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Resumen

Objetivo: El objetivo del estudio fue determinar la actividad in vitro de aztreonam/avibactam
frente a Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa (NDM) aislados
de pacientes hospitalizados, 2022.

Metodologia: Estudio de tipo descriptivo y de corte transversal. Se incluyeron 197
aislamientos de Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC) de tipo NDM y
doble carbapenemasa que fueron obtenidas de muestras de sangre y orina de pacientes
hospitalizados durante el 2022. Se determind la actividad in vitro de aztreonam/avibactam
utilizando tres métodos: pre difusion répida, disco combinado y concentracion minima
inhibitoria (CIM).

Resultados: Los aislamientos fueron resistentes en un 100% a ceftazidima/avibactam vy el
74,1% se mostraron resistentes a Aztreonam (ATM). Se observd que avibactam (AVI) en
combinacion con ATM tuvo un buen efecto antimicrobiano en las cepas productoras de NDM
y doble productoras de carbapenemasa. EI método CIM evidencio gran capacidad bactericida
de la combinacion ATM/AVI en un 98.9 % de los aislamientos, con una CIM < 4 ug/ml. Los
métodos en disco de pre difusion rapida (99%) y disco combinado (100%) presentaron

resultados similares.

Conclusiones: Se evidencio una buena actividad antimicrobiana de la combinacién de
ATM/AVI frente a Enterobacterales productores de NDM y de portadores de doble

carbapenemasa por los tres métodos empleados.

Palabras clave: NDM, carbapenemasa, Enterobacterales, Actividad antimicrobiana,

Avibactam, Aztreonam.
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Abstract

Objective: The objective of the study was to determine the in vitro activity of
aztreonam/avibactam against New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM)-producing
Enterobacterales isolated from hospitalized patients, 2022,

Methodology: Descriptive and cross-sectional study. A total of 197 NDM and double
carbapenemase-producing Enterobacteral (EPC) isolates were obtained from blood and urine
samples from hospitalized patients during 2022. The in vitro activity of aztreonam/avibactam
was determined using three methods: rapid prediffusion, combined disc, and minimum
inhibitory concentration (MIC).

Results: The isolates were 100% resistant to ceftazidime/avibactam and 74.1% were resistant
to Aztreonam (ATM). Avibactam (AVI1) in combination with ATM was found to have a good
antimicrobial effect on NDM-producing and dual carbapenemase-producing strains. The MIC
method showed a high bactericidal capacity of the ATM/AVI combination in 98.9% of the
isolates, with an MIC < 4 pg/ml. The fast prediffusion (99%) and combined disc (100%)

methods showed similar results.

Conclusions: A good antimicrobial activity of the ATM/AVI combination against NDM-
producing Enterobacterales and double carbapenemase carriers was evidenced by the three

methods used.

Key words: NDM, carbapenemase, Enterobacterales, Antimicrobial activity, Avibactam,

Aztreonam.
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Introduccion
El exponencial aumento de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) es uno de los
principales problemas de salud publica *2. Sobre todo si hablamos de los Enterobacterales
productores de carbapenemasas que en los ultimos afios no solo fueron causa de infecciones

nosocomiales sino también de infecciones esporadicas™.

Las enterobacterias cuentan con mecanismos de resistencia las cuales les permiten
evadir la accién de los antibi6ticos®.Hasta hace un poco més de 20 afios la preocupacion se
centraba en Enterococcus resistente a vancomicina y Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, hoy en dia numerosos estudios afirman que las enterobacterias resistentes a
multiples grupos antibidticos llamados también MDR por sus siglas en inglés (“Multi-Drug
Resistant”) denominadas de esta manera Uinicamente cuanto presenten resistencia a tres o mas
clases de antimicrobianos, representan el mayor problema y los programas de desarrollo de
medicamentos no son suficientes para otorgar una cobertura en 10 o 20 afios *. Entre estos
Microorganismos de mayor importancia clinica capaces de transferir genes de resistencia a
través de elementos genéticos encontramos a Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.*®

Las carbapenemasas son enzimas que confieren la capacidad de resistencia a
carbapenémicos; estas se encuentran en aumento, ademas cuentan con un alto impacto de
morbimortalidad en los pacientes y, a su vez, limitan las opciones de tratamiento. Se estima
que la RAM causara 10 millones de muertes en el mundo para el afio 2050; de estas, gran parte

seran causadas por bacilos gram negativos®.

Dentro de las carbapenemasas, las de clase B de tipo Metalobetalactamasas (MBL)
encontramos a Nueva Delhi metalo-betalactamasa (NDM) un tipo de enzima que posee la

capacidad de hidrolizar todos los betalactamicos a excepcion del aztreonam (ATM)’.
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Los carbapenémicos, son farmacos antibacterianos en donde encontramos a imipenem,
doripenem, ertapenem y meropenem. Y dentro de los monobactdmicos encontramos a ATM,
estudios recientes afirman que la mejor terapia antibiotica para una bacteria productora de
carbapenemasa es la combinacion de un carbapenémico o monobactamico junto a un inhibidor

de la betalactamasa’.

Aztreonam es un antibacteriano que se usa desde hace mucho tiempo, fue aprobado por
la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) y las autoridades reguladoras
europeas en el afio 1986°. ATM ha sido empleado mayormente para el tratamiento de las
infecciones del tracto urinario, respiratorio inferior e infecciones intraabdominales, asi como
septicemia, endometritis, celulitis pélvica, e infecciones de la piel y la estructura de la piel
debido a organismos aerobios gramnegativos®. En los Gltimos afios, el uso de este
medicamento se limit6 por la propagacion de Enterobacterales productores de betalactamasa
de espectro extendido (BLEE) y AmpC. Avibactam (AVI) es uno de los inhibidores de B-
lactamasa, con una potente actividad contra las B-lactamasas de clase Ay los determinantes de
tipo AmpC, disponible desde 2015 en combinacién con ceftazidima (CAZ)®. Actualmente, se
estan haciendo investigaciones que aprueben el uso de AVI en combinacion con ATM para

potencializar su efecto antibacteriano®.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema

La resistencia antimicrobiana (RAM) se ha convertido en la actualidad en un desafio
para la salud publica. Una de las principales preocupaciones es la diseminacion de la
resistencia a los carbapenémicos por parte de enterobacterias, debido a la produccion de
carbapenemasas™?.

La prevalencia de EPC varia segun el espacio geografico; en Islandia, hasta el afio
2019 no se notificaron reportes a pesar de la vigilancia activa, sin embargo, en otros paises,
como Italia y Grecia, la situacion es endémica®.

Las carbapenemasas son enzimas que pertenecen al grupo de las betalactamasas y son
capaces de degradar a los carbapenémicos, hidrolizando practicamente a todos los antibi6ticos
betalactdmicos. Las betalactamasas, segun su naturaleza, se clasifican en: A, B, C y D; las que
pertenecen a las clases A, C y D poseen un residuo de serina en su sitio activo, llamadas
también serin-betalactamasas (SBLs). Las betalactamasas de clase B, son metaloenzimas
dependientes de zinc, por lo que también se denominan MBL, las cuales presentan actividad
hidrolitica en los antibiéticos betalactamicos a excepcion de los monobactamicos™®.

Dentro de las MBL, uno de los tipos que presenta mayor diseminacion es la NDM,
descrita por primera vez en el 2008, en un paciente sueco proveniente de la India. Reportado
en Latinoamérica en el afio 2011, en pacientes pediatricos en Guatemala demostrando
multiple resistencia a antibiéticos como penicilinas, cefalosporinas y sus derivados™.

Las infecciones bacterianas invasivas producidas por MBL se asocian a tasas de
mortalidad mayores al 30%, sobre todo en los ambientes hospitalarios donde estan
involucrados pacientes gravemente enfermos™ *2. A pesar que ATM es un antibidtico activo

frente a las MBL, la prevalencia de B-lactamasas de clase A o determinantes de tipo AmpC



dentro de MBL, hacen posible que ATM solo sea una terapia oportuna para un tercio de los
casos®.

Entre el periodo de 2020 a 2022, en América Latina diversos paises emitieron alertas
epidemioldgicas sobre el incremento de aislamientos de enterobacterias resistentes a los
carbapenémicos, entre ellas destacan aislamientos productores de doble carbapenemasas de
tipo KPC y NDM (K. pneumoniae), y de KPC y OXA-48 (Escherichia coli) °.

Son escasas las publicaciones sobre aislamientos productores de carbapenemasas en
Pert; los reportes de genotipo son principalmente de hospitales de la capital del pais °. En
2019, el Instituto Nacional de Salud reporté 80 aislamientos de aislamientos productores de
carbapenemasas del cual el 17.6% correspondio a Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
(KPC) (1=0.8%), NDM (K. pneumoniae) (44=35.2%), NDM (Escherichia coli) (9=7.2%),
NDM (Providencia rettgeri) (2=1.6%), NDM (Pseudomonas aeruginosa) (2=1.6%)°.

No cabe duda que los antibioticos durante décadas han sido aliados en la terapia contra
los microorganismos, el uso indiscriminado, la administracion de dosis suboptimas y la
automedicacion han promovido la aparicion de microorganismos MDR, algunos autores
Ilaman a este periodo como “la era post-antibiotica”.

Actualmente, diversos inhibidores de B-lactamasas se han sintetizado (relebactam,
vaborbactam, avibactam), sin embargo, su actividad frente a bacterias productoras de MBL es
limitada™. En este punto, diversos autores han sugerido la terapia combinada de aztreonam y
ceftazidima/avibactam®™. Ya que estudios in vitro afirman la eficacia in vivo de ATM contra
estos gérmenes gracias a la inhibicion realizada por el avibactam ante las f-lactamasas no
MBL (BLEE, AmpC, entre otros)®. Es por ello que es importante introducir ensayos
microbioldgicos que evaltuan la accion combinada del aztreonam y avibactam frente a este

grupo de CPE®,



Como consecuencia a tal problematica en los ultimos afios se han realizado diversos
estudios que evaluan la combinacion de antibidticos de amplio espectro e inhibidores de
betalactamasas buscando opciones terapéuticas Optimas; sin embargo, todavia se necesitan
mas estudios que confieran una mayor seguridad al momento de administrar estos farmacos®
14, 15.

Este proyecto de investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad
antimicrobiana de aztreonam/avibactam frente a Enterobacterales productores de Nueva
Delhi metalo-betalactamasa (NDM) aislados de pacientes hospitalizados durante el 2022,

mediante 3 metodologias in vitro.

1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general
e Cuél es la actividad in vitro de aztreonam/avibactam frente a Enterobacterales
productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados

durante el 20227

1.2.2. Problemas especificos

e ;Cudl es la frecuencia de los aislamientos salvajes y no salvajes de Enterobacterales
productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa frente a la combinacion de

aztreonam/avibactam aislados de pacientes hospitalizados durante el 20227

e Cuéal serd la actividad in vitro de aztreonam/avibactam con el método de la
concentracion minima inhibitoria, frente a Enterobacterales productores de Nueva

Delhi Metalo-betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados, 20227



e /Cual sera la actividad in vitro de aztreonam/avibactam con el método disco de
Predifusion, frente a Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-

betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados, 20227

e ;Cuél sera la actividad in vitro de aztreonam/avibactam con el método de disco
preparado aztreonam/avibactam, frente a Enterobacterales productores de Nueva

Delhi metalo-betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados, 2022?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general

e Determinar la actividad in vitro de aztreonam/avibactam frente a Enterobacterales
productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados,
2022.

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la frecuencia de aislamientos salvajes y no salvajes de Enterobacterales
productores de Nueva Delhi Metalo-betalactamasa frente a la combinacion de
aztreonam/avibactam aislados de pacientes hospitalizados durante el 2022.

e Determinar la actividad in vitro de aztreonam/avibactam con el método de la
concentracion minima inhibitoria, frente a Enterobacterales productores de Nueva
Delhi Metalo-betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados, 2022.

e Determinar la actividad in vitro de aztreonam/avibactam con el método disco de
Predifusion, frente a Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-

betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados, 2022.



e Determinar la actividad in vitro de aztreonam/avibactam con el método de disco
preparado aztreonam/avibactam, frente a Enterobacterales productores de Nueva Delhi

metalo-betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados, 2022.



1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1. Teodrica

La diseminacion global de los gram negativos productores de metalobetalactamasa es
un grave problema de salud publica'?. Se han descrito diversos grupos de MBL, siendo las:
imipenemasas (IMP), Verona Integron-encoded Metallo-f-lactamase (VIM) y NDM las de
mayor frecuencia e importancia clinica’. Las MBL son transferibles en elementos genéticos
moviles, lo cual confiere a las bacterias portadoras, resistencia a maltiples antibiéticos’.

Entre los EPC, la mayor prevalencia encontramos en K. pneumoniae, Enterobacter
spp. y Escherichia coli*®. Las enzimas carbapenemasas tienen la capacidad de degradar a los
antibi6ticos carbapenémicos, hidrolizando practicamente a todos los betalactamicos® *'.

Las NDM, han demostrado multiple resistencia a antibidticos como penicilinas,
cefalosporinas y derivados'’. Entre el periodo de 2020 a 2022, en América Latina diversos
paises emitieron alertas epidemioldgicas sobre el incremento de aislamientos de
enterobacterias MDR, destacando aislamientos productores de doble carbapenemasas de tipo
KPC y NDM (K. pneumoniae), y KPC y OXA-48 (Escherichia coli)®.

La RAM es un problema creciente en el ambito de la salud, y los Enterobacterales
productores de NDM representan una amenaza significativa'®. La evaluacion de la actividad
in vitro de ATM/AVI contra estos patdgenos es crucial, sobre todo en nuestro pais donde las
investigaciones sobre este tema son casi nulas®. Esta investigacién proporcionara datos
objetivos sobre la efectividad de esta combinacion de antibidticos. Los resultados obtenidos
seran fundamentales y contribuirdn a la generacion de evidencia solida en el campo de la

microbiologia clinica.



1.4.2. Metodoldgica

El resultado de esta investigacion permite describir el comportamiento in vitro de
aztreonam (monobactamico) y avibactam (inhibidor de betalactamasas) lo cual contribuye a
los datos obtenidos bibliograficamente en donde se ha observado en la mayoria de ellos la

eficacia de esta comhinacién antibiotica.

1.4.3. Préctica

La proliferacion de los Enterobacterales resistentes como consecuencia del uso de
antibiéticos es un proceso natural que gracias a la aplicacion no optima de ciertos
antibacterianos se ha acelerado. Sin embargo, aun siendo un problema inevitable la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y los Centros para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC) han propuesto implementar estrategias que ayudaran en la prevencion y
solucién o que minimo puedan retrasar los procesos de multirresistencia *°. En respuesta se ha
impulsado una ardua labor de investigacién para la busqueda, identificacion y desarrollo de
nuevos agentes bactericidas y la modificacion o implementacion de nuevas técnicas y

métodos para evaluar adecuadamente su efectividad *’.

1.5. Limitaciones de la investigacion

La mayor limitacion en este proyecto ha sido los puntos de corte para estas técnicas
utilizadas ya que no estan estandarizados por instituciones como el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) y por la European Committee on Antimirobial Susceptibility
Testing (EUCAST) con respecto a los resultados en conjunto de aztreonam/avibactam por lo
que se usd puntos de corte que se publicaron en el centro de referencia regional el Instituto

Nacional de Enfermedades Infecciosas “Dr Carlos G. Malbran”28,



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Guoping et al (2022) Determinaron la actividad antimicrobiana in vitro e in vivo de
ceftazidime /avibactam (CZA) solo y en conjunto con ATM contra KPC, NDM, IMP, KPC/
IMP, KPC/NDM. Los resultados in vitro mostraron que CZA tuvo un buen efecto
antimicrobiano en las cepas productoras de KPC y productoras de OXA. CZA combinado con
ATM mostrd actividad bacteriostatica o bactericida sinérgica contra productoras de NDM,
IMP, KPC + IMP-, KPC + NDM. La combinacién de CZA y ATM redujo la mortalidad y la
vida dtil prolongada de ratones infectados con las productoras de NDM, IMP, KPC/ IMP y
KPC/ NDM, esto proporciona un conocimiento fundamental para mejorar las estrategias de
tratamiento e inicializar ensayos clinicos *°.

Miles et al. (2022) Desarrollaron un estudio donde determinaron la CIM de los
aislados productores de NDM clinicos para ATM solo y CAZ/AVI+ATM usando dilucién en
caldo donde de 43 aislamientos, 33 (77%) fueron resistentes a ATM. La adicion de CAZ/AVI
restaurd el punto de corte ATM (MIC <4 mg/L) en 9 de 33 aislamientos resistentes (89 %).
En general, el método E-test/disco se correlaciond con los resultados de la dilucién en caldo
en 35 de 43 casos (81 %). La sensibilidad de E-test/disco fue del 77% y la especificidad del
85%. El valor predictivo positivo fue del 92% y el valor predictivo negativo fue del 61%.
Demostrando CAZ/AVI+ATM wuna sinergia significativa en la mayoria de las
Enterobacterales productoras de NDM resistentes a ATM?.

Sader et al. (2021) Evaluaron la actividad in vitro de ATM/AVI frente a aislados
clinicos de 8787 Enterobacterales consecutivamente de 64 centros médicos ubicados en
Europa Occidental como resultado obtuvieron que el 99,9% de los aislamientos fueron
inhibidos a una CIM de ATM/AVI de <8 mg/l, incluido el 99,7% de los resistentes a

carbapenémicos y 99,7% de aislados MDR (n = 1706). Las tasas de enterobacterias resistentes


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lu+G&cauthor_id=36506837
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rawson+TM&cauthor_id=35131508
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sader+HS&cauthor_id=33276387

a carbapenémicos (CRE) fueron 1,2%, 12,9%, 5,2% y 5,8%, respectivamente (4,5 %). Se
identifico un CP en el 90,2% de los aislamientos de (CRE). Los CP mas comunes fueron
variantes de KPC (35,9% de CRE), NDM (29%) y OXA-48 (26,8%). El valor mas alto de
CIM de ATM/AVI entre los productores de MBL fue de 2mg/l los hallazgos adquiridos en
esta investigacion respaldaron el uso clinico de ATM/AVI para abordar infecciones
originadas por Enterobacterales, incluidos los productores de MBLZ.

Terrier et al. (2022) Evaluaron in vitro la respuesta de aztreonam diferentes
inhibidores de la Petalactamasa. La tasa de susceptibilidad para ATM fue del 17,1% entre
Enterobacterales productores de MBL, mientras que fue muy alta con ATM/zidebactam
(98,4%), y en menor medida con aztreonam/nacubactam (84,4%) y ATM/taniborbactam
(75%), en comparacion con ATM/AVI (70,3%) y cefiderocol (39,1%). Entre los aislados de
P. aeruginosa productores de MBL, las tasas de susceptibilidad fueron del 53,8% con ATM,
del 66,7% con combinaciones de ATM/nacubactam y ATM/taniborbactam, y del 69,2% con
aztreonam/avibactam, ATM/zidebactam vy cefiderocol resultados mostraron que las
combinaciones que incluyen aztreonam y nuevos inhibidores de la betalactamasa, como
zidebactam, nacubactam o taniborbactam, tienen una actividad in vitro muy significativa
contra aislados clinicos de Enterobacterales productores de MDR MBL, siendo la
combinacién aztreonam/zidebactam la mejor opcién?.

Falcone et al. (2021) Realizaron un estudio cientifico cuyo proposito consistio en
contrastar los hallazgos de individuos afectados por infecciones en el flujo sanguineo. (BSI)
causadas por Enterobacterales productores de MBL tratados con CAZ-AVI mas ATM u otros
antibidticos activos (OAA) se incluyd a pacientes ingresados de 3 hospitales en Italia y Grecia
en total 102 pacientes con BSI; 82 tenian infecciones causadas por cepas productoras de
NDM (79 Klebsiella pneumoniae y 3 Escherichia coli) y 20 por cepas productoras de VIM

(14 K. pneumoniae, 5 especies de Enterobacter, 1 Morganella morganii). La tasa de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Le+Terrier+C&cauthor_id=36308322
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Falcone+M&cauthor_id=32427286
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mortalidad a los 30 dias fue del 19,2% en el grupo CAZ-AVI + ATM frente al 44% EI
analisis ajustado por propension score mostro que el uso de CAZ-AVI + ATM se asocid con

una menor mortalidad a los 30 dias del tratamiento .

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Enterobacterales

Las enterobacterias (del orden Enterobacterales) son bacterias Gram negativas que
pertenecen a la clase Gammaproteobacteria (especies clinicamente importantes), su principal
caracteristica es que no forman esporas tienen forma de bacilo o cocobacilo, fermentan la
glucosa y pueden ser moviles 0 no maviles. Algunas especies son catalasa-positivas oxidasa

negativas y reducen nitratos a nitritos 2.

Los microorganismos que estan implicados con mayor frecuencia en las infecciones en
el hombre son Escherichia coli y varias especies incluidas en los géneros Klebsiella, Proteus,
Enterobacter, Salmonella, Shigella, Serratia, Citrobacter y Providencia®®. Los
Enterobacterales a menudo se relacionan con una amplia gama de patologias como abscesos,

neumonia, meningitis, infecciones del tracto urinario y bacteriemia 2°.

2.2.2 Mecanismos de resistencias de los Enterobacterales

Entre los mecanismos més estudiados tenemos:

2.2.2.1 Inactivacion enzimatica

La inactivacién enziméatica es un mecanismo muy comun a través de la produccion de
enzimas que tienen la propiedad de neutralizar ciertos antibioticos, asi como su accion
antibacteriana un ejemplo son las enzimas betalactamasa producidas por algunas bacterias que

estd mediada por plasmidos este es el principal mecanismo en las enterobacterias®.


https://es.wikipedia.org/wiki/Catalasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Oxidasa
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2.2.2.2 Modificacién de la permeabilidad de la membrana

La alteracion en la permeabilidad de la membrana esta ligada a las bacterias gram
negativas en donde la membrana pierde o disminuye las porinas por ende la permeabilidad con
el antimicrobiano se ve ralentizada. Aunque esta también puede verse afectada por una

mutacién que afecta a los lipo polisacaridos en las bacterias®®.

2.2.2.3 Eflujo activo de antibioticos o bombas de expulsion activa
Es una propiedad que adquieren las bacterias para expulsar hacia el exterior a los
antibidticos de una manera activa a través de bombas de expulsion activas, contribuyendo asi a

que la dosis de antibiético ingresado no sea efectiva®.

2.2.2.4 Modificacion del lugar de unién del antibi6tico

Los antibacterianos se unen a las bacterias en sitios especificos. En este mecanismo la
bacteria tiene la capacidad de alterar o modificar este sitio dejando al antibiético sin efecto.
Esta alteracion es fisico-quimica, disminuye la afinidad del farmaco por el lugar y por lo tanto
pérdida de la actividad antimicrobiana. Esta modificacion puede ser parcial o total

dependiendo del tipo de resistencia que haya adquirido el microorganismo®.

2.2.3 Enterobacterales Productores de Betalactamasa de espectro extendido
Los Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

contienen enzimas capaces de hidrolizar los farmacos betalactamicos inactivando su funcién?’.

El mecanismo de resistencia a los betalactamicos en las enterobacterias es la
produccion de betalactamasas es el mas importante. Muchas enterobacterias poseen
betalactamasas cromosomicas naturales, que derivan de sus propias proteinas fijadoras de
penicilina (PBP, del inglés penicillin binding protein), con las que tienen analogia secuencial y
estructural. Los genes que codifican estas enzimas se pueden hallar en el cromosoma o en

elementos genéticos maviles, y su produccion puede ser constitutiva o inducible. Las BLEE se
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conceptian como enzimas con la habilidad de hidrolizar las penicilinas, a la familia de las

cefalosporinas (menos las cefamicinas) y los monobactamicos, pero no los carbapenémicos®,

2.2.4 Enterobacterales Productoras de carbapenemasas

Los EPC se caracterizan por ser responsables de infecciones asociadas a la atencién de
salud o infecciones intrahospitalarias; sin embargo. en los uUltimos afios su propagacion
comunitaria es mas comun. La resistencia a los carbapenémicos se presenta mediante
alteraciones a la PBP de la pared celular bacteriana, un aumento en las bombas de eflujo o una
disminucién en la permeabilidad de la membrana y también por la produccion de enzimas

carbapenemasas®’.

Las carbapenemasas son una amplia y diversa familia de f-lactamasas que poseen la
capacidad de hidrolizar e inactivar una gran variedad de antibidticos dentro de estos
encontramos a las penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicoss®. Estas
enzimas funcionan uniéndose al antibacteriano rompiendo el enlace amida de un anillo de
azetidinona de cuatro miembros y evitando que se una a la PBP de la pared celular bacteriana.
Segun el sistema de clasificacion Ambler, las carbapenemasas se encuentran dentro de las
betalactamasas de clase A, B y D, con una heterogeneidad geografica sustancial en las clases

entre regiones globales y con varios modos de transmision®.

2.2.5 Clasificacion de las carbapenemasas

Las carbapenemasas se clasifican en dos grandes grupos; serino betalactamasa y

metalobetalactamasas:
Serino betalactamasas: KPC, OXA, NMC, IMI, GES, SME

Metalobetalactamasas: IMP, VIM, SPM, SPM, GIM, AIM, DIM, NDM.
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Tanto las metaloenzimas como las serinoenzimas son detectadas fundamentalmente en
Enterobacterales y bacilos no fermentadores, en la actualidad ain no se ha determinado una
antibioterapia de eleccion creando asi una complejidad terapéutica frente a dichos
microorganismos, los cuales tienen la capacidad de generar multirresistencia contra;
piperacilina/tazobactam, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, fluoroquinolonas y
aminoglucosidos. La fosfomicina disodica endovenosa ha mostrado ser efectiva frente a
productores de KPC, otras posibles opciones terapéuticas son tigeciclina, colistina y

aztreonam, en monoterapia o con més efectividad combinados™.

Las Serino betalactamasas son enzimas de la clase A o D de Ambler y tienen menor
actividad hidrolitica que las metalobetalactamasas, no hidrolizan aztreonam, pueden ser

inhibidas por inhibidores de betalactamasas®'.

2.3 Las Metalobetalactamasas

Pertenecen a la clase B de Ambler, y al grupo 3 de la clasificacion de Bush,
constituyen las carbapenemasas adquiridas de mayor importancia clinica cuentan con la
capacidad de hidrolizar casi todos los antibioticos B-lactamicos, con excepcidn de aztreonam

y no ser inhibidas por los inhibidores de betalactamasas®".

2.3.1 Nueva Delhi Metalo-betalactamasa

La Nueva Delhi Metalo-betalactamasa (NDM) es una de las ultimas betalactamasas en
ser descubierta, pertenece a la clase B molecularmente transferible. A diferencia de las beta-
lactamasas de clase A, C y D, NDM-1 tiene iones de zinc en su sitio activo®.

Las bacterias que poseen el mecanismo de resistencia NDM no responden a una
amplia variedad de antimicrobianos y llevando varios mecanismos resistencia adicionales, por
ejemplo, a aminoglucosidos, fluoroquinolonas, macrolidos y sulfonamidas, haciendo muy

dificil encontrar varias opciones terapéuticas *. Se sospecha que la fuente original del gen
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blanpm-l  podria  provenir de un cromosoma de patdgenos vegetales, como
Pseudoxanthomonas y bacterias relacionadas que estdn muy extendidas en el medio

ambiente®.

2.4 Resistencia a los antimicrobianos en Peru

La primera EPC reportada en Peri fue una KPC en el afio 2013 en el Hospital
Arzobispo Loayza**, mientras que en el Hospital Nacional Dos de Mayo se reportaria en el
afio 2017 el primer caso de NDM?*® a partir de aqui su diseminacién ha ido en aumento siendo
segun estudios las productoras de NDM las enterobacterias mas predominantes en nuestro

pais, a diferencia de otros paises de América latina en donde predominan las KPC*.

2.5 Ensayos Clinicos
En la actualidad se han reportado muchos ensayos clinicos in vitro y también estudios
in vivo que demuestran la efectividad de ATM y AVI como terapia combinada contra las

enzimas NDM? 21 22,23, 24

2.5.1 Disco de Pre difusion rapida

Es un método, el cual consiste en depositar sobre la superficie de agar en una placa de
Petri previamente inoculada con el microorganismo, un disco de papel secante impregnado
con un antibiético que posteriormente se retira para poner en su lugar un antibi6tico

diferente®®,

2.5.2 Disco Combinado

El método del disco combinado es una técnica, la cual consiste en utilizar discos de
papel filtro impregnados con las diferentes cefalosporinas y un inhibidor de R-lactamasas,

como el 4cido clavulanico o avibactam®. La principal dificultad de los discos combinados es
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su adquisicion, ya que pocas casas comerciales distribuyen estos discos a nivel local®. Sin

embargo, se pueden preparar en el laboratorio teniendo en cuenta la concentracion comercial.

2.5.3 Concentracion minima inhibitoria (CIM)

La CIM es la concentracién mas baja (en 2ug/ml) de uno o mas antibidticos capaz de
inhibir el crecimiento de una bacteria. Cada antibiotico tiene una CIM distinta. La eleccion de
un antibidtico se basa en el CIM, el lugar de la infeccion y el valor critico de un antibiotico o
punto de corte. A la hora de decidir cual es el antibiético dptimo se deben proporcionar los

valores de la CIM®,

2.6 Formulacion de hipotesis

No aplica hipotesis por el tipo de investigacion.
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CAPITULO I1l: METODOLOGIA

3.1. Método de investigacion

El método de investigacion es deductivo, observacional, descriptivo, de corte transversal®®.

3.2. Enfoque investigativo

El enfoque de la investigacion es cuantitativa®.

3.3. Tipo de investigacion

Por la naturaleza del estudio se define la investigacién como basica®,

3.4. Disefio de la investigacién

Por su disefio, el estudio es de un disefio no experimental .

3.5. Poblacion, muestra y muestreo

La poblacion de interés en esta investigacion fue compuesta por el total de
aislamientos de Enterobacterales obtenidos del proyecto de investigacion 2307:
“Epidemiologia y actividad in vitro de cefiderocol, ceftazidima/avibactam,
aztreonam/avibactam e imipenem/relebactam frente a Enterobacterales productores de
carbapenemasas recuperados de muestras de sangre y orina de pacientes hospitalizados
durante el 2022”, aprobado por el comité institucional de ética en investigacion de la
Universidad de Piura, el cual incluyo cepas obtenidas de tres hospitales (Hospital Nacional
Hipdlito Unanue, Hospital de Emergencias Ate Vitarte, Hospital Nacional Guillermo
Almenara) y un laboratorio privado (Laboratorio ROE) de la ciudad de Lima.

Muestra: La muestra estuvo compuesta por 197 cepas, 187 fueron aislamientos de
enterobacterias productoras de carbapenemasas tipo NDM y 10 de tipo KPC/NDM.

Muestreo: La seleccion de las muestras se llevo a cabo mediante un método de
conveniencia, incluyendo las cepas de enterobacterias de tipo NDM provenientes de muestras

clinicas de orina y sangre.



3.6. Variables y operacionalizacion
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) : . - pantas de
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3.7. Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

3.7.1. Técnica

La técnica utilizada para el desarrollo de la investigacion fue la observacion, dado que
a partir de los procedimientos realizados se identificaron los resultados sobre las variables de

estudio.

3.7.2. Instrumento de recoleccién
Se elabor6 como instrumento para la investigacion, una ficha de recoleccién de datos,

donde se indican las variables de nuestro estudio (Anexo 2).

3.8. Procesamiento y analisis de datos

3.8.1 Procedimientos
e Preparacion de los medios de cultivo

Se prepar6 los medios de cultivo agar Mueller Hinton y CHROMagar siguiendo las
indicaciones por el fabricante. En frascos de 500 ml se prepararon 350 ml de agar realizando
los calculos necesarios dependiendo del agar, se mezclé y luego se calentd el tiempo
necesario hasta disolver por completo, luego se llevo a la autoclave a 121°C de temperatura y
presion de 15 libras durante 15 minutos, dejando enfriar aproximadamente entre 40-50 °C
para seguidamente plaquear. Para preparar el Agar Mdieller Hinton se tuvo en cuenta el
volumen para determinar el espesor de entre 3.5 a 4.5 mm por placa. Teniendo en
consideracion las recomendaciones del CLSI para el control de calidad de las placas, se
coloco el 5% de cada lote a 35-37°C durante 24 horas para descartar contaminacion, y el resto

se guardd a 4°C para su posterior uso®°.
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o Reactivacion de las cepas

Los aislamientos conservados en congelacion a -20 °C en el cepario de la Universidad
de Piura, fueron reactivados en medio de cultivo CHROMagar™ Orientacion. Para evaluar la
pureza de la cepa a partir de estas colonias se hicieron diluciones en solucidn salina estéril al
0.9% en tubos de vidrio estériles de medidas 13x100, se hizo dilucion de 0.5 Mc Farland con

la ayuda de asas estériles, a partir de estas diluciones se procedid a realizar las tres técnicas.

e Disco de pre difusion rapida

Se us6 como referencia los puntos de corte publicados en la investigacion de Pasteran

y col'®

para el método de disco de pre difusion rapida. A partir de una suspensién al 0.5 Mc
Farland, se realiz6 la técnica de Kirby Bauer hisopando sobre la superficie de agar Mueller
Hinton en tres direcciones distintas; posteriormente se colocd el disco combinado de
ceftazidima/avibactam (CAZ-AVI, 14ug) dejandolo difundir en el medio a temperatura
ambiente durante 15 minutos, culminado el tiempo se retird el disco de manera aséptica
colocando en el mismo lugar un disco de aztreonam de 30ug, para luego ser incubado durante
16-18 horas a 35°C a partir de este tiempo medimos los halos en milimetros y realizamos el
reporte de los resultados. Como control de calidad interno, se usd la cepa de Klebsiella

pneumoniae ATCC 700603 cuyo rango de referencia es de 18-24 milimetros para

aztreonam/avibactam. (Figura 1)
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Figura 1. Protocolo de predifusion rapida de ATM/AVI 2.

e Metodologia para Disco combinado

Para la metodologia del disco combinado se tomé como referencia resultados de las

investigaciones detalladas en los antecedentes'® 20 212223

A partir de un crecimiento no mayor a 4 horas en CHROMagar se realizé una dilucion
al 0,5 de la escala de McFarland colocando con un hisopo sobre la superficie de agar Mueller
Hinton en tres direcciones distintas, posteriormente se colocé el disco de aztreonam
suplementado con 4 pl de avibactam; para luego ser incubado durante 16-18 horas a 35°C en

donde posteriormente se midieron los halos y se realiz6 el reporte de los resultados. (Figura 2)
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Figura 2. Método para disco combinado aztreonam/avibactam (ATM/AVI)

AVIVACTAM

Paso 1: En una placa con agar Mueller Hinton se inoculo la enterobacteria a estudiar

Paso 2: En un disco de aztreonam de 30ug se afiadié 4ul de avibactam, en cual luego se
coloco en la placa de Muieller Hinton que previamente fue inoculada, incubandose a 35-37°C

durante 18-24 horas.

e Metodologia CIM

Para realizar la CIM se prepararon placas de Mieller Hinton con concentraciones
seriadas de antibiotico ATM/AVI, las diluciones iniciaron desde 64/4 hasta 0.03/4 con una
placa sin antibi6tico que se utiliz6 como control de calidad. Se realizaron separaciones de 25
cuadrantes y en cada cuadrante se suspendié 10ul de la bacteria a estudiar en una dilucion de
1/100 a partir de una escala 0.5 de Mc Farland, usando en el cuadrante 25 una cepa control (E.
coli ATCC 25922) se incubo a 35°C durante 4 horas buscando crecimiento bacteriano,

reportando como CIM la concentracidn proxima al Gltimo crecimiento de cada cepa.
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Célculos para Avibactam
Se utilizo la siguiente formula : C1 x V1 =C2 x V2
Donde:

La concentracion inicial =C1= 1000 pg/ml
V1 = desconocido

C2=80ug/mi

V2= 6250pl

V1=80x6250/1000=500
Se prepararon 9 grupos de 12 diluciones
Cada grupo necesito de 6250 pl de avibactam

Entonces 80x6250/1000 =500 pg = 5.0 mg de avibactam + 6250ul de agua de

inyeccion.
o Célculos para Aztreonam
Se utilizé la siguiente formula: C1 x V1= C2 x V2
Donde la concentracion inicial =C1=1000ug/ml
V1= desconocido
C2 = 1280 pg/ml
V2= 1000 pl
1280x1000/1000=1280 ul=1.28 mg
Para cada grupo con 12 diluciones se necesitan 1000 ul de aztreonam a 1.280 ug/ml

Para 9 grupos necesitamos 9000 ul de solucion aztreonam


https://sanfernandocollege.cl/wp-content/uploads/2020/05/GUIA-6-QUIMICA-2%C2%B0MEDIO.pdf
https://sanfernandocollege.cl/wp-content/uploads/2020/05/GUIA-6-QUIMICA-2%C2%B0MEDIO.pdf
https://sanfernandocollege.cl/wp-content/uploads/2020/05/GUIA-6-QUIMICA-2%C2%B0MEDIO.pdf
https://sanfernandocollege.cl/wp-content/uploads/2020/05/GUIA-6-QUIMICA-2%C2%B0MEDIO.pdf
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Entonces 9x1000 =9000
1280x9000/1000= 11580 pg = 11.58 mg de aztreonam a 1g/ml

Se colocaron 12 Crioviales estériles rotulados de la siguiente manera en diluciones

decrecientes (figura 3).

Figura 3: Diluciones de aztreonam/avibactam

540/40 320/40 16040 80/40 10/40 20/40 10/40 5/40 2.5/40 1.25{40 0.6/40 0.3/40

Sé agreg6 500 pl de agua de inyeccidn estéril a partir del criovial 2 (320/40) hasta el
criovial N° 12 (0.3/40) paso seguido se agreg6 500 pl de aztreonam de 1.28 mg/ml al criovial
N°1 (640/40) y 500 pl al criovial N° 2 (320/40) a partir del criovial dos se homogenizo con la
ayuda de la pipeta retirando 500 pl de la mezcla para agregarlo al criovial N° 3 repitiendo el
mismo procedimiento hasta llegar al criovial N°12, en este Gltimo homogenizamos y
descartamos 500 pl de la mezcla, afiadimos 500 pl de avibactam 80ug/ml a cada uno de los
crioviales, con la ayuda de un voértex se homogenizo todos los crioviales, paso seguido en
placas Petri estériles rotuladas desde la dilucidn 64/4 hasta 0.03/4 se trasvasa el antibidtico en
cada una de las placas y se afiade 9 ml de agar Mueller Hinton obteniendo una dilucion

1/10.(Figura 5 y Figura 6)
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Figura 4: Dilucién final para el método de CIM

Agar Mueller Hinton 640/40

L Dilucién final 64/4 ’J

Figura 5: Diluciones finales para el método de CIM

Diluciones seriadas de ATM/AVI
4/4

l 2/4 1/4 J { 05/4 J 0.25/4 0.03/4 J
2 R
/

. N & e T

64/4

\\ 32/4 16/4
// \/ \\V >

Una vez preparado el agar se divide la placa en 25 cuadrantes y a partir de un

w/a 0.12/4 0.06/4

crecimiento en CHROMagar de cada enterobacteria, se hace una dilucién en escala 0.5 de
McFarland, en un criovial estéril se rotulo el nimero de la cepa y se agregd 990 pl de solucidn
salina y 10 ul de la cepa de estudio al 0.5 McFarland, con la ayuda de un vortex se
homogenizo para una mezcla optima, paso seguido con la ayuda de una pipeta se agrego 10
ul de esta dilucion 1/100 a las placas con antibiético se llevo a 35-37 °C durante 4 horas 'y se

anotaran los resultados. (Figura 6)
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*Dividimos cada placa en 5 cuadrantes y cada cuadrante colocaremos la bacteria a

estudiar diluida 1/100, incubamos a 35-37 °C durante 18-24 horas

Figura 6: Inoculacion de la bacteria en placas de agar Mieller Hinton con ATM/AVI.

3.8.2 Andlisis de Datos

Se gener0 una base de datos donde se incluyd los datos obtenidos en el estudio de
origen utilizando el programa Excel 2019. Las variables (CIM, Predifusion, Disco
combinado, sensibilidad antibidtica, origen de la enterobacteria, genes de resistencia y sexo)
fueron expresados en frecuencias absolutas y relativas. La variable edad fue expresada
mediante mediana y rango intercuartilico. Ademas, se evaluo la asociacion entre las variables

de CIM, pre difusion y disco combinado.

3.9. Aspectos eticos
Se trabajo con aislados bacterianos y no se considerd el nombre del paciente ni la
historia clinica, por lo que no se considerd necesario el consentimiento informado. Se solicitd

la autorizacion de los autores del estudio principal para el uso de los aislamientos bacterianos
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y de los datos obtenidos (Anexo 4). Asi como, la autorizacion del Comité de ética de
investigacion de la Universidad de Piura (Anexo 5). El estudio sigue los lineamientos de las

buenas practicas y de ética en investigacion biomédica.
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CAPITULO 1V: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Presentacion y andlisis de los resultados

En la poblacion de estudio de Enterobacterales aisladas de hospitales y un laboratorio
privado a partir de 278 aislamientos fueron detectadas por métodos moleculares las enzimas
carbapenemasas, las que presentaron la siguiente distribucion: la poblacion mayor fueron los
productores de NDM con 67.3% (187), en segundo lugar los productores de KPC con una
frecuencia de 14.8 % (41), seguido de OXA-48 quien representa el 13.7% (38) del total, una
poblacion de doble carbapenemasa de KPC/NDM conformo el 3.6% (10), seguido de un
aislamiento con doble carbapenemasa de VIM/OXA-48 0.36% (1), y por ultimo una cepa

portadora de VIM que representa al 0.36% (1) de las carbapenemasas. (Grafico 1)

Gréficol. Frecuencia de enzimas carbapenemasas detectadas en Enterobacterales aislados de

pacientes hospitalizados, 2022.

mKPC

® KPC/NDM
B NDM
mOXA 48
mVIM

m VIM/OXA 48
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En nuestro estudio se incluyeron solo los aislamientos que presentaron enzimas
carbapenemasas de tipo Nueva Dehli Metalocarbapenemasa. Por lo que se trabajo con 197
cepas de Enterobacterales, 187 productoras de carbapenemasas de tipo NDM y 10 productoras
de doble carbapenemasa NDM/KPC, todas cepas aisladas de pacientes hospitalizados durante
el afio 2022. De los tres métodos usados para determinar el comportamiento in vitro de

ATM/AVI.

Se observo que, de los 197 aislamientos, 135 (69%) se recuperaron de muestras de
orina, mientras que 62 (31%) fueron aisladas de muestra de sangre. También se identifico la
procedencia de origen donde 93 (47%) fueron obtenidas del Hospital Nacional Guillermo
Almenara, 57(29%) procedieron del Hospital Nacional Hipolito Unanue, 32 (16%)
provinieron del Laboratorio Roe, y finalmente 15 (7.6%) del Hospital de Emergencias Ate
Vitarte. Las caracteristicas demograficas de los pacientes de donde se aislaron los
microorganismos, muestran una mediana de edad que fue 58 afios (R1Q: 41-72) y siendo las
muestras obtenidas en su mayoria del sexo masculino 86 (61%), como se puede apreciar en la

Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas de Enterobacterales resistente a carbapenémicos segun

procedencia y tipo de aislamiento

Caracteristicas N° (%)
Hospital Guillermo Almenara 93 (47%)

Procedencia Hospital Hipdlito Unanue 57 (29%
Laboratorios ROE 32 (16%)
Hospital de emergencias Ate 15 (7.6%)
Vitarte

Sexo Femenino 56 (39%)
Masculino 86 (61%)
sin datos 95

Edad 58 (41, 72)*

Tipo de muestra Sangre 62 (31%)
Orina 135 (69%)

Principales resistencias antimicrobianas

Sensible 0 (0%)
Caz/avi Intermedio 0 (0%)
Resistente 197 (100%)
Sensible 26 (13%)
Aztreonam Intermedio 25 (12%)
Resistente 146 (74%
Sensible 5 (2.5%)
Meropenem Intermedio 15 (7.6%)
Resistente 177 (90%)
Sensible 6 (3.0%)
Imipenem Intermedio 31 (16%)
Resistente 160 (81%)

* Nota: La edad esta expresada en media y rango intercuartilico
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Nueva Delhi metalo-betalactamasas aislados de pacientes hospitalizados, se evidencio un gran

indice de resistencia a CAZ-AVI 197 (100%), aztreonam mostro resistencia en 146 cepas

(74%), 4 (12%) se interpretaron como intermedio y 6 (13%) se reportaron como sensibles.
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177 (90%) fueron resistentes a meropenem, mientras que 160 (81%) fueron resistentes a

imipenem (Gréafico 2).

Graéfico 2. Sensibilidad antimicrobiana de Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-

betalactamasas aislados de pacientes hospitalizados, 2022.

CsHiIER

Amk Atm Caz Cip Ctx Cza Fox Gen Imi Mem Stx Tzp
Antibioticos

100+

S0-

Frecuencia %

S: sensible, I: intermedio, R: resistente

Amk: amikacina, Atm: aztreonam, Caz: ceftazidima, Cip: ciprofloxacina, Ctx: cefotaxima, Cza:
ceftazidima/avibactam, Etp: ertapenem, Fos: fosfomicina, Fox: cefoxitina, Gen: gentamicina, Imp:
imipenem, Mem: meropenem, Sxt: sulfametoxazol/trimetoprima, Tzp: piperacilina/tazobactam.

Con respecto a la identificacion del microorganismo de los 197 aislados, 145 (73.6%)
pertenecen a Klebsiella pneumoniae, 1 (10.6%) corresponden a Escherichia coli, 9
aislamientos correspondieron a Proteus mirabillis representando un 4.5%, 8 aislamientos
(4.1%), se identificaron como Klebsiella aerogenes mientras que el 7% restante
comprendieron aislamientos de otras enterobacterias como: Enterobacter cloacae, Klebsiella
oxytoca, Morganella morganii. En el Grafico 3, se puede observar la frecuencia de

Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa
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Gréfico 3. Frecuencia de Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa
aislados de pacientes hospitalizados, 2022.
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Eae: Klebsiella aerogenes, Ecl: Enterobacter cloacae, Eco: Escherichia coli, Kox: Klebsiella oxitoca,
Kpn: Klebsiella pneumoniae, Mmo: Morganella morganii, Pmi: Proteus mirabillis, Pre: Providencia

rettgeri, Sma: Serratia marcescens.
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4.1.1. Analisis descriptivo de resultados

Para el analisis de la determinacion in vitro de aztreonam/avibactam se recuperaron
197 aislamientos (100%), 187 (94.9%) contenian el mecanismo de resistencia de produccién
de enzimas NDM, 10 (5.07%) fueron de tipo KPC/NDM (doble carbapenemasas). Se
realizaron los 3 métodos descritos a todos los aislamientos obteniendo los siguientes
resultados: 10 (100%) cepas que presentaban doble carbapenemasa se reportaron como
salvajes mediante los tres métodos: pre difusion rapida, disco combinado y CIM. Las 187
(100%) cepas que contenian el gen NDM se reportaron como salvajes mediante el método de
disco combinado, a diferencia del disco de pre difusion en el cual 01 cepa se reportd como no
salvaje, y 186 fueron reportadas como salvajes. Por el método de CIM, 185 cepas fueron
reportadas como salvajes y dos cepas de este grupo se reportaron como no salvajes, cabe
recalcar que estas cepas reportadas como no salvajes se les repitio la prueba, confirmando este
resultado (Tabla 2). La sinergia clinica con CIM por debajo del punto de corte ATM segun las
definiciones EUCAST (susceptible, S <I mg /L; susceptible con dosificacion optimizada

[intermedia], 1-4 mg/L; resistente, R >4 mg/L)%".
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Tabla 2. Frecuencia de aislamientos salvajes y no salvajes de Enterobacterales productores de

Nueva Delhi Metalo-betalactamasa frente a la combinacion de aztreonam/avibactam por tres

metodologias.

Métodos KPC/MBL, N = 10 MBL, N = 187"
N° (%) N° (%)

CIM ATM/AVI

No salvaje 0 (0%) 2 (1.1%)

Salvaje 10 (100%) 185 (98.9%)
Pre difusion rapida

No salvaje 0 (0%) 1 (0.5%)

Salvaje 10 (100%) 186 (99.5%)
Disco combinado

Salvaje 10 (100%) 187 (100%)

Los valores de CIM de ATM/AVI revelaron que 185 cepas productoras de NDM y 10

cepas productoras de doble carbapenemasa fueron < 4ug / ml. Solamente cepas productoras

NDM tuvieron una CIM mayor o igual que 8 ug/ml.
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4.1.2. Discusioén de resultados

Los estudios de resistencia a los antimicrobianos han sido temas muy estudiados por
los profesionales del area de la salud dedicados a la microbiologia desde la aparicién de los
antibidticos, lamentablemente han ido cobrando mayor importancia en los ultimos afios con la
aparicion de aislamientos mutantes con diferentes mecanismos de resistencia que los propone
como muy dificiles de tratar. En este estudio hemos podido observar la gran resistencia
antimicrobiana que poseen las especies de Enterobacterales productoras de carbapenemasas,
asi como también evidenciamos un alto nivel de resistencia a diferentes grupos de antibidticos
no betalactdimicos como: quinolonas (ciprofloxacino), aminoglucdsidos (gentamicina y
amikacina) y sulfonamidas. Sin embargo, para nuestra tranquilidad la combinacién de los
antibiéticos ATM/AVI usados en este proyecto han dado resultados que concuerdan con otros

reportes 19202,

En este estudio también evidenciamos un ambiente hospitalario en nuestro pais, con
una frecuencia importante de aislamientos productores de carbapenemasas del tipo NDM, en

una época aun critica de la pandemia durante el afio 2022.

Hasta donde se conoce en la actualidad, en el Pert no hay estudios donde describan la
actividad in vitro de ATM en combinacion con AVI, y existen muy pocas publicaciones
acerca de presencia de enzimas carbapenemasas’®. En este estudio evidenciamos la frecuencia
significativa de esta clase de microorganismos con resistencia importante en nuestros
hospitales, también podemos observar que hay una alta frecuencia de carbapenemasas en
muestras de orina, aunque la cantidad de estos microorganismos en muestras de sangre son

poco tranquilizantes.

En cuanto a la prevalencia de Enterobacterales productores de carbapenemasa varias

fuentes afirman que Klebsiella spp. Tiene una prevalencia superior a Escherichia coli, nuestro
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estudio presenta una prevalencia de Klebsiella spp. de 74% superior a E. coli (11%), lo que
concuerda con Guoping et al*®. quienes reportan una prevalencia de Klebsiella spp de 59.7%

por encima de E. coli (16.4%), Falcone et al®®

. guienes muestran una prevalencia de
Klebsiella spp de 77.4% por encima de E. coli (2.9%). Sin embargo, nuestros resultados
difieren con el estudio de Le Terrier et al?. quienes reportaron una mayor prevalencia de E.

coli (40.9%), frente a Klebsiella spp (20.4%).

En nuestro estudio la poblacién total de los Enterobacterales productores de
carbapenemasa fueron de 278 aislamientos, mientras que los portadores de carbapenemasa de
tipo NDM ascendian a 187 representando una frecuencia de 67.3%, el cual es similar a lo
reportado por Guoping et al'®. quienes observaron una frecuencia de 67% en productores de
carbapenemasa de tipo NDM, Miles et al?°. observaron una frecuencia en portadores de NDM
del 70.4 %, Le Terrier et al®®>. Reportaron en su estudio una frecuencia del 77.1% en

Enterobacterales de tipo NDM, por otro lado Falcone et al®

. reportaron un 80.3% de
productores de carbapenemasa de tipo NDM, estos datos son discordantes con lo reportado
por Sader et al**. que observan una frecuencia mayor en los Enterobacterales de tipo KPC y

OXA-48, y en menor cantidad a las de tipo NDM con una frecuencia de 29 %.

Con respecto al objetivo principal, se logré determinar la actividad in vitro de
ATM/AVI frente a Enterobacterales productores de NDM aislados de pacientes
hospitalizados durante el afio 2022. Nuestros resultados al ser comparados con los
antecedentes de este estudio evidencian una relacion bastante estrecha. Teniendo como
resultados en los métodos de CIM, predifusion rapida y disco combinado una eficacia del
98.9%, 99.5% vy 100% respectivamente, esta frecuencia pertenece al grupo de
Enterobacterales identificados como salvajes, y en los aislados identificados como no

salvajes obtuvimos una frecuencia de 1.1%, 0.5% y 0% respectivamente.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lu+G&cauthor_id=36506837
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lu+G&cauthor_id=36506837
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rawson+TM&cauthor_id=35131508
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sader+HS&cauthor_id=33276387
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Al determinar la actividad in vitro de la combinaciéon ATM/AVI mediante el método
de CIM nuestros resultados reflejan en Enterobacterales productores de NDM una actividad
efectiva del 98.9% y 100% en Enterobacterales productores de doble carbapenemasa
KPC/NDM con una CIM <4 mg/L. Asimismo, se observo que el 1.1% de Enterobacterales
productores de NDM reportados como no salvaje, presentaron una MIC mayor a 8 mg/L; lo
cual coincide con los reportes de las investigaciones de otros autores. Con respecto al método

de CIM Guoping et al*®

observaron una efectividad del 100 % en 37 aislamientos productores
de NDM, al inicio observaron que al realizar la CIM de CAZ-AVI obtuvieron valores
mayores de 128 mg/L, al realizar el mismo procedimiento y combinar CZA'y ATM la CIM
del total de los productores de NDM fue <4 mg/L. Del mismo modo el estudio publicado por
Miles et al?®. observaron una actividad bactericida del 93.1% con el método de CIM y una
eficacia del 97.7% con el método de disco de pre difusion/E-test modificado en 43
aislamientos de Enterobacterales productores de NDM, en donde solo 3/43 aislamientos
permanecieron resistentes con la adicién de CZA restaurando el punto de corte de ATM (CIM
<4 mg/L), asimismo con el método de E-test modificado, de 43 aislamientos solo uno fue
reportado como intermedio y 1 aislamiento se report0 como resistente, en este estudio
describen el método de E-test modificado como un método de laboratorio rapido y practico
para detectar sinergia clinicamente relevante entre CAZ/AVI+ATM en Enterobacterales
productores de NDM. Otro estudio que afianza nuestros resultados, fue el publicado por Sader
et al*’. quienes observaron que el 99.9 % de 8787 aislamientos de Enterobacterales
productores de carbapenemasas recolectados en varios paises del mundo estos fueron
inhibidos a una CIM de ATM/CZA <8mg/l, incluido el 99.7 % de los resistentes a
carbapenems y 99.7% de aislados multirresistentes. Estos resultados de investigacion

internacional respaldan el desarrollo clinico de ATM/AVI para el tratamiento de infecciones

por Enterobacterales, incluidas aquellas infecciones causadas por cepas productoras de NDM.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lu+G&cauthor_id=36506837
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rawson+TM&cauthor_id=35131508
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/laboratory-technique
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sader+HS&cauthor_id=33276387

37

Adicionalmente, es necesario mencionar que el método de CIM es un prueba clinicamente
relevante y significativa; sin embargo, para su realizacion esta prueba demanda un mayor
tiempo en el procesamiento.

La terapia combinada de ATM/CZA ha sido efectiva en estudios in vivo como lo
muestra el estudio de Falcone et al®. donde describen su eficacia en 82 pacientes con
infecciones del torrente sanguineo causadas por Enterobacterales productoras de NDM, con
una menor tasa de mortalidad y menor tasa de fracaso frente a pacientes tratados con
antimicrobianos que in vitro resultaban sensibles a la bacteria (colistina, fosfomicina,
tigeciclina), mostrando a la terapia con ATM/CZA mas oportuna, y con menos efectos
adversos. Sin embargo, avibactam no es el Unico inhibidor para realizar terapia combinada
con aztreonam, el estudio de Le Terrier et al??. comparo la actividad entre aztreonam y otros
inhibidores de la betalactamasa como zidebactam, nacubactam y taniborbactam, observando
una actividad in vitro mas efectiva, en comparacion a la combinacion aztreonam y avibactam.

Cabe recalcar que los estudios descritos como antecedentes, han utilizado la
combinacion CAZ/AVI + ATM. En nuestro estudio para realizar la CIM y disco combinado
se prepar6 y utilizd individualmente cada uno: avibactam (inhibidor) y aztreonam
(antibidtico). Sin embargo, para el disco de pre difusion rapida se utilizé disco de CAZ/AVI
+ATM, otra de las diferencias de nuestro estudio a los anteriores es que para la técnica de
CIM se realiz6 en placa a diferencia de la micro dilucién en caldo, nuestros resultados
muestran una similitud en cuanto a la eficacia de esta combinacion.

Por otro lado, al determinar la actividad in vitro de la combinacion de ATM/AVI
mediante el método de pre difusidn rapida, se observé una sensibilidad del 99% y 100% en
Enterobacterales productores de NDM y doble carbapenemasa KPC/NDM, y solo un
aislamiento se presentd como no salvaje. Al determinar la actividad in vitro de la

combinacion de ATM/AVI mediante el método de disco combinado observamos que el 100%
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de los aislamientos tanto de portadores de NDM como de doble carbapenemasa se reportaron
como cepas salvajes (>19 mm de didmetro). Es importante indicar que los diametros de halos
entre el disco de pre difusion y el disco combinado en el 90% de los aislamientos mostraron
una diferencia en el diametro del halo (> 2mm). Al parecer la diferencia podria deberse a la
pre difusion del disco, frente al disco combinado; donde avibactam est4 en contacto en el agar
mas tiempo (18 horas), mientras que el disco de pre difusion CAZ-AVI tiene solo un tiempo
de difusién de 15 minutos.

Los métodos utilizados en este estudio, podrian ser empleados de manera practica en
los laboratorios publicos o privados, dado que observamos una adecuada correlacién en sus
resultados. Como lo sugieren otros investigadores, Por lo realizado, se podria sugerir sin
duda, el uso de la combinacién de antimicrobianos ATM y AVI como una opcion que debe
tomarse en cuenta en la terapia contra la presencia de aislamientos bacterianos productores de

metalo carbapenemasas como NDM e incluso los productores de doble carbapenemasa.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

o La combinacion de aztreonam/avibactam frente a Enterobacterales productores de
Nueva Delhi metalo-betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados, 2022 presento una

excelente actividad antimicrobiana in vitro.

o Los Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa aislados de
pacientes hospitalizados frente a la combinacién de aztreonam/avibactam presentaron una

frecuencia de 98% de aislamientos salvajes.

o Por la metodologia de concentracion minima inhibitoria, la actividad in vitro de
aztreonam/avibactam frente a Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-

betalactamasa aislados de pacientes hospitalizados fue del 98.9%.

o Por el método de pre difusion rapida con discos la combinacion aztreonam/avibactam
frente a Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa aislados de

pacientes hospitalizados presento una alta actividad antimicrobiana in vitro del 99.5%.

o La actividad in vitro de aztreonam/avibactam por el método de disco preparado frente
a Enterobacterales productores de Nueva Delhi metalo-betalactamasa aislados de pacientes

hospitalizados fue del 100%.



40

5.2. Recomendaciones

Se recomienda ampliar la investigacion utilizando nuevos inhibidores de betalactamasas,
y nuevas técnicas microbioldgicas.

Se recomienda el uso de nuevas tecnicas como el método de disco de pre difusion y disco
combinado en los laboratorios de microbiologia de nuestro pais para el estudio de
sensibilidad frente a Enterobacterales productores de carbapenemasas de tipo NDM o
doble carbapenemasa por ser rapidas, reproducibles y confiables.

Se debe considerar los hallazgos de Enterobacterales no salvajes como hallazgos de alto
riesgo, requiriendo el méximo esfuerzo de los equipos de salud, sobre todo del area de
microbiologia y deteccion molecular.

Nuestros resultados in vitro mostraron buena actividad de avibactam en combinacion con
aztreonam para Enterobacterales clinicamente relevantes, por lo que es recomendable su
desarrollo para tratar infecciones causadas los productores de enzimas Nueva Delhi

metalo-betalactamasa y doble productores de carbapenemasas.
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Anexo 2. Instrumentos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE AISLAMIENTOS DE Enterobacterales de pacientes
hospitalizados en el 2022

Cadigo Servicio/consultorio
Edad Sexo
Tipo de muestra Tipo de aislamiento
Gen de Resistencia Positivo Negativo
blaNDM
blakPC

CIM ATM/AVI

Predifusion ATM/AVI

Disco combinado ATM/AVI
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Anexo 7. Evidencia fotografica

Foto 1.

Crecimiento de Enterobacterales en Agar cromogénico

oto

Deteccion fenotipica de Metalobetalactamasas +BLEE
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Foto 3.

Deteccion fenotipica de doble carbapenemasa
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Foto 4.
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Foto 5.

Klebsiella pneumoniae 700603

Foto 6.

| L]
Placas de Mueller Hinton con ATM/AVI Crecimiento en placa Mueller Hinton con
recién inoculadas ATM/AVI 0.03 mg/l



Anexo 8. Distribucion de Enzimas carbapenemasas y betalactamasas de expectro extendido

observadas en Enterobacterales de pacientes hospitalizados. 2022.
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Reporte de similitud

® 16% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

» 15% Base de datos de Internet » 4% Base de datos de publicaciones
 Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de
Crossref

* 9% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.
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