAZ/AVI 2
CAZ 1
NDM (1) CAZ/AVI 1
VIM (7) CAZ 1 6
CAZ/AVI 3 4
CAZ 1
IMP (1) CAZ/AVI 1
No Carbapenemasas
CAZ 1 1
AmpC (2) CAZIAVI 2
CAZ 2 1 1 3
BLEE (7) CAZ/AVI 7
CAZ 1 1
MCR-1 (2) CAZ/AVI 2
Otros
- CAZ 1 1 5 1 9
Impermeabilidad (17) CAZ/AVI 17
CAZ 13 1
WT (14) CAZ/AVI 14

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

4.1.2.2 Método automatizado Vitek 2 Compact

Previo al resultado del perfil de susceptibilidad antibi6tica por Vitek de enterobacterias y

Pseudomonas aeruginosa, los resultados logrados de CAZ a través de la microdilucion en caldo

fueron relacionados con los alcanzados por el método automatizado Vitek. La prueba de Chi

cuadrado determin0 que si existe una relacion significativa con un valor p= 0,000, como se

visualiza en la siguiente tabla.
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Tabla 16.
Relacion de resultados de ceftazidime obtenidos por microdilucion en caldo frente a Vitek.

Ceftazidime (CAZ)

CAZVITEK
- Sensible Resistente Total
O
S Sensible 85,7% 0% 26,5%
=
o
-§ Resistente 14,3% 100% 73,5%
X
O Total 100% 100% 100%
Valor p= 0,000

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

De las 68 cepas de enterobacterias, el 76,5% presenta resistencia a ceftriaxona continuo de

ceftazidime 69,1%. Por otro lado, poseen una alta sensibilidad a colistin 66,2%, como lo indica

la Tabla 17.

Tabla 17.
Perfil de susceptibilidad de enterobacterias por Vitek.
Enterobacterias

Antibioticos Sensible Intermedio Resistente Total
IMP 38,9% 5,9% 55,9%
MEM 44,1% 1,5% 54,4%
ERT 30,9% 4,4% 64,7%
CAZ 30,9% 0% 69,1%
CRO 23,5% 0% 76,5%
FEP 38,2% 0% 61,8% 100%
CIP 63,2% 0% 36,8%
AK 73,5% 0% 26,5%
GENT 47,1% 2,9% 50%
COL 66,2% 0% 33,8%
Total 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

En las 24 cepas de Pseudomonas aeruginosa se constatd una gran resistencia a los

carbapenémicos como Imipenem 100% y Meropenem 79,1%, y el 100% sensibles a Colistin,

descrita en la Tabla 18.
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Tabla 18.
Perfil de susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa por Vitek.
Pseudomonas aeruginosa

Antibioticos Sensible Intermedio Resistente Total

IMI 0% 0% 100%

MEM 0% 20,8% 79,2%

ERT N/A N/A N/A

CAZ 25% 20,8% 54,2%

CRO N/A N/A N/A

FEP 20,8% 12,5% 66,7% 100%
CIP 12,5% 20,8% 66,7%
AK 79,2% 4,2% 16,7%

GENT 25% 8,3% 66,7%

COL 100% 0% 0%

Total 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo
*N/A: No Aplica

4.1.2.3 Método de mCIM y eCIM
Se lograron excelentes resultados en cuanto a la deteccion de Carbapenemasas con la aplicacion

de la metodologia de mCIM y eCIM. El mas relevante fue el 10% que corresponde a MBL al
dar positivo en ambas pruebas, como lo indica la Tabla 19.

Tabla 19.
Frecuencia obtenida de los métodos mCIM y eCIM.
mCIM y eCIM
Resultado Frecuencia Porcentaje

Negativo-Negativo 49 53,3%
Positivo-Negativo 34 36,9%
Positivo-Positivo 9 9,8%
Total 92 100%

Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo

4.1.3 Algoritmo de evaluacion y reporte para ceftazidime/ avibactam en los aislados
estudiados.

En la Figura 2, se puede apreciar la propuesta de un algoritmo de evaluacién y reporte para
ceftazidime/avibactam, el cual fue disefiado a través del andlisis de resultados de esta
investigacion y con el fin de plantear una mejora en cuanto a los procesos operativos manejados
con respecto al procesamiento de aislamientos analizados en una casa de salud, y en caso de
presentar algun tipo de resistencia, enviarlas al CRN-RAM para efectuar el analisis pertinente.
Esta guia practica presenta dos etapas, diferenciadas por dos colores. La primera parte,

representada por el color azul, indica el procedimiento instaurado en casas de salud para el
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andlisis de un aislamiento problema, y el color rosado corresponde a la segunda etapa en la
cual el aislamiento es remitido a CRN-RAM.

Ljzlamiento remitido

nrtar al médico
ars :il'_:llj

Fosible MEL

Bar terieria Wao nern onda

Infeceidn intra ahdorainal
COn Illl"] a

FEEUROMONAS QXU FINGS3

Figura 2 Algoritmo de evaluacion y reporte para ceftazidime/avibactam en los aislados
estudiados
Fuente: Investigacion Elaborado por: Pamela Moncayo
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CAPITULO V
51 DISCUSION

En los ultimos afios la diseminacién mundial de bacterias multiresistentes ha provocado la
reduccién drastica del arsenal de antimicrobianos y como resultado se obtiene aumento en la
resistencia de estos (OMS, 2017). En el presente trabajo, se llevd a cabo un estudio descriptivo-
transversal, en el cual se probd la eficacia in vitro de la nueva combinacion antimicrobiana
CAZ/AVI mediante el método de microdilucién en caldo, en cepas de enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa que presentaban diferentes enzimas y perfiles de susceptibilidad, al

igual que la investigacion realizada por Livermore et al.(2018).

A partir de los hallazgos encontrados, existe un dominio de cepas que corresponden al género
masculino con 56,5%, dato semejante al reportado por King et al. (2017) con 60% , al igual
que Shields et al. (2017) con 56%, sin embargo, en el andlisis de Van Duin et al. (2018) se
reflejé que el sexo femenino fue superior con 53%. En cuanto a la edad, la totalidad de aislados
clinicos se ubicaron en el rango de 51 a 75 afios con 34,8%. La gran parte de microorganismos
pertenecientes a esta investigacion conforman la microbiota natural, pero pueden comportarse
como patdgenos oportunistas, es decir, que puede llegar a afectar a cualquier individuo
independientemente de su edad y género, solo dependiente de su estado inmunolégico.

En cuanto al servicio hospitalario, las cepas analizadas en su mayor parte provenian de UCI
con un 39,1%, dato que se relaciona con lo publicado por King et al. (2017) y por Shields et al.
(2017) que obtuvieron un 58.33% y 50% en UCI respectivamente en aislados provenientes de
enterobacterias, y con respecto a Pseudomonas aeruginosa, Guano, (2017) identifica al 41%.
Razon por la cual, UCI es el area mas propensa para la permanencia y diseminacion de
microorganismos oportunistas. De igual manera, existen otras areas en este estudio, en las
cuales se adjudica un 25% a Quirdrgicas, 19,6% a Clinica y un 7,6% a Emergencia. La unidad
oncohematoldgica alberga el 100% de pacientes inmunocomprometidos vulnerables a los
patégenos oportunistas, pero solo se consiguieron 2 casos englobados en el area Clinica, y se
puede atribuir a que las medidas profilacticas de los hospitales son focalizadas en esta zona y
asi garantizar un mejor manejo preventivo en los pacientes oncolédgicos (Hachem, Reitzel,
Rolston, & Chaftari, 2017). En general, los pacientes hospitalizados pertenecen a una poblacién
que demanda mayor atencion debido a los maltiples procedimientos invasivos que se les
realiza, favoreciendo asi diseminacion enddgena y cruzada de microorganismos

multiresistentes.
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Las principales infecciones causadas por enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa son
bacteriemia, infecciones al tracto urinario, infecciones abdominales complicadas (Carmeli et
al., 2016), neumonia asociada a ventilacion mecénica y neumonia nosocomial (Flamm,
Nichols, Sader, Farrell, & Jones, 2016). Las muestras respiratorias, de sangre, y orina ocupan
un lugar preeminente dentro de los tipos de cepas que se analizaron, los porcentajes fueron los
siguientes: 26,1% respiratorias, 25% sangre y 17,4% orina, lo cual concuerda con varias
investigaciones cientificas realizadas por Van Duin et al. (2018) con 46% sangre, en segundo
lugar tracto respiratorio con 22% y orina 14%; y en Caston et al. (2017) bacteriemia 45,2% y
19,4% respiratorio. Dentro de la categoria respiratoria, la secrecion traqueal fue la mas
frecuente con 17,4%. Como se menciond en un inicio, tanto las enterobacterias como
Pseudomonas aeruginosa son patdgenos oportunistas que aprovechan la vulnerabilidad del
paciente para causar una gran infeccion asi estén en 6rganos o tejidos estériles, pero estos
microorganismos se encuentran vinculados a factores de riesgo destacados, como los cita
Blanco et al. (2015) al uso previo de antibioticos, infecciones recurrentes, alimentacion
asistida, mas de una hospitalizacion en el afio y comorbilidades que requieran estancia en UCI.

Con respecto a la diversidad de microorganismos recibidos en el estudio, 68 cepas
correspondieron a enterobacterias y 24 cepas fueron Pseudomonas aeruginosa. Entre estos, los
mas frecuentes fueron Klebsiella pneumoniae en un 43,5%, Pseudomonas aeruginosa 26,1%
y Enterobacter cloacae con 7,6%, situacion similar encontramos detallado en el trabajo de Van
Duin et al. (2018). En un estudio preliminar del 2013, el Centro para el Control y Prevencién
de enfermedades arroja valiosa informacién al decir que organismos anteriormente
mencionados, son los mas reportados y muestra el incremento de porcentaje del 1,6% en el
2001 al 10,4% en el 2010 de IAAS causadas por Klebsiella pneumoniae (Jacob et al., 2013).

En relacion con el mecanismo de resistencia de los microorganismos, el 39,1% pertenecian a
los microorganismos sin presencia de genes, el 37% a serin carbapenemasas y el 9,8% a MBL.
En la categoria de serin carbapenemasas, KPC fue la que predominé con un 34,8% comparado
con Castanheira, Mendes, & Sader, (2017) con un 72,5%. Livermore et al.(2018) presenta
9,6% de MBL, datos similares a los del estudio realizado. Se presume que la prevalencia de
estos mecanismos de resistencia se debe a factores tanto externos como internos de los
microorganismos, como se puede citar, el factor mas importante es la exposicién previa a

antibidticos, en especial a los carbapenémicos, que puede ser adquirida a través de mutaciones
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localizadas en su material genético u obtenido por genes procedentes de otra bacteria. La futura
exposicion gque se tenga al antibiotico va a elegir a la poblacion bacteriana que sera la encargada

de manifestar la resistencia, logrando asi ser el genoma predominante Maldonado et al.(2015).

En consideracién a la relacion planteada entre el mecanismo de resistencia de las
enterobacterias frente a la accion de Ceftazidime y Ceftazidime/Avibactam, se obtuvo una
relacion significativa para CAZ (p= 0,005) y para CAZ/AVI (p=0,000), incluido los
porcentajes de sensibilidad y resistencia presentados por cada uno de los fenotipos, de los
cuales en un inicio presentaron resistenciaa CAZ, como por ejemplo, las serin carbapenemasas
con un 61,70% pero que al ser expuestos a CAZ/AVI , el Gnico grupo que mantuvo el 100%
de resistencia fue el de MBL, debido a que avibactam no inhibe las enzimas de clase B. La
misma relacion se hizo con Pseudomonas aeruginosa que se obtuvo resultados semejantes a
los anteriores, es decir, con la relacion significativa para CAZ (p=0,014) y CAZ/AVI (p=
0,000), y la resistencia 100% a CAZ/AVI por parte de las VIM correspondientes al grupo de
las MBL. No existen articulos preliminares que se relacionen con este tipo de comparacion,
debido a que la mayoria de trabajos investigativos no tienen como objetivo principal el estudio
in vitro de esta nueva molécula antimicrobiana, si no su enfoque es in vivo. Publicaciones como
la de Shields et al. (2017) que realizd su estudio con 109 cepas obteniendo resultados
interesantes al concluir que el tratamiento para Klebsiella pneumoniae KPC con CAZ-AVI esta
asociado a un incremento en mejoramiento del paciente con un valor de p=0.006 y de personas

sobrevivientes a una bacteriemia con un p=0.001.

En la determinacion de la CMI para Ceftazidime por medio de microdilucién en caldo, se
trabajo de acuerdo a los puntos de corte que indica el CLSI correspondiente a enterobacterias
(<4 para Sensible, 8 Intermedio y > 16 Resistente) y en Pseudomonas aeruginosa (<8 Sensible,
16 Intermedio y >32 Resistente), obteniendo asi mayor concentracion de CMI en <1 pg/mL
(11) y en >128ug/mL (50); solo se decidio realizar 8 diluciones para Ceftazidime. Al momento
de la comparacion con Vitek, se logré resultados similares al de microdilucion, solo que la
mayor concentracion de cepas fue en >64 (52) debido a que el sistema automatizado solo puede
reportar CMI desde <1 hasta >64 pg/mL, ademds que en Vitek no se obtuvo cepas con CMI
correspondiente a 2, 8 y 32 ug/mL, es decir, que la metodologia manual de microdilucién en
caldo, al ser Gold Standard , confirma inusitadas resistencias y mas que nada da respuestas
definitivas que ayudaran al médico con la dosis exacta de antibidtico segln el reporte entregado

y asi evitar la resistencia antimicrobiana. Como dato adicional, se relaciond estos resultados
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con el fin de saber si es que existe una relacion significativa entre los dos métodos utilizados
en el estudio, y se obtuvo un valor de p= 0,000, es decir, que existe una relacion de dependencia
entre ambas variables; tampoco existen investigaciones cientificas que hagan referencia a este

tipo de relacion entre método manual y automatizado aplicado a un antibi6tico.

Referente a la microdilucién en caldo de CAZ/AVI se aplico en todas las cepas sin excepcion
alguna. Avibactam actué como se lo describe en la literatura, es decir, que aumento el espectro
de accion de Ceftazidime pero lamentablemente no funciond en las Metalobetalactamasas. La
concentracion que se utilizé fue de 4pg/mL al igual que el estudio de Lopez-Hernandez et al.
(2017); Nichols et al. (2018) en combinacion con diluciones seriadas dobladas de Ceftazidime
que van de 4 a 32ug/mL. Los resultados del presente trabajo indican que CAZ/AVI actu6 de
manera efectiva en 83 cepas que corresponde al 90,2%, cabe destacar que dentro de este
porcentaje se detallan fenotipos KPC, GES, OXA-48, BLEE, entre otros., pero el 9,8% restante
pertenece a la resistencia frente a este antimicrobiano, dentro de este porcentaje estan los
fenotipos correspondientes a la clase B de Ambler que son NDM, VIM e IMP. Esta
investigacién se puede comparar con varias publicaciones como en Castanheira et al. (2017)
que alcanzaron un 90,21% de sensibilidad frente a CAZ/AVI, al igual que Garcia et al. (2018)
que determinaron el 100% de accidn y efectividad en microorganismos productores de KPC y
OXA-48.

De acuerdo a los porcentajes de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana para
enterobacterias, se consiguio un 66,2% de sensibilidad al Colistin, porcentaje que comparte
con el estudio de Temkin et al. (2016) con 41,2%. Colistin y polimixinas B son las opciones
de tratamiento para las infecciones causadas por enterobacterias a pesar de que a la larga los
efectos secundarios como nefrotoxicidad amenacen la vida del paciente. Ceftazidime y
Ceftriaxona con un 69,1% y 76,5% de resistencia respectivamente. Y en Pseudomonas
aeruginosa se logro una alta resistencia a los carbapenems como Imipenem con 100%,

Meropenem con 79,2%, y el Colistin estuvo 100% sensible.

Los genes carbapenémicos estan asociados a alarmantes tasas de mortalidad debido a su alta
propagacion a través de la expansion clonal o por la transferencia horizontal de genes a otro
tipo de bacteria. La CDC recomienda la deteccion activa de aislamientos con sospecha de

carbapenemasas. En el 2017, los nuevos métodos modificados para la deteccion de
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carbapenemasas mCIM y eCIM fueron adicionados a la 27#*? edicion de la guia M100 del
CLSI.

El método modificado de inactivacion del carbapenémico o mCIM como tal, fue descrito en el
2015 (Tamma, 2018) e implica la actividad de un disco de meropenem dentro de una sustancia
elaborada con el indculo de una cepa sospechosa de carbapenemasa, si este microorganismo
no es productor, el disco de meropenem conservara su actividad pero en caso de que si sea
productor, el disco sufrira una hidrolizacion. A su vez, el método de eCIM consiste en seguir
el mismo procedimiento que mCIM, solo que al caldo TSB se debe adicionar EDTA, los discos
impregnados con dicha sustancia permiten la deteccién de metalobetalactamasas y asi
diferenciar de las serin carbapenemasas. En el presente estudio se realizo esta técnica con el
fin de detectar carbapenemasas presentes en las cepas y comparar con sus datos moleculares
correspondientes a cada una. Al aplicar ambos métodos, se obtuvo un 53% sin carbapenemasas,
37% de serin carbapenemasas y tan solo un 10% de metalobetalactamasas, que comparado con
los datos moleculares y de la microdilucién en caldo de CAZ-AVI nos arrojan esos porcentajes,
sobre todo en las metalobetalactamasas. Estos porcentajes fueron comparados con un trabajo
realizado en Pseudomonas aeruginosa Yy enterobacterias en especial en Acinetobacter
baumanii, en el cual detallan una especificidad y sensibilidad del 98 y 95% respectivamente
(Tamma, 2018).
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CONCLUSIONES

El renacimiento de nuevos tipos de inhibidores de betalactamasa ofrece esperanza a la Salud
Pablica, en general al mundo que se encuentra dominado por los microorganismos
multiresistentes. En este estudio, CAZ/AVI demostré una potente actividad in vitro en
aislamientos clinicos de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa, este devolvié la
sensibilidad a CAZ en un 90,2%.

Se evidencié que CAZ/AVI es un tratamiento efectivo contra las serin carbapenemasas, en
especial de las KPC, debido a que en esta investigacion se obtuvo un alto porcentaje de dichas
enzimas que a un inicio eran resistentes a CAZ pero bajo la accion de Avibactam pasaron a ser
sensibles. CAZ/AVI no tuvo accién en las cepas clasificadas como MBL, ya que
permanecieron con la misma resistencia a CAZ. Entre las cuales podemos destacar las enzimas
NDM, VIM e IMP, incluidas en este estudio.

Durante el periodo 2017, se obtuvo varios aislamientos clinicos pertenecientes a
enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa, distribuidos en varias casas de salud a nivel

nacional lo que indica una alta prevalencia de estos microorganismos en nuestro medio.

Las enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa son considerados microorganismos
oportunistas que son capaces de causar brotes epidémicos, debido a sus mecanismos de
trasmision de genes. La mayor parte de estos son causantes de IAAS, con un alto porcentaje en
UCI, esto debido a los procesos invasivos que sufre cada paciente y a su estado inmunolégico
que queda seriamente comprometido después de estos procedimientos. La mayor parte de
aislados clinicos provinieron de pacientes adultos, que permanecieron en UCI y de muestras

respiratorias.

Se encontro relacion estadisticamente significativa entre los mecanismos de resistencia de las
enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa con CAZ y CAZ/AVI. De la misma manera, existio
relacion significativa entre la metodologia manual, en este caso microdilucion en caldo y la

metodologia automatizada Vitek para obtener resultados de CAZ.

Fue posible detectar carbapenemasas en cepas de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa
por medio del método de mCIM y eCIM. Y gracias al método eCIM se pudo diferencias las
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metalobetalactamasas de las serin carbapenemasas, al obtener resultados positivos en ambas

pruebas.

No se han encontrado trabajos investigativos a nivel nacional vinculados con CAZ/AVI, es por
eso, que al ser un tema de interés cientifico y mas que nada enfocado en salud publica, se ha
creado protocolos para el empleo de microdilucion en caldo de CAZ/AVI en enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa, con el fin de incentivar la investigacion sobre esta nueva terapia
antimicrobiana. Del mismo modo, se ha propuesto algoritmos de evaluacion y reporte para
CAZ/AVI, basado tanto en la practica como en la teoria. El estudio y conocimiento de los
aspectos epidemiologicos de las infecciones causadas por microorganismos multiresistentes,
van a fortalecer, guiar y sobre todo ser la base para el desarrollo de programas de control y

prevencion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con esta investigacion realizando una comparacion entre las tres
técnicas de laboratorio mas usadas, es decir, microdilucion en caldo, difusion de disco y sistema
automatizado Vitek. Serian datos interesantes que de alguna u otra manera aportaran al sistema
de salud publica en especial al sistema de vigilancia de la RAM, para que actualicen su base
de datos, impulsen protocolos y estandares nacionales con el fin de tener un mecanismo de
accion rapido ligado a estos resultados, para controlar cualquier tipo de brote causado por

microorganismos multiresistentes a nivel nacional.

Se debe incentivar y promulgar charlas y campafas a nivel nacional sobre el impacto del uso
insuficiente, excesivo e inapropiado de antibioticos que repercute en la salud humana.
Igualmente, se debe conformar una red nacional en la cual se tenga acceso a herramientas de
capacitacion e implementacion de métodos necesarios para la correcta identificacion de
microorganismos Y reporte de ellos, de esta manera existira una mejor recopilacion de datos de
RAM a nivel nacional, los cuales seran de conocimiento pablico al ser compartidos a través de

publicaciones realizadas por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador.

Se recomienda a todos los sistemas de vigilancia que estén alerta ante cualquier muestra o
aislado clinico sospechoso de multiresistencia, para que siguiendo los protocolos del caso se
reporte de manera oficial obteniendo datos reales, para conocer si debe aplicar seguimiento y/o

control al caso en particular.

Ecuador deberia formar parte del Sistema Mundial de Vigilancia de Resistencia a los
Antimicrobianos (GLASS) para poder monitorear, detectar e informar sobre las resistencias

emergentes mediante estandares globales.

La literatura internacional sugiere realizar un estudio in vitro con mayor nimero de muestras,
que permita conocer la actividad de aztreonam combinado con avibactam, para observar si

podria ser un agente terapéutico viable contra las MBL.

Y, por ultimo, se recomienda realizar estudios socio-economicos sobre la implementacion de
Ceftazidime-Avibactam en el Ecuador, y de ser el caso se recomendaria tomar en consideracion

el algoritmo de evaluacion y reporte de este nuevo agente antimicrobiano.
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Anexo 1. Carta de aprobacion del estudio- CEISH-USFQ.
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Anexo 2. Protocolo de preparacion solucion madre de Ceftazidime

PROTOCOLO DE PREPARACION SOLUCION MADRE DE CEFTAZIDIME
HYDRATE

DATOS ANTIBIOTICO
Lote: 067m4806v Casa Comercial: SIGMA
Potencia: 681.12 ug/mg Almacenamiento: 2-8°C
Solvente: NaHCO3; 1M Pureza: 99% (HPLC)
Fraccion Activa: 80%  Porcentaje de Agua: 14%

CALCULO POTENCIA
Potencia = Pureza X Fracciéon Activa (1 — % H,0)
Potencia =990 x 0.8 (1 — 0.14)

Potencia = 681.12 Ll
mg

PREPARACION SOLUCION MADRE (SM)

Volumen final: 2 mi

Concentracion: 1280 ug/ml

Volumen ( ml) X Concentracién (%)

Peso Ceftazidime =
f Potencia ug/mg

2ml x 128049
ml

Hg
681.12 mg

Peso Ceftazidime =

Peso Ceftazidime = 3.75 mg

3.75 mg Ceftazidime en Polvo + 1000 ul de NaOH 1M + 1000 ul de Agua Molecular

PREPARACION SOLUCION DE TRABAJO (ST)
Volumen Final: 700 ul
Concentracion Final: 128 ug/ml
A partir de una alicuota de la SM:
70 ul de SM + 630 ul de MHB

Almacenar -20°C
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Anexo 3. Solucidon de Trabajo de Ceftazidime

DILUCIONES
Solucién de Trabajo 1 (ST1): 128 ug/ml
Preparacion de diluciones (2 placas): VF: 1400 ul

ANTIBIOTICO Ceftazidime
# MUESTRAS 16 Vol/muestra 1000
Concentracion | Concentracion Volumen
Volumen ST
dilucién pocillo Solvente
256 128 1000 -
128 64 500 500
64 32 250 750
32 16 125 875
16 8 62,5 937,5
8 4 31,25 968,75
4 2 15,625 984,375
2 1 7,8125 992,1875
Total 1992,1875 6007,8125
Aprox. 3000 8857,8125

Procedimiento

1. Preparacion de la suspension bacteriana 2. Preparacion de los pocillos
1.1 Sembrar las cepas en Agar nutritivo e incubar 24 2.1 Rotular los micropocillos.
horas incluidas las cepas control.
1.2 Preparar una soluciéon McFarland 0,5 (1-2 2.2 Afadir 50 pl de cada dilucion en
x108UFC/ml) en solucién salina (0,9%). cada pocillo como corresponda.
1.3 Hacer una dilucién 1:100 con 10 pl de solucion 2.3 Afadir 50 pl de la suspension
0,5 McFarland + 990 pl de SSE (1x108UFC/ml) bacteriana.
1.4 Para control de calidad tomar 10 pl del pocillo de 2.4 Incubar 24 horas a 37°C.
control de crecimiento de la Cepa ATCC 25922,
hacer una dilucion 1:1000 (10 pl + 990 SS
(1:100); 100 I + 900 I SS (1:10)), sembrarlo en
agar nutritivo para su respectivo contaje (50
colonias).

Fuente: (Alban, 2017)



Anexo 4. Distribucion de los micropocillos para la microdilucién de

Ceftazidime.
# Muestras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Diluciones Cepa ATCC | Cepa ATCC
A=128 ug/ml
B= 64 ug/ml
C=32 ug/ml
D=16 ug/ml
E= 8 ug/ml
F= 4 ug/ml
G=2 ug/ml
H: 1 ug/ml Control medio
Nota:
1. Seran 10 cepas diferentes que se trabajaran en cada microplaca de manera vertical
2. Serén 8 diluciones del antibidtico a trabajar, desde la concentracion de dilucion 128
ug/ml hasta la 2 ug/ml.
3. En cada microplaca se utilizaran 2 cepas ATCC para control de calidad.
4. Y enla“l2 H” se utilizara para control de crecimiento del medio.
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Anexo 5. Protocolo de preparacion solucion madre de Avibactam.
PROTOCOLO DE PREPARACION SOLUCION MADRE DE AVIBACTAM

DATOS ANTIBIOTICO
Lote: 067m4806v Casa Comercial:

Potencia: 681.12 ug/mg | Almacenamiento: TA
Solvente: NaOH 1M Pureza: 99.5% (Assay)
Fraccion Activa: 93% | Porcentaje de Agua: 0.05%

CALCULO POTENCIA
Potencia = Pureza X Fraccion Activa (1 — % H,0)
Potencia =995 x 0.93 (1 — 0.0005)

Potencia = 924.89 *
mg

PREPARACION SOLUCION MADRE (SM)
Volumen final: 2 ml
Concentracion: 160 ug/ml

Volumen (ml) X Concentracién (%gl)

Peso Avibactam = ,
Potencia pug/mg

2ml x 16044
ml
ug
924.89,

Peso Avibactam =

Peso Avibactam = 0.35 mg



Anexo 6. Solucion de trabajo de CAZ/AVI

CEFTAZIDIMA AVIBACTAM
SM SOLVENTE SM | SOLVENTE
Sol. Madre 5120 - Sol. Madre 160 -
Sol. Trabajo 40 1560 Sol. Trabajo 220 1980
CEFTAZIDIMA
# MUESTRAS 16 Vol/muestra 1000
Concentracion | Concentracion Volumen
dilucién pocillo Volumen ST Solvente
128 64 1000 -
64 32 500 500
32 16 250 750
16 8 125 875
Total 1875 2125
Aprox. 1600 3685
CEFTAZIDIMA/AVIBACTAM
Concecr;\t;acmn ConcT\tI:acmn CAZ/AVI Vogi\rrzien Volumen AVI
128 16 (64/8) 400 400
64 16 (32/8) 400 400
32 16 (16/8) 400 400
16 16 (8/8) 400 400
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Anexo 7. Distribucion de los micropocillos para la microdilucién de Ceftazidime-

Avibactam
# 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12
pOCIIIO 32 ug/ml 16 ug/ml 8 ug/ml 4 ug/ml Control 32 ug/ml 16 ug/ml 8 ug/ml 4 ug/ml Control
Diluciones crecimiento crecimiento
A A
B B
C C
D D
E E= cepaatce
F F= cepantcc
G G= Cepa ATCC
H H= Cepa ATCC

Nota:

.

Serén 12 cepas diferentes que se trabajaran en cada microplaca de manera

horizontal.

Serén 4 diluciones del antibidtico a trabajar, desde la concentracion de

dilucién 32 ug/ml hasta la 4 ug/ml.
En cada micro placa se utilizaran 4 cepas ATCC para control de calidad.
Y en la fila “5” y “12” se utilizaran para control de crecimiento del medio.
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Anexo 8. Resultados del Control de Calidad de Agar Mueller Hinton, Nutritivo y
MacConkey por parte del INSPI-G.

- Control de Calidad del Agar Mueller Hinton

) CERT|FICADO DE CONTROL DE CALIDAD DE| codigo: | F-MOC-032
A MEDIOS DE CULTIVO
: (sélidos - semisélidos - liquidos) Edicin: o3

MACRO PROCESO: PROCESO INTERNO: Focha 161042018
— leufq-mn Compartidas Medios de Cultivo Aprobackdn:

IOMBRE: Agsr Musller Hinmton ME

OTE: AMMMS 140513 CANTIDAD: 4 Unidades
ECHA DE REQUERINRINTO: 16 da Mayo del 2018
ECHA DE ELABORACION: 14 da Mayo del 2018
ECHA DE EXFIRACION: 14 dé Junio del 2018
ENPERATURA DE CONSERVACION: 2ad'cC
CARACTERISTICAS FISICAS RESULTADOS
{OLOR: Ambar CONFORME
\OLUREN: 25 ml (4mm de grosor c/u CONPOmME
NESENTACION. Cajas Monopetri Plasticas CONFORME
M: 73201 a25C 73
CONTROL DE ETERILIDAD A 35°C 1t 2 *C POR 24 HORAS RESULTADCS
A J35°C X 2¢ HORAS NO SE OES MACROSCOPICAMENTE M MCROSCOPICANENTE NIA
7O DE MICROORGANISMOS
EVALUACION CON INCUBACION A 35°C £ 2 *C 48 HORAS
1SOITS11133-2) REBATADOS
Microoeganismo | Carsct mm}eulummm Sobclividad | Prodectividad
MACHOSCOM NTE PRESENTA COLOMAS
Escharichia col CREMOSAS VALION WCROSCOPICA : P CoNPORE
ATCC 25922 CRECIMENTO D BACILOS GRAM NEGATIVDS
: METODO DE KIRSY BAUER
Staphyh ANTEIOTICO ATCC 28033 “TRANGOD
¥ N30 28 men 20-26 e
Surros 0 31 mm 2537 een RO
ATCC 25522
[~} 5 nm 2230 rmen
ox1 21 mm 1634 mem
Prouth RGO i
awruginosa : CONFONNE
ATOC 27883 CH10 20 e 1723 mm
Erter ARTIRIOTICO ATC 39113 NANDO
faocalis CONFORME
ATOC 20242 ST 25 28 e Mayee u 20 mn
% Productividad A ) A
foto: £ contred de esterifidod es reafizofio en #f Laboratanio de Medios de Cultive del WSPI Quito.
= : PRSP
Liberada por: | Dra. QF. Ivanne Gavilanes [ Fma: | QLﬁ‘i{h’ =3
Responsable Plitatora de 5 A it -
g cis it Tss.cu.smu-um Fma: | o]
mmmuwemm-lonmam* 080, La Informacién contenida 6s de prop |
Jeatuto Naciomal da iestigacide on Sahud Pablica INSPS Dr. Leopoido kzquista Pérme,
Fimma de Recibido: | -‘uwg——*—-._ e [ Feohw: | 22-cs-6 |
Pagina 11
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Control de Calidad del Agar Nutritivo

() CERTJFICADO DE CONTROL DE CALIDAD oe! Codigo: | r-MbC2
) MEDIOS DE CULTIVO
. {sélidos - semisdlidos - liquidos) Ediclén: 03
! HmPROCESO: PROCESO INTERNO: Focha 1650472018
- Compartidss Madica da Culthvo Aprobacion:
NOMBRE: Agar Nusritho
LOTE; AN100518 CANTIDAD: 3 Unidades
FECHA DE REGUERIMIENTO: 16 do Mayo del 2018
FECHA DE ELABORMION: 10 da Mayo del 2018
FECHA DE EXPIRACIKON: 10 de Junio dal 2018
TEMPERATURA DE CONSERVACION: 28°C
CARACTERISTICAS FISICAS REAULTADOS
COLOR: Amber Claro CONPORME
VOLUMEN: 25 ml CAJ aprox CONPORME
PRESENTACION: Cajas Moncpetd Plasticas CONPORME
P 7.0202a25C 10
CONTROL O ESTERILADAD A 35°C £ 2 *C POR 24 HORAS NESULTADOS
A 16°C X 24 HORAS NO SE 0BSERVO MACROSCOPICANENTE NI MICROSCOPICAMENTE N
c«sﬁumoemm
EVALUACTON CON INCUBACION A 35°C £ 2 C 45 NORAS
I (NORMA JSOT514133-2) RESULTADOS
Microorganismo | Carmceristicas Fificas ( Caracteristicas Quimicas | Sefectividad | Productividad
MACROSE TE PRESENTA COLONIAS
Bacherichia cof CHEMOSAS ACION MCROSCOPICA NO Fl coNFomuE
ATCC 25932 CRECRMIENTD (E BACILOE GRAM NEGATIVOS
Staphyiococcus | MACROSC PRESENTA CULOMAS BLANCAS
sevous CESERVACION MICRASCOPICA CRECMENTD OF COCOS NO = CONFORME
ATCC 25925 POSTIVOS
Escherichia coll
%, Productividad Te AT N CONFORME
Note: Ef cantral de ostoriiidod es 200 on o Laborstasio de Meavos de Culthe dal WWSFY Quita. 8 cartiicado de
wawmmwcmammamam
2 o 4
[ Liberadeo por: [ Dra. @.F. vonne Gavilanes I Firma: [ @(4& J
Responsable Platstorma de e ) &

Madios de Cullive: s ey Uruahima Firma; d‘ O
mmmuwnubouwammulmuoum-&na' 1
Istituto Nacional do Mvestigacica en Salud Piblica INSPI Dr. Laopolso kequieta Pérez.
gotnioon
[ Amademscbido: | g 7 [ Fecha: | #2.c0-18

Pagina 11
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Control de Calidad del Agar MacConkey

|

(. \ﬁ CER DE CONTROL DE CALIDAD DE c“w FMDC232
/Y MEDIOS DE CULTIVO
4 - semisdlidos - iquides) Edicion: a3
PROCESO: PROCESO INTERNO: Fecha 16042038
— - |P|Mn_ Compartxiss Madics de Cubvo Aprobacion:
SMBRE: Agar MocCookey
ITE: AMC100518 CANTIDAD: 3 Uniiades
iCHA DE REQUERIMIENTO: 16 ce Mayo del 2018
{CHA DE ELABORACION: 10 co Mayo del 2018
IGHA DE EXPIRACION: 10 da Jurvo dad 2018
IMPERATURA DE CONSERVACION: 2-8°C
CARACTERISTICAS FISICAS RESULTADOS
LoR: Rejo CONFORME
MLUMEN: 25 ml CAJ aprox, CONFORME
WSENTACION. Cajas Monopelri Plasticas CONFORME
(5 T1:01a25C "
CONTROL DE 04 TERILIDAD A 35°C & 2 °C POR 24 HORAS WRRULTADOS |
A 38°C X 24 HORAS NO SE 083, NACROSCOMCAMENTE M MICROSCOPICAMENTE NA
7O DE MICROORGANISMOS
EVALUACION CON INCUBACIIN A 35°C £ 2 °C 48 HORAS
INORMA ISOTS11123.2) RESULTADOS
1 ganismo | € ‘mnﬂu;c.mmm Selectividad | Productividad
. PRESENTA COLONIAS ROSADAS
fscherichla coll | negrguacon CRECIMENTO DE No 5 COMFORME
Arcc 25922 BACLLYS GRAM NEGATHOS
Psevdomonas MACROSCOR FRESCNTA COLONIAS
aAnrupinoss VERDOEAS MICROSCOPICA NO £ CONFORME
ATCC 77853 CAECMENTO OF BACRLOS GIRAM NECATIVOS
o o
soreus SN CREMENTO BACTERIANG e o CONFORME
ATCC 25923
% Productridad g omeiog o cononne
ota: EY contral ammcnm-num«mamamm E) contificado dv
antral de caldad micrabiaidgico solo wumamﬂmam
=3 o !
Liberada por- | Dra. Q.F, lvanne Gavitanes | Fewa: | e r’dﬁt |
Platatorma de
<aprecmrkd vy Jnuar Samdra Uruchima Firma: | | \A‘%
mmumun omuomm La Informacion contenids ah de dack gl
uwmmmmmwm
T Fima de Recibido: | 22-es-8 |

T——
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Anexo 9. Fotos de placas de microdilucion de CAZ/AVI.

En la siguiente imagen, se puede apreciar una placa de microdilucion en caldo de CAZ/AVI,

tanto los pocillos D (8) como el E (9) corresponden a MBL, es por eso, que en las diluciones

continuas presentan crecimiento.

Autora: Pamela Moncayo, 2018

Imagen que corresponde a otra placa microdilucion de CAZ/AVI, en la cual en el pocillo D

(1) se encuentra una MBL, y en el pocillo G (8) se encuentra la cepa control para MBL.

Autora: Pamela Moncayo, 2018
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Anexo 10. Técnica mCIM y eCIM

- Cepas de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa aplicadas con la técnica
MmCIM y eCIM.
En la siguiente imagen se puede apreciar una serin carbapenemasa representada con el
cédigo HEE 0284 y HBO 1612, una MBL con el cédigo HCA 1837 y los codigos
sobrantes no poseen actividad carbapenemasa.

Autora: Pamela Moncayo, 2018

- Controles de Calidad aplicados con la técnica mCIM y eCIM.

Autora: Pamela Moncayo, 2018

77



Anexo 11. Protocolo de eliminacion de desechos bioldgicos

L)

Los medios de cultivo listos para su eliminacion seran transportados en contenedores,
los mismos que seran auto clavados como medida de eliminacion de microorganismos.

En el caso de material de plastico, se emplearan bolsas autoclavables

El material usado en la esterilizacion de material contaminado debera ser resistente,

para evitar riesgos de ruptura y derrame en la recoleccion y el transporte.

Se debera controlar la efectividad de la esterilizacion a través de indicadores fisicos y

quimicos (cinta adhesiva)

La esterilizacion se realiza en autoclave alcanzando los 121°C, en 1 hora.

En caso del uso de objetos cortopunzantes como por ejemplo puntas de vidrio,
inmediatamente después de utilizados se depositaran en recipientes de pléastico duro o
metal con tapa, con una abertura a manera de alcancia, que impida la introduccién de

las manos.

Cabe indicar que el tratamiento de los desechos infecciosos y especiales se debe
ejecutar en cada establecimiento de salud, en este caso el INSPI-CZ9, para lo que se
tomara en cuenta el Reglamento para el Manejo de Desechos en Establecimientos de

Salud, a fin a las disposiciones del Ministerio de Salud Publica.

GADERE S.A es una empresa ecuatoriana que se encarga de la recoleccion y
tratamiento de los desechos generados por el INSPI-CZ9. Esta empresa cuenta con la
Licencia Ambiental a nivel nacional otorgada por el Ministerio del Medio Ambiente
Resolucion No. 118 con R.O. No. 491.

Fuente: OMS/PAHO
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