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RESUMEN

Introduccién: Debido al incremento de microorganismos multirresistentes, han resurgido
antimicrobianos antiguos como la fosfomicina. El interés que ha despertado se debe a que
posee un mecanismo de accion unico y tiene actividad bactericida de amplio espectro,
incluyendo a las enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC). Sin embargo, datos
gque demuestren la experiencia sobre la evaluacion de la susceptibilidad y el uso terapéutico
de este antibidtico en infecciones graves, son escasos. Por esta razon, el objetivo del
presente estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de fosfomicina por el método de
diluciébn en agar y difusiobn en disco en cepas de enterobacterias resistentes a
carbapenémicos obtenidas de aislados clinicos. Métodos: La susceptibilidad in vitro a
fosfomicina fue determinada por duplicado mediante el método de referencia “dilucion en
agar” y el método de difusién en disco. El tamafio de la muestra fue de 150; las especies
evaluadas fueron Klebsiella pneumoniae (n=125), Citrobacter freundii (n=6), Escherichia
coli (n=4), Klebsiella oxytoca (n=4), Enterobacter cloacae (n=3), Klebsiella aerogenes
(n=2), Morganella morganii (n=2), Serratia marcescens (n=2), Citrobacter youngae (n=1)
y Klebsiella ozaenae (n=1). El 98,67% de las cepas poseia el gen blakec y €l 1,33% el gen
blanom. Resultados: De acuerdo a los puntos de corte establecidos por CLSI 2018, el
79,3% de las cepas se ubicé en la categoria sensible, 0,7% intermedio y 16,0% resistente.
El acuerdo categérico (CA) obtenido fue 96% con un error menor de 4% entre ambas
metodologias. El grado de concordancia calculado a través del indice Kappa, fue 0,88.
Conclusiones: Fosfomicina demostré buena actividad in vitro en las cepas de
enterobacterias resistentes a carbapenémicos. Puede ser una opcién vélida para el

tratamiento de infecciones producidas por estos microorganismos.

Palabras clave: Fosfomicina, enterobacterias resistentes a carbapenémicos, dilucion en

agar, difusion en disco.



ABSTRACT

Introduction: Due to the increase of multidrug-resistant microorganisms, ancient
antimicrobials such as fosfomycin have resurfaced. The interest awakened is because it
has a unique mechanism of action and has broad-spectrum bactericidal activity, including
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE). However, data that demonstrate the
experience on the evaluation of the susceptibility and the therapeutic use of this antibiotic
in severe infections are scarce. For this reason, the aim of the present study was to evaluate
the antimicrobial activity of fosfomycin by agar dilution and disk diffusion method in strains
of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae obtained from clinical isolates. Methods: The
in vitro susceptibility to fosfomycin was determined by agar dilution and disk diffusion
method. The sample size was 150; the species evaluated were Klebsiella pneumoniae (n =
125), Citrobacter freundii (n = 6), Escherichia coli (n = 4), Klebsiella oxytoca (n = 4),
Enterobacter cloacae (n = 3), Klebsiella aerogenes (n = 2), Morganella morganii (n = 2),
Serratia marcescens (n = 2), Citrobacter youngae (n = 1) and Klebsiella ozaenae (n = 1).
98.67% of the strains had the blakec gene and 1,33% the blanom gene. Results: According
to the breakpoints established by CLSI 2018, 79,3% of the strains were in the susceptible
category, 0,7% intermediate, and 16,0% resistant. A categorical agreement (CA) of 96%
and 4% of minor error were obtained between both methodologies. The degree of
concordance calculated through the Kappa index was 0,88. Conclusions: Fosfomycin
demonstrated good in vitro activity against strains of carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae (CRE). It could be a valid option for the treatment of infections caused

by these microorganisms.

Keywords: Fosfomycin, carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, agar dilution, disk

diffusion.
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INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana es una amenaza para la salud, la seguridad alimentaria y el
desarrollo socioeconémico a nivel mundial. Las principales causas de la generacion y
diseminacion de bacterias multirresistentes son el uso inadecuado de antibioéticos (tanto en

el sector de la salud como en el agricola) y la incorrecta higiene de manos (OMS, 2018).

Entre los microorganismos que ocasionan mayor preocupacion, se encuentran las
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae; son bacilos Gram negativos que
habitan en el intestino de varios animales, incluyendo el del ser humano. Algunas especies
son relacionadas siempre a enfermedad, mientras que otras como Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae son parte de la microbiota normal, pero pueden convertirse en
patdgenos oportunistas (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2014). En un inicio, las infecciones
por enterobacterias eran tratadas con [-lactdmicos, aminoglucdésidos, entre otros; los
carbapenémicos (doripenem, ertapenem, imipenem y meropenem) se consideraban el
altimo recurso. Sin embargo, el surgimiento de la resistencia a carbapenémicos,
especialmente por la produccion de carbapenemasas como IMP (imipenemasa), KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemasa), NDM-1 (Nueva Delhi metalo-B-lactamasa-1),
OXA-48 (oxacilinasa-48) y VIM (Verona integron-codificada metalo-B-lactamasa), ha
reducido las opciones a colistin, tigeciclina, gentamicina y fosfomicina (Mufioz-Price et al.,

2013; Salgado, Gilsanz, & Maseda, 2015).

La fosfomicina, es un derivado del acido fosfénico con actividad bactericida de amplio
espectro, actia inhibiendo la sintesis de peptidoglucano provocando la muerte celular
bacteriana (Docobo et al., 2015). Estudios clinicos han demostrado que fosfomicina es un
antimicrobiano util en terapia combinada para varios tipos de infecciones asociadas a

enterobacterias multidrogo resistentes (MDR) con efectos adversos usualmente leves



(Gardiner et al., 2018; Grabein, Graninger, Rodriguez, Dinh, & Liesenfeld, 2017; Joukhadar

et al., 2003; Li et al., 2015; Rosso-Fernandez et al., 2015).

A pesar de lo mencionado, estudios sobre fosfomicina dis6dica en Ecuador y en
Sudamérica son limitados; por lo tanto, el objetivo de esta investigacién fue evaluar la
actividad in vitro de fosfomicina ante enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC)
mediante el método de referencia (dilucion en agar) y el método de difusién en disco, con
la finalidad de aportar con informacion cientifica que ayude al desarrollo de protocolos de
trabajo en el area de microbiologia y para el tratamiento de infecciones causadas por

bacterias multirresistentes.



CAPITULO |

1.1. JUSTIFICACION

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los mayores desafios de salud publica en la
actualidad. La agencia “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC) revela a través
de estadisticas anuales, que al menos 2 millones de personas adquieren una infeccion
resistente a los antibidticos, de las cuales, 23000 personas fallecen. El gasto
gubernamental estadounidense dirigido a esta problematica va de 21 a 35 billones de
ddlares por afio (CDC, 2013). Otra evaluacién anual en la Unién Europea sefiala que las
bacterias farmacorresistentes generan un gasto de 1500 millones de euros, y provocan
25000 muertes (OMS, 2016). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que la
resistencia a los antimicrobianos prolonga la estancia hospitalaria, conllevando al
incremento de la tasa de mortalidad y el gasto en salud. En Brasil, Bolivia y Perd, mas de
la mitad de las infecciones hospitalarias son causadas por bacterias resistentes a
antimicrobianos; las pérdidas del producto interno bruto se han estimado entre el 0,4% vy el

1,6% (OPS, 2015).

Ante esta crisis, la OMS promueve reforzar los conocimientos y la base cientifica a través
de la vigilancia y la investigacién (OMS, 2017a). En el Ecuador, el organismo encargado
de cumplir dichas actividades, incluyendo la estandarizacién de metodologias, es el Centro
de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) del Instituto

Nacional de Investigacién en Salud Publica (INSPI).

Uno de los grupos de microorganismos que genera mayor preocupacion al CRN-RAM, son
las enterobacterias resistentes a carbapenémicos, ya que en el 2017 la OMS las categoriz6

como Prioridad 1 (CRITICA); la lista se fundamento ante la urgencia (prioridad critica, alta



o media) del desarrollo de nuevos antibiéticos que sean Utiles para el tratamiento de

infecciones asociadas a estos microorganismos (OMS, 2017b).

Los carbapenémicos son farmacos con amplio espectro bactericida, conocidos
previamente como ultimo recurso terapéutico en infecciones graves provocadas por bacilos
Gram negativos. No obstante, en Francia en el afio de 1993 se identifico la primera
enterobacteria productora de carbapenemasa tipo KPC (Nordmann, Naas, & Poirel, 2011),
hecho que promovio6 el fortalecimiento de los sistemas de vigilancia epidemioldgica a nivel
mundial y ha permitido descubrir nuevas variantes de estos mecanismos de resistencia.
Afos después, se hallaron numerosos brotes de carbapenemasas de clase A, B, Cy D en
Norteamérica (Bonomo et al., 2017; Bratu et al., 2005; Bush & Jacoby, 2010; Toye, Krajden,
Fuksa, Low, & Pillai, 2009), Sudamérica (Rojas et al., 2013; Romero et al., 2017; Salles,
Zurita, Mejia, & Villegas, 2013; Zurita, Parra, & Cartelle, 2010), Europa (Morris et al., 2012;

Mufioz-Price et al., 2013) y Asia (Castanheira et al., 2011; Wei et al., 2007).

En un estudio observacional multicéntrico (Argentina, Colombia, Ecuador, Guatemala,
México, Perl y Venezuela) realizado entre 2013 y 2014 se establecié una prevalencia de
21% de enterobacterias resistentes a carbapenémicos con predominancia de la
carbapenemasa KPC con 83% (Villegas et al., 2016). Dato semejante al publicado por
Rodriguez (2016) de 21,1% en un periodo de 3 afios (2013 a 2015) en el Hospital
Universitario Departamental de Narifio, y al del Centro de Referencia Nacional de
Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) del INSPI-Q (21%) de datos no publicados

del afo 2017.

La antibioterapia sugerida para el tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias
resistentes a carbapenémicos (ERC) es de tipo combinado, en la cual se incluyen colistin,
tigeciclina, gentamicina y fosfomicina (Mufioz-Price et al., 2013; Salgado et al., 2015). El

colistin tiene efectos secundarios significativos como nefrotoxicidad y neurotoxicidad (Lim



et al., 2010). Y, ademéas se estan documentando resistencias transmitidas por plasmidos
(mcr) (Ortega-Paredes, Barba, & Zurita, 2016). La tigeciclina tiene exitosas resefias en
ensayos clinicos, pero solo esta indicada en infecciones de piel y partes blandas e
infecciones intraabdominales complicadas (Kelly, Mathema, & Larson, 2018). El uso de
gentamicina es limitado, debido a los efectos adversos potencialmente graves como

ototoxicidad y nefrotoxicidad (Hayward et al., 2018).

En cuanto a fosfomicina, debido a su espectro, farmacocinética, farmacodinamia y vias de
administracién (oral, intramuscular e intravenoso), se propone su aplicacion en todo tipo de
infecciones que abarcan: infecciones urinarias, respiratorias, gastrointestinales, meninges,
bacteriemia, entre otras (Grabein et al., 2017). Puede ser utilizada en pacientes de todo
rango de edad debido a que, no produce metabolitos toxicos, es facil de dializar y tiene
efectos secundarios minimos (2%), solo estd contraindicada cuando existe
hipersensibilidad conocida. De hecho, estudios experimentales han demostrado que tiene
efecto protector a la nefrotoxicidad por aminoglucésidos, vancomicina, anfotericina B y
colistin. No obstante, datos clinicos que confirmen estas resefias no estan disponibles

(Falagas, Vouloumanou, Samonis, & Vardakas, 2016; Gobernado, 2003).

Por consiguiente, para valorar su potencial aplicacibn como alternativa terapéutica, la
presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad in vitro de fosfomicina en
enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC), mediante la determinacién de la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) por el método de dilucién en agar y la medicion de
los halos de inhibiciébn obtenidos por el método de difusién en disco; los protocolos de
trabajo y puntos de corte utilizados, fueron obtenidos de las guias emitidas por las
organizaciones internacionales Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018a) y

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2000).



El interés de comparar los métodos de susceptibilidad disponibles para fosfomicina se debe
a gue la dilucion en agar es utilizada generalmente para investigacibn o para la
confirmacion de resultados en centros de referencia, pues es una metodologia laboriosa
que consume mas tiempo en relacién con otras metodologias. La microdiluciéon en caldo
es la base de la mayoria de los equipos automatizados y junto a la prueba epsilométrica
(E-test) otorgan igualmente resultados cuantitativos, no obstante, su aplicacion no es
recomendada por CLSI ni EUCAST. La difusion en disco es el método cualitativo mas
utilizado en los laboratorios de bacteriologia debido a su rapidez y bajo costo, sin embargo,
se han reportado discrepancias con el método de referencia porque existen dificultades al

medir la zona de inhibicion por la presencia de colonias intra-halo.

Para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana de fosfomicina, el CLSI y EUCAST, indican
que el método de referencia es la dilucion en agar suplementada con 25 mg/L de G-6-P
(Glucosa-6-fosfato), ya que la microdilucion en caldo (método de referencia para otros
antibiéticos) puede brindar resultados poco fiables (ISO 20776-1). En cuanto a los puntos
de corte clinicos, EUCAST ha definido valores para la interpretacion de la CMI
(Concentracion Minima Inhibitoria) (Sensible < 32, Resistente > 32 mg/L) y el didametro de
la zona de inhibicidn (Sensible = 24, Resistente <24 mm) en la familia Enterobacteriaceae.
Mientras que, CLSI solo proporciona puntos de corte de difusion en disco (Sensible = 16,
Intermedio: 13-15, Resistente < 12 mm) y dilucion en agar (Sensible < 64, Intermedio: 128,
Resistente = 256 mg/L) para las especies de Escherichia coli y Enterococcus faecalis

obtenidas de aislados urinarios (CLSI, 2018b; EUCAST, 2018).

Por lo tanto, los resultados del estudio resolveran las siguientes interrogantes: ¢La
fosfomicina es eficaz ante enterobacterias resistentes a carbapenémicos? Y la segunda,
¢, Cudl es el grado de concordancia entre el método de referencia (dilucion en agar) y el

método de difusion en disco para fosfomicina?



1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad in vitro de fosfomicina mediante el método de dilucién en agar
y difusién en disco en cepas de enterobacterias resistentes a carbapenémicos

obtenidas de aislados clinicos remitidos al INSPI-Quito, periodo 2017-2018.

Objetivos Especificos
Determinar la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) de fosfomicina mediante
dilucién en agar en enterobacterias resistentes a carbapenémicos obtenidas de

aislados clinicos remitidos al INSPI-Quito, periodo 2017-2018.

Determinar la susceptibilidad de fosfomicina mediante el método de difusion en
disco en enterobacterias resistentes a carbapenémicos obtenidas de aislados

clinicos remitidos al INSPI-Quito, periodo 2017-2018.

Establecer el grado de concordancia entre el método de referencia (dilucién en

agar) y el método de difusién en disco para fosfomicina.

Establecer un algoritmo de evaluaciéon y pertinencia de reporte de fosfomicina en

enterobacterias resistentes a carbapenémicos.

Limitacion del estudio

Las cepas que no contenian datos epidemioldgicos completos fueron una limitante

al momento de realizar la base de datos.

La prevalencia de enterobacterias resistentes a carbapenémicos utilizada en el
estudio (21%) es solo de las muestras recibidas en el laboratorio de referencia

RAM-Q INSPI.



Las conclusiones del estudio no se pueden generalizar ni a la familia
Enterobacteriaceae ni a todas las carbapenemasas, debido a que el 83% de las
cepas evaluadas fueron Klebsiella pneumoniae y el 98,67% poseia el gen blakec;

ninguno portaba los genes blavim, blawe ni blaoxases.



CAPITULO Il

2.1. ANTECEDENTES

Evaluaciones in vivo de fosfomicina han demostrado que las concentraciones de este
antibidtico en el intersticio muscular y el plasma estan completamente equilibradas para
una amplia lista de patdgenos clinicamente relevantes. Estos hallazgos apoyan el uso de
fosfomicina como un agente de uso en terapia combinada para infecciones graves
(Joukhadar et al., 2003). En una revisiébn y metaandlisis sobre el uso de fosfomicina
intravenosa en el que se analizaron 123 estudios en 5527 pacientes con afecciones
principalmente de bacteriemia, infecciones al tracto urinario, tracto respiratorio, sistema
0seo y sistema nervioso central, se indica que no se observaron diferencias clinicas ni
microbiol6gicas con respecto al tipo de infeccidn y microorganismo; ademas, se resalta la
eficacia de este farmaco al compararlo con otros antibiéticos. El perfil de seguridad fue
propicio, con eventos adversos usualmente leves. Por lo que se concluyé que la
fosfomicina disddica puede ser un arma eficaz para combatir la era multirresistente

(Grabein et al., 2017).

De igual manera, se ha encontrado estudios que ahondan sobre evaluaciones in vitro de
fosfomicina, por ejemplo, la comparacién de métodos de dilucién en agar, microdilucién en
caldo y difusién en disco para fosfomicina con el fin de determinar la susceptibilidad ante
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae BLEE, sugiere que fosfomicina tiene una
excelente actividad in vitro contra estos microorganismos. El Gnico inconveniente es que la
fosfomicina solo esta aprobada por la FDA para infecciones no complicadas del tracto

urinario (ITU) causadas por E. coli (de Cueto, Lépez, Hernandez, Morillo, & Pascual, 2006).



Un estudio que valoré la susceptibilidad de este antibidtico ante enterobacterias resistentes
a carbapenémicos mediante varios métodos como E-test, difusion en disco y dilucién en
agar, trabajo con 80 aislados productores de KPC, OXA-48, VIM y/o NDM; el 78% de las
cepas eran susceptibles a fosfomicina. En cuanto a la comparacion de los métodos resulté
escasa concordancia con el método de referencia (Kaase, Szabados, Anders, &

Gatermann, 2014).

Otra investigacion que trabaj6 con bacterias Gram positivas y Gram negativas recuperadas
de varios tipos de muestras reportd que todos los aislados de MRSA (Staphylococcus
aureus meticilino resistente) (n = 40), MRCoNS (Staphylococcus coagulasa negativo
meticilino resistentes) (n = 40) y E. faecium resistente a Vancomicina (n = 62) resultaron
sensibles a la fosfomicina. En cuanto a las enterobacterias, la sensibilidad fue E. coli
(97,5%) K. pneumoniae (97,3%) y Enterobacter spp. (86,9%). Llegando a la conclusién que
fosfomicina debe ser considerada como alternativa terapéutica para el tratamiento de

infecciones (Karadag, Cayci, Bilgin, Glinaydin, & Eroglu, 2014).

En Peru, un estudio transversal, evalu6 la susceptibilidad a fosfomicina mediante dilucion
en agar y difusiébn en disco. Se utilizaron 266 cepas de E. coli BLEE obtenidas de
urocultivos. El informe de los resultados fue 72,2% de microorganismos sensibles, 3,8%
intermedio y 24,1% resistentes. El grado de concordancia entre los dos métodos fue
excelente (k=0,93), por lo que senala factible la implementacion de la metodologia en cepas

de E. coli BLEE (Lifonzo, Zamudio, & Champi, 2018).

Por estas razones, el protocolo de trabajo establecido por el Servicio de Antimicrobianos
del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
de la ciudad de Buenos Aires - Argentina, indica que en casos de aislamientos productores

de carbapenemasas, se recomienda evaluar el disco de fosfomicina para que el médico,
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en base al resultado pueda considerar su utilizacion por via parenteral (WHONET

ARGENTINA, 2019).

Respecto a Ecuador, la reciente actualizacion del Cuadro Nacional de Medicamentos
Bésicos X edicion (CNMB, 2019), ha incluido la presentacion oral y parenteral de
fosfomicina. Sin embargo, desde el 2018, a pedido de dos hospitales de cuarto nivel, la
Direccion Nacional de Medicamentos y Dispositivos Médicos del Ministerio de Salud, les
otorgd una autorizacion mediante Acuerdo Ministerial 0158-A, para el uso de fosfomicina
disodica (N° Autorizacion: MSP-SNGSP-2018-1598 y MSP-SNGSP-2018-3149) en el
tratamiento de infecciones graves producidas por microorganismos resistentes a otros
antibidticos presentes en el CNMB vigente (enterobacterias productoras de KPC,

multirresistentes).

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Enterobacterias

2.2.1.1. Generalidades

La familia Enterobacteriaceae comprende el grupo mas grande de bacilos Gram negativos
(BGN) de relevancia clinica. Su habitat natural es el intestino de varios animales,
incluyendo al ser humano. Los géneros pertenecientes de mayor importancia son
Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia spp., Klebsiella spp., Morganella spp.,
Proteus spp., Providencia spp., Salmonella spp., Serratia spp., Shigella spp., y otros mas
(Tille, 2014). Algunas especies como Salmonella enterica serovar Typhi o Shigella
dysenteriae se relacionan siempre a enfermedad en el ser humano, mientras que otros

como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae son parte de la microbiota normal, pero
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pueden convertirse en patégenos oportunistas provocando infecciones en piel y tejidos
blandos, sistema nervioso central, tractos gastrointestinal, respiratorio, urinario, entre otros

(Murray et al., 2014).

2.2.1.2. Metabolismo y estructura

Las enterobacterias son microorganismos fermentadores de glucosa, reductores de nitrato,
catalasa positivos y oxidasa negativos. Crecen en medios no selectivos y selectivos de
forma anaerobia y aerobia. No forman esporas y pueden ser inméviles o moviles con

flagelos peritricos (Murray et al., 2014).

Tienen pared celular, una estructura que rodea a la membrana plasmatica protegiéndola
del medio externo, y a su vez, mantiene la formay rigidez celular. Esta compuesta por un
polimero de N-acetil-glucosamina y &cido N-acetil muramico llamado peptidoglucano. A
diferencia de las bacterias Gram positivas, las Gram negativas tienen solo una capa fina
de peptidoglucano y una membrana externa con intensa carga negativa compuesta por
lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas y fosfolipidos (Tortora, Funke, & Case, 2007). Entre
las dos membranas se encuentra el espacio periplasmico (periplasma) que contiene
enzimas degradantes (Ej.: colagenasas, hialuronidasas, proteasas y [B-lactamasas) y

sistemas de transporte (Brooks, Carrol, Butel, Morse, & Mietzner, 2010).

El lipopolisacarido (LPS) es el principal antigeno de la pared celular, y esta conformado por
tres componentes: antigeno comun enterobacteriano; polisacarido O (especifico de género

y especie) y lipido A (responsable de la actividad de la endotoxina) (Murray et al., 2014).

2.2.1.3. Patogenia e inmunidad

Existen factores de virulencia comunes en todos los géneros y otros especificos a cepas
virulentas. Los que se asocian con frecuencia son endotoxina, produccién de capsula,

variacion de fase antigénica, sistemas de secrecion de tipo lll, secuestro de factores de
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crecimiento, resistencia al efecto bactericida del suero y resistencia antimicrobiana (Murray

et al., 2014).

2.2.1.4. Resistencia antimicrobiana

La capacidad que tienen los miembros de la familia Enterobacteriaceae para desarrollar
mecanismos de resistencia, junto al uso indiscriminado de antibiéticos ha favorecido la
aparicion y diseminacion de enterobacterias resistentes a antimicrobianos; segun el grado
de resistencia se clasifican como MDR, XDR y PDR (Pérez, Galan, Gutiérrez, & Guerrero,
2014). Entre los numerosos mecanismos de resistencia destacan modificacion del blanco
(PBP), impermeabilidad, bombas de expulsién (Eflujo) y producciéon de enzimética (-

lactamasas) (Casellas, 2011).

a. B-lactamasas: Enzimas responsables de la resistencia a la accion de
antibidticos que contienen un anillo B-lactdmico en su estructura molecular

(Pérez et al., 2014).

o B-lactamasas de espectro extendido (BLEE): Tienen la capacidad de
hidrolizar penicilinas oximino-cefalosporinas (ceftriaxona, ceftazidima,
cefepime) y monobactamicos (aztreonam). No tienen accion ante
cefamicinas (cefoxitina) ni carbapenémicos. Son inhibidas por el acido
clavulanico (Pérez et al., 2014).

o AmpC: Cefalosporinasas dirigidas hacia cefalosporinas de primera y de
segunda generacion. Se incluyen también las cefamicinas y en menor
medida a las de tercera generacion. No son eficaces ante cefalosporinas
de cuarta generacion. Son inhibidas por cloxacilina y acido fenil boronico
(APB), pero no por &cido clavulanico, sulbactam o tazobactam (Pérez et

al., 2014).
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e Carbapenemasas: Hidrolizan a los carbapenémicos, una clase de
antibioticos B-lactdmicos que tienen amplio espectro y capacidad

bactericida. No afectan a los monobactamicos (Ho Jeon et al., 2015).

2.2.1.5. Enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC)

Hasta 1990, la resistencia a carbapenémicos era infrecuente, generalmente se debia a la
produccion de BLEE o AmpC, afadida a la pérdida de porinas en la membrana externa
(Casellas, 2011). En la actualidad, la mayoria de las carbapenemasas presentes en
enterobacterias estdn mediadas por plasmidos, los cuales pueden diseminarse de varias
maneras entre los aislados bacterianos. La clasificacion de Ambler exhibe cuatro clases
moleculares (A, B, C y D) catalogadas en base a su peso molecular y homologia proteica
(Bush, 2018); paralelamente Bush y Jacoby (2010) complementan la clasificacion
fundamentandose en el tipo de cada enzima (Ver Figura 1). Las serin proteasas son las
de clase A, C y D mientras que las de clase B son metaloenzimas dependientes de zinc

(Ho Jeon et al., 2015).
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Clasificacion de pB-lactamasas y Carbapenemasas en

familia Enterobacteriaceae
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Figura 1. Clasificacion de B-lactamasas y Carbapenemasas.

Autor: Marino, E.

Fuente: (Bush, 2018; Bush & Jacoby, 2010; Ho Jeon et al., 2015).

Originalmente, el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) definié
que una enterobacteria se cataloga como ERC cuando no era susceptible a imipenem,
meropenem o doripenem, y resistente a todas las cefalosporinas de tercera generacion. A
partir del 2015, el mismo centro determiné que una ERC es aquella que presente una
carbapenemasa o tenga una CMI = 4 ug/mL en los antibiéticos imipenem, meropenem, o

doripenem; en el caso del ertapenem una CMI =2 ug/mL (Livorsi et al., 2018).

2.2.1.6. Tratamiento para infecciones causadas por enterobacterias

resistentes a carbapenémicos (ERC)

La eleccion del tratamiento adecuado para las infecciones causadas por ERC es todo un

desafio, debido a que existen pocas alternativas terapéuticas, pues estos
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microorganismos, a pesar de ser resistentes a los B-lactamicos, también son resistentes a
quinolonas, TSX (Trimetoprim-sulfametoxazol), entre otros. Por tal razén, los
antimicrobianos que permanecen activos son colistin, fosfomicina, tigeciclina y algunos
aminoglucésidos (Morril, Pogue, Kaye, & LaPlante, 2016; Sheu, Chang, Lin, Chen, &

Hsueh, 2019; Toye et al., 2009).

Colistin es un polipéptido ciclico que pertenece al grupo de las polimixinas. Tiene actividad
bactericida. Su mecanismo de accion es alterar la permeabilidad de la membrana externa
bacteriana. Tiene considerables efectos adversos como nefrotoxicidad y neurotoxicidad.
La tigeciclina, es un antibiético bacteriostatico que inhibe la sintesis de proteinas. La FDA
(Food and Drugs Administration) indica que solo debe utilizarse para el tratamiento de
neumonias comunitarias, infecciones intraabdominales y de piel y de tejidos blandos; no
es apta para septicemia y no atraviesa la barrera hematoencefalica. Se recomienda
siempre combinar con otros antibiéticos, para prevenir falla terapéutica. Ya que se han
reportado recurrencias y desarrollo de resistencias, debido a su bajo nivel de
concentracion. Gentamicina (aminoglucésido), también inhibe la sintesis de proteinas en
los microorganismos susceptibles. Util para infecciones del tracto urinario (ITU). En

monoterapia ante ERC es ineficaz (Codjoe & Donkor, 2017; Morril et al., 2016).

La Guia de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(SEIMC) para el Diagnéstico y tratamiento de las infecciones invasivas causadas por
Enterobacteriaceae multirresistentes, indica que la terapia debe ser personalizada en base
a los resultados de susceptibilidad, el tipo de infeccién y la gravedad de la enfermedad. En
infecciones graves se recomienda la terapia combinada, ya que numerosos estudios han
determinado que se obtiene una tasa de éxito significativamente mayor que en la
monoterapia (Rodriguez-Bafio et al., 2015). Por ejemplo, una investigacion en el 2014

manifestd que la terapia combinada con dos o mas antibiéticos obtuvo una tasa de

16



mortalidad de 27,4% ante la monoterapia que obtuvo 38,7% (Tzouvelekis, Markogiannakis,

Piperaki, Souli, & Daikos, 2014).

En las combinaciones terapéuticas, colistin ha sido el que mas prevalece, debido a que
ataca a la membrana y permite el paso de los otros antibidticos. Si existe resistencia al
colistin, se prefiere el uso de fosfomicina (antimicrobiano que interfiere en la génesis de
peptidoglucano) a pesar de la escasa evidencia cientifica. Cuando en la terapia se incluye
a un carbapenémico, se debe comprobar que su CMI sea menor a 4 ug/mL, para obtener

resultados eficaces (Morril et al., 2016).

En cuanto a los nuevos medicamentos, se menciona al inhibidor de p-lactamasa (Clase A,
C y algunas D) llamado Avibactam. EIl cual se ha combinado a la cefalosporina ceftazidima
(CAZ/AVI), obteniendo la restauracion de susceptibilidad frente a todos los
microorganismos productores de BLEE y la mayoria de KPC. La FDA lo aprob6 en el 2015
para el tratamiento de infecciones complicadas del tracto urinario, y en el 2018 para
neumonias adquiridas en el hospital y asociadas a ventilacion mecénica (Sheu et al., 2019).
Uno de los estudios destacados compara CAZ/AVI y colistin, donde se evidencio la
superioridad de CAZ/AVI; se asocié con mejores resultados clinicos y disminuyd la tasa de

mortalidad (Van Duin et al., 2018).

Meropenem/Vaborbactam, es un inhibidor de serina B-lactamasa que contiene boro. Fue
admitido en el 2017 por la FDA para el tratamiento de infecciones complicadas del tracto
urinario. Ha demostrado tasas de susceptibilidad que van del 66,2 al 100% (Sheu et al.,

2019).

Plazomicina es un aminoglucésido sintético de proxima generacion. Inhibe las enzimas
modificadoras de aminoglucésidos. Es de amplio espectro, actia ante cocos Gram

positivos y bacilos Gram negativos, incluido los productores de BLEE y carbapenemasas.
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Su uso fue aceptado en el 2018 por la FDA para el tratamiento de adultos con infecciones

complicadas del tracto urinario (Salgado et al., 2015; Sheu et al., 2019).

Eravaciclina es una tetraciclina de amplio espectro. La FDA aprob6 su uso en 2018 para el
tratamiento de infecciones intraabdominales complicadas. Refiere tener mayor actividad

que la tigeciclina contra CRE (Sheu et al., 2019).

2.2.1.7. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Son pruebas para evaluar de forma in vitro la respuesta de los microorganismos ante los
antimicrobianos; su resultado puede ser utilizado para la vigilancia epidemiolégica y como
factor predictivo de eficacia clinica. Es decir, respaldan la eleccion del tratamiento ante
infecciones (Murray et al., 2014). Los principales métodos que se van a enumerar, utilizan
el agar Mueller Hinton, el cual debe cumplir los requerimientos de calidad establecidos por
organismos reguladores como CLSI, entre los cuales estan: 4 mm de grosor del agar,
concentracion de cationes divalentes (Ca*?, Mg*?), pH (7,2 - 7,4) y concentracion de timina

y timidina (CLSI, 2018a).

2.2.1.8. Método de difusién en disco

Evalla la susceptibilidad de un microorganismo frente a antibiéticos impregnados en
discos. La zona donde se ha inhibido el crecimiento, sera directamente proporcional a la
susceptibilidad de la bacteria y se categoriza como sensible (S), intermedio (I) o resistente
(R) en base a puntos de corte establecidos por organizaciones internacionales como CLSI
o EUCAST (SEIMC, 2000). En la Tabla 1, se indican los puntos de corte clinicos para

fosfomicina.
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Tabla 1.
Puntos de corte clinicos para fosfomicina

EUCAST CLSI
Potencia Diametro
CMI Didametro de
de disco de disco CMI (mg/L
(mg/L) disco (mm)
(H9) (mm)
Enterobacteriaceae S R S R S R S | R
Fosfomicina oral / IV 200 224 <24 <32 >32
Escherichia coli
(ITV)
Fosfomicina 200 216 13-15 <12 <64 128 =256

Fuente: (CLSI, 2018b; EUCAST, 2018).

EUCAST, sefiala que se debe tener especial cuidado en la lectura de los halos de inhibicién
de fosfomicina, debido a que es comun la presencia de colonias intra-halo. El mecanismo
de resistencia subyacente a estas colonias mutantes ha sido analizado en cepas de E. coli.
Lucas et al. (2018) lleg6 a la conclusion que las colonias mutantes internas no susceptibles
pueden ocurrir debido a la perdida de la funcién o la eliminacion del transportador uhpT
(codificado por el gen uhpA) y confirma que es seguro no tomarlas en cuenta. Por lo tanto,
las colonias ubicadas dentro del halo no se deben considerar, se debe medir el diametro

del halo definido. En la Figura 2, se muestran ejemplos de lectura de disco de fosfomicina.

Figura 2. Ejemplos de zonas de inhibicién con discos de fosfomicina

a-c): Ignorar todas las colonias intra-halo, medir en base al borde definido del halo de
inhibicion. b): Sin zona de inhibicion.

Fuente: (EUCAST, 2018).
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2.2.1.9.

E-test o prueba epsilométrica

Es una prueba en la cual, unatira de 5 x 50 mm posee un gradiente continuo exponencial

de concentracion de un antimicrobiano. Tiene una escala de interpretacion de resultados

en pg/mL en la parte superior. La lectura de la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) se

da en aquel punto de interseccidén entre la tira y el borde mas pequefio de la zona de

inhibicién (Cavalieri et al., 2005).

2.2.1.10. Métodos de dilucidn

Los métodos de dilucion en caldo o agar, se utilizan para cuantificar la actividad in vitro de

los antimicrobianos (CLSI, 2012).

a. Dilucion en agar: La dilucion en agar es un método en el cual, el agente

antimicrobiano se incorpora dentro del medio con agar. Se trabajan con
concentraciones diferentes en varias placas. Los in6culos de los
microorganismos (alrededor de 10* UFC por muestra) se aplican sobre la
superficie del agar dentro de 15 minutos. Para determinar el punto final, se
colocan las cajas en una superficie oscura, se registra la CMI que tenga la
menor dilucién que ha inhibido completamente el desarrollo bacteriano. No
se considerara el desarrollo de una colonia o una sutil pelicula causada por

el depésito del in6culo (CLSI, 2012).

Dilucién en caldo: Se basa en la determinacién de crecimiento bacteriano
en diluciones seriadas del antibiético con un medio de cultivo (caldo). El
punto final se define por la falta de turbidez del caldo, y se establece la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (SEIMC, 2000).

e Macrodiluciéon: Por cada combinacibn de microorganismo y

antimicrobiano se utiliza una serie de tubos, incluyendo un control que
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contenga caldo sin antibiético. Cada tubo contiene 1 mL de medio estéril
(CLSI, 2012).

e Microdilucion: A diferencia de la macrodilucion, esta prueba se realiza
en policubetas de plastico estériles de fondo cénico o redondo, con un

volumen final por pocillo de 100 uL (CLSI, 2012).

2.2.2. Fosfomicina

2.2.2.1. Origen y estructura quimica

Compuesto aislado por primera vez en Espafia en 1969 en especies de Streptomyces. Es
un antibiético de naturaleza epoxidica, derivado del &cido fosfénico. Es hidrosoluble, de
bajo peso molecular (138 g/mol), y alcanza una excelente concentracion en la mayoria de
los tejidos. Tiene actividad bactericida de amplio espectro (Ver Figura 3) (Falagas et al.,

2016).

Figura 3. Estructura molecular de fosfomicina. Creado con BioRender.
Autor: Marifio, E.

Fuente: (Falagas et al., 2016).
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2.2.2.2. Farmacodinamia (PD)

a. Mecanismo de accion: La fosfomicina bloquea irreversiblemente la
condensaciéon de UDP-N-acetil glucosamina con p-enolpiruvato, al unirse
covalentemente a MurA (UDP-GIcNAc enolpiruvil transferasa), paso
primordial en la sintesis de peptidoglucano (Ver Figura 4). Lo que conlleva
a la muerte celular bacteriana (Docobo et al., 2015; Musmade, Poonam,

Sunil, & Agasti, 2013).

b. Espectro de accién: Se considera que fosfomicina es activa ante bacterias
Gram negativas (Salmonella spp., Shigella spp., E. coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Proteus spp., etc) y Gram
positivas (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, E.
faecium, etc). Ademdas, microorganismos fastidiosos como Listeria
monocytogenes, Neisseria gonorrhoeae, Aerococcus urinae y Helicobacter
pylori. Sin embargo, no tiene accion ante anaerobios como Bacteroides spp.

(Falagas et al., 2016).

Microorganismos intrinsicamente resistentes son Acinetobacter spp.,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Staphylococcus
capitis, S. saprophyticus y Mycobacterium tuberculosis (Falagas et al.,
2016). Previamente, Pseudomonas aeruginosa estaba catalogada igual,

pero a partir del 2018, CLSI la eliminé de la categoria (CLSI, 2018b).
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Figura 4. Mecanismo de accion de fosfomicina. Creado con BioRender.
Autor: Marifio, E.

Fuente: (Castafieda, Blazquez, & Rodriguez, 2013; Gales & Vignoli, 2018).
23



c. Actividad inmunomoduladora: Se ha demostrado en estudios in vitro e in
vivo, que fosfomicina afecta la funcién de la inmunidad humoral y celular.
Suprime la produccién de proteinas proinflamatorias como factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-18 (IL-183), IL-1a, IL-6, IL-2
(Linfocito-T), leucotrieno B4 (LTB4-Neutréfilo) e IL-8 ARNm por LTB4
(monocito); incrementa la produccién de IL-10 de linfocitos, monocitos y
neutréfilos para inhibir la sintesis de citocinas (Morikawa, Oseko, &

Morikawa, 1993; Sauermann et al., 2007).

d. Actividad en biopeliculas: Experimentos donde se ha ensayado a
fosfomicina sola y en combinacién de forma in vitro y en modelos de
infeccion, revelaron que tiene la capacidad de penetrar en biopeliculas. Fue
la Unica capaz de erradicar de E. coli (CTX-M15) en comparacion con
gentamicina, colistin y tigeciclina; sin embargo, la combinacién
colistin/fosfomicina tuvo la mayor tasa de curacion (Corvec, Tafin, Betrisey,
& Borens, 2013). En cuanto a biopeliculas de Staphylococcus aureus
meticilina-resistente  (MRSA), se expuso que fosfomicina asociada a
rifampicina erradicaron un 83% de la poblacién bacteriana (Mihailescu et al.,
2014). Fosfomicina/tobramicina para inhalacion (FTI)(4:1), tiene
propiedades que pueden curar infecciones respiratorias cronicas, por
ejemplo, infecciones por biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa en
pacientes que tengan bronquiectasia con y sin fibrosis quistica (Anderson,

Kenney, MacLeod, Henig, & O’Toole, 2016).

e. Actividad bactericida intracelular: Tiene excelente efecto bactericida en
el crecimiento intracelular de Salmonella enterica serovar Typhimurium

(intrafagosomal) y L. monocytogenes (intracitosolico) analizadas en lineas
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celulares Caco-2 (Enterocito) (Okada, Nishio, & Danbara, 2003) y de S.

aureus intra-osteoblasticos (Valour, Trouillet, & Laurent, 2015).

2.2.2.3. Mecanismos de resistencia

a. Heterorresistencia: Es el fenotipo dominante en especies de
Streptococcus pneumoniae, ya que contienen la proteina MurAl (Engel,

Gutiérrez-Fernandez, Flickiger, Martinez-Ripoll, & Mihlemann, 2013).

b. Resistencia inherente: Debido al mecanismo de accién Unico y a la
estructura molecular de fosfomicina, la resistencia cruzada es poco comun.
Se ha descrito mutaciones en la enzima MurA (Chlamydia spp,,
Mycobacterium tuberculosis y Vibrio fischeri) y reciclaje de peptidoglucano

(Pseudomonas sp.) (Falagas et al., 2016).

e Modificacion del blanco (MurA): A pesar de ser el mecanismo de
mayor prevalencia en bacterias, es inusual en microorganismos
resistentes a fosfomicina. En E. coli radica en mutaciones en Cys115
(sitio de unién de fosfomicina para inactivar irreversiblemente la enzima

MurA) por el aminoéacido aspartato (Gales & Vignoli, 2018).

c. Resistencia adquirida: Mutaciones que afectan a los sistemas de
transporte de nutrientes dependientes de AMPc (GIpT y UhpT) y enzimas
que modifican el antimicrobiano son los principales descritos (Castafieda et

al., 2013).

e Transportador Glpt (Transportador de glicerol-3-fosfato): El represor
de este transportador, la proteina GIpR, se une cerca de la regién
promotora del gen gIpT, bloqueando la transcripcion y generando la

resistencia (Gales & Vignoli, 2018).
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Transportador UhpT (Transportador de glucosa-6-fosfato): Se
encarga de transportar hexosa-fosfato, provocando la acumulacién de
glucosa-6-fosfato y permitiendo la entrada de fosfomicina a la bacteria.
Este sistema estd regulado por los genes uhpA, uhpB y uhpC, la
inactivacion de cualquiera puede generar la resistencia (Falagas et al.,

2016).

Presencia de adenosin monofosfato ciclico (AMPc): Se necesita
altos niveles de AMPc para la expresion de los transportadores en
enterobacterias. Mutaciones en genes cyaA y ptsl causan su reduccién
en niveles intracelulares. Ademas, si se inactiva por la presencia del
represor AMPc-CRP se impide la expresion de ambos sistemas (Gales

& Vignoli, 2018).

Modificacién del antimicrobiano: Metaloenzimas que catalizan la
apertura del anillo oxirano y quinasas que fosforilan a la molécula para

inactivarla (Ver Figura 5).

— FosA (Glutation S-transferasa): Es dependiente de Mn*?, agrega
glutation al anillo oxirano. Se ha detectado en aislamientos de S.
marcescens, K. oxytoca, K. pneumoniae y E. coli. Por el momento
no se ha descrito en bacterias Gram positivas (Falagas et al., 2016;

Gales & Vignoli, 2018).

— FosB (Tiol S-transferasa): Enzima dependiente de Mg*? o Mn*2,
Rompe el anillo, al unirse al sustrato llamado Bacilitiol. Su presencia
se ha descrito en S. aureus, S. epidermidis, E. faecium y otros

(Falagas et al., 2016; Gales & Vignoli, 2018).
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— FosX: Son hidrolasas dependientes de Mn*?; catalizan la adiciéon de
agua al antibi6tico cuando existe un residuo de acido glutdmico en
el sitio activo de la enzima. Ha sido hallada en Listeria

monocytogenes (Falagas et al., 2016; Gales & Vignoli, 2018).

— FosC: Descrita en Pseudomonas syringae; cataliza la fosforilacién

con ATP (Castafieda et al., 2013).

— FomA y FomB: Quinasas que fosforilan a fosfomicina para
inactivarla. Funcional y estructuralmente se relacionan a FosC. Se
ha identificado en Streptomyces spp. y P. aeruginosa (Castafieda et

al., 2013).
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Figura 5. Inactivacion de fosfomicina. Creado con BioRender.

Autor: Marifio, E.

Fuente: (Castafieda et al., 2013).
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Desde el punto de vista epidemiolégico, la variante FOSA3, es la mas preocupante debido
a gue su transmisién es mediante plasmidos. Fue hallada por primera vez en Jap6n en un
estudio comprendido entre el afio 2002 al 2007 en una cepa de E. coli (Wachino, Yamane,
Suzuki, Kimura, & Arakawa, 2010). En los afios siguientes se detectdé que continué
diseminandose por Asia, a través de muestras de humanos, animales y alimentos (Ho et

al., 2013; Hou et al., 2012, 2013; Lee et al., 2012).

El primer reporte de caso de la presencia del gen fosA3 en Estados Unidos fue en 2015,
en una mujer que padecia drepanocitosis y enfermedad renal en etapa terminal, refirié no
haber viajado a Asia. Durante 5 afios padecio recurrentes ITU por E. coli BLEE, y recibié
terapia con 6 antibiéticos diferentes a fosfomicina. En un cultivo recolectado en el sitio de
salida del catéter peritoneal se aislé una cepa de E. coli que mediante E-test y dilucion en
agar obtuvo una CMI > 1024 ug/mL de fosfomicina. Dada la elevada resistencia, se buscé
la presencia de los genes fosA3 y fosC2, y se hall6 el gen fosA3 (confirmado por
secuenciacion genética). Las similitudes con el plasmido originario de Asia sugirieron que
es probable que este se haya trasladado a Estados Unidos mediante viajes humanos o la

importacion de alimentos (Alrowais et al., 2015).

Jiang et al. (2015) evalué mediante dilucién en agar la susceptibilidad a fosfomicina de
cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE (n=80) y KPC (n=278); las que resultaron
resistentes fueron procesadas para detectar los genes fosA, fosA3 y fosC2 mediante
amplificacién por PCR. Complementariamente, ejecuto la técnica de electroforesis en gel
de campos pulsados (PFGE) y hall6 que aparte de que la mayoria de los aislamientos
estaban relacionados clonalmente, 94 cepas de K. pneumoniae KPC-2 portaban el gen
fosA3, es decir, estos microorganismos eran resistentes a las cefalosporinas,

carbapenémicos y a la fosfomicina.
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2.2.2.4. Farmacocinética (PK)

a. Uso clinico: Su disponibilidad comercial es: oral (fosfomicina trometamol y

fosfomicina calcica), intramuscular y endovenosa (fosfomicina disddica)

(Ver Figura 6).

Fosfomicina calcica Fosfomicina disodica

Figura 6. Estructura molecular de tipos de fosfomicina. Creado con BioRender.

Autor: Marino, E.

Fuente: (Falagas et al., 2016).

e Fosfomicina oral: Su absorcién ocurre en el intestino delgado y es
excretada sin metabolizar en la orina (Roussos, Karageorgopoulos,
Samonis, & Falagas, 2009). La velocidad y el grado de absorcion de
fosfomicina trometamol es seis veces mejor que fosfomicina célcica

(Borsa, Leroy, Fillastre, Godin, & Moulin, 1988).
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ITU (Infeccidn del tracto urinario) no complicadas: Una dosis
Unica de 3 g de fosfomicina trometamol llega al pico de concentracion
maxima a las 4 horas, el cual, se mantiene de 1 a 2 dias (Keating,

2013).

Fosfomicina disédica (endovenosa): Gracias a que su union a

proteinas plasméaticas es despreciable, tiene excelente penetracion en

el tejido subcutaneo, muscular, pulmonar, éseo, entre otros. La

eliminacion no renal es insignificante, el 95% es excretada sin cambios

por la orina (Michalopoulos, Livaditis, & Gougoutas, 2011). A partir de la

técnica de microdialisis, se demuestra su capacidad de penetracion

(Joukhadar et al., 2003).

Piel y tejidos blandos: Una dosis Unica de 8 g de fosfomicina tiene
una elevada capacidad de penetracion en el liquido intersticial de los
tejidos blandos; alcanza niveles de concentracion adecuados para
inhibir y erradicar S. aureus, S. pyogenes, S. marcescens,
Enterobacter cloacae y P. aeruginosa (Frossard et al., 2000;

Joukhadar et al., 2003).

Tracto respiratorio inferior: Los perfiles farmacocinéticos de tejido
pulmonar infectado son similares al plasma y tejido pulmonar sano,
lo que indica que fosfomicina penetra eficazmente y tiene la habilidad
de ejercer su efecto bactericida en colonias de MRSA vy

enterobacterias productoras de BLEE (Matzi et al., 2010).

Hueso: Mediante la administracion de 100-200 mg/kg a pacientes
con pie diabético, se demostro que fosfomicina es altamente efectiva

ante infecciones por S. aureus y MRSA (S. aureus meticilina-

30



resistente), ya que tiene capacidad de unirse al tejido 6seo por su
similitud estructural con la hidroxiapatita (Legat et al., 2003; Schintler

et al., 2009).

Sistema Nervioso Central (SNC) y LCR (liquido cefalorraquideo):
En pacientes que mantenian intacta la barrera hematoencefalica se
demostré que fosfomicina penetraba adecuadamente para el
tratamiento de infecciones; ademas la penetracion a LCR era mayor
cuando las meninges estaban inflamadas (Parker, Lipman, Koulenti,
Dimopoulos, & Roberts, 2013). Otro estudio farmacocinético reveld
que, 8 g ¢/8 horas durante 5 dias proporciona una concentracién
suficiente de antibiético en el LCR durante todo el tratamiento

(Pfausler et al., 2004).

ITU complicadas: Analisis in vitro demuestran la alta susceptibilidad
de pat6genos urinarios como enterobacterias MDR ante fosfomicina;
sin embargo, se recomienda terapia combinada (Neuner, Sekeres,
Hall, & van Duin, 2012; Patel, Patel, Shetty, Soman, & Rodrigues,

2017).

Endocarditis y bacteriemia (terapia combinada): La combinacion
de fosfomicina con linezolid ha resultado una terapia exitosa en
infecciones por S. aureus meticilina-resistente (MRSA) (Xu-Hong et
al., 2014). Junto a doripenem es altamente eficaz ante infecciones
por microorganismos resistentes como MRSA, E. coli y K.
pneumoniae (Lingscheid, Tobudic, Poeppl, Mitteregger, &
Burgmann, 2013). Fosfomicina mas imipenem o ceftriaxona

sobrepasa significativamente la eficacia de vancomicina en el
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b.

tratamiento de endocarditis asociadas a MRSA y S. aureus

glicopéptido-intermedio (del Rio et al., 2016).

e Fosfomicinadisddica (intraperitoneal): Suministrar 4 g de fosfomicina
por via intraperitoneal es efectiva para el tratamiento de peritonitis e

infecciones sistémicas (Tobudic et al., 2012).

e Fosfomicina disodica (inhalatoria): Se encuentra en investigacion,
combina fosfomicina (4) con tobramicina (1) para inhalacion (FTI) (4:1)
con la finalidad de erradicar biopeliculas de P. aeruginosa (Anderson et

al., 2016; Trapnell et al., 2008).

Interaccion con otros antimicrobianos: Segun Morril et al. (2016), la
terapia combinada (sinergismo) es la mejor opcidbn ante bacterias
multirresistentes ya que se aumenta la velocidad de eliminacién y por ende,
se reduce el desarrollo de resistencias. A continuacion, se enuncian los
antibidticos que han demostrado efecto sinérgico y antagdnico con

fosfomicina frente a ciertos microorganismos.

e Sinergia (Gram negativos)

— E. coli = BLEE: carbapenémicos, aztreonam, colistin, netilmicina y
tigeciclina (Samonis, Maraki, Karageorgopoulos, Vouloumanou, &

Falagas, 2012).

— K. pneumoniae — BLEE: imipenem, colistin, netilmicina, tigeciclina

(Samonis et al., 2012).
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Enterobacteriaceae-NDM-1: colistin (Bercot, Poirel, Dortet, &

Nordmann, 2011).

K. pneumoniae RC (Resistente a Carbapenémicos):
carbapenémicos (70%), colistin (36%), tigeciclina (30%) y netilmicina

(42%) (Samonis et al., 2012).

K. pneumoniae — KPC2: meropenem (65%) y colistin (12%) (Souli

et al., 2011).

K. pneumoniae — VIM-2/NDM-2: colistin y colistin/meropenem

(Tangdén et al., 2014).

K. pneumoniae — OXA-48: imipenem (42%), meropenem (33%) y

tigeciclina (33%) (Evren, Kurt, Colako, & Arslan, 2013).

Acinetobacter baumannii RC (Resistente a Carbapenémicos):
colistin (73,3%) (Leelasupasri, Santimaleeworagun, & Jitwasinkul,

2018).

Pseudomonas aeruginosa RC: colistin (22%) (Di et al., 2015),
carbapenémicos, aminoglucaésidos, piperacilina-tazobactam,
ceftazidima, cefepime y ciprofloxacino (Ferrari, Passeri, Vitali, &

Martinez, 2013).

Pseudomonas aeruginosa MDR: imipenem (46.7%), meropenem
(53.3%), doripenem (73.3%), colistin, netilmicina y tigeciclina

(13.3%) (Samonis et al., 2012).
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Sinergia (Gram positivos)

Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA): doripenem
(95%), linezolid (98%), quinupristin-dalfopristin (100%), ceftriaxona
(94%), imipenem (88%), minociclina (87%), rifampicina (50%) (del
Rio et al., 2016; Duez et al., 2014, Lingscheid et al., 2013; Sun et al.,

2011; Tang, Chen, Cheng, et al., 2013; Xu-Hong et al., 2014).

S. aureus glicopéptido-intermedio / S. aureus vancomicina-
intermedio (VISA): imipenem, linezolid, vancomicina (Pachén-

Ibafez et al., 2011).

Enterococcus resistente a vancomicina (VRE): teicoplanina
(89%), imipenem (100%), ceftriaxona (100%), daptomicina,
amoxicilina y linezolid (Descourouez, Jorgenson, Wergin, & Rose,

2013; Tang, Chen, Zhang, et al., 2013).

Antagonismo (Gram negativos)

K. pneumoniae — OXA-48: colistin (Evren et al., 2013).

Neisseria gonorrhoeae: ertapenem (Wind, Vries, & van Dam,

2015).

Antagonismo (Gram positivos)

Enterococcus resistente a vancomicina (VRE): ampicilina (Tang,

Chen, Zhang, et al., 2013).
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C.

Grupos especificos de pacientes: Puede ser utilizada en pacientes de
todo rango de edad y condicion. Adultos mayores (CIPLAMED, 2016;
Falagas et al., 2016; Laboratorios ERN, 2013), nifios y neonatos (Traunmller
et al.,, 2011), embarazadas incluida la lactancia (Roussos et al., 2009),
pacientes en estado critico (Joukhadar et al.,, 2003) y pacientes con

insuficiencia renal (Gobernado, 2003; Tobudic et al., 2012).

Efectos adversos (Fosfomicina sddica): Los efectos secundarios
descritos son minimos (2%) (Falagas et al., 2016; Gobernado, 2003). Su
uso esta contraindicado cuando existe hipersensibilidad conocida, si no es
el caso, es considerada segura (CIPLAMED, 2016; Laboratorios ERN,

2013).

o Hipersensibilidad: exantema, urticaria, angioedema y anafilaxis

(CIPLAMED, 2016; Laboratorios ERN, 2013).

e Alteraciones gastrointestinales: vomito, dispepsia, anorexia,

diarrea y nauseas (CIPLAMED, 2016; Laboratorios ERN, 2013).

o Alteraciones en la funcion hepatica: aumentos temporales de
transaminasas y fosfatasa alcalina (CIPLAMED, 2016; Laboratorios

ERN, 2013).

o Alteraciones hematolégicas: ligera eosinofilia y trombocitosis

(CIPLAMED, 2016; Laboratorios ERN, 2013).

e Otros: flebitis, broncoespasmo y cefalea (CIPLAMED, 2016;

Laboratorios ERN, 2013).
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2.2.2.5. Programa de optimizacion para fosfomicina (PROA)

Un Programa de Optimizacién del uso de Antimicrobianos (PROA) conocido también como
Antimicrobial Stewardship Program (ASP), es un conjunto de estrategias establecidas para
reducir el uso inapropiado de antibiéticos; a partir de la seleccion adecuada del
antimicrobiano, su dosis, ruta y duracidon de la terapia (Asociacion Panamericana de

Infectologia, 2016).

Fosfomicina es uno de los antibiéticos con gran potencial para ser utilizado en un PROA,
debido a que posee varias propiedades, tales como bajo peso molecular, hidrosolubilidad,
despreciable unién a proteinas (que le permite alcanzar una excelente concentracion en la
mayoria de los tejidos), capacidad inmunomoduladora, inhibicion de adhesion bacteriana
al epitelio, penetracién al biofilm, efecto protector a la toxicidad de otros antibiéticos y su
eficacia contra enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasas (Falagas et al.,

2016).

Varios estudios sefalan que fosfomicina es considerada una éptima alternativa para la
terapia antimicrobiana combinada. Ha obtenido exitosos resultados en el tratamiento de
bacteriemias, neumonias, infecciones intraabdominales, infecciones de piel y tejidos
blandos, entre otras. Se debe a la sinergia que tiene con otros antibiéticos; por ejemplo,
con B-lactamicos, lipopéptidos (daptomicina) o glucopéptidos (vancomicina) es efectiva
contra MSSA y MRSA; con linezolid destruye biopeliculas y si se asocia a colistin o
aminoglucdsidos es eficaz contra bacterias Gram negativas (Mufiez, Ramos, & Fernandez,

2019).

Por lo tanto, aplicar un PROA para fosfomicina en las instituciones de salud sugiere la
reduccion de costos, la obtencion de mejores resultados clinicos y la disminucion de la

aparicion de microorganismos multirresistentes y los efectos adversos (Mufiez et al., 2019).
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2.2.2.6. Uso de fosfomicina en el sector agricola

Un estudio observacional desarrollado en una zona rural de la provincia de Esmeraldas
evalué cepas de Escherichia coli presentes en heces de aves de corral y humanos. Se
detecto una alta resistencia a cefotaxima (66,1%) en pollos de engorde. Las secuencias de
los genes blacrx-.m de las bacterias de pollos y humanos eran idénticas, sugiriendo un evento
de desbordamiento (término que refiere que la infeccion surge a partir de un foco animal y
se extiende o transmite al humano) (Hedman et al., 2019). Este estudio evidencia que las
granjas porcicolas y avicolas tienen gran impacto sobre la seleccién y propagacion de la

resistencia antimicrobiana a los humanos.

A pesar de que no existen estudios similares que incluyen a fosfomicina en el perfil, los
veterinarios si la utilizan para controlar varias enfermedades. En aves: colibacilosis,
septicemia, coriza infecciosa, sindrome de cabeza hinchada, onfalitis, célera aviar, tifoidea
aviar, artritis bacteriana; en cerdos: complejo respiratorio porcino pleuroneumonia, artritis
bacteriana, erisipela, infecciones intestinales, cistitis, pielonefritis y metritis

(FARBIOPHARMA S.A., 2017).

El Manual de Aplicabilidad de Buenas Practicas Avicolas, indica que fosfomicina debe
retirarse dos dias antes del sacrificio del animal o la utilizacién de sus productos. Solo si se
cumple esta regla, se garantiza que no existan residuos de medicamentos en la carne y/o
derivados para que puedan ser aptos para el consumo humano (Agencia Ecuatoriana de

Aseguramiento de la Calidad del Agro, 2016).
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2.3. MARCO CONCEPTUAL

Antibiograma: panel de susceptibilidades in vitro a varios antimicrobianos (Ryan & Ray,

2011)

Bactericida: antimicrobiano que inhibe el crecimiento y mata a la poblacién bacteriana

(Tortora et al., 2007).

Bacteriostéatico: antimicrobiano que solo inhibe el crecimiento bacteriano (Tortora et al.,

2007).

Colonizacion: presencia de microorganismos que no alteran las funciones normales del

organismo (Murray et al., 2014).

Concentracién minima inhibitoria (CMI): es la menor concentracion que puede inhibir el

crecimiento de un microorganismo (CLSI, 2012).

Escala McFarland: referencia para suspensiones bacteriolégicas, permite conocer las
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mililitro, segin una escala de 0,5 a 10 (Winn,

Allen, Janda, Koneman, & Procop, 2008).

Espectro: tipos de microorganismos antes los cuales tiene actividad el antimicrobiano

(Winn et al., 2008).

MDR: resistencia a al menos un antibiético de tres o mas familias consideradas para el

tratamiento de infecciones (Red Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (RENAVE), 2016).

PDR: resistencia a todos los antibioticos de todas las familias habitualmente utilizadas en

el tratamiento de la infeccion (RENAVE, 2016).
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Resistencia microbiana: tolerancia que tiene el microorganismo a los antimicrobianos,

debido a distintos mecanismos de defensa (Murray et al., 2014)

Resistente: término que indica que un microorganismo no se inhibe por las

concentraciones clinicamente posibles de un agente antimicrobiano (Tille, 2014).

Susceptible/Sensible: término que indica que un microorganismo se inhibira con

concentraciones clinicamente posibles de un antimicrobiano (Tille, 2014).

XDR: extensa resistencia; ausencia de sensibilidad a al menos un antibiético de varias

familias de antimicrobianos (RENAVE, 2016).
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CAPITULO Il

3.1. MARCO METODOLOGICO

3.1.1. Materiales y métodos

3.1.1.1. Tipo de Estudio

El estudio fue de tipo descriptivo y transversal. Ya que la descripcién se limité a los
hallazgos del laboratorio, no se manipul6 las variables independientes, se determiné la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y la susceptibilidad por difusion en disco de
fosfomicina en enterobacterias resistentes a carbapenémicos (CRE) caracterizadas por el
Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) en el afio

2017y 2018.
3.1.1.2. Tipo de Muestreo

Se realizé un muestreo de tipo aleatorio simple en el que cualquier cepa caracterizada

como enterobacteria resistente a carbapenémicos pudo formar parte del estudio.
3.1.1.3. Tamafio de Muestra

En el calculo del tamafio muestral se utilizé la férmula de poblacién finita con un error del
5% y un intervalo de confianza del 95%. La prevalencia utilizada (21%), fue proporcionada
por el Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) del

INSPI-Q de datos no publicados del afio 2017.
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Poblacién finita:

N = Universo Poblacional

Nivel de confianza =95% =0,95 Z=1,96

E (error)= 0,05 %

p (prevalencia de enterobacterias resistentes a carbapenémicos) = 21%
a=(1-p)

n = tamano de la muestra

3 NpqZ?
"IN DE? + pqz?

N =310
Z=1,96
E =0,05
p=0,21
q=0,79
n = tamafio de la muestra

~ 310(0,21)(0,79)(1,96)2
"= (310 — 1)(0,05)2 + (0,21)(0,79)(1,96)2

n =140,14 = 140

n =140

Decision: Con un intervalo de confianza del 95% y un error del 5% se determind un tamafio

de muestra de 140 cepas; pero se amplié a 150 para obtener datos mas relevantes.

41



3.1.1.4. Criterios de Inclusioén

e Cepas caracterizadas como enterobacterias resistentes a carbapenémicos.

e Cepas con informacion epidemiolégica completa (microorganismo, Codigo INSPI,

edad, sexo, tipo de muestra y servicio hospitalario) (ANEXO 1).

o Cepas receptadas en el periodo comprendido entre 2017 y 2018.

3.1.1.5. Criterios de Exclusioén

e Aislamientos de otros géneros y especies no pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae.

o Cepas obtenidas de muestras de hisopados rectales (colonizaciones).

o Cepas repetidas por paciente.

3.1.1.6. Anélisis Estadistico

Se trabajé con los softwares WHONET 2018, Microsoft Excel y el programa estadistico IBM
SPSS Statistics version 23.0. El analisis fue realizado mediante graficos estadisticos. En la
caracterizacion de la poblacion de estudio se utiliz6 diagramas circulares y de barras. La
evaluacion de la actividad in vitro de fosfomicina se represent6 en histogramas. Para la
comparacion de métodos se utilizaron tablas, diagrama de barras, escatogramas y por
ultimo, se calculé el indice Kappa de Cohen para establecer el grado de concordancia entre

ambos métodos.
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3.2. PROCEDIMIENTO

El presente estudio fue realizado en cuatro fases; en la fase uno se elabor6 y present6 el
Plan de Trabajo de Titulacion al Comité de Unidad de Titulacion de la Carrera de
Bioquimica Clinica. Al ser aprobado, se solicitd el permiso para la ejecucion de la
investigacion en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) y por el
Comité de Etica de la Investigacién en Seres Humanos de la Universidad San Francisco
de Quito (CEISH-USFQ). Se procedi6 a firmar acuerdos de entendimiento para la direccion
de tesis, uso de muestras y datos epidemiol6gicos requeridos en el estudio y la declaracion

de confidencialidad en el laboratorio de referencia RAM-Q INSPI.

En la fase dos, fueron comprados los reactivos y materiales (ANEXO 5). Simultaneamente,
se recolecto la informacion en base de datos WHONET, a partir de la cual, fue creada la
base de datos con anonimizacion (ANEXO 6). Posteriormente, se recuperé las cepas
conservadas (ANEXO 7) y se ejecutd el analisis de susceptibilidad de fosfomicina en
enterobacterias resistentes a carbapenémicos, mediante difusion en disco (ANEXO 8) y

dilucién en agar (ANEXO 9).

La fase tres incluye el ingreso de resultados en sistema informatico (Microsoft Excel) y el
desarrollo del andlisis estadistico en Microsoft Excel, WHONET 2018 y programa

informatico IBM SPSS Statistics version 23.0.

Finalmente, en la fase cuatro, se analizaron los resultados obtenidos, se elabor6 el
algoritmo de evaluacion y pertinencia de reporte de fosfomicina en enterobacterias
resistentes a carbapenémicos (ANEXO 10) y se procedio a la redaccién y presentacion del

Trabajo de Titulacion.
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3.3. CONTROL DE CALIDAD

Control de calidad

En base a

lineamientos de =

CLSI MO7 y M100.

Mueller-Hinton

1.Agar

1.Agar nutritivo
y MacConkey

1.Disco de
fosfomicina

2.(200 pg)

1.Fosfomicina

sal dis6dica

1.-Esterilidad
2.-Altura (4mm)
3.-ph (7,2-7,4)
4.-Concentracién

|de timina y timidina

5.-Concentracién
de cationes
divalentes

del proveedor
(OXOID).

1.-Esterilidad
2.-Color

Elaborados segin
especificaciones

Diametro del halo
de inhibicién de la
cepa ATCC
(Escherichia coli
ATCC® 25922)
debe serde 25 a
30 mm.

Escherichia coli
ATCC® 25922
debe tener una
concentracion
minima inhibitoria
de 0.5a2 mg/L.
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CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS

4.1.1. Caracterizacion de la poblacion de estudio

Los aislados clinicos utilizados en este estudio provienen en un 34% de la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI), seguido de las areas de Hospitalizacion y Cirugia con un
32,67% y 12,66% respectivamente (Ver Figura 7). Datos sugerentes a que estas areas

requieren mayor vigilancia e intervencion por los comités de control de infecciones.

Consulta Externa |l 2,67%

o
'S o Neonatologia-Pediatria B 6,67%

> =

o= Emergencia | 11,33%

n s

e Cirugia R 12.66%

o 9

ST Hospializacion | 2 5%

UC ] 34,00

Frecuencia

Figura 7. Tipo de servicio hospitalario del cual provienen las cepas de enterobacterias
resistentes a carbapenémicos.

Autor: Marifio, E.

En la Figura 8 se indican los tipos de muestras clinicas de los que provienen las cepas. El
36,67% proceden de sangre, el 22,67% de muestras del tracto respiratorio y el 18,67% de
orina. El tratamiento requerido para todos los mencionados puede ser fosfomicina en

combinacioén con otros antibioticos.
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Catéter  0,67%

LCR M 1,33%
Muestras del tracto gastrointestinal |l 6.01%
Heridas, abscesos y secreciones | 14,01 %
Orina | 15,677
Muestras del tracto respiratorio | GG 22,67 %
36,67%
Sangre |

Frecuencia

Tipo de muestra

Figura 8. Tipos de muestras clinicas de las que provienen las cepas de enterobacterias
resistentes a carbapenémicos.

Autor: Marino, E.

Como se muestra en la Figura 9, de un total de 150 cepas, se aislaron 10 especies
diferentes de enterobacterias, Klebsiella pneumoniae (n=125), Citrobacter freundii (n=6),
Escherichia coli (n=4), Klebsiella oxytoca (n=4), Enterobacter cloacae (n=3), Klebsiella
aerogenes (n=2), Morganella morganii (n=2), Serratia marcescens (n=2); Citrobacter
youngae (n=1) y Klebsiella ozaenae (n=1). Es notable la predominancia de K. pneumoniae,
se debe a que este microorganismo tiene mayor capacidad de generar resistencia a los

carbapenémicos.
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Microorganismo analizado

/m

H Klebsiella pneumoniae

W Citrobacter freundii

M Escherichia coli

B Klebsiella oxytoca

B Enterobacter cloacae

u Klebsiella aerogenes
Morganella morganii
Serratia marcescens
Citrobacter youngae

Klebsiella ozaenae

Figura 9. Diagrama circular de recuento de microorganismo analizado

Autor: Marifio, E.

Con respecto a los mecanismos de resistencia, el 98,67% de los microorganismos poseia
el gen blakec y el 1,33% blanom; Ninguno portaba los genes blaviv, blave y blaoxass. El gen

blanom S6lo estuvo presente en una cepa de Citrobacter freundii y una de Escherichia coli

(cabe recalcar que fueron las 2 Gnicas cepas no portadoras de KPC).

4.1.2. Evaluacion de la actividad in vitro de fosfomicina en cepas de

enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC).

4.1.2.1. Método de difusién en disco

El histograma de los halos de inhibicion obtenidos mediante el método de difusion en disco

revela una curva bimodal que permite diferenciar claramente cada criterio de interpretacion;
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en total, 24 aislados son resistentes (< 12 mm), 4 intermedios (13-15 mm) y 122 sensibles
(= 16 mm). Latendencia de la curva se da entre 19 y 22 milimetros. Por lo tanto, se puede

considerar el uso de fosfomicina en la terapia (Ver Figura 10).

20+

] 8 10 18 20 22 24 26 28 30 32 M =35

Zona de inhibicién (mm)

Figura 10. Histograma de diametros de la zona de inhibicion (mm) de enterobacterias
resistentes a carbapenémicos (ERC) ante fosfomicina (200 ug), mediante método de
difusion en disco. Lineas rojas corresponden a los puntos de corte establecidos por CLSI
2018.

Autor: Marifio, E.

4.1.2.2. Método de dilucién en agar

La Figura 11 representa la distribucion de la CMI. Al igual que el histograma de la difusién
en disco, se observa que la predominancia de los aislados se ubica en la categoria sensible
(< 64 pg/mL), seguido de resistente (= 256) y, por ultimo, intermedio (128 pg/mL). Es decir,

también sugiere la inclusién de fosfomicina en el tratamiento.
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Figura 11. Histograma de la CMI (Concentracién minima inhibitoria) de fosfomicina en
enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC), mediante método de dilucién en
agar. Lineas rojas corresponden a los puntos de corte establecidos por CLSI 2018.

Autor: Marino, E.

4.1.3. Comparacion de métodos

Se evalud la actividad in vitro de fosfomicina mediante el método estandar (difusion en
disco) y el método de referencia (dilucion en agar). En la Tabla 2, se exponen los resultados
obtenidos de cada microorganismo, a través de ambas metodologias. Es notable que las
interpretaciones concuerdan en casi todas las especies, sin embargo, no se puede emitir
una conclusién general sobre la familia Enterobacteriaceae, porque el 83% de las cepas

son Klebsiella pneumoniae.
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Tabla 2.
Tabla de contingencia entre interpretacion de resultados y microorganismo.

Interpretaciéon de resultados

Dilucién en agar Difusion en disco
S | R S R
_8 Citrobacter freundii 5 - 1 5 - 1
:1:2 Citrobacter youngae 1 - - 1 - -
[&]
o Enterobacter cloacae 2 - 1 2 - 1
g Escherichia coli 4 - - 4 - -
2 Klebsiella aerogenes 2 - - 2 - -
@© .
) Klebsiella oxytoca 4 - - 4 - -
8 Klebsiella ozaenae 1 - - 1 - -
%—) Klebsiella pneumoniae 98 3 24 100 4 21
Morganella morganii - 1 1 1 - 1
Serratia marcescens 2 - - 2 - -
TOTAL 119 4 27 122 4 24

S: Sensible; I: Intermedio; R: Resistente.

Autor: Marifio, E.

En la Tabla 3 se observa las discrepancias que se dieron entre los dos métodos. Tres
cepas de K. pneumoniae fueron interpretadas como intermedio por difusiéon en disco,
mientas que por diluciéon en agar resultaron resistentes. Una cepa de M. morganii y dos de
K. pneumoniae fueron sensibles por el método estandar, pero en la lectura de la CMI, se
determiné que eran de susceptibilidad intermedio. En consecuencia, los resultados que
requeririan confirmacion por dilucién en agar son los que obtengan un halo de inhibicién

entre 13y 16 mm.
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Tabla 3.
Discrepancias entre método estandar y referencia

Microorganismo Dilucién en agar Difusioén en disco
Klebsiella pneumoniae (n=3) Resistente Intermedio
Klebsiella pneumoniae (n=2) Intermedio Sensible

Morganella morganii (n=1) Intermedio Sensible

Autor: Marifio, E.

En la Figura 12, se exponen los similares resultados obtenidos de Klebsiella pneumoniae,
a través de ambas metodologias. Por consiguiente, el método de difusion en disco podria

ser utilizado para evaluar a este microorganismo.

Evaluacion in vitro de fosfomicina en cepas de Klebsiella pneumoniae

120
100
80

60

Frecuencia

40

20

R
|
Klebsiella pneumoniae

® Dilucion en agar (DA) = Difusion en disco (DD)

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente

Figura 12. Evaluacion in vitro de fosfomicina en cepas de Klebsiella pneumoniae

Autor: Marifio, E.
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En la Figura 13 se representa en términos porcentuales los resultados del estudio; por
difusién en disco se obtuvo 81,33% en categoria sensible, 2,67% en intermedio y 16%
resistente, por dilucion en agar el 79,33% resulté sensible, el 2,67% intermedio y el 18%
resistente. Resultados sugerentes de que el método de difusiébn en disco puede ser

utilizado para evaluar fosfomicina en enterobacterias resistentes a carbapenémicos.

Evaluacion in vitro de fosfomicina en cepas de enterobacterias
resistentes a carbapenémicos

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%
16% 18%
20%

. |
0% 2,67%  2.67%

Sensible Intermedio Resistente

81,33% 79,33%

Porcentaje (%)

m Difusién en disco  m Dilucién en agar

Figura 13. Diagrama de barras que evidencia en porcentaje los resultados obtenidos de
la evaluacién de susceptibilidad.

Autor: Marino, E.

En la Figura 14, se encuentra un escatograma. Un diagrama en el cual se representa el
porcentaje de aislamientos segun las interpretaciones de susceptibilidad. En Resistente (R)
se obtuvo 16,0%, en Intermedio (I) 0,7% y en Sensible (S) 79,3%. Ademas, incluye los
errores en las categorias clinicas; el error menor resultante fue de 4%, este surge cuando
un método obtiene resultado intermedio y otro informa susceptible o resistente. El acuerdo

categorico o Categorical Agreement (CA) fue 96% ya que no se presentaron errores graves
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ni muy graves. Para considerar un método adecuado, CLSI recomienda que en el
desempenio de las pruebas de susceptibilidad se obtenga = 95% de acuerdo categorico, <
10% de error menor, < 3% de errores graves y <1,5% de errores muy graves; por tal razon,
el método de difusién en disco si es adecuado para la evaluacion de enterobacterias

resistentes a carbapenémicos (ERC).

R 16.0% 2.0%
Resistente Error menor Error muy grave
FOS (Dilucidn o o
en agar) I 0.7% 2.0%
Error menor Intermedio Error menor
S 79.3%
Error grave Error menor Sensible
R I S

FOS (Difusidn en disco)

Figura 14. Escatograma que representa errores en las categorias clinicas entre el
método de difusion en disco y dilucién en agar para fosfomicina.

Autor: Marifio, E.

4.1.3.1. indice Kappa de Cohen

Se obtuvo el indice Kappa a partir del calculo del porcentaje de concordancia y el
porcentaje de concordancia debida al azar (ANEXO 11). El resultado obtenido fue 0,88; fue
interpretado de acuerdo a las clasificaciones de Landis y Koch, y se concluyé que al ser

mayor a 0,75 la concordancia entre los métodos es excelente, no depende del azar.
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4.2. DISCUSION

Las enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC) son un grave problema de salud
publica a nivel mundial, provocan infecciones muy dificiles de combatir y pueden llegar a
ser mortales en aproximadamente el 50% de individuos (Martin, Fahrbach, Zhao, & Lodise,
2018). Por lo regular, una infeccion asociada a ERC no se da en la comunidad, ocurre en
ambientes hospitalarios; principalmente en pacientes que requieren atencion con
dispositivos médicos como ventiladores respiratorios o catéteres, y aquellos tratados
prolongadamente con antibiéticos (CDC, 2015). Estas referencias son concertantes con el
presente estudio, pues de las 150 cepas de ERC analizadas, el 34% fue remitido de la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), y el 32,67% de hospitalizacién; dato sugerente de
que estas areas requieren mayor vigilancia e intervencion por los comités de control de

infecciones.

Los aislados clinicos provinieron especialmente de sangre (36,67%), muestras del tracto
respiratorio (22,67%) y orina (18,67%); Palacios-Baena et al., (2015) refiere el 10% de sus
muestras proceden de sangre y el 43% de orina, Carrilho et al., (2016) obtuvo 42% de
microorganismos causantes de neumonia y 40,2% de ITU. Estas discordancias con lo
reportado en esta investigacion pueden corresponder a que han sido realizadas en otras
zonas territoriales con diferente perfil epidemiologico. Ademas, las ERC pueden ocasionar

una infeccién en cualquier érgano o tejido del cuerpo humano.

Referente al tipo de microorganismo, Klebsiella pneumoniae prevaleci6 con 83%.
semejante a los estudios de Palacios-Baena et al. (2015) con 74% y Carrilho et al. (2016)
con 89%. Se debe a que dentro de la familia Enterobacteriaceae, Klebsiella pneumoniae
se destaca por su capacidad de generar resistencia a los antibiéticos mediante varios

mecanismos; en cuanto a la resistencia a los carbapenémicos, la presencia de genes de
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carbapenemasas han sido reportados en todo el mundo por la facilidad de diseminacion a
través de la transferencia horizontal de genes, mediada en especial por plasmidos y
transposones (Nordmann et al., 2011). En este estudio, el 98,67% de las cepas fue KPC,
seguido de 1,33% de NDM-1, similar a la investigacion latinoamericana de Villegas et al.
(2016) donde resefié 83% KPC, 9% VIM, 8% NDM sin IMP ni OXA-48 pero disimil con la
desarrollada en Espafa por Palacios-Baena et al. (2015), que refiere solamente 2% de
enterobacterias productoras de KPC y 74% OXA-48. Acordando con los analisis
epidemioldgicos de Logan & Weinstein (2017) que describen a la carbapenemasa tipo KPC
como propagada o endémica en Ecuador y otros paises de Sudamérica y con David et al.

(2019) sobre la predominancia del gen blaoxass €en Europa.

Para el analisis de la evaluacion in vitro de fosfomicina se realizaron histogramas
indicadores de la tendencia de los aislados clinicos en la categoria sensible mediante el
método de diluciébn en agar y difusion en disco. El escatograma obtenido a partir del
emparejamiento de las dos metodologias resolvié que la susceptibilidad a fosfomicina de
las cepas de enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC) fue 79,3% sensible,
0,7% intermedio, y 16,0% resistente. Resultados similares en cuanto a sensibilidad, con
los de Endimiani et al. (2010), Tuon et al. (2013) y Hirsch et al. (2015) que refieren el 93,
94 y 99% en K. pneumoniae KPC, Pogue et al. (2013) 85% en ERC, Kaase et al. (2014)
78% en enterobacterias y con Lifonzo et al. (2018) 72% en E. coli BLEE. A diferencia de
una investigacion en Reino Unido donde la sensibilidad fue 61% en 81 cepas de ERC
(Livermore et al., 2011); este dato discordante puede corresponderse al diferente tamafio
muestral trabajado o0 a su vez, la susceptibilidad a fosfomicina en esta poblacién puede ser
caracteristicamente reducida y requiere mayor atencion para evitar el aumento del nimero

de microorganismos resistentes.

De acuerdo al valor de resistencia obtenido, se infiere que en 6 afios la resistencia a

fosfomicina ha aumentado 11% en el Ecuador, dato calculado gracias al estudio de Zurita
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(2012) realizado entre el 2002 al 2012 donde reporta menos del 5% de microorganismos
no susceptibles a fosfomicina. Segun Gales & Vignoli (2018), en la familia
Enterobacteriaceae solo se ha hallado el gen de resistencia fosA, sin embargo, Lee et al.
(2012), Ho et al. (2013) y Hou et al. (2013) sefialan la diseminacion de la variante fosA3
por Asia y su arribo a Estados Unidos (Alrowais et al., 2015). Por lo tanto, una investigacion
dirigida a detectar la presencia de este gen en el pais seria relevante, porque es elevada

la probabilidad de que esté presente en Sudamérica y Ecuador.

Respecto a la comparacion entre el método de referencia (dilucién en agar) y el método de
difusion en disco para fosfomicina, se obtuvo un acuerdo categérico (CA) de 96% y 4% de
error menor en las categorias clinicas, este tipo de error surge cuando un método obtiene
resultado intermedio y el otro informa susceptible o resistente, dato concordante con las
discrepancias del estudio. Estos valores fueron equivalentes a los conseguidos en los
estudios realizados en el 2006 por de Cueto et al., 94,87% de CA, 3,5% de errores
mayores, 1,4% de errores menoresy 0,23% de errores muy graves (E. coliy K. pneumoniae
BLEE), en el 2014 por Perdigédo-Neto et al. (96/100)% de CA y (4/0)% de errores muy
graves (K. pneumoniae/Enterobacter spp.) y en el 2015 por Hirsch et al. 93,8% de CA, 5%
de errores menores y 1,3% de errores mayores. No coincide con Endimiani et al. (2010),
con 33,8% de errores menores, ni con la descripcion de Kaase et al. (2014) que obtuvo
27% de errores menores; cabe recalcar que este Ultimo autor utilizé el punto de corte

sensible = 20 mm para la interpretacion del halo de inhibicion.

Kaase (2014), ademas sefiala que es discutible la eleccién del método de dilucion en agar
como referencia; a su criterio, ninglin método que evalle a fosfomicina ha demostrado
correlacionarse al resultado clinico. El autor llegé a esta conclusion, en base a la pequefa
area sobre la cual se aplica el inéculo, por lo tanto, las subpoblaciones resistentes deberian

considerarse mucho mas que en la lectura del método epsilométrico o difusion en disco.
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El grado de concordancia obtenido mediante el célculo del indice Kappa fue 0,88; se
interpretd el resultado de acuerdo a las clasificaciones de Landis y Koch, y se concluy6 que
al ser mayor a 0,75 la concordancia entre los métodos es excelente, no depende del azar.
Este dato es similar al obtenido en Perua por Lifonzo et al. (2018) que fue 0,93; la diferencia
con este estudio fue que la poblacion estudiada se conform6 de cepas de E. coli BLEE.

Kaase et al. (2014) obtuvo 0,807 pero entre Etest y dilucion en agar.

El presente trabajo tiene algunas limitaciones, la primera es el pequefio tamafio de la
muestra, y la segunda, que las conclusiones del estudio no se pueden generalizar a la
familia Enterobacteriaceae ni a todas las carbapenemasas porque la mayoria de las cepas
analizadas fueron Klebsiella pneumoniae productoras de KPC. No obstante, el estudio si
pudo demostrar que fosfomicina tiene buena actividad en enterobacterias resistentes a
carbapenémicos (ERC), por lo que podria ser una buena alternativa terapéutica para este
tipo de agentes. Ademas, la aplicacion del método de difusién en disco puede considerarse
en los laboratorios de bacteriologia para determinar la susceptibilidad de fosfomicina en
estos microorganismos, principalmente para tamizaje. Los resultados que requeririan ser
confirmados por el método de referencia (dilucion en agar) serian los que obtengan un halo

de inhibicién de 13 a 16 mm mediante el método de difusién en disco.

Finalmente, al ser fosfomicina un antimicrobiano clave para el tratamiento de infecciones
causadas por microorganismos multirresistentes, es necesario que CLSI y EUCAST
establezcan criterios comunes con respecto a la interpretacion de su susceptibilidad ante
enterobacterias. Considerando que K. pneumoniae, tiene sensibilidad reducida a
fosfomicina por la presencia del gen cromosémico fosA (Elliott et al., 2019; Klontz et al.,

2017).
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4.3.

CONCLUSIONES

Dada la complejidad del método de dilucién en agar y el mayor consumo de tiempo
que requiere, su aplicacibn es recomendada en laboratorios de referencia. La
difusion en disco es el sistema mas practico para evaluar la susceptibilidad en
laboratorios de rutina; a causa de los errores menores, los resultados que
requeririan ser confirmados por el método de referencia (dilucién en agar) serian
los que obtengan un halo de inhibicion de 13 a 16 mm mediante el método de

difusién en disco.

Para considerar un método adecuado, CLSI recomienda que en el desempefio de
las pruebas de susceptibilidad se obtenga = 95% de acuerdo categérico, < 10% de
error menor, < 3% de errores graves y <1,5% de errores muy graves; por lo tanto,
el método de difusién en disco (200 pg fosfomicina/50 ug G-6-P, OXOID) si es
adecuado para la evaluacion de enterobacterias resistentes a carbapenémicos

(ERC).

El grado de concordancia entre el método de difusion en disco y dilucién en agar es
categorizado como excelente, es decir, los resultados obtenidos por el método

estandar no dependen del azar.

El algoritmo de evaluacion y pertinencia de reporte de fosfomicina en
enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ANEXO 10) fue elaborado con la
finalidad de su posible implementacion en el CRN-RAM del INSPI-Q para que se
pueda emitir el informe de susceptibilidad al establecimiento de salud responsable
del aislamiento. Y de esta manera, el médico tratante, basandose en un protocolo
integral validado, pueda considerar a fosmicina como terapia alternativa o

combinada en infecciones causadas por estos microorganismos multirresistentes.
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4.4.

El interés y el uso de fosfomicina ha aumentado en los ultimos afios debido sus
amplias cualidades farmacoldgicas y sus elevados indices de sensibilidad que se
presentan en bacterias multirresistentes, sin embargo, son necesarios criterios

comunes sobre puntos de corte clinicos y su utilizaciéon en regimenes terapéuticos.

RECOMENDACIONES

Los datos clinicos sobre el uso de fosfomicina intravenosa en el tratamiento de
infecciones graves son limitados, se necesita mas estudios experimentales y

clinicos que garanticen el éxito de la terapia antimicrobiana.

Es necesario que se desarrollen estudios que detecten genes fosA (principalmente
fosA3) en bacterias Gram negativas que han resultado resistentes a fosfomicina
mediante dilucién en agar, de esta manera se evitaria la diseminacién de estos

genes de resistencia.

De acuerdo con la farmacocinética y farmacodinamia de fosfomicina, es
aconsejable que los establecimientos de salud elaboren un PROA para este
antibiético. Se reduciran costos, se obtendran mejores resultados clinicos y

disminuira la aparicién de bacterias multirresistentes y los efectos adversos.

A excepcion de las infecciones del tracto urinario (ITU) debe evitarse el uso de
fosfomicina en monoterapia por el riesgo elevado de que el microorganismo

desarrolle resistencia.
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Se recomienda que La Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario —
Agrocalidad, no permita la fabricacién, formulacion, importacion, comercializacion,
registro y uso de productos que contengan como ingrediente activo fosfomicina para
uso o consumo animal. Porque es un antimicrobiano considerado como ultima
alternativa en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias
multirresistentes. De esta manera, se cumpliria con el objetivo 4 (Utilizar de forma
Optima los medicamentos antimicrobianos en la salud humana y animal) del plan de

accion mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos establecido por la OMS.
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suscribieron un Convenio Marco, cuyos objetos consisten en establecer un marco general
referencial a fin de que las partes puedan promover la colaboracién en intercambio
cientifico, la transferencia de tecnologia y del conocimiento para el desarrollo de
habilidades y destrezas en el campo de salud humana; la realizacién de investigaciones
conjuntas; el intercambio de informacion cientifico-técnica y de personal especializado,
procurando la complementaciéon de acciones conjuntas en areas de competencia de
ambas partes, con una vigencia de 5 afios, contados a partir de la fecha de su firma.

II. En la Clausula tercera se establecio que las partes podran celebrar Acuerdos de Entendimiento
con el objetivo de dejar constancia expresa de la voluntad de establecer Colaboracion Académica-

Cientifica.
SEGUNDA. OBJETIVOS.
El Presente acuerdo tiene los siguientes objetivos:

» Formalizar el vinculo entre el TESISTA e INSPI, por el cual se manifiesta que, el Ing. FERNANDO
XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO, RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE
REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS CZ9 se compromete a dirigir
el trabajo de tesis de KATHERINE ESTEFANIA MARINO BRITO, ESTUDIANTE DE LA
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA, FACULTAD DE MEDICINA DE LA PONTIFICIA
UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR, para la obtencién del titulo de BIOQUIMICA

CLINICA, que se realizara bajo la responsabilidad conjunta.
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TERCERA. COMPROMISO DE LAS PARTES.

DEL INSPI

El Ing. FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO, RESPONSABLE DEL
LABORATORIO DE REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS CZ9, tendra

las siguientes obligaciones:

v Dar un trato respetuoso y cordial al TESISTA;

v Informar al estudiante sobre los Reglamentos y Lineamientos para vinculacién
académica, asi como de las politicas internas y demas informacién necesaria que
tenga que conocer para desarrollar debida y plenamente las actividades que le sean
asignadas;

v' Aceptar la designacién como Director/Tutor con el fin de que el Tesista pueda cumplir a
cabalidad sus actividades asignadas y desarrollar eficazmente sus destrezas y aptitudes;

v Coordinar con el tutor académico de la PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL
ECUADOR el control, seguimiento y evaluacién de las actividades del TESISTA;

v" Brindar las facilidades para el correcto desempefio de la investigacion del TESISTA,
conforme la planificacién de actividades;

v Elaborar y entregar, al finalizar la investigacion, el certificado del ejercicio de las
actividades, una vez que se haya receptado el ejemplar digital de tesis concluida en
formato PDF.

v" Revisar y avalar el registro de las actividades del TESISTA.

DEL TESISTA
Son compromisos del TESISTA:

¥ Presentar la solicitud, dirigida a la méxima autoridad de la Cooerdinacion Zonal, para que
El Ing. FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO, RESPONSABLE DEL
LABORATORIO DE REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS C29
dirija su trabajo de tesis para la obtencién de BIOQUIMICA CLINICA.

¥ Acogerse por escrito a las condiciones establecidas en los lineamientos dando énfasis a
clasificacion descrita por los lineamientos regidos por el INSPI (Tesistas con sus propias

temas/ Tesistas de colaboracién);
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Entregar el Acuerdo de Entendimiento, firmado por el Tutor del INSPI y por el TESISTA.
Enviar propuesta de investigacion bajo el formato establecido en el INSPI.

Entregar informes periddicos de avances de la investigacion y un informe final;

AR NS

Comunicar de toda situacion o evento que afecte el desarrollo de sus actividades a ambas
instituciones.

v Entregar ejemplar digital de tesis concluida en formato PDF.

Las partes se comprometen a establecer mecanismos para garantizar la ejecucion, control,

seguimiento y evaluacion de los objetos descritos en este Acuerdo de Entendimiento.

CUARTA. RELACION LABORAL.
Por la naturaleza de esta vinculacién, no se generan derechos ni obligaciones laborales o
administrativas, no se crea ninguln tipe de estabilidad laboral, y se manifiesta que el “TESISTA” no es

sujeto de indemnizacién alguna y no ingresa a la carrera de servicio publico.

Es facultad del INSPI, segun capacidad y disponibilidad presupuestaria, otorgar remuneraciones y/o
reconocimientos monetarios honorarios extraordinarios al “TESISTA”, salvo disposicién contraria

establecida por la ley.

Sin embargo, aun cuando el TESISTA no mantiene ningun vinculo laboral con la institucion, tiene la
obligacion de cumplir cabalmente con lo establecido en el Reglamento Interno Vigente del INSPI, el
Cédigo de Etica Institucional, las Politicas Internas asi como debe sujetarse a las normas y politicas,

incluyendo a las politicas de bioseguridad del laboratorio que lo acoge.

QUINTA. DURACION.

El presente instrumento entrara en vigor a partir de la fecha de su firma y tendra una duracién de 6 meses,
prorrogable, segun evaluacién y aprobacion de ambas partes, previa evaluacién de los resultados

obtenidos y mediante acuerdo por escrito.
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SEXTA. PROPIEDAD INTELECTUAL Y CONFIDENCIALIDAD.
Todos los datos ya sean oral, impresa, contenida en medios electrénicos o electromagnéticos,
propiedad de las partes o de sus unidades, se deberan mantener en sigilo, proteccion y reserva,

sin divulgacion a terceros, y sélo seran accesibles cuando la tesis sea publicada.

Las partes convienen que las publicaciones, asi como la difusién de los resultados derivados se

realizaran de comun acuerdo a los lineamientos de vinculaciéon académica del “INSPI”

Las partes convienen de manera expresa que los trabajos que se deriven de la ejecucion del presente
Acuerdo de Entendimiento que sean susceptibles de proteccién intelectual, corresponderan a la parte
cuyo personal haya realizado el trabajo objeto de proteccién, dandole el debido reconocimiento a

quienes hayan intervenido en la realizacién del mismo.

En caso de trabajos generados y de los cuales no sea posible determinar el grado de participacion del
INSPI y el TESISTA, la titularidad de los derechos correspondera a los dos en partes iguales,

otorgando el debido reconocimiento a quienes hayan intervenido en la realizacion del mismo.

Queda expresamente entendido, que el TESISTA podra utilizar en sus tareas académicas, los

resultados obtenidos de las actividades amparadas por el presente instrumento.

SEPTIMA. AUTORIAS:

En el caso se decida preparar una publicacién de cualquier indole usando los datos de estos
proyectos, los investigadores involucrados se comprometen a regirse a las lineas guia del
Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas (International Committee of Medical Journal
Editors, ICMJE). Las lineas guia del ICMJE indican que la autoria se defina siguiendo las siguientes 4
condiciones (ICMJE, 2015):

1. Contribucién substancial a la concepcidn o disefio del estudio; o la adquisicién, analisis

o interpretacion de los datos del estudio,
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2. Elaboracién del borrador del manuscrito o revisién critica del contenido intelectual del
mismo,

3. Aprobacion final de la version que sera publicada,

4. Estar de acuerdo con ser responsable (poder rendir cuentas) del contenido y todos los
aspectos del estudio y del articulo, asegurando que cualquier pregunta o duda scbre la

precision del estudio sean investigadas y resueltas de forma apropiada.

Los autores deberan cumplir con las 4 condiciones, donde en representaciéon del INSPI El Ing.
FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO en su calidad de RESPONSABLE DEL
LABORATORIO DE REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS CZ9, y (los
demas delegados que intervengan en el proceso de elaboracion del trabajo de tesis), seran coautores

de la publicacion.

Otras personas que contribuyen al trabajo, come por ejemplo proveedores de reactivos esenciales o
recopilacién de datos, también se los podra incluir en la autoria siempre cuando cumplan con las
condiciones 2, 3 y 4. Personas que no cumplan con los 4 criterios deberan figurar solamente en los

agradecimientos

OCTAVA. TERMINACIGN.

Se dara por terminado el presente acuerdo por las siguientes causales:

» Por el cumplimiento del plazo y objeto del presente documento;

» Por mutuo acuerdo de las partes;

» Por decision unilateral del INSPI, a razén de que el TESISTA incurra en: faltas de
Conducta/ incumplimiento e inobservancia de lo establecido en los Lineamientos y
Reglamentos del INSPI; realizacién de actividades indebidas como: hacer mal uso de los
bienes de la institucion, realizar actividades no acordadas, realizar actos de proselitismo
politico dentro de la institucion;

» Por abandono de estudios, sin comunicar de forma escrita su voluntad, mientras el

mencionado se encuentre realizando sus actividades.
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NOVENA. RESPONSABLES.
Son responsables de promover y cumplir las condiciones del presente acuerdo:

» Porel INSPI:
Nombre del Tutor: Ing. FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO

Cargo: Responsable del Laboratorio de Referencia de Resistencia a los Antimicrobianos CZ8
Direccion: Iquique N14-285 y Yaguachi

Teléfono: 2509625

E-mail: fvillavicencio@inspi. gob.ec

» Porel TESISTA:
Nombre del Tesista: KATHERINE ESTEFANIA MARINO BRITO

Facultad / Carrera: Facultad de Medicina, Carrera de Bioquimica Clinica
Direccion: Avenida 12 de Octubre 1076, Vicente Ramén Roca, Quito
Teléfono: 2991700 Ext. 1645

E-mail: kmarino343@puce.edu.ec

DECIMA. COMUNICACIONES.

Para efecto de las comunicaciones que se necesiten entre las partes, se establecen las siguientes

direcciones:
INSPI: Iquique N14-285 y Yaguachi. Areas Técnicas

TESISTA: Laboratoric de Referencia de Resistencia a los Antimicrobianos

DECIMA PRIMERA. CONTROVERSIAS

Por ser este un Acuerdo, las eventuales controversias o reclamaciones que pudieran surgir de la

interpretacién y aplicacion del mismo, sus posteriores enmiendas, o cualquier cuestién no acordada
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Por ser este un Acuerdo, las eventuales controversias o reclamaciones que pudieran surgir de la
interpretacion y aplicacién del mismo, sus posteriores enmiendas, o cualquier cuestiéon no acordada
relacionada con su contenido, sera resuelta en forma directa y amigable por las partes, en el plazo de
quince (15) dias, contados a partir de la notificacién de la contraparte.

De no mediar acuerdo alguno y persistir las divergencias, las partes convienen someter las
controversias al procedimiento de Mediacion en el Centro de Mediacién de la Procuraduria General
del Estado.

DECIMA SEGUNDA. ACEPTACION

Las Partes declaran estar de acuerdo con el contenido de todas y cada una de las cldusulas materia
del presente instrumento, por asi convenir a sus respectivos intereses, indicando que en su
celebracién no existe mala fe, o cualquier otro motivo que vicie su consentimiento, por lo que las
aceptan y se ratifican en cada una de ellas, y para constancia de lo estipulado firman en unidad de
acto en CUATRO (4) ejemplares del mismo contenido, y tenor, en la Ciudad de Quito a los 22 dias
del mes de octubre del 2018.

I o
toptods |V foreo
' \

\
A;. FERNANDO XAVIER KATHERINE ESTEFANIA MARINO BRITO
VILLAVICENCIO ZAMBRANO
FACULTAD DE MED ARRERA DE
REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS
ANTIMICROBIANOS CZ9 PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL

ECUADOR
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ANEXO 3: Acuerdo de confidencialidad

NSTITUTO NACGONAL DE

INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA INSPI

DR LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ
CCORDINACION ZONAL 9 INSPI

Yo.. e?..‘f&‘.‘..“‘.‘.f:‘..d@'.’.ﬁﬁ...semdor de la Coordinacién Zonal 9 del Instituto Nacional de
Invesugacién__en Salud_Publica — INSPI - Dr. Leopoldo Izquieta Pérez, con el cargo actual
g e (€228 €N la_Unidad/GestionY3\enun o demieloneo - R bajo  Ia
vmxiahda\dde(contratolnomm‘amu=:nto)..............‘.f#.\.%:tq~ ................... suscribd el presente
Acuerdo de Confidencialidad de la Informacién, aceptando que

ACUERDO DE CONFIDENCIALIDAD

1. Me comprometo a guardar prudencia y reserva en los asuntos institucionales y en los que
atafien a mis funciones, a fin de precautelar la buena imagen de la Coordinacién Zonal 9-
Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica — INSPI - Dr. Leopoldo Izquieta
P‘nz,porloque,hesidohﬂonnadoyaeeptoenaleneiénalanatura!ezadsla
informacién que recibiré, generaré y que estara bajo mi responsabuidad el compromiso
por los riesgos que el mal uso ylo divulgacion de la misma implican para la
'lNS’ﬂTUCION‘ mantendré en forma estrictamente reservada y confidencial toda
o kﬂnmeelbnrdovantequesemepmpqcioneoquetengamsoenfunaéndem
) .  actividades a cumplir; por lo tanto, es necesario el abstenerse de usar, disponer, divulgar
R T ylo publicar por cualquier medio, oral o escrito, y en general, aprovecharse de ella en
er otra forma para efectos ajenos a los intereses de la Institucién y del Pais.

toda la informacion no publica relacionada con las personas y

as tiene el carécter de confidencial, porhnto,e#nmjoﬁttmm
ra los fines que mis responsabilidades como funcit
sti Nadonaldelmmﬂm&mmq
Pérez lo requiera.
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ANEXO 4: Carta de aprobacion CEISH - USFQ.

2018-249E

Comité de Ftica de Investigacion en Seres Humanos
Universidad San Francisco de Quito

El Comité de Revision Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

Aprobacian MSP, Oficio No. MSP-VGVS-2016-0244-0, 26 de Abril de 2016

Quito, 23 de octubre de 2018

Sefiorita

Katherine Estefania Marifio Brito

Investigadora Principal

Facultad de Medicina Carrera de Bioquimica Clinica-PUCE
Ciudad

De mi mejor consideracion:

Por medio de la presente, el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad
San Francisco de Quito se complace en informarle que su solicitud de revision y aprobacién del
estudio de investigacién “Evaluacion de la actividad in vitro de Fosfomicina por el método de
dilucién en agar y difusion en disco en cepas de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos
obtenidas de aislados clinicos remitidos al Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
(INSPI) de la ciudad de Quito, periodo 2017-2018", ha sido aprobada el dia de hoy como un estudio
exento, debido a que la investigacion va a tomar datos personales pero el investigador asegura que
seran codificados para el andlisis y presentacion de los resultados y una vez concluido el estudio
cualguier dato que pudiese identificar al participante sera borrado.

El CEISH - USFQ aprueba el estudio ya que cumple con los siguientes parametros:

- El proyecto de investigacién muestra metas y/o objetivos de significancia cientifica con una
justificacion y referencias.

- El protocolo de investigacion cuenta con los procedimientos para minimizar sus riesgos de
sus participantes y/o los riesgos son razonables en relacion a los beneficios anticipados del
estudio.

- El protocolo cuenta con provisiones para proteger la privacidad y confidencialidad de los
participantes del estudio en sus procesos de recoleccion, manejo y almacenamiento de
datos

- El protocolo detalla las responsabilidades del investigador

Ademds el investigador principal de este estudio ha dado contestacion a todas las dudas y realizado
todas las modificaciones que este Comité ha solicitado en varias revisiones. Los documentos que se
aprueban y que sustentan este estudio es la version # 1 de octubre 21, 2018 que incluyen:

* Solicitud de revision y aprobacion de estudio de investigacion, 9 paginas;
e Solicitud de no aplicacion al consentimiento informado por escrito, 2 pdgina;
* Hoja de vida de la investigadora principal, 3 paginas.

Casilla Postal 17-12-841, Quito, Ecuador

comitebioetica@usfg.edu.ec
PBX (593-2) 297-1700 ext 1149
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Esta aprobacion tiene una duracion de un afio (365 dias) transcurrido el cual se deberd solicitar una
extension si fuere necesario. En toda correspondencia con el Comité de Bioética favor referirse al
siguiente codigo de aprobaciéon: 2018-249E. El Comité estard dispuesto a lo largo de la
implementacion del estudio a responder cualquier inquietud que pudiese surgir tanto de los
participantes como de los investigadores.

Favor tomar nota de los siguientes puntos relacionados con las responsabilidades del investigador
para este Comité:

1. El Comité no se responsabiliza por los datos que hayan sido recolectados antes de la fecha
de esta carta; los datos recolectados antes de la fecha de esta carta no podran ser
publicados o incluidos en los resultados.

2. El Comité ha otorgado la presente aprobacion en base a la informacién entregada por los
solicitantes, quienes al presentarla asumen la veracidad, correcciéon y autoria de los
documentos entregados.

3. De igual forma, los solicitantes de la aprobacién son los responsables por la ejecucion
correcta y ética de la investigacion, respetando los documentos y condiciones aprobadas
por el Comité, asi como la legislacion vigente aplicable y los estandares nacionales e
internacionales en la materia.

Atentamente,

Wl 7~ (it

William Waters, PhD
Presidente Comité de Etica de Investigacion'e s*Humanos USFQ
cc. Archivo general, Archivo protocolo

Casilla Postal 17-12-841, Quito, Ecuador

comitebioetica@usfg.edu.ec
PBX (593-2) 297-1700 ext 1149
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ANEXO 5: Materiales, equipos y reactivos

Materiales

Equipos

Reactivos

Guantes de nitrilo

Placa calefactora

Agar Nutritivo

eGorros quirargicos

eAutoclave

eAgar MacConkey

eMascarillas
desechables

eBalanza analitica

eAgar Mueller-Hinton

, , . Discos de )
eMandiles eCabina de flujo o
desechables laminar vertical fOSfomg)'(%alézoo ue)

eZapatones

ePipetas
automaticas

eFosfomicina sal
disddica

eProbetas de vidrio
(25y 250 mL)

esRefrigeradora/
Congeladora

eGlucosa-6-Fosfato

|| eMatraz Erlenmeyer
(500y 1500 mL)

eTurbidimetro

ePuntas para pipeta
(volumen variable)

o\/Ortex

eGradillas

elncubadora de
35+2°C

eTubos Eppendorf
(1,5 mL)

eHisopos estériles

eAsas desechables
(1pL)

eCajas Monopetri 'y
Bipetri

eEscherichia coli
ATCC® 25922™
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ANEXO 6: Anonimizacion de datos

Los datos fueron registrados en una hoja electrénica sin la posibilidad de identificacion, se
utilizé un codigo en sustitucién de los identificadores y se cred una lista que conect6 el
cbdigo y el identificador, la cual, fue archivada en un procesador con clave de acceso y

sera eliminada 7 afios posterior a la informacion de resultados.

ANEXO 7: Recuperacion de cepas conservadas

Cada cepa que se encuentra preservada en crio tubos con caldo BHI+ Glicerol al 20%, fue
sembrada mediante la técnica de estriado por agotamiento en los medios Agar Nutritivo y
en Agar selectivo y diferencial MacConkey Lactosa, ambos marca Oxoid, a 37 + 5 °C

durante 24 horas en aerobiosis.
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ANEXO 8: Protocolo difusién en disco (CLSI M02)

1. Preparaciéon de cajas con agar Mueller-Hinton

o CLSI recomienda el uso de agar Mueller-Hinton para pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana.
2. Preparacion del in6culo bacteriano

o La suspension se preparara a partir de colonias aisladas en una placa de agar
incubada de 18 a 24 horas.

e La concentracion idénea es de 0.5 en escala McFarland del microorganismo a
evaluar.

3. Inoculacion del microorganismo

¢ Realizar la inoculacién dentro de 15 minutos tras la preparacion de la suspension.

e Se introduce en la suspension ajustada un hisopo de algodén estéril. Se
homogeniza y se presiona firmemente en la pared interior del tubo para eliminar el
exceso de liquido.

¢ Inocular uniformemente toda la superficie de la caja con agar Mueller-Hinton.

4. Aplicacion de disco antibidtico (fosfomicina 200 pg marca OXOID)

e Colocar con una pinza el disco antimicrobiano en la superficie del agar previamente
inoculado.

5. Incubacién

e Invertir las cajas y colocarlas en la incubadora a 35 = 2 ° C durante 16 a 18 horas.

6. Interpretaciéon de resultados

o Medir el didmetro del halo de inhibicion e interpretar la susceptibilidad segin los
puntos de corte establecidos por CLSI-M100 (2018).

7. Registro de resultados

e Registrar los resultados en la plantilla propuesta en el (Anexo 9.3) de acuerdo a la

numeracion.
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ANEXO 9: Protocolo dilucion en agar (CLSI M07)

1. Preparacion del antibiotico

Preparar una solucion madre de fosfomicina a una concentracién de 51200 pg/mL
(Anexo 9.1).

Preparar la solucion de trabajo de fosfomicina a una concentracién de 10240 pug/mL
para llevar a cabo las 5 diluciones requeridas: (5120, 2560, 1280, 640 y 320) pug/mL
(Anexo 9.1).

2. Preparacion de cajas para dilucién en agar

Mezclar en un recipiente estéril 1 mL de cada diluciéon con 29 mL de agar Mueller
Hinton; suplementar la mezcla con 25 mg/L de G-6-P (Glucosa-6-fosfato). Las
concentraciones finales de antibiético son: 256, 128, 64, 32, y 16 ug/mL. (Anexo
9.2).

Verter la mezcla en cajas monopetri estériles, previamente rotuladas. Permitir que

el agar se solidifique a temperatura ambiente.

3. Preparacion del inéculo bacteriano

Realizar una suspension con una concentracién de 0.5 en escala McFarland del

microorganismo a evaluar.

4. Inoculacién del microorganismo

Asegurarse que la superficie del agar se encuentre seca antes de inocular el

microorganismo.

Se requiere un inéculo de 10* UFC por lugar. Las suspensiones ajustadas al

estandar de 0.5 McFarland contienen aproximadamente 1 - 2 x 108 UFC/mL.

Cuando se usan replicadores de 3 mm que depositan de 1-3 L, se debe realizar

una dilucién 1:10 a la suspensién 0.5 McFarland con caldo o solucion salina estéril
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para obtener una concentracion de 10" UFC. El inéculo final en el agar sera de
aproximadamente 10* UFC por lugar.

Si se utiliza replicadores de 1 mm de diametro que depositan 0.1 a 0.2 pL, no se

requiere diluir la suspension inicial.

Las suspensiones deben ser inoculadas dentro de los 15 minutos de preparacion.
Utilizar la plantilla propuesta para la inoculacion de los microorganismos (Ver
Figura 15).

Permitir que todas las cajas inoculadas se mantengan a temperatura ambiente,

hasta que cada in6culo sea absorbido por el agar.

Invertir las cajas e incubar a 35 + 2 °C durante 16 a 20 horas.

Interpretaciéon de resultados

Para interpretar el punto final, utilizar la plantilla propuesta para la lectura de

resultados (Ver Figura 15).

Registre la CMI como la concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibe
completamente el crecimiento. No tomar en cuenta la presencia de una sola colonia

0 una tenue pelicula causada por el depdésito del inéculo.

Interpretar la susceptibilidad segun los puntos de corte establecidos por CLSI-M100
(2018).

Registro de resultados

Registrar los resultados en la plantilla propuesta en el (Anexo 9.3) de acuerdo a la

numeracion.
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Figura 15. Plantilla para inoculacién de muestras y lectura de resultados.

Autor: Marino, E.
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Anexo 9.1: Protocolo de preparacion solucién madre de fosfomicina sal disédica

DATOS ANTIBIOTICO

Lote: 097m4027v Casa Comercial: SIGMA
Potencia: 981g/mg Almacenamiento: 2-8°C
Solvente: Agua Pureza: 98.1% (HPLC)

Fraccion Activa: 100 % Porcentaje de Agua: 0 %

9.1.1. Célculo potencia
Potencia = Pureza X Fraccion Activa (1 — % H,0)
Potencia =981 x 1.0 (1 —0)

Potencia = 981 *
m

9.1.2. Preparacioén solucién madre (SM)
Volumen final: 5 mL
Concentracién: 51200 ug/mL

Volumen (mL) X Concentracién (#l_gL)

Peso Fosfomicina =
f Potencia pug/mg

K9
5ml x 51200mL

Hg
981mg

Peso Fosfomicina =

Peso Fosfomicina = 260.958 = 261 mg

261 mg Fosfomicina en Polvo + 5000 yL de Agua Molecular
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9.1.3. Preparacién solucién de trabajo (ST)
Volumen Final: 1100 uL
Concentracion Final: 10240 pg/mL
A partir de una alicuota de la SM:

220 yL. de SM + 880 yL de Agua molecular

(Almacenar -20°C)

Anexo 9.2: Protocolo de preparacion de agar Mueller-Hinton y fosfomicina
suplementado con 25 mg/L de G-6-P (Glucosa-6-fosfato).

Solucién de Trabajo (ST): 10240 ug/mL
Preparacion de diluciones (1 tubo): VF: 1000 pyL

Tabla 4.

Preparacion de diluciones

No. = Concentracién Concentracién final
solucion (pug/mL)  Volumen ST (L) Volumen Solvente (L) (+ 19 mL MHA)

1 5120 500 500 256
2 2560 250 750 128
3 1280 125 875 64
4 640 62.5 937.5 32
5 320 31.25 968.75 16
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Anexo 9.3: Plantilla para recoleccion de resultados

No.

Cédigo

FOT (DD) (>16; 13-15; <12)

FOT (CMI) (<64; 128; >256)

Escherichia coli ATCC 25922

Acinetobacter baumannii

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Autor: Marino, E.
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ANEXO 10: Algoritmo de evaluacion y pertinencia de reporte de fosfomicina en

enterobacterias resistentes a carbapenémicos.

Determinacion de CMI
para fosfomicina

Y

( Microorganismo remitido >

Bacteria
GRAM negativa

Registrar resultados

Identificacién de género y especie

Pertenece a familia
Enterobacteriaceae

2 2 2 Incluir disco de
Registrar resultados Determinacién de perfil de 2 :

2 g . fosfomicina en método
susceptibilidad antibidtica T —

Enterobacteria resistente
a carbapenémicos

) Puntos de corte (ug/mL)
Registrar resultados Ejecutar método de dilucién en agar para & S: <64
fosfomicina el I 128
R: 2256

A
Considerar el uso de fosfomicina disédica
como terapia alternativa y/o combinada en
infecciones asociadas a Enterobacterias
resistentes a carbapenémicos

l

Emitir informe de resultados a la Casa de
Salud responsable del aislamiento

A 4

Tratamiento esta condicionado a la
aplicacién de un protocolo integral validado
y monitoreo del buen uso del medicamento.

Y

( Fin de proceso )

Autor: Marifo, E.
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ANEXO 11: Célculo indice kappa

Tabla 5.
Resultados de los métodos de difusion en disco y dilucion en agar de fosfomicina en
enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC).

indice Kappa Dilucion en agar (DA)
S | R TOTAL (DD)
Difusion en S 119 3 122
disco (DD) I 0 1 3 4
R 0 0 24 24
TOTAL (DA) 119 4 27 150
Concordancia:
] 119+ 1 + 24
% concordancia = — 150 X 100% =96 %
Concordancia debida al azar:
G 119 x 122 _ 9679
- 150 7
I = d x4 0,11
150
R = 27 X 24 =439
150
) ] 96,79 + 0,11 + 4,32
% concordancia debida al azar = 150 X 100% = 67,48
K ) = 96—67,48_088
appa (K) = 156 =6728 =
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ANEXO 12: Imagenes

Figura 16. Elaboracion de medios de cultivo.

Autor: Marifio, E.

Figura 17. Acinetobacter baumannii, control positivo.

Autor: Marifio, E.
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Figura 18. Escherichia coli ATCC 25922, control negativo.

Autor: Marifio, E.
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O s

Figura 19. Procesamiento de muestras.

Autor: Marifio, E.
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Figura 20. Lectura de resultados dilucién en agar (1)

Autor: Marifio, E.

Figura 21. Lectura de resultados dilucion en agar (2)

Autor: Marifio, E.
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Figura 22. Lectura de resultados dilucién en agar (3)

Autor: Marifio, E.

Figura 23. Lectura de halos de inhibicion de controles.
Izq: E. coli ATCC 25922; Der: A. baumannii.

Autor: Marifio, E.
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Figura 24. Lectura de halos de inhibicion de muestras

Autor: Marifio, E.
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