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NOTA DE ADVERTENCIA
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catdlica y por qué las tesis no contengan ataques personales contra persona alguna, antes bien

se vea en ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia”.

Articulo 23 de la Resoluciéon No. 13 de Julio de 1946.



RESUMEN

La emergencia y rapida diseminaciéon de las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
producidas por algunos aislamientos de Enterobacteriaceae, han hecho que cefalosporinas de
espectro extendido, y combinaciones de (-lactdmicos mas inhibidores de -lactamasas, sean
menos efectivos. Este escenario ha requerido el uso de carbapenémicos para el tratamiento de
infecciones causadas por tales microorganismos. En este estudio, la actividad in vitro de
doripenem, y otros carbapenémicos como meropenem, fue evaluada y comparada frente a
aislamientos de bacterias Gram negativas productoras de BLEE y KPC, provenientes de
pacientes con infecciones intrahospitalarias. Se obtuvo un total de 50 aislamientos en un
periodo de cuatro meses en el Hospital Universitario San Ignacio, a los cuales se les determiné
la susceptibilidad antimicrobiana mediante difusién de disco, y la concentracién minima
inhibitoria (CIM) utilizando el método de gradiente de difusion E-test, siguiendo las
recomendaciones y criterios interpretativos de acuerdo a lo recomendado por el CLSI y la FDA
para meropenem y doripenem respectivamente. En general estos dos carbapenémicos tienen
un espectro de actividad similar;no obstante, doripenem mostré una mejor actividad, con valores
de CIM mas bajos con respecto a meropenem, contra los aislamientos de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae productores de BLEE (CIMs 0.023-0.5 ug/mL), y Pseudomonas
aeruginosa (0.19-2 ug/mL), mientras que fue menos activo contra los aislamientos productores
de KPC de Klebsiella pneumoniae (CIMs 1.5->64 ug/mL).

Los resultados presentados en este estudio, podrian justificar que doripenem sea considerado
como una alternativa o para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram

negativas productoras de BLEE, frecuentemente involucradas en procesos intrahospitalarias.



JUSTIFICACION

A pesar de los altos niveles de control y atencién hospitalaria que hay en la actualidad, las
infecciones intrahospitalarias siguen siendo un problema de Salud Publica de gran impacto
economico y social,consecuencia del aumento del numero de servicios médicos y la
complejidad de estos, la introduccion de técnicas invasivas necesarias para el diagndstico y
tratamiento de diversas patologias, la mayor utilizacién de las unidades de cuidados intensivos,
el uso extensivo de farmacos inmunosupresores, entre otros. (Bennett, 1982). El uso frecuente
de agentes antimicrobianos cada vez mas potentes para prevenir o tratar dichas infecciones,
favorecen el surgimiento de cepas multirresistentes a los antimicrobianos, incluso cuando son

utilizados apropiadamente (Ferro et al., 1998; Swartz, 1994; Paterson, 2002; Lasso, 2003).

Sin duda, uno de los grandes retos terapéuticos actuales de las infecciones complicadas, no
sélo intrahospitalarias sino de la comunidad, no sélo es su curacion sino minimizar el impacto

de la resistencia. En algunos casos infortunadamente no hay opciones terapéuticas adecuadas.

Por todo lo anterior y por la necesidad de establecer nuevas alternativas para el manejo de
infecciones severas causadas por patégenos de manejo complicado, las industrias
farmacéuticas productoras de antibidticos se encuentran en constante investigacién y desarrollo
de nuevas moléculas que sean capacesde tratar dichos microorganismos. Es el caso de
doripenem, carbapenémico de amplio espectro que esta indicado en infecciones severas

respiratorias, intrabdominales y urinarias complicadas, entre otras.

El objetivo de este trabajo esprecisamente, evaluar la actividad in vitro de este nuevo
antibiotico carbapenémico, doripenem, en bacterias Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa
y Enterobacterias productoras de B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE)), aisladas a

partir de infecciones intrahospitalarias en pacientes del Hospital Universitario San Ignacio.



MARCO TEORICO

Una infeccion nosocomial o intrahospitalaria puede definirse como: una infeccién que se
presenta en un paciente internado en un hospital o en otro establecimiento de atencion de salud
en quien la infeccibn no se habia manifestado ni estaba en periodo deincubacion en el
momento del internado. Comprende las infecciones contraidas en el hospital, pero manifiestas
después del alta hospitalaria y también las infecciones ocupacionales del personal del
establecimiento.Estas infecciones ocurren entre 48 a 72 horas después del internado
(Benenson, 1995).

Esta complicacion no deseada del proceso asistencial agrava el pronéstico del paciente.
Constituye un grave problema de salud publica, pues ocasiona una morbilidad importante y
puede provocar en ultima instancia, directa o indirectamente la muerte del paciente (Hernandez,
2001); Aunado a esto, las complicaciones infecciosas entrafan sobrecostos ligados a la
prolongacion de la estadia hospitalaria, estan asociadas también con los antibiéticos costosos,
las reintervenciones quirurgicas, sin contar con los costos sociales dados por pérdidas de

salarios, de produccion, etc (Bruin, 1994).

Ademas, las infecciones intrahospitalarias son un indicador que mide la calidad de los servicios
prestados. Actualmente la eficiencia de un hospital no solo se mide por los indices de
mortalidad y aprovechamiento del recurso cama, sino también se toma en cuenta el indice de
infecciones hospitalarias (MINSAP, 1998).

A medida que han ido transcurriendo los afios, se observa el caracter creciente de las
infecciones intrahospitalarias.De acuerdo con estudios realizados por los Centers for Diseases
Control (CDC) de Atlanta, se determiné que la infeccion nosocomial afecta en promedio 5 de

cada 100 pacientes que egresan de los hospitales del mundo (CDC, 1991.).

En estudios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y en otros se ha demostrado que
la maxima prevalencia de infecciones intrahospitalarias ocurre en unidades de cuidados
intensivos (UCI) y en pabellones quirurgicos de atencién de enfermedades agudas (OMS, 2005;
Garner et al., 1988). En los paises industrializados, las infecciones intrahospitalarias se
producen en un 2 a 12% de los pacientes hospitalizados, con tasas de infeccion nosocomial en
la UCI, que van desde 7.7% hasta 16.5%; mucho mas bajas, en comparacién con el estudio
retrospectivo realizado en China entre 2003 y el 2007, en el cual, la tasa de infeccion
nosocomial fue del 26.8% (Richards et al, 1999; Dettenkofer et al, 1999; Ding et al,



2009.),cifra que también superdé la tasa de 14.7%, observada en 55 UCIs de paises
sudamericanos (Rosenthal et al., 2006.), y la tasa de 12% de infeccién nosocomial en nueve

hospitales colombianos reportada en estudio realizado por Alvarez et al., en el 2006.

Por otro lado, se afirma que en casi todos los hospitales del mundo la mayor parte de los casos
de infeccion nosocomial e infeccion complicada, la constituye la infeccion del tracto urinario
hasta con un 40%, con el 80% asociado a catéter, y el microorganismo mas frecuentemente
implicado es la enterobacteria Escherichia coli, seqguido de Klebsiella pneumoniae, aunque
también se han aislado Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus, y otras Enterobacteriaceae
como Citrobacter spp y Serratia spp (Esposito et al., 2008.); sin embargo la neumonia es la
principal causa de infeccion nosocomial en la UCI, y ocurre (en mas del 90% de los casos, en
pacientes que han sido sometidos a intubacién endotraqueal y ventilacion mecanica.) (Duran et
al., 2008; Rodriguez et al., 2009).

Uno de los mas grandes retos para el tratamiento de las infecciones intrahospitalarias y
complicadas es la resistencia bacteriana a antimicrobianos, y a pesar de las medidas
destinadas a limitar la aparicion y la propagacion de bacterias resistentes a los antimicrobianos,
incluyendo Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Enterococcus resistentes a la
vancomicina y diversos bacilos Gram negativos, Enterobacteriaceaeproductoras de BLEE
(Klebsiella pneumoniae,Escherichia coli) y Pseudomonas aeruginosamultirresistente, la
recuperacion de estos patdégenos sigue aumentando rapidamente (NNISS, 2003; Webb,
2005.),debido a que estos microorganismos,se encuentran ampliamente distribuidos en el
medio ambiente yson capaces de sobrevivir en el ambiente hospitalario: infusiones, agua
destilada, soluciones salinas, tubuladuras, superficies humedas, humidificadores, incubadoras,
nebulizadores, catéteres y aun en soluciones desinfectantes (Von Graevenitz, 1985.); y se
transmiten al paciente a través del personal sanitario, las visitas, el equipamiento sanitario,
dispositivos médicos, u otros enfermos, en cuyo caso se denominan infecciones cruzadas
(Loépez et al., 2002.); igualmente, es importante sefalar que estos microorganismos resistentes
coexisten con la microbiota habitual en piel, vias respiratorias, tracto gastrointestinal, tracto
genitourinario, y generalmente son seleccionados como resultado de wuna presion
antimicrobiana y pueden llegar a transformarse en microbiota dominante. Estos eventos de
colonizacién durante varias hospitalizaciones son un escenario mucho mas comun que la
resistencia por mutaciones de novo. Los cambios en el sistema inmunolégico del hospedero

debido a edades extremas, estrés, desnutricion, padecimientos crénicos, estadosde



inmunodeficiencias congénitas o adquiridas,procedimientos invasivos y heridas quirurgicas
pueden favorecer el sobrecrecimiento bacteriano o la introduccién de bacterias hacia sitios
estériles, y asi mismo todos estos constituyen factores de riesgo que conducen
consecuentemente al dificil control de estas infecciones(Ludsky et al.,2002; Toltzis y Blumer,
2001.).

Antibiéticos B-lactamicos

Los antibidticos B-lactdmicos, que actuan inhibiendo la ultima etapa de la biosintesis de los
peptidoglicanos de la pared celular bacteriana, constituyen la familia mas numerosa de
antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica. Ejercen su efecto antimicrobiano
uniéndose covalentemente a los residuos de serina del sitio activo de la peniciloil serina
transferasa (transpeptidasa). La enzima resultante acil modificada covalentemente es inactiva
durante la division celular, inhibiendo asi el entrecruzamiento de los peptidoglicanos causando
la muerte celular (Goffin y Ghuysen, 1998; Massova y Mobashery, 1998).Se trata de
compuestos de accidnbactericida lenta, relativamente independiente de laconcentracion
plasmatica, que presentan escasa toxicidad yposeen un amplio margen terapéutico. Su
espectro se ha idoampliando a lo largo de los afos por la incorporacion denuevas moléculas
con mayor actividad frente a los bacilos Gramnegativos; pero la progresiva aparicion de
resistenciasadquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia endeterminadas situaciones.
Aun asi, la penicilina sigue siendoel tratamiento de eleccibn en un buen numero de
infeccionesclasicas, las cefalosporinas lo son en la profilaxis quirirgica yen infecciones
comunitarias graves, los inhibidores de B-lactamasas permiten el uso eficaz de las amino y
ureido penicilinas en infecciones de gran relevancia y, los carbapenémicos eninfecciones
intrahospitalarias mixtas y por bacteriasmultirresistentes (Marin y Gudiol, 2003.); estos ultimos
son antibidticos B-lactamicos derivados de la tienamicina, un producto del metabolismo del
microorganismo Streptomyces cattleya. Al igual que las penicilinas poseen el anillo B-lactamico
heterociclico con tres atomos de carbono y uno de nitrégeno (el cual proporciona afinidad por la
PBPs), unido al anillo de tiazolidina, que difiere de las penicilinas por tener un atomo de
carbono que sustituye al azufre en posicion 1, y entre las posiciones 2 y 3 presenta un enlace
insaturado, este es el anillo carbapenémico que aumenta el espectro de actividad y aumenta la
potencia (Zhanel et al., 2007.).

El primer representante de los carbapenémicos fue la tienamicina con gran actividad

antimicrobiana, pero quimicamente inestable; luego en el ano 1985, se desarrollé imipenem
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(Figura 1) un derivado estable de la tienamicina, al igual que la molécula madre, es de amplio
espectro, pero presenta un elevado metabolismo renal, el imipenem es susceptible a la
degradacién de la enzima dehidropeptidasa-1 (DHP-1), la cual se localiza en la superficie
luminal de las células del tubulo contorneado proximal, dando lugar a una escasa eliminacion
urinaria delcarbapenémico y formacion de productos nefrotéxicos. Para resolver este
inconveniente, imipenem requiere la co-administracién de cilastatina, el cual es un inhibidor de
la DHP-1, esto permite un aumento en la concentracién plasmatica y aumento en su vida
media(Kahan et al., 1983; Zhanel et al.,, 2007.).Imipenem, muestra elevada afinidad por las
PBP-2 y PBP-4 de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, también muestra apreciable
afinidad hacia las transpeptidasas PBP-1a y PBP-1b (dos de las proteinas de soporte de la

pared bacteriana); y hacia las carboxipeptidasas PBP-4 y 5(Hashizume, et al., 1984.)
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Figura 1. Estructura quimica imipenem

Posteriormente se desarroll6 meropenem, el cual se administra sin necesidad de inhibidor
enzimatico, ya que es estable a la DHP-1, debido a la introduccion del grupo metilo en la
posicion 1 (Figura 2.) (Wiseman et al., 1995.). Meropenem se une a varias de las PBPs en
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, teniendo una gran afinidad hacia las PBP-1a,
PBP-1b, PBP-2, PBP-3 (a diferencia del imipenem que tiene una baja afinidad hacia

estaultima), PBP 4 y 5; ademas muestra afinidad a PBP 1, 2 y 4 de Staphylococcus aureus.

Meropenem

Figura 2. Estructura quimica meropenem

Estos dos carbapenémicos son activos contra bacilos Gram negativos no fermentadores
(Acinetobacter spp, Pseudomonas spp), y especies de Enterococcus,aunque meropenem es

mucho mas activo contra el género Enterobacteriaceae(Wiseman et al., 1995; Edwards, 1995.).
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En el ano 2001, aparece ertapenem, el cual tampoco necesita del inhibidor enzimatico, gracias
al grupo metilo, ademas posee una cadena lateral con benzoato lo cual modifica la carga
molecular, aumentando la unién a proteinas plasmaticas alargando su vida media, y esto
permite que solo sea administrado una vez al dia (Figura 3.). Este carbapenémico, indicado en
infecciones adquiridas en comunidad, tiene actividad limitada contra bacilos Gram negativos no
fermentadores(Shah e lIsaacs, 2003; Cunha, 2002.). Por esto, ertapenem no debe usarse
empiricamenteen infecciones intrahospitalarias, neumonia asociada a ventilacién mecanica o
infecciones adquiridas en unidades de cuidados intensivos, debiendo esperar resultados
microbioldgicos para su uso en estos casos(Morales, 2003.). Al igual que meropenem, muestra
afinidad hacia las PBPs 1a, 1b, 2, 3, 4 y 5 en Escherichia coli, con especial preferencia por las
PBPs 2 y 3 (Motyl et al., 2003.).

Ertapenem

Figura 3. Estructura quimica ertapenem

Doripenem (Figura 4), es un antibiético parenteral de amplio espectro, de efecto bactericida,
que inactiva multiples proteinas esenciales de unién de la penicilina PBPs, similar a otros
carbapenémicos como meropenem y ertapenem. Doripenem en bacterias Gram negativas (al
igual que otros carbapenémicos), muestra afinidad por la PBP 2 y 4 tanto en Escherichia coli
como en Pseudomonas aeruginosa. En este ultimo microorganismo, existe también una unién
relevante a la PBP 3 (Keam, 2008).
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Doripenem

Figura 4. Estructura quimica doripenem

Doripenem es activo contra los patégenos mas relevantes asociados con neumonia
nosocomial, incluyendo Staphylococcus aureus meticilino sensible (SAMS), familia
Enterobacteriaceae (p. ej., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter spp.),
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Haemophylus influenzae y Streptococcus

pneumoniae(Walsh, 2007). Doripenem es activo contra los patégenos prevalentes, productores
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de infecciones complicadas urinarias e infecciones intrabdominales complicadas, incluyendo
Escherichia coli y otras Enterobacteriaceae(Mushtaq y Livermore, 2004), Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus fragilis susceptibles a ampicilina. La actividad adicional in
vitro de doripenem incluye a los estreptococos (incluyendo a Streptococcus pneumoniae
resistente a penicilina), Moraxella catarrhalis, Neisseria spp., Bordetella spp., y un amplio rango
de anaerobios que incluyen Bacteroides spp., Prevotella spp., Clostridium spp., y otros
anaerobios Gram positivos. Las concentraciones minimas inhibitorias (CIMs), a las cuales se
inhibe el 90% de las cepas probadas (CIMg;) son generalmente <1ug/mL para las especies
anteriores (Credito, 2008). Doripenem al igual que otros carbapenémicos no es activo in vitro
contra estafilococos resistentes a meticilina (SAMR), el Enterococcus faecalis resistente a
ampicilina. También es inactivo contra la mayoria de Enteroccus faecium, Corynebacterium
spp., y Stenotrophomonas maltophilia. La ClIMgyy del doripenem para estos organismos es > 16
ug/mL. Doripenem es estable a la mayoria de las B-lactamasas, incluyendo a las penicilinasas,
cefalosporinasas y B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y B-lactamasas de tipo AmpC
(Keam, 2008); de esta forma doripenem conserva la actividad contra la mayoria de bacilos
Gram negativos resistentes a cefalosporinas. Tal como otros carbapenémicos, doripenem es
inestable contra algunas enzimas como las metalo-B-lactamasas producidas por
Stenotrophomonas maltophilia y Pseudomonas aeruginosa, y carbapenemasas del tipo KPC
producida por Klebsiella pneumoniae. La potencia antimicrobiana in vitro de doripenem, se
compara favorablemente con la de otros carbapenémicos. Contra las bacterias Gram negativas,
doripenem es similar a meropenem, y similar o mas activo que imipenem y ertapenem. Contra
las bacterias Gram positivas, doripenem es ligeramente menos activo que imipenem, pero mas
activo que meropenem y ertapenem. Doripenem es generalmente de 2 a 4 veces mas potente
contra los aislamientos de Pseudomonas, que imipenem o meropenem (Mushtaq y Livermore,
2004). Doripenem exhibe una actividad bactericida dependiente del tiempo contra los
patdogenos comunes como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacteriaceae. Se observo un persistente efecto post-antibiotico (EPA) in
vivo e in vitro contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Ademas in vitro
doripenem demuestra sinergia con agentes antibacterianos glicopeptidicos (p. €j., vancomicina,
teicoplanina) contra el SAMS. Junto con su actividad in vitro, doripenem ha demostrado ser muy
efectivo en diversos modelos animales de infeccién bacteriana, incluyendo modelos de
neumonia y sepsis en ratones y un modelo de peritonitis, en el cual fue efectivo tanto contra

infecciones bacterianas Gram positivas como Gram negativas(Keam, 2008).
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Las diferencias fundamentales entre los distintos carbapenémicos dependen de las cadenas
laterales C2 y C6. Todos los carbapenémicos en C6 poseen la misma cadena lateral hidroxietilo
en configuracién trans que protege al anillo B-lactamico, dandole estabilidad frente a las -
lactamasas, la configuracion estereoquimica de la cadena lateral en C2 incrementa la actividad
frente a Gram negativos comoEnterobacteriaceaey Pseudomonas aeruginosa(Zhanel et al.,
2007.).

Los carbapenémicos solo carecen de actividad frente a Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (SARM), Enterococcus resistentes a vancomicina, algunas especies de
Pseudomonas, Stenotrophomonas maltophilia, y son poco activos frente a Clostridium difficile
(Marin et al., 2003.), sin embargo, han sido los antibiéticos de mayor actividad, evadiendo la
mayoria de los mecanismos de resistencia bacteriana.

Mecanismos de Resistencia Antimicrobiana

De manera particular la resistencia multiple a B-lactamicos en microorganismos Gram
negativos, como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, y Pseudomonas aeruginosa, es
producto de una combinacién de mecanismos de resistencia, algunos de ellos inherentes a la
especie (resistencia natural o intrinseca), y otros adquiridos (resistencia adquirida por plasmidos
o ftransposones), que finalmente se manifiestan como resistencia a una amplia gama de
antibioticos B-lactamicos (Suarez et al., 2006.), lo cual ocasiona que la utilidad de estos se vea
reducida; y ha conducido a que periédicamente se tengan que modificar los esquemas de
tratamiento en funcién de la resistencia bacteriana local de cada hospital (Warren y Fraser,
2001; Drusano, 2003.).

Los mecanismos de resistencia mas importantes que las bacterias Gram negativas poseen, que
impiden de una u otra manera que los antibiéticos B-lactamicos puedan alcanzar su sitio de

accion y ejercer su acciéon son:

1. Hidrélisis Enzimatica del Antibiético: las bacterias expresan enzimas capaces de
crear cambios en la estructura del antibiético haciendo que este pierda su funcionalidad.
Las Beta-lactamasas son las mas prevalentes (Livermore, 1995. Tafur, 2008.).

2. Bombas de Expulsion: bacterias Gram negativas como Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa utilizan bombas de membrana de tres componentes para
exportar del espacio periplasmico al exterior, toxinas y pequefios productos quimicos

nocivos, incluyendo drogas antimicrobianas. Por lo tanto, son fundamentales tanto para
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la resistencia a multiples farmacos,como para la patogenicidad (Higgins et al., 2004; Vila
et al., 2007. Tafur, 2008.).

3. Cambios en la Permeabilidad de la Membrana: las bacterias pueden generar cambios
de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la membrana se ve alterada,
principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son proteinas que forman
canales llenos de agua embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de
algunos elementos, entre ellos, los antibidticos. Los cambios en su conformacion pueden
llevar a que la membrana externa no permita el paso de estos agentes al espacio
periplasmico (Vila et al., 2007; Tafur, 2008.).

4. Modificacion del Sitio Blanco:lasproteinas esenciales de unién de la penicilina PBPs,
las cuales son el sitio blanco de todos los B-lactamicos, pueden sufrir modificaciones
moleculares que disminuyen su afinidad por el antimicrobiano, pero no afectan su
actividad. Aunque, este no es un mecanismo de resistencia comun entre los Gram
negativos, el numero de reportes se ha incrementado en los ultimos anos (Vila y Marco,
2002; Tafur, 2008.).

1. Hidrélisis Enzimatica del Antibidtico

B-lactamasas: las enzimas responsables de proporcionar resistencia contra los antibiéticos
anteriormente mencionados, son las B-lactamasas que destruyen el anillo B-lactamico de grupos
de antibiéticos como penicilinas y cefalosporinas (Cohen, 1992; Neu, 1992.),hidrolizan el enlace
amida del anillo penicilanico o cefalosporanico, produciendo derivados acidos, sin propiedades
antibacterianas (Ambler, 1980.). Las pB-lactamasas son ubicuas de las bacterias Gram negativas
y representan una forma importante de resistencia. Los genes que codifican estas enzimas
pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos, lo cual permite su facil
transferencia entre diferentes bacterias, 10 que representa un gran reto para el control de las

infecciones (Tafur, 2008).

Las B-lactamasas se clasifican de acuerdo a dos esquemas: la clasificacion molecular de
Ambler y la clasificacion funcional de Bush, Jacoby y Madeiros (Ambler et al., 1991; Bush et al.,
1995.). La clasificacion de Ambler divide las B-lactamasas en cuatro clases (A,B,C y D), la cual
se basa en la homologia de las proteinas (similitud en la secuencia de aminoacidos). Las clases
A,C y D poseen serina en su centro activo, que reacciona con el anillo B-lactamico, abriéndolo

irreversiblemente e inactivando el antibiético; mientras que las enzimas de clase B o metalo-f3-
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lactamasas contienen zinc en su centro activo el cual reacciona con el grupo carbonil del enlace

amida del B-lactamico inactivandolo.

El esquema de clasificacion de las p-lactamasas, de Bush, Jacoby y Madeiros, también consta
de cuatro grupos y diversos subgrupos, y se basa en las caracteristicas funcionales, teniendo
en cuenta distintos criterios como las propiedades bioquimicas (peso molecular, secuencia de
nucleodtidos), propiedades fisicas (punto isoeléctrico), el espectro de hidrdlisis, el espectro de
inhibicion, la codificacion (plasmidica o cromosomica).Esta clasificacion esmucho mas
importante en el diagndstico microbioldgico de laboratorio ya que considera los substratos y los

inhibidores de las p-lactamasas clinicamente relevantes (Paterson y Bonomo, 2005).

Debido a que el mecanismo de resistencia mas prevalente en las bacterias Gram negativas a
los antibiéticos es la produccion de pB-lactamasas, es importante mencionar las mas

prevalentesp-lactamasas involucradas en la resistencia a -lactamicos:

B-lactamasas tipo AmpC:estas enzimas generalmente Ilamadas cefalosporinasas,
pertenecientes a la clase C de la clasificacion Ambler, y al grupo 1 de la clasificacion Bush,
Jacoby y Madeiros, 1995, se han encontrado codificadas en gran variedad de bacterias Gram
Negativas como Aeromonas spp., Morganella morganii, Providencia spp., Pseudomonas
aeruginosa, Proteus spp., Citrobacter freundii, Enterobacter spp., y Serratia spp.También se ha
encontrado AmpC mediada por plasmidos en Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp.,
especies que no tienen naturalmente expresion de AmpC cromosdémico (Jacoby y Mufoz,
2005;Philippon et al., 2002).

Las bacterias con AmpC cromosémico, bajo condiciones normales producen esta enzima en
bajas cantidades sin alterar significativamente la sensibilidad a cefalosporinas de tercera
generacion. Sin embargo algunas bacterias como Escherichia coli, pueden incrementar de
forma constitutiva la sintesis de AmpC, y segun su grado de expresion, median la resistencia a
cefalosporinas de primera y segunda generacion (incluidocefoxitin), algunas cefalosporinas de
tercera generacién como ceftazidime, aztreonam e inhibidores de B-lactamasas (Livermore
1995; Hanson y Sanders, 1999).

Las B-lactamasas tipo AmpC presentan baja afinidad a los carbapenémicos; sin embargo, las
bacterias que porten genes ampC en plasmidos producen la enzima de forma constitutiva y en

gran cantidad (Philippon et al., 2002). En estas bacterias, la produccion excesiva de enzima,
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asociada a defectos de permeabilidad (perdida de porinas), o la expresion exagerada de
bombas de eflujo, conllevan aque el antibiético se halle en baja cantidad en el espacio
periplasmatico, lo cual permite que la enzima hidrolice al antibiético y se desarrolle resistencia a
los carbapenémicos (Livermore y Woodford, 2006; Rahal, 2008; Jacoby, 2009.). ACT-1, CMY-4
y ACC-1 son algunas de las B-lactamasas tipo AmpC presentes en plasmidos que se han
identificado en Enterobacterias resistentes a los carbapenémicos (Bradford et al., 1997; Cao et
al., 2000; Bidetet al., 2005.).

La expresion de B-lactamasa cromosémica en otras Enterobacterias como Enterobacter spp.,
Citrobacter spp., Serratia spp., Morganella spp., y Pseudomonas aeruginosa, es de caracter
inducible (Lindquistet al., 1989.). En este proceso de induccién, sélo se sintetiza la enzima
cuando la bacteria esta en presencia del antibiético inductor, y es un fenémeno reversible, que
desaparece cuando el antibiético no esta presente (Bennett y Chopra, 1993). Pero también en
este grupo de bacterias, se puede producir el fenomeno de desrepresiéon, que de igual forma,
incrementa la cantidad de B-lactamasa, pero a diferencia de la induccién, la desrepresiénno es
irreversible, no desaparece cuando la bacteria no esta en presencia del antibiético, sino que se
seleccionan mutantes establemente desreprimidos, que sobreexpresan la enzima. Desde el
punto de vista clinico, el fendbmeno de desrepresion, puede suponer el fracaso terapéutico, que

puede desarrollarse durante el tratamiento con B-lactamicos (Livermore, 1995.).

La expresion de AmpC es un mecanismo complejo. La interrupcion de la biosintesis de mureina
por un agente B-lactamico, conduce a la acumulacién de péptidos y oligopéptidos derivados
deN-acetilglucosamina y el acido N-acetilmuramico, estos productos de degradacion de la pared
bacteriana activan a la proteina AmpR, y esta induce la produccion de AmpC.Para evitar la
sobreproduccion de la B-lactamasa, la célula tiene una amidasa en el citoplasma, llamada
AmpD, la cual se encarga de eliminar los productos de degradacion, para reducir su

acumulacion en el citoplasma, y asi prevenir la generacion constitutiva de AmpC.

La causa mas comun de la sobreexpresion de AmpC, en aislamientos clinicos, es la mutacion
en el gen ampD. Las mutaciones en las proteinas AmpR, y AmpG, son menos comunes, pero
también conducen a la sobreexpresién de la B-lactamasa. AmpG, es una permeasa de la
membrana interna, involucrada en el transporte de oligopéptidos, reciclaje de la pared celular,
la sintesis de peptidoglicano a partir de los productos de degradacién, y la regulacion AmpC en
el citosol(Jacoby, 2009; Suarez et al., 2006; Jacobs et al., 1997).
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B-lactamasas de espectro extendido (BLEE):las BLEE han sido reportadas en gran variedad
de especies de bacterias Gram negativas; los microorganismos frecuentemente implicados son
Klebsiella spp. y Escherichia coli,sin embargo, se han descrito en otros géneros de
Enterobacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa,las BLEE se han incluido en la clase A de la
clasificacién Ambler y el grupo 2be de la clasificacién Bush, Jacoby y Madeiros, 1995,se
caracterizan por conferir resistencia a penicilinas y cefalosporinas, incluyendo las de tercera y
cuarta generacion, pueden ser inhibidas por el acido clavulanico u otros inhibidores de f-
lactamasas como el tazobactam y el sulbactam, lo que las diferencia de las B- lactamasas tipo
AmpC. La mayoria de BLEE identificadas hasta el momento, han sido del tipo SHV y TEM, que
han evolucionado a partir de las B-lactamasas plasmidicas clasicas como TEM-1, TEM-2 y SHV-
(Bradford, 2001; Pitout et al., 2005.).Debido a mutaciones en su centro activo, han extendido su
efecto hidrolitico a las cefalosporinas de espectro extendido y a los monobactamicos.

Usualmente las BLEE tipo TEM y SHV hidrolizan a ceftazidime con mayor eficiencia que a

ceftriazona o cefotaxime (Paterson et al., 2003; Paterson y Bonomo, 2005).

TEM: La expresién de p-lactamasa TEM-1 es el mecanismo de resistencia a p-lactamicos mas
comun en bacterias Gram negativas. La resistencia a ampicilina en Escherichia coli,es en un
90% debido a esta p-lactamasa plasmidica(Du Bois et al, 1995; Paterson y Bonomo, 2005). El
gen responsable se localiza en un transposon cuya transposicion hace que este gen se haya

descrito en otras especies bacterianas como Vibrio spp., y Neisseria gonorrhoeae.

TEM-2 es la primera enzima derivada de TEM-1, presenta una sustitucién de glutamina en la
posicion 39 a lisina respecto a la secuencia de TEM-1, esto genera un cambio del punto
isoeléctrico de 5.4 en TEM-1 a 5.6 en TEM-2, pero no modifica el perfil del sustrato.Estas son
mutaciones en puntos alejados del centro activo (Jacoby y Madeiros, 1991; Barthélémy et al,,
1985.).

Las sustituciones en los aminoacidos que ocurren en la secuencia de la enzima TEM se
producen en un numero limitado de posiciones. La combinacién de estos cambios de
aminoacidos produce la aparicion de los fenotipos BLEE, tales como la capacidad de hidrolizar
ceftazidime y cefotaxime.La presion ejercida por el uso de cefalosporinas hace que se vayan
seleccionando nuevas enzimas, como consecuencia de segundas,terceras y cuartasmutaciones
en la secuencia de aminoacidos, para ir creando enzimas cada vez mas eficaces en la hidrélisis

de cefalosporinas (Jacoby y Madeiros, 1991).
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TEM-3, originalmente descrita en el afio 1988, fue la primera pB-lactamasa tipo TEM que mostro

fenotipo propio de una BLEE (Sougakoff et al., 1988).

SHV: La SHV-1 B-lactamasa, se haya comunmente en Klebsiella pneumoniae, y es responsable
del 20% de la resistencia a ampicilina, mediada por plasmidos en esta especie (Bradford, 2001;
Tzouvelekis y Bonomo, 1999), no obstante, en muchas cepas de Klebsiella pneumoniae, el gen
blasyy, se encuentra integrado en el cromosoma bacteriano (Livermore, 1995.).Las BLEE del
tipo SHV, se encuentran con mas frecuencia en aislamientos clinicos, que otros tipos de BLEE.
SHV (variable sulfhydryl), es denominada asi, debido a que se pensaba que la inhibicion de la
actividad de SHV por el p-cloromercuriobenzoato (pCMB), se relacionaba con el substrato, y era
variable de acuerdo a este. El pCMB logra inhibir la hidrélisis de la cefaloridina, pero no de la
bencilpenicilina (Paterson y Bonomo, 2005; Szabo et al., 1999.).

En el afo 1983, fue aislada en Alemania una Klebsiella ozaenae la cual expresaba una (-
lactamasa que hidrolizaba eficientemente cefotaxime (Knothe, 1983.),estap-lactamasa difiere de
SHV-1 porque en la secuencia de aminoacidos, hay un reemplazo de glicina por serina en la
posicion 238. Esta sola mutacion la convierte en BLEE, y fue denominada SHV-2(Paterson et
al., 2003.).

CTX-M:En el ano 1989, se describié un nuevo tipo de BLEE, en una cepa de Escherichia coli en
Alemania, y una cepa de Salmonella en Argentina, la cual se denominé CTX-M, debido a la
potente actividad hidrolitica contra cefotaxime (Bauernfeind et al., 1990.). Las CTX-M,
usualmente hidrolizan cefotaxime y ceftriazona mas rapidamente que ceftazidime. Los
microorganismos productores de B-lactamasa tipo CTX-M, comunmente registran alta
resistencia a cefotaxime, con concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) >64 ug/ml, mientras
que con ceftazidime son aparentemente susceptibles con CIMs en un rango de 2 a 8ug/ml. Sin
embargo algunas BLEE tipo CTX-M actualmente pueden hidrolizar ceftazidime y conferir
resistencia a esta cefalosporina (CIMs 256 ug/ml)(Paterson et al., 2003; Paterson y Bonomo,
2005).

Estas BLEE de naturaleza plasmidica al igual que las TEM o SHV, derivan de la B-lactamasa

cromosomica de distintas especies del género Kluyvera.

OXA:Las B-lactamasas tipo OXA, son clasificadas dentro de la clase molecular D en el
esquema de Ambler, y en el grupo 2d de la clasificacién Bush, Jacoby y Madeiros, 1995.
Cuando las OXA B-lactamasas fueron ubicadas, en una clase molecular independiente de las

otras serina B-lactamasas (Heritier et al., 2004.), habian sido identificadas principalmente en
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Enterobacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa (Naas y Nordmann, 1999.). Estas B-lactamasas
se caracterizan por hidrolizar cloxacilina y oxacilina, mucho mas rapido que a las penicilinas
clasica. Son pobremente inhibidas por el acido clavulanicoy EDTA, y se sabe que tienen una
gran variabilidad en la secuencia de aminoacidos (Bush, et al., 1995.). La B-lactamasa tipo OXA
mas comun, es OXA-1, la cual ha sido encontrada en el 10% de aislamientos de Escherichia
coli (Livermore, 1995.).

Muchas de las B-lactamasas tipo OXA, no hidrolizan cefalosporinas de espectro extendido, en
un grado significativo como para considerarse BLEE. Sin embargo OXA-10, hidroliza
(débilmente), cefotaxime, ceftriazona y aztreonam, dando a la mayoria de organismos una
susceptibilidad reducida a estos antibiéticos. Otras BLEE tipo OXA incluyen OXA-11, -14, -16, -
17, -19, -15, -18, -28, -31, -32, -35, and -45; estos confieren resistencia franca a cefotaxime, y

algunas veces a ceftazidime y aztreonam (Toleman, et al., 2003.).

Las BLEE tipo OXA fueron originalmente descubiertas en aislamientos de Pseudomonas

aeruginosa, en un hospital de Ankara, Turquia (Philippon, et al., 1997.).

Otras BLEE:Otras familias de BLEE son PER, VEB-1 y BES-1, las cuales son menos

prevalentes en el mundo que las previamente descritas (Naas, 2008.).

B-lactamasas tipo Carbapenemasas: son enzimas capaces de hidrolizar todos los antibiéticos
B-lactamicos y los carbapenémicos. Representan un grupo heterogéneo de [-lactamasas

pertenecientes a diferentes clases moleculares A, By D (Ambler, 1980).

Las carbapenemasas dela clase molecular A,pertenecen al grupo 2f de la clasificacion Bush,
Jacoby y Madeiros, 1995, incluye B-lactamasas que poseen serina en su sitio activo,en este
grupo destacan las BLEE:NMC-A, SME-1 a -2, IMI-1 a -2, KPC-1 a -3 y GES-2 a -4; las cuales

se han descrito en Enterobacteriaceae (Nordmann y Poirel, 2002.).

NMC-A(not metalloenzyme carbapenemase), fue la primera carbapenemasa de clase A
identificada en Enterobacter cloacae en el afio 1990 en Francia. El gen nmcA esta en el
cromosoma, precedido de un gen regulador del tipo LysR (similar al gen regulador de las
enzimas del tipo AmpC), siendo la expresion de NMC-A inducible. NMC-A hidroliza
aminopenicilinas, carboxipenicilinas, cefalotina, imipenem y aztreonam, pero es completamente
sensible a las oximino-cefalosporinas (cefotaxime y ceftazidime), y su actividad es parcialmente

inhibida por el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (Nordmann et al., 1993.).
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SME-1(Serratia marcescensenzyme), fue la primera enzima de este grupo identificada en un
aislamiento de Serratia Marcescens. Este microorganismo fue recuperado en Londres en el afio
1983, previo a la comercializacién de los carbapenémicos (Yang et al, 1990.). El gen codificante
de SME-1 esta localizado en el cromosoma y su expresion depende de un regulador tipo LysR.
Si bien SME-1 comparte solo un 68% de identidad en aminoacidos con NMC-A, presentan
similar perfil de hidrdlisis de sustratos y de inhibicion. Es posible que aquellas Serratia
Marcescensportadoras del gen sme constituyan una subespecie que posea naturalmente este

marcador de resistencia (Queenan et al., 2000.).

IMI-1(imipenem-hydrolyzing B-lactamase)en el afio 1984, antes de la aprobacién de cualquier
carbapenémico, para uso clinico en los Estados Unidos, fue identificada en un hospital en
California esta carbapenemasa, a partir de dos cepasde Enterobacter cloacae resistentes a
imipenem, y susceptibles a cefotaxime. (Nordmann et al., 1993; Pechére, 1991.).IMI-1 comparte
95 % de identidad en aminoacidos con NMC-A y presenta un perfil similar de hidrdlisis; al igual
que esta enzima, el gen codificante esta en el cromosoma y su expresion depende de un

regulador tipo LysR (Rasmussenet al., 1996.).

KPC-1(Klebsiella pneumoniae carbapenemase)en el ano 2001 en Estados Unidos, esta
carbapenemasa de clase A, fue identificada en un aislamiento de Klebsiella pneumoniae; KPC-
1 conferia resistencia a oximino-cafalosporinas, carbapenémicos y aztreonam. Comparado con
las anteriores carbapenemasas de la clase A codificadas cromosomalmente, KPC-1 es mejor
inhibida por el &cido clavulanico y tazobactam, y no es de caracter inducible. El gen blay,..1 fue
localizado en un plasmido, lo cual constituye una ventaja en la evolucion de la resistencia a 3-
lactamicos. KPC-1 solo comparte un 44% de identidad en aminoacidos con NMC-A, 45% con
SME-1y 43% con IMI-1. Esta carbapenemasa hidroliza penicilinas, cefalosporinas de primera y
segunda generacion, aztreonam y carbapenémicos (meropenem, asi como imipenem)(Yigitet
al., 2001.). Las enzimas tipo KPC se han descrito clasicamente en Klebsiella pneumoniae y en
algunas Enterobacteriaceae alrededor del mundo.En Colombia la primera Klebsiella
pneumoniae resistente a carbapenémicos (KPC-2) se encontré en el afio 2005(Yigitet al., 2003;
Villegas et al., 2006.).Sin embargo, el grupo de resistencia bacteriana en Gram negativos, en
Colombia, identific6 por primera vez en el mundo, esta enzima por fuera de la familia de
Enterobacteriaceae en un aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en el afio 2007 (Villegas et
al., 2007.).
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GES-2 (Guiana extended spectrum)en el afio 2001 fue descrita una variante puntual de la 8-
lactamasa de espectro extendido GES-1, con actividad de carbapenemasa en Pseudomonas
aeruginosa, en Sudafrica. GES-2 de codificaciéon también plasmidica, presenta una sustitucion
de glicina en la posicion 170 a asparagina, respecto a la secuencia de GES-1, ademas presenta
una eficiencia de hidrélisis de imipenem 100 veces superior a la de GES-1. Sin embargo su
actividad es 1000 veces inferior a la de otras carbapenemasas de clase A, como SME-1 y NMC-
A (Poirel et al., 2001.). Al menos nueve variantes de GES han sido descritas, GES-9 fue
identificada recientemente en un aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en Francia(Poirel et
al., 2005.).

Las carbapenemasas de la clase molecular D pertenecen al grupo 2d de la clasificacién Bush,
Jacoby y Madeiros, 1995, incluye B-lactamasas que poseen serina en su sitio activo, en este

grupo destaca la enzima tipo OXA.

OXA (oxacillin-hydrolyzing)la primera B-lactamasa tipo OXA, con actividad de carbapenemasa
fue descrita por Paton et al.,, en el afio 1993. Esta enzima fue purificada de una cepa de
Acinetobacter baumannii multirresistente, la cual fue aislada en el afio 1985 de un paciente en
Edimburgo(Escocia) (Paton et al., 1993.). La hidrdlisis de imipenem fue detectada en placa de
ensayo microbiolégico; y la enzima fue denominada ARI-1 (Acinetobacter resistance imipenem),
y después se demostrd que reside en un largo plasmido (Scaife et al., 1995.). La secuenciacién
de la enzima ARI-1, revelé que esta pertenecia a la familia de B-lactamasas tipo OXA, y

entonces, la enzima fue rebautizada posteriormente como OXA-23 (Donald et al., 2000.).

La gran mayoria de carbapenemasas tipo OXA, han sido descubiertas en el patdgeno
oportunista Gram negativo,Acinetobacter baumannii.Pero desde el ano 1988, en Acinetobacter
spp., se han identificado carbapenemasas tipo OXA, la mayoria de las cuales son adquiridas
por transposones o plasmidos e identificadas en aislamientos de diferentes partes del
mundo(Afzal-Shah y Livermore, 1998.). Por ejemplo OXA-23, se ha identificado en brotes de
Acinetobacter, resistente a carbapenémicos, en Brazil y Reino Unido. (Dalla-Costa et al., 2003;
Jeon et al., 2005.).En Colombia se reporto la primera OXA-23 en Acinetobacter baumannii en el
ano 2007 (Villegas et al., 2007.).

Ademas, la actividad de carbapenemasa se incrementa, si otros mecanismos de resistencia
estan presentes, como la sobreexpresién de bombas de eflujo y el cierre de porinas (Nordmann
y Poirel, 2002.).
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Las carbapenemasas de la clase molecular B, pertenecen al grupo 3 de la clasificaciéon Bush,
Jacoby y Madeiros, 1995, incluye B-lactamasas que en su sitio activo requieren de cationes
divalentes, usualmente zinc, como cofactor para su actividad enzimatica, éstas son las
denominadas metalo-B-lactamasas (MBL) (Walsh et al., 2005.);en este grupo destacan las
enzimas:IMP, VIM; las cuales se encuentran en una gran variedad de genes cassettes,
localizados principalmente en integrones, cuando estos integrones, se asociancon plasmidos o
transposones, la transferencia entre bacterias se facilita(Queenan y Bush, 2007.). Esta clase de
B-lactamasas, se caracterizan por su capacidad para hidrolizar carbapenémicos,ademas de no
ser inhibidas por el acido clavulanico, ni tazobactam, pero sipresentan susceptibilidad a la
inhibicion por quelantes de iones metalicos, como el EDTA, el cual es un quelante de Zn? y
otros cationes bivalentes. El espectro de sustrato de la metalo-B-lactamasas es muy amplio, ya
que ademas de los carbapenémicos, hidroliza penicilinas y cefalosporinas, pero carece de

capacidad para hidrolizar aztreonam (Walsh et al., 2005.).

IMP(active on imipenem),la resistencia a imipenem fue detectada por primera vez en Japén,
inicialmente en un aislamiento de Pseudomonas aeruginosa, en 1990 (Watanabe et al., 1991.),
seguido de un segundo reporte, de una carbapenemasa transferible en Bacteroides fragilis.
(Bandoh, et al., 1992.).La IMP-1, localizada en un plasmido de conjugacion en un aislamiento
clinico de Pseudomonas aeruginosa (Watanabe et al., 1991.), fue encontrada en un integron, en
Serratia marcescens y otras Enterobacteriaceaeen Japdén (lto et al, 1995.). Esta enzima
hidroliza imipenem, penicilinas y cefalosporinas de espectro extendido, pero no aztreonam. Su
actividad hidrolitica es inhibida por EDTA, y se restablece al adicionar Zn?. El primer miembro
de la familia IMP (IMP-2), fue encontrado en Europa, en la ciudad de ltalia, en un aislamiento de
Acinetobacter baumannii; la enzima IMP-2, fue localizada en un gen cassette, localizado en un
integron de clase 1; y ademas se demostrd, que solo comparte un 85% de homologia en
aminoacidos con IMP-1 (Riccio et al., 2000.). Desde entonces la familia de metalo-B-lactamasas
IMP, se encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial(Walsh et al., 2005.). En el afo
2006, se presento el primer reporte en América Latina de una Klebsiella pneumoniae productora
de IMP-1 (Lincopan et al., 2005.).

VIM(Verona integron-encoded metallo-B-lactamase)otra familia de MBL, asociada a integrones,
estd compuesta por las enzimas tipo VIM. VIM-1, fue aislada de una Pseudomonas aeruginosa
por primera vez, en Verona (ltalia), en el afo 1997 (Lauretti et al., 1999.). Una segunda variante
de VIM, VIM-2, fue descrita en un solo aislamiento clinico de Pseudomonas aeruginosa en

Francia, en el afio 1996, esta cepa, era resistente a [B-lactamicos, cefepime, ceftazidime,
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imipenem y meropenem; pero se mantuvo susceptible con aztreonam. VIM-2 tuvo el 90% de
homologia en aminoacidos con VIM-1 (Poirel et al., 2000.). En Colombia, se han detectado la
VIM-2 y la VIM-8, en aislamientos de Pseudomonas aeruginosa(Villegas et al., 2006; Crespo et
al., 2004.).

Otras MBL: las SIM(Seoul imipenemase), SPM(Sao Paulo metallo-B-lactamase) y GIM(German
imipenemase), son otras de las familias de metalo-B-lactamasas, y desde su descubrimiento, no
se han diseminado mas all4d de sus paises de origen. Sin embargo IMP y VIM, siguen siendo
detectadas alrededor del mundo en aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, y diferentes

miembros de Enterobacteriaceae (Queenan y Bush, 2007.).

Las BLEE son un problema de salud publica con proporciones alarmantes de prevalencia en
Latinoamérica, que alcanza tasas preocupantes en Colombia, Guatemala, Peru, México,
Venezuela, Ecuador, Argentina, Chile, Panama y Brasil (Winokur et al., 2001; Mendes et al.,
1999.). La produccion de BLEE en estos paises mostré importantes variaciones de un pais a
otro, con rangos entre 5% y 73%(Mendes et al., 1999.). En Colombia, la prevalencia de BLEE,

segun Villegas et al., se encuentra por encima del 40% (Villegas et al., 2004.).

En estudio realizado por el Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY se encontré que los
aislamientos de Klebsiella pneumoniae con un fenotipo BLEE fueron mas prevalentes en
América Latina (45.4%), seguidos por la region Pacifica (24.6%), Estados Unidos (7,6%),
Europa (22.6%) y Canada (4.9%) (Winokur et al., 2001.); en otros estudios realizados también
se observa la alta prevalencia de BLEE en aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae entre
40% y 43%,seguido de Escherichia coli, con una prevalencia entre 20% y 27% (Mendes et al.,
1999; Martinez et al., 2003; Villanueva et al., 2003.).

En el ano 2008, en el estudio Evaluacion Multicéntrica de la actividad antimicrobiana in vitro de
Tigeciclina, en 13 instituciones de tercer nivel de Colombia realizado por el Grupo para el
Control de la Resistencia Bacteriana(GREBO), se observd que de 144 aislamientos de
Klebsiella pneumoniae recibidos en el laboratorio, 10 aislamientos (14.4%) eran portadores de
KPC. Estos aislamientos provenian de hospitales de 3 ciudades diferentes: Bogota (3

hospitales), Barranquilla (1 hospital) y Medellin (1 hospital) (Leal et al., 2008).

2. Bombas de Expulsion
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A finales de la década de 1980 se descubrieron los primeros sistemas de expulsién activa
multidroga en procariotas (el analisis gendémico ha confirmado el amplio espectro de distribucion
de estos sistemas,tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas), estos sistemas,
contribuyen significativamente a la resistencia intrinseca y adquirida de los agentes
antimicrobianos (Nikaido, 1996; Moreira et al., 2004; Paulsen et al., 2001.); por consiguiente,

son uno de los mas importantes problemas en la medicina (Lewis, 1994; Paulsen et al., 1996.).

Es una de las estrategias mas frecuentemente empleadas por los sistemas biolégicos, para la
captacién de nutrientes esenciales y iones, excrecion de productos del metabolismo bacteriano
y de sustancias téxicas, ademas de participar en procesos de comunicacion entre células y el
medio ambiente(Zhi y Nikaido, 2004.).

Las bombas de eflujo han sido definidas como translocasas de membrana con una capacidad
sorprendente para expulsar una gran variedad de drogas (Lewis, 1994.). Las bombas de eflujo
pueden ser especificas para un farmaco (generalmente codificadas por un plasmido y por lo
tanto, transmisibles.), o inespecificas (generalmente expresadas en el cromosoma bacteriano.).
Si se aumenta la expresion de una bomba de eflujo inespecifica, puede generarse resistencia
cruzada, a multiples clases de farmacos, empleandose un solo mecanismo (Depardieu et al.,
2007.).

La resistencia adquirida, puede ocurrir por tres mecanismos:

e Mutacién y amplificacién de los genes que codifican las bombas de eflujo, los cuales
alteran su nivel de expresion (Ng et al., 1994.), o su nivel de actividad (Knol et al., 1996).

e Mutacién en genes especificos, o en genes reguladores, dando como resultado un
incremento de la expresion de bombas de eflujo, por ejemplo, la mutacién en el gen
mexR de Pseudomonas aeruginosa OCR1 (Poole et al., 1996.).

e Transferencia intracelular de genes de resistencia, como el gen gacE, por medio de
plasmidos o transposones, en bacterias Gram negativas como Pseudomonas

aeruginosa (Kazama et al., 1998.).

Los sistemas de bombas de eflujo estan agrupados en familias de proteinas transportadoras
basadas en la homologia de las secuencias de aminoacidos, las similitudes en la estructura

secundaria, y en tamafio (Bolhuis et al., 1996; Purewal, 1991.).

Las seis familias en las que se clasifican estos transportadores son: la familia ABC (ATP binding

cassette), MF (major facilitator), MATE (multidrug and toxic efflux), RND (resistancenodulation
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division), SMR (small multidrug resistance) y DMT (drug/metabolite transporter superfamily)
(Jack et al., 2001; Vila et al., 2007.).

Los sistemas de eflujo, son caracteristicamente dependientes de energia, y pueden ser

clasificados en transporte activo primario, y transporte activo secundario (Levy, 1992.).

Los transportadores activos primarios, como los transportadores de la superfamilia ABC, utilizan
la energia derivada de la hidrolisis de ATP para expulsar los distintos compuestos (Vila et al.,
2007.); y los transportadores activos secundarios, como los transportadores de la familia MATE,
utilizan un gradiente electroquimico otorgado por Na® o H* (Su et al., 2005.). Por otro lado, las
bombas multidroga pertenecientes a la superfamilia MFS y a las familias RND y SMR utilizan la

fuerza proton-motriz para ejercer su funcién(Paulsen et al., 1996; Putman et al., 2000.).

Comunmente, los sistema de eflujo, de las superfamilias MFS y MATE, consisten en un
monocomponente de proteinas, con aproximadamente 12 segmentos transmembrana (Van
Bambeke et al., 2000.). Sin embargo, la mayoria de bombas de expulsion multidroga de bacilos
Gram negativos, pertenecen a la familia RND(Sanchez, 2003.). El sistema es mas complejo,
debido a la estructura de su membrana; por esta razon ellos requieren de un sistema de
expulsion tripartita, compuesto por: una proteina localizada en la membrana citoplasmatica, otra
en el espacio periplasmatico (proteina de fusibn de membrana MFP) y una tercera en la
membrana externa (factor de membrana externa) OMF (Lewis, 1994; Nikaido, 1996.). Los
genes que codifican a los distintos componentes de estas bombas de expulsién se encuentran

en el cromosoma bacteriano, generalmente en forma de operones (Piddok, et al., 2006.).

En Pseudomonas aeruginosa, el sistema de transporte, denominado MexAB-OprM, es una
bomba de eflujo multidroga que extrae de la célula una amplia variedad de antibidticos
como,quinolonas, penicilinas, cefalosporinas, B-lactamicos, meropenem, doripenem, pero no
imipenem; y su expresion exagerada conduce a un aumento de la CIM de estos
antibioticos(Nikaido, 1996; Okamoto et al., 2002; Livermore, 2002.). Este sistema MexAB-OprM,
esta compuesto por la proteina de membrana externaMexB y la proteina ligadora en el
espacioperiplasmaticoMexA. Se cree que MexA, aproxima las membranas externa e interna,
formando un trimero que interacciona con el monémero MexB, bombeando asi una amplia
variedad de sustancias, presumiblemente a través del canal de salidaOprM de la membrana
externa (Nikaido, 1996; Symmons et al., 2009.).
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La MexXY-OprM es otra bomba muy importante, ya que es responsable de la expulsion de
multiples antibiéticos, en especial los aminoglucésidos; recientemente se ha asociado con
resistencia al cefepime; sin embargo, no tiene accién contra cefalosporinas de tercera

generacién, como ceftazidime (Hocquet et al., 2006.).

En Enterobacteriaceae no se ha reportado la participacion de bombas de eflujo en el desarrollo

de resistencia a los carbapenémicos (Suarez et al., 2006.).

3. Pérdida de Porinas
Las bacterias Gram negativas, posee unos canales embebidos en la membrana externa,
llamados porinas, los cuales trabajan como filtros en una membrana permeable y pueden ser
especificas o inespecificas dependiendo de su selectividad para las moléculas que dejan pasar.
Ademas de otras funciones vitales, estas moléculas tienen la capacidad de retardar el acceso
de los antibioticos al interior de la bacteria.Las porinas pueden ser especificas o inespecificas
dependiendo de su selectividad para las moléculas que dejan pasar (Tafur et al.,, 2008.) Los
antibioticos B-lactamicos, como los carbapenémicos, llegan al espacio periplasmatico pasando
a través de estos canales; los genes que codifican las porinas, pueden sufrir mutaciones y
producir proteinas alteradas no funcionales, o pueden disminuir su expresién (Hancock,
1997.).Ambos procesos dan origen a bacterias mutantes deficientes en porinas, las cuales
presentan una baja permeabilidad al paso de moléculas hidrofilicas como los carbapenémicos.
De esta manera, la velocidad de acumulacion de los carbapenémicos en el espacio
periplasmatico disminuye notablemente. Normalmente la pérdida de porinas, solo aumenta los
valores la CIM para el antibiético, sin superar los puntos de corte que determinan resistencia;
sin embargo, esto puede llegar a ocurrir cuando la pérdida de porinas se combina con otro

mecanismo de resistencia (Hancock, 1997; Martinez-Martinez, 2008.).

En Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, las BLEE, principalmente del tipo SHV, sonel
mecanismo de resistencia a p-lactamicos de espectro extendido, que mas predomina en estas
bacterias. Sin embargo, han sido reportados mecanismos no enzimaticos, que confieren
resistencia a todas las cefalosporinas, incluyendo cefamicinas. Estos mecanismos incluyen la
perdida de porinas, que resultan en la disminucién de la permeabilidad a los antibiéticos [-
lactamicos. En Escherichia coli., se han descrito dos importantes porinas, OmpF y OmpC;y en
Klebsiella pneumoniae.,se presentanOmpK35 y OmpK36, pero muchas de las bacterias, que
producen BLEE, no expresan la porina OmpK35. La pérdida de las dos porinas OmpK35 y

OmpK36, en Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE, causa resistencia a cefoxitin,
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cefalosporinas de espectro extendido, y disminucién de la susceptibilidad a carbapenémicos,
particularmente ertapenem (Nikaido, 1989; Martinez-Martinez, 2008; Palasubramaniam et al.,
2009.).

En Pseudomonas aeruginosa, los carbapenémicos como imipenem y meropenem, utilizan una
porina especifica llamada OprD. La OprD puede cerrarse durante la terapia con
carbapenémicos, lo que lleva a una resistencia(Kohler, et al., 1999.). EIl meropenem es menos
dependiente que el imipenem al paso por esta porina; algunos aislamientos resistentes a
imipenem, pueden permanecer entonces, sensibles al meropenem. Por otro lado, meropenem y
doripenem pueden ser sacados al exterior de la bacteria por bombas de expulsion, lo cual no es
el caso de imipenem. Simplificando, la resistencia a imipenem es mas dependiente de la
pérdida de porinas y la resistencia a meropenem y doripenem es mas dependiente de bombas

de expulsion (Tafur et al., 2008.).

4. Modificacion del Sitio Blanco

Desde hace tiempo se ha reconocido, que la modificacion de las proteinas unidoras de
penicilina (PBPs), para reducir su afinidad por los antibioticos (-lactamicos, es un mecanismo
importante por el cual bacterias Gram positivas, adquieren resistencia a los antimicrobianos. Sin
embargo en los bacilos Gram negativos, este mecanismo es considerado inusual, y esta
restringido solo a especies mutantes creadas en el laboratorio y que son clinicamente
irrelevantes. No obstante, a través de investigaciones genéticas detalladas, se ha demostrado,
que tanto in vitro como in vivo, uno de los mecanismos de resistencia a B-lactamicos en
Pseudomonas aeruginosa, se debe a una mutacién en el gen dacB, el cual codificapara
PBP4(Moya, et al., 2009.).

La funcién y estructura de PBP4, ha sido caracterizada principalmente en Escherichia coli; se
cree que esta proteina no esencial, de bajo peso molecular, con actividad de carboxipeptidasa y
endopeptidasa, desempena un papel auxiliar tanto en el mantenimiento de la morfologia, como
en la maduracion y reciclaje del peptidoglicano (Korat et al., 1991). Por lo tanto,la inhibicién de
esta PBP, trae como consecuencia la modificacion cualitativa y cuantitativa de los
muropéptidos, los cuales son las moléculas efectoras de la B-lactamasa AmpC(Jacobs et al.,
1997.), luego, una sobreexpresion de esta B-lactamasa, debido a antibiéticos inductores como
cefoxitin e imipenem (Livermore, 1995.), junto con la inhibicibn de la PBP4, median la

resistencia a estos antibitticos B-lactamicos(Moya, et al., 2009.).
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También en Acinetobacter baumanni se describié que la ausencia de dos proteinas unidoras de
penicilina, una de 73,2 kd (PBP 2a) y otra de 70,1 kd (PBP 2b), se relaciona con resistencia de

bajo grado a imipenem y meropenem (Fernandez-Cuenca et al., 2003.).

Debemos considerar la importancia que tienen en la practica diaria los distintos tipos y
mecanismos de resistencia que presentan las bacterias frente a los antimicrobianos disponibles,

y tenerlos en cuenta a la hora de instaurar un tratamiento antibacteriano (Holmberg, 1987.).

Epidemiologia de la resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana, en el género Enterobacteriaceae, continlia en aumento y representa
serios retos para el tratamiento de infecciones complicadas, adquiridas en la comunidad e
intrahospitalarias. Se calcula que entre el 50% y el 60% de mas de dos millones de infecciones
hospitalarias en los Estados Unidos son causadas por bacterias resistentes, y que son

responsables de cerca de 77.000 muertes por afio (Jones, 2001.).

En informe de resistencia bacteriana del GREBO para el afio 2008 y el primer semestre del afo
2009 en UCI y no UCI (otros servicios de hospitalizacién excepto urgencias), se observo
unamayor frecuencia de aislamientos de Escherichia coli(24%), seguido de Staphylococcus
aureus(10%); mientras que en el primer semestre del ano 2009, se observé un aumento en la
frecuencia de aislamiento de Escherichia coli (23%), seguido de Klebsiella Pneumoniae (10%).
La frecuencia de aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en 2008, fue del 5% y tuvo un ligero
aumento en el primer semestre de 2009(GREBO, 2009.).

El perfil de susceptibilidad de Escherichia coli tanto en UCI como no UCI, para el afio 2008 y
primer semestre de 2009, mostro tasas de susceptibilidad, que van del 99.5% a 99.9% para
imipenem y 99.5% a 100% para meropenem (GREBO, 2009.).

El perfil de susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae tanto en UCI como no UCI, para el afo
2008 y primer semestre de 2009, mostro tasas de susceptibilidad, que van del 95.3% a 96.9%
para imipenem y 94.2% a 95.6% para meropenem, con una tendencia a la resistencia a lo largo
del tiempo, sobretodo en la UCIl.También, se observa un aumento en el porcentaje de
resistencia a ceftazidime tanto para Escherichia coli como para Klebsiella pneumoniae(GREBO,
2009.).

El perfil de susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa tanto en UCI como no UCI, para el aio

2008 y primer semestre de 2009, mostro tasas de susceptibilidad, que van del 74.8% a 84.7%
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para imipenem y 72.1% a 76.9% para meropenem, con una tendencia a la resistencia a lo largo
del tiempo, sobretodo en la UCI, al igual que Klebsiella pneumoniae.

Ademas, Pseudomonas aeruginosa presenta también un aumento en el porcentaje de
resistencia a ertapenem(GREBO, 2009).

Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana en el Laboratorio

El estudio de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos es una de las funciones mas
importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Dentro de los beneficios que presenta
se encuentran: dirigir la terapéutica una vez que el microorganismo es conocido, generar una
base de datos que permita seleccionar los antibiéticos a utilizar en un tratamiento empirico
(aquel en que no conocemos el agente causal), desarrollar politicas de uso de antimicrobianos,
vigilar la aparicién de nuevos mecanismos de resistencia, detectar precozmente la diseminacion
epidémica de una cepa, tanto a nivel hospitalario como comunitario. Los métodos para el
estudio de la sensibilidad bacteriana, se clasifican en cuantitativos y cualitativos (Taroco et al.,
2006.).

Métodos cuantitativos: son aquellos procedimientos que permiten determinar la concentracion
inhibitoria minima (CIM) y la concentracién bactericida minima (CBM). Se define CIM como la
minima concentracion de antibiético que en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz de
inhibir el crecimiento in vitro de un inoculo bacteriano previamente estandarizado (concentracion
conocida de gérmenes). Se define como CBM la

minima concentracion de un antibiético que en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz
de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una poblacidon bacteriana  estandarizada. La
determinacion de la CIM puede realizarse por micro o macro dilucién en caldo, dilucion en agar
o E-test (marca comercial) (Taroco et al., 2006; Yepes et al., 2008.).

Métodos cualitativos: (disco difusion) son aquellos procedimientos que permiten clasificar
directamente a un microorganismo como sensible o resistente. Este es uno de los métodosmas

utilizados en la practica diaria (Taroco et al., 2006.).

El Clinical and Laboratory Standars Institute(CLSI), estandarizé los métodos, para que de esta
manera los resultados sean reproducibles y comparables. La realizacion de estos
procedimientos requiere la utilizacién de cepas de control de calidad con resultados conocidos,
para asi verificar que la metodologia se realiza en forma correcta. Dentro de los parametros a

estandarizar se encuentran (Taroco et al., 2006; CLSI, 2008.):
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e Eltipo de bacterias a estudiar, ya que no es lo mismo un microorganismo de crecimiento
rapido que lento, exigente o no exigente, aerobio o anaerobio.

e Los medios de cultivo para realizar las pruebas. De los medios disponibles se considera
quetanto el agar como el caldo Mueller Hinton (MH) son los mas apropiados para las
pruebas de sensibilidad de rutina dado que muestran buena reproducibilidad entre los
diferentes lotes comerciales, son adecuados para la mayoria de las bacterias patégenas
en lo que a requerimientos nutricionales se refiere y existen suficientes datos
recopilados queavalan su uso en las pruebas de sensibilidad.

o Eltiempo de incubacién: la mayoria de los resultados deben leerse entre 18 y 20 horas.

e La temperatura de incubacion, lo cual altera la velocidad de crecimiento bacteriano y su
viabilidad.

e El estado de los antibidticos, su fecha de vencimiento si se trata de discos, o su potencia

si se trata de antibiotico como droga.

Si bien estos parametros pueden ser controlados fisicamente, es decir el clinico puede controlar
temperaturas, tiempos, estados de los medios, etc., los controles de calidad se realizan
utilizando cepas conocidas. A continuacién se destacaran algunos de los métodos antes

mencionados(Taroco et al., 2006.).

Método de diluciéon en placa o en caldo: es el Gold Standard de los test in vitro. En este un
indculo bacteriano (usualmente 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) determinado se
expone a diluciones seriadas del antimicrobiano de 18 a 24 horas; para luego observar el
crecimiento de los microorganismos y asi definir la CIM, la cual se expresa en microgramos por
mililitro (ug/mL) (Taroco et al., 2006.).

Test de diluciéon en agar: sigue los mismos principios excepto que los microorganismos son
inoculados en platos. La CIM es definida como la menor concentracion a la cual no se observan
colonias, tiene como desventaja el mayor costo y el no brindar una informacioén cualitativa
(Taroco et al., 2006.).

Método de difusion de disco: método cualitativo, que se caracteriza por ser faciimente
estandarizable y que estaindicado para microorganismos no exigentes de crecimiento
rapido.Partiendo de una muestraclinica siempre se debe realizar un cultivo puro para poder
comenzar el estudio de la sensibilidadantibidtica. Para esto se utiliza la técnica de aislamiento

en placas que contengan unmedio adecuado para la cepa en estudio (al cual ademas se le

31



deben otorgar las condicionesatmosféricas especificas de esa cepa). El antibiograma por disco
difusién basado en el trabajode Bauer, Kirby et al.,en 1966, es uno de los métodos que el CLSI
recomienda para ladeterminacion de la sensibilidad bacteriana a los antibiéticos (Celiz, 2000;
Taroco et al., 2006.).

Para la deteccion de BLEE, se utilizan métodos de aproximacion de discos como la sinergia de
doble disco o la combinacién de discos(Paterson y Bonomo, 2005; Harada et al., 2008.).

Y para la deteccion de Enterobacterias productoras de carbapenemasas, actualmente, se utiliza
el test modificado de Hodge, el cual es la uUnica prueba avalada por el CLSI. Esta prueba
confirmatoria, ha demostrado una sensibilidad y especificidad por encima del 90% en la

deteccidn de Enterobacterias productoras de carbapenemasa (GREBO, 2009.).

Método de Gradiente Antibiotico (E-test): método cuantitativo. El principio de este método es
una expansiéon de la técnica de difusion en disco. En el método E-test podemos, mediante
lectura directa, determinar la CIM. Consiste en una tira de plastico no poroso de 6 cm de largo
por 5 mm de ancho que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15
diluciones. El protocolo para preparar el inoculo es el mismo que para la difusion en disco.
Siguiendo el método de difusién, una vez inoculado la placa de agar con el microorganismo, se
coloca la tira de E-test sobre su superficie, produciéndose de forma inmediata una difusion del
antibiético desde el soporte hasta el agar, creandose de este modo a lo largo de la tira un
gradiente exponencial de las concentraciones del antimicrobiano. Tras la incubacién de las
placas, se puede observar una zona de inhibicion elipsoidal y simétrica. Después de la
incubacion la CIM sera el valor donde la elipse corta la tira.Se considera como un método
alternativo para el estudio cuantitativo de la sensibilidad antimicrobiana del que cabe destacar
su sencillez y buena correlacion con la técnica estandar de dilucién en agar para el estudio de
la CIM (Baker et al., 1991; Taroco et al., 2006.).

Ademas, para la deteccion de BLEE, las tiras E-test, contienen en una parte de ellas
concentraciones decrecientes de cefalosporina (ceftazidime, cefotaxime o cefepime) y en la otra
parte las mismas concentraciones del antibidtico con una concentracion fija de acido
clavulanico. Para confirmar la presencia de BLEE debe existir una reduccion de al menos tres

diluciones en presencia del inhibidor (Paterson y Bonomo, 2005; Harada et al., 2008).

Métodos automatizados: durante la ultima década se han desarrollado equipos automatizados
y semiautomatizados tanto de identificacion bacteriana, como de susceptibilidad antimicrobiana,

en un periodo que oscila entre 2 y 7 horas, comparado a las 15 y 24 horas, que habitualmente
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demoran los métodos tradicionales.Existen diferentes tipos de equipos. La diferencia de estos
radica en diferentes factores: la rapidez y confiabilidad en los resultados de identificacion y
sensibilidad antimicrobiana, el espectro de microorganismos abarcado, los costos de
mantenimiento y control de calidad, y la presencia de un soffware anexo con capacidad de
controlar los mecanismos intrinsecos y adquiridos de resistencia antimicrobiana. La sensibilidad
antimicrobiana se basa en la inoculacidn de una suspensién de los microorganismos, en
tarjetas con determinadas diluciones estandarizadas de distintos antimicrobianos
correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por el CLSI (Berke y Tierno,
1996; CLSI, 2008.).

Interpretacion y Manejo de la Resistencia a Antibiéticos B-lactamicos
Los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se clasifican siempre de
acuerdo con interpretaciones fenotipicas de laboratorio: el microorganismo se informa como
susceptible o resistente a un antibidtico determinado. El clinico generalmente toma decisiones
terapéuticas con base en esta informacion sin tener en cuenta que estos datos son el fiel reflejo
de procesos moleculares. Courvalin introdujo el concepto de lectura interpretativa de las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (Courvalin, 1992.). La légica de este enfoque se basa
en:
e La caracterizacion del fenotipo de resistencia con la evaluacion apropiada de los
antibidticos pertenecientes a una misma clase.
e Deduccion del mecanismo bioquimico y molecular de resistencia de acuerdo con el
fenotipo observado.

e Eleccién del antimicrobiano apropiado con base en estos parametros.

Para aprovechar este proceso es necesario que los aislamientos clinicos sean identificados
segun la especie en forma altamente confiable y que se utilicen varios antibidticos en las
pruebas de susceptibilidad. En el mismo orden de ideas, es absolutamente fundamental que el
clinico aprenda a identificar patrones de resistencia poco comunes o que no han sido

informados anteriormente (Arias et al., 2003.).

Enterobacteriaceae
Los mecanismos de resistencia a B-lactamicos varian de acuerdo con la especie; es asi como la
identificacion exacta del microorganismo infectante es fundamental para la eleccién adecuada

del antimicrobiano. Generalmente, la resistencia observada en Enterobacteriaceae es mediada
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por B-lactamasas. Se han descrito en la literatura mas de 300 B-lactamasas y es importante
tratar de inferir la clase de enzima involucrada con base en los datos del antibiograma vy la
identificacion del microorganismo segun la especie. Entre las situaciones clinicas mas
relevantes, se destaca la identificacion de BLEE en Klebsiella spp., Escherichia coli y otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae. El mejor indicador de la presencia de BLEEen
cualquiera de las especies mencionadas, es el informe de resistencia a ceftazidime (Livermore y
Brown, 2001; Livermore, 1995.). En nuestro continente, la presencia de la enzima CTX-M
ocasiona que, en algunas circunstancias, la cefotaxime sea mejor indicador que la ceftazidime
(Bradford et al., 1998; Nordmann, 1998.). Adicionalmente este hallazgo puede sustentarse
investigando el patrén de susceptibilidad a cefoxitin, el cual no es sustrato de las BLEE: la
resistencia a ceftazidime o (cefotaxime para CTX-M) con susceptibilidad a cefoxitin sugiere con
alta probabilidad la presencia de BLEE en el microorganismo correspondiente (Livermore et al.,
2001.). De la misma manera, las BLEE (derivadas de las enzimas tipo TEM y SHV) tienden a
ser inhibidas por clavulanato, sulbactam y tazobactam, lo que ayuda a su caracterizacion. La
presencia de dichas enzimas debe ser confirmada por el laboratorio clinico y la terapia debe
hacerse teniendo en cuenta este hallazgo. En estos casos las opciones terapéuticas dependen
de varios factores y uno de los mas importantes es la cantidad de enzima que se produce. La
presencia de BLEE hace altamente probable que el uso de todas las cefalosporinas (incluida
cefepime) sea inefectivo. Algunas combinaciones de p-lactamicos e inhibidores de f-
lactamasas han mostrado eficacia (p.ej, piperacilina-tazobactam, ticarcilina-clavulanato,
cefoperazona-sulbactam, ampicilina-sulbactam), pero dependen de la cantidad de enzima
producida y solo se recomiendan si se tienen datos confiables de susceptibilidad. Los
carbapenémicos (imipenem, meropenem y doripenem) presentan la mejor actividad contra
estas enzimas y son la mejor opcion para el tratamiento de infecciones por estos
microorganismos (Arias et al., 2003.), sin embargo, algunas cepas han desarrollado muchas
formas efectivas para lidiar con los carbapenémicos, incluyendo la produccion de
carbapenemasas. Cuando las Enterobacteriaceae son resistentes a uno 6 mas cefalosporinas
de tercera generacion (por ejemplo cefoperazona, cefotaxime, ceftazidime, ceftizoxime y
ceftriaxona), y muestran CIMs elevadas o reducciéon en el diametro de la zona de inhibicién a
carbapenémicos, pueden ser bacterias productoras de carbapenemasas a pesar de que la CIM
o el halo de inhibicién esté dentro del rango de sensible, para confirmar su presencia se debe
realizar el test modificado de Hodge (GREBO, 2009.), inoculando la superficie de una placa de
agar con la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 sensible a carbapenémicos, luego se coloca

un disco de ertapenem o meropenem (10ug) en el centro y se inoculan radialmente las cepas
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que se van a ensayar. Tras incubacién se comprueba la existencia de una distorsién en
interseccion entre la zona de inhibicion de la cepa control alrededor del disco de ertapenem o

meropenem y la cepa problema (Pasteran et al., 2009).

Por otro lado, la resistencia a cefoxitin en la mayoria de Enterobacteriaceae es indicativa de la
producciéon de enzimas AmpC (Moritz y Carson, 1986.). Las especies mas implicadas son:
Citrobacter freundii, Enterobacter spp., y Serratia spp.

Si la enzima se produce de manera inducible (directamente relacionada con la presencia del
antibiotico), muestra susceptibilidad a cefalosporinas como ceftriazona, ceftazidime, cefotaxime
y cefuroxime, con resistencia a cefoxitin (Bennett y Chopra, 1993; Arias et al., 2003.).Si la
enzima se produce de forma constitutiva (por desrepresién), es susceptible a cefalosporinas de
cuarta generacion (cefepime y cefpirome) y los carbapenémicos, previa confirmacion de
susceptibilidades; y resistente a aminopenicilinas, y cefalosporinas de segunda y tercera
generacion; este fendmeno se observa en 30% de los casos en Enterobacter spp.(Cosgrove et
al., 2002; Philippon et al., 2002; Arias et al., 2003.).

Ademas, las enzimas AmpC son resistentes a la accion de los inhibidores de B-lactamasas (la
unica excepcion es la enzima producida por Morganella morganii que es susceptible a la
inhibicion por tazobactam); por tanto su uso en la terapéutica es limitado (Arias et al., 2003;

Paterson y Bonomo, 2005.).

No fermentadores

Los microorganismos de este grupo mas comunmente aislados en el area clinica son
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., y Stenotrophomonas maltophilia(Arias et al.,
2003.).

Debe darse consideracion especial a las infecciones por Pseudomonas aeruginosa, debido a
sus mecanismos de resistencia, como lo son las bombas de eflujo y la pérdida o alteracién de
porinas. Este microorganismo muestra resistencia a varios grupos de antimicrobianos y ademas
en muchos casos coexisten con la produccién de B-lactamasas. Los carbapenémicos se ven
afectados de forma diferente: la hiperproduccion debombas de eflujo (MexAB-OprM) producen
resistencia a meropenem,y la pérdida de la porina OprD aumenta ligeramente la CIM para este
antibiotico. Por otro lado, en la mayoria de los casos, la resistencia a imipenem se origina
solamente por la pérdida de la porina OprD (Nikaido, 1996; Okamoto et al., 2002; Livermore,
2002; Tafur et al., 2008.).
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Si el microorganismo presenta pérdida de porinas, junto con hiperproduccion de bombas de
eflujo, ningun B-lactdmico es efectivo como terapia; se sugiere el uso de polimixina B o la

colistina (Livermore, 2001.).

Las enzimas que degradan los carbapenémicos han sido también reportadas en Pseudomonas
aeruginosa y el clinico debe estar alerta ante esta posibilidad, pues los altos niveles de
resistencia a imipenem o meropenem son indicativos de la presencia de esta enzima

(carbapenemasa) (Arias et al., 2003.).

OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo General
Evaluar la actividad in vitro de doripenem frente a bacterias Gram negativas productoras de
B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) en muestras clinicas de pacientes con

infeccidn nosocomialen el Hospital Universitario San Ignacio.

Objetivos Especificos
o Comparar el comportamiento in vitro de doripenem frente a otros carbapenémicos como
meropenem frente a bacterias Gram negativasproductoras de B-lactamasas de Espectro

Extendido (BLEE) por método de difusion de disco y el método de difusion por E-test

e Evaluar la concordancia de la actividadin vitro de doripenem en muestras clinicas por

método de difusion de disco y método de difusion por E- test.

MATERIALES Y METODOS

Disefio de la Investigacion: Estudio observacional, descriptivo, de cortetransversal, que
pretende determinar el comportamiento de doripenemfrente a bacterias Gram
negativas,productoras de BLEE y KPC, aisladasde muestras de pacientescon procesos
infecciososintrahospitalarios,durante el periodo comprendido entre Octubre de 2009 y Enero de

2010, en el Hospital Universitario San Ignacio.
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PROCEDIMIENTO

Recoleccion de muestras:para la realizacion de este estudio, en el laboratorio de
microbiologia clinica del Hospital Universitario San Ignacio, durante el periodo comprendido
entre Octubre de 2009 a Enero de 2010, se obtuvieron muestras a nivel respiratorio (esputo,
secrecion traqueal, lavado bronquial, liquido pleural), intrabdominal (liquido peritoneal,
abscesos, tejidos y secreciones intrabdominales), urinario (orina), ademas de otras como,
hemocultivos, heridas, abscesos, tejidos y secreciones de distintos sitios de infeccion de
pacientes adultos de sexo masculino y femenino, mayores de 18 afos, con infecciones
intrahospitalarias, y que formaron parte del conjunto de muestras que diariamente se procesan
en este laboratorio, procedentesde los servicios unidad de cuidado intensivo (UCI), medicina

interna, cirugia y urgencias del Hospital Universitario San Ignacio.

Para el manejo de la informacién clinica de cada uno de los pacientes de quienes se obtuvieron
las muestras, se cred una base de datos utilizando el programa Microsoft Office Excel 2007 (Ver
Anexo 1), y los tipos de infeccibn nosocomial se definieron segun los parametros de la
clasificacion internacional establecida por los CDC de Atlanta, Estados Unidos(Horan et al.,
2008.).

Aislamiento bacteriano: el aislamiento de los microorganismos delasmuestras obtenidas,se
realizéen placas de agar sangre (BBL, Becton Dickinson) y agar MacConkey(BBL, Becton
Dickinson),y se incubaron en condiciones de aerobiosis durante 24 horas a 37° C; a
continuacion, se realizé un extendido y coloracion de Gram a las colonias aisladas para
observar su morfologia microscopica, e igualmente, se observaron y analizaron las
caracteristicasmacroscépicas de estas colonias (forma, tamafo, utilizacién delactosa en agar
MacConkey), para asi realizar una diferenciacion presuntivaentre bacilos Gram negativos
fermentadores y no fermentadores;aestos ultimos se les realiz6 la prueba de oxidasa. Luego se

realizé un estudio bioquimico para ubicar los aislamientos en géneros y especies.

Identificacién bioquimica y perfiles de sensibilidad:la identificacion de género y especie de
cada aislamientose determiné mediante el método automatizadoMicroScan® (Equipo Walkaway
96,West Sacramento, Calif.), a través deindculos estandarizados al 0.5 de MacFarland para
cada aislamiento en unsistema de paneles de microdilucion, siguiendo las instrucciones del
fabricante,y luego de un periodo de incubacién de 20 horas a 37 °C, fue analizado porel

software experto, que de forma automatica, detecto el tipo de panel, asignoé la identificacion mas
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probable como consecuencia del crecimiento y los cambios de color en los pocillos destinados a
la identificacion (comparando cada perfil de identificacion con los perfiles de su base de datos);
ademas, se establecieron los perfiles de susceptibilidad y resistencia a B-lactamicos de
espectro extendido,también mediante paneles, que contienen concentraciones dobles seriadas
de ceftazidime [0,5-128 pg/ml], cefotaxime [0,5-128 ug/ml], cefotaxime/clavulanato (0,12/4-16/4
pg/ml), ceftazidime/ clavulanato (0,12/4-16/4 ug/ml), aztreonam (0,5-64 ug/ml), cefepime (1-32
pg/ml), imipenem (0,5-16 pg/ml), meropenem (0,5-16 ug/ml). El sistema MicroScan®, emitié un
informe con la identificacion de la especie bacteriana, la CIM emitida in vitro, la categoria clinica
correspondiente a dicha CIM, la categoria clinica modificada, en su caso, y el fenotipo o
fenotipos de resistencia inferidos (aplicando las reglas indicadas por CLSI, 2010.). La presencia
de BLEE es sugerida por el fabricante cuando el antibiograma es interpretado como ceftazidime
y/lo cefotaxime resistente, aztreonamresistente, cefepime resistente, ceftazidime/clavulanato
sensible, cefotaxime/clavulanato sensible, imipenem y meropenem sensible; y la presencia de
KPC es sugerida cuando el antibiograma es interpretado como resistente a todas las

cefalosporinas, aztreonam y carbapénemicos.

Se tuvieron en cuenta todas aquellas identificaciones de Pseudomonas aeruginosa
yenterobacteriasEscherichia coli y Klebsiella pneumoniaeproductoras de BLEE y KPC; cualquier

otro resultado fue rechazado.

Método confirmatorio para la presencia de BLEE enenterobacterias: de acuerdo a lo
reportado por el sistema MicroScan®, a los aislamientos productores de BLEE, se les realizd
una suspension bacteriana al 0.5 de Mac Farland, la cual se inocul6 en la superficie de una
placa de agar Miller-Hinton (BBL, Becton Dickinson), luego se dej6é absorber este inoculo un
minimo de 3 a 5 minutos hasta que la superficie estuvo completamente seca, y sobre esta se
colocarondiscos de papel absorbente impregnados con concentraciones estandar del
inoculo,cefotaxime (30 ug) y ceftazidime (30 ug) solos, y en combinacion con acido clavulanico
(10 ug).Posterior incubacionpor 24 horas a 37°C,se confirma la presencia de BLEE,
alobservarunaumento de 5 mm en el halo de inhibicion alrededor del disco con la combinacion
cefalosporina y el inhibidor enzimatico(acido clavulanico), en relacién al halo de inhibicion

alrededor del disco con solo la cefalosporina (CLSI, 2010).

Método confirmatorio para la presencia de carbapenemasas en enterobacterias:de
acuerdo a lo reportado por el sistema MicroScan®, a los aislamientos productores de

carbapenemasas, se les realizéel test modificado de Hodge: se inocul6 la superficie de una
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placa de agarMuller-Hinton(BBL, Becton Dickinson) con la cepa de Escherichia coli ATCC
25922, ajustada al0.5 Mac Farland,luego se dej6é absorber este inoculo de 3 a 5 minutos hasta
que la superficie estuvo completamente seca, y sobre esta se colocé en el centro un disco de
ertapenem (10 ug) y se inocularon radialmente las cepas a ensayar. Tras una incubacion de 20
horas a 37°C, se examino la existencia de una distorsién en interseccidén entre la zona de
inhibicién de la cepa control alrededor del disco de ertapenem y la cepa problema. Para la
confirmacién especifica del tipo de carbapenemasa,las cepas son enviadas al Grupo para el
Control de la Resistencia Bacteriana (GREBO), para la identificacion molecular por medio de la

técnica electroforesis de campo pulsado(CLSI, 2010).

Pruebas de susceptibilidad a doripenem y meropenem

¢ Prueba de difusion de disco: La susceptibilidad antibiética de los aislamientos clinicos
se realizé, por el método de difusion de disco en placas de agar Miiller-Hinton,
inoculadas con una suspensién bacteriana de 0.5 Mac Farland, luego se dejé absorber
este inoculo un minimo de 3 a 5 minutos hasta que la superficie estuvo completamente
seca, ysobre esta se colocaron discos de papel absorbente impregnados con
concentraciones estandar del inoculo, 10 ug de doripenem y 10 ug de meropenem(AB
BioMérieux, Solna, Suiza), luego de incubar 18 horas a 37°C, se interpretéel diametro
delos halos de inhibicion, indicando el grado de sensibilidad del microorganismo al

antibidtico.Estos halos se midieron utilizando regla Kaliper (CLSI, 2010.).

¢ Prueba de gradiente de difusionE-test®: Para determinar la concentracion inhibitoria
minima (CIM), tanto de doripenem como de meropenem, se utilizaron tiras reactivas E-
test®(AB BioMérieux, Solna, Suiza.), las cuales se basan en el mismo fundamento de la
difusion en disco, pero, en este caso,se utilizaron tiras de plastico no poroso de
doripenem y meropenem, cada una de las cuales contienen 16 concentraciones del
antibiotico respectivo. Tras aplicar la tira a una placa previamente inoculada e incubada
por 24 horas a 37°C, la interseccion de la elipse de crecimiento del microorganismo con

la tira permitié una determinacién directa de la CIM (CLSI, 2010.).

Las cepas control fueron las cepas de referencia: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 28753, que se incluyeron en
cada experimento realizado.Tanto los sensidiscos como las tiras reactivas fueron aportadas por

el laboratorio farmacéutico Janssen-Cilag S.A.
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En el analisis de los resultados se utilizaron los criterios y los puntos de corte que recomienda el

CLSI 2010,

tantoseutilizaronlosqueaceptalaFoodandDrugAdministration

BioMérieux, Solna, Suiza.).

Puntos de corte de Doripenem (FDA)

excepto para doripenem ya que aun no estan disponibles, por lo

(FDA) yelfabricante (AB

Difusion en Disco (Diametro Zona de Inhibicion

Concentracion Inhibitoria Minima

Patégeno en mm) (ug/mL)
Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
Enterobacteriaceae >18 15-17 <14 <0.5
Pseudomonas aeruginosa >19 17-18 <16 <2

Puntos de corte de Meropenem (CLSI 2010)

Difusion en Disco (Diametro Zona de Inhibicién

Concentracion Inhibitoria Minima

Patogeno en mm) (ug/mL)
Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
Enterobacteriaceae >16 14-15 <13 <4 8 >16
Pseudomonas aeruginosa >16 14-15 <13 <4 8 >16

Puntos de corte de Doripenem y Meropenem EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing)

Doripenem Meropenem
Concentracion Inhibitoria Minima Concentracion Inhibitoria Minima
Patégeno
(ug/mL) (ug/mL)
Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
Enterobacteriaceae <1 2-4 >4 <2 4-8 >8
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Pseudomonas aeruginosa <1 2-4 >4 <2 4-8 >8

Analisis de Concordancia:La evaluacion estadistica de los resultados se realizd6 mediante un
analisis del indice de concordancia kappa para variables categéricas, y el coeficiente de
correlacion de pearson para variables numéricas, incluidas en el paquete computarizado de

programas estadisticos PASW Statistics 18® para Windows.

RESULTADOS

Aislamiento bacteriano: se pudo obtener crecimiento apropiado en los agares especialmente
en agar MacConkey a temperaturas de 37°C; mediante la coloracion de Gram se pudieron
evidenciar las formas de bacilos Gram negativos en su mayoria dispuestos en pares o aislados,
y en cuanto alaspecto morfoldgico de las colonias,se evidenciaron en agar MacConkey colonias
grandes, lactosa positivo (color rojo),halo turbio (caracteristicas presuntivas del microorganismo
Escherichia coli), colonias grandes, lactosa positivo (color rosa), mucosas (caracteristicas
presuntivas del microorganismo Klebsiella pneumoniae), y colonias pequefas, de un ligero color
amarillo en agar sangre, lactosa negativo (colonias incoloras) en agar MacConkey, con prueba

de oxidasa positiva (caracteristicas presuntivas del microorganismo Pseudomonas aeruginosa).

Identificacién bioquimica y perfiles de sensibilidad: de acuerdo al informe emitido por el
sistema MicroScan®,se obtuvieron 50 cepas de bacilos Gram negativos aerobios (27 Klebsiella
pneumoniae productoras de BLEE y KPC, 16 Escherichia coli productoras de BLEE y 7

Pseudomonas aeruginosa.

Métodoconfirmatorio para la presencia de BLEE en enterobacterias:a partir de los
resultados anterioresse confirmaron como productoras de BLEE,14 cepas de Klebsiella
pneumoniae y 16 de Escherichia coli, debido a que mostraron unaumento de 5 mm en el halo
de inhibicién alrededor del disco con la combinacion cefalosporina y el inhibidor enzimatico
(acido clavulanico), en relacién al halo de inhibicion alrededor del disco con solo la

cefalosporina.

Métodoconfirmatorio para la presencia de carbapenemasas en enterobacterias: se

evidencio la existencia de una distorsion en interseccion entre la zona de inhibicion de la cepa
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control alrededor del disco de ertapenem y 13 cepas de Klebsiella pneumoniae, las cuales se

confirmaron como productoras de carbapenemasa. La identificacion molecular indicé una

carbapenemasa tipo KPC.

Pruebas de susceptibilidad a doripenem y meropenem: la actividad in vitro de doripenem y

meropenem, evaluados comparativamente frente a bacterias Gram negativas aerobias, es

detallada en la tabla 2; y estda expresada en términos de porcentaje de susceptibilidad y

resistencia.

Prueba de difusion de disco:
El 100% los aislamientos de Escherichia coli (n= 16), fueron reportados como

susceptibles tanto a doripenem como a meropenem, por método de difusion de disco.

De los 27 aislamientos de Klebsiella pneumoniae, 16 (59%), fueron reportados como

susceptibles y 11 (41%), fueron resistentes a doripenem y meropenem.

Con respecto a la susceptibilidad observada en Pseudomonas aeruginosa (n=7), 3
aislamientos (43%), fueron susceptibles y 4 (57%) resistentes, tanto a doripenem como

a meropenem

Prueba de gradiente de difusién E-test:
El 100% los aislamientos de Escherichia coli (n= 16), fueron reportados como
susceptibles tanto a doripenem como a meropenem, por método de gradiente de

concentracion E-test®.

De los 27 aislamientos de Klebsiella pneumoniae, se observé una gran diferencia entre
la susceptibilidad reportada a doripenem y meropenem por este método, en el cual 21
aislamientos de Klebsiella pneumoniae (78%), mostraron susceptibilidad, y 6 (22%)
mostraron resistencia a meropenem, en contraste con la susceptibilidad reportada a
doripenem, en la cual 14 aislamientos (52%) fueron susceptibles y 13 (58%) fueron

resistentes a este antimicrobiano (estas ultimas fueron las cepas productoras de KPC).

Con respecto a la susceptibilidad observada en Pseudomonas aeruginosa (n=7),el 100%
de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa mostraron susceptibilidad a
meropenem, mientras que 6 aislamientos (86%) mostraron susceptibilidad, y 1 (14%) fue

resistente a doripenem.
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Tabla 1. Comparacién de la sensibilidad a doripenem frente a meropenem por método de difusiéon de disco y

método de gradiente de difusion E-test

Klebsiella pneumoniae

productora de BLEE y KPC Escherichia coli p_rlo;iuctora de BLEE Pseudomona_s;erugmosa
(ll=27) (n_ ) (n' )
%S %R %S %R %S %R
ATB E-test
DD E-test DD E-test DD E-test DD E-test DD E-test DD
DRPM 52 59 48 41 100 100 0 0 86 43 14 57
MEPM 78 59 22 41 100 100 0 0 100 43 0 57

%S= susceptibilidad en porcentaje de cepas; % R= resistencia en porcentaje de cepas; ATB = antibiético; DRPM= doripenem; MEPM=
meropenem; DD= difusién de disco.

La correlacion entre el método de difusion de disco y método de gradiente de difusidn, para
doripenem se detalla en la tabla 2, apreciandose la buena correlacion entre los métodos, tanto

para la categoria de susceptibilidad (k = 0.757) como para la relacion entre el diametro de los

halos de inhibicion y los valores de la CIM, dados por las tiras de E-test® (r= -0780).

Tabla 2. Concordancia de la actividad in vitro de doripenem por método de difusiéon de disco y método de

gradiente de difusion E-test®, en 50 cepas aisladas de procesos intrahospitalarias y complicados.

Valor Interpretacion
Indice de concordancia 0.757 Grado de acuerdo sustancial
kappa (&)
LR L I T R ] -0.780 Correlacion negativa alta

de pearson (r)
En la tabla 3, se detallan los resultados de la susceptibilidad in vitrofrente a doripenem y

meropenemde las 50 cepas obtenidas,con el método de difusion de disco y el método de

gradiente de difusién E-test®

Tabla 3.Resultados de susceptibilidad a doripenem y meropenem por el método de difusion de disco y método de

gradiente de difusionE-test®; e interpretacion en 50 cepas aisladas de procesos intrahospitalarias.

MEROPENEM DORIPENEM
. ) No.. E-test DD E-test DD
Bacteria Aislamiento CIM INTER. INTER. CIM INTER. INTER.
Bacteriano (ug/ml) (o) (ug/ml) (faary

Klebsiella 1 0.5 S 21 S 0.5 S 21 S

pneumoniae 2% 6 I 15 I 4 R 15 I

t=27) 3* 2 s 12 R 2 R 15 I

4 0.064 N 30 S 0.032 S 30 N

5* R - R - R - R
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Escherichia
coli
(n=16)

Pseudomonas
aeruginosa

(n=7)

15*

17*
18*
19*
20
21
22*
23
24
25
26
26
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

0.064
0.094

0.047

1.5
0.047
0.19

0.064

0.125
0.032
0.047
0.064
0.5
0.064
0.047
0.064
0.064
0.125
0.064
0.047
0.064
0.094
0.064
0.064
0.5
0.125
0.047

0.5
0.25
0.5

nNh th i ;h i ;h !”h ;hh i !h !”h ;hh \hhu !”h !”h \hh \hh !1h !”h ;1h ”h !”h ! ;1 ”hh !1h !”h 1 ”h \1h \”h ™ W AW \”h !”h \”h ”hh !”h ! ~ ”1h ”h &1 O

30
30
15
31
12
10
18
32
30
15
15

18
30
15
32
21
30
32
32
30
21
31
30
32
30
30
30
30
30
35
31
32
20
32
32
15
15
15
30
30
30
15

~ U hh \hh ~ —~ —~1h ”h ;”h ”hh h ”i h ”Hh ;hh ”h ;”h !”h !hh h ;”h !”h !”h !”hh !hh !”h ;hh —~ 1h \”h W W W~ ~ \”h \h \hh W T \”r \”h \”hh »

0.032
0.094

0.032

1.5

0.023
0.19

n thh i ;hh W »hh i !h i ;hh !”ih !h !”h !h ”h !hh !”h !”h !”hh !hh !”h !”h !”h !”h !”hh !hh !”h !hh W ”h \”h W W W TV "I \»1 \”hh T W T «»» W »”h »

30
30
15
31
13
15
20
32
30
15
15

18
30
18
32
23
30
35
35
30
25
31
30
32
30
30
30
30
30
35
31
32
25
32
35
15
15
15
30
30
30
15

WL !hh !l W W !hh ! ! ! ! !y !”h \hh hu !h !”h ;hh ! !”h !”h ;”h ”hh !”h !”h \1h ”h \”h ”h W W AW ~ ~ 1L \hh \”h ~ W \”h ~ U1

INTER= interpretacion; S= susceptible; I= intermedio; R= resistente; DD= difusién de disco; *= cepa productora de carbapenemasa KPC; -

= inactivo

DISCUSION DE RESULTADOS
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Las Enterobacteriaceae(frecuentemente Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae) productoras
de BLEE, y bacilos Gram negativos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosase
encuentran entre las causas mas importantes de las infecciones intrahospitalarias, y la
resistencia cada vez mas frecuente a los antimicrobianos en estas especies, se ha convertido
en un grave problema para las entidades de salud (Pitout et al., 2005). Este estudio in vitro,
mostro que doripenem, al igual que meropenem tiene una buena actividad frente a bacterias
Gram negativas, como Escherichia coli,Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE, y
Pseudomonas aeruginosa, lo cual se correlaciona con estudios realizados por Ge et al., Jones
et al., en el afo 2004, Keam y Pillar et al., en el 2008; su buena actividad, se debea la afinidad
por una gran numero de PBPs, inhibiendo asi el entrecruzamiento de los peptidoglicanos

causando la muerte celular bacteriana.(Goffin y Ghuysen, 1998; Massova y Mobashery, 1998).

Cabe destacar, que la produccidon de BLEE por Escherichia coli, no afecto la actividad /n vifro de
doripenem, ni meropenem, por ninguno de los dos métodos de susceptibilidad utilizados,
mientras que produccion de KPC por Klebsiella pneumoniae si lo hizo. Doripenem mostré una
mejor actividad (>70%) contra los aislamientosde Escherichia coli 'y Klebsiella
pneumoniaeproductores de BLEE (CIMs 0.023-0.5 ug/mL),mientras que fue menos activo
(<10%) contra los aislamientos productores de KPC deKlebsiella pneumoniae(CIMs 1.5->64
ug/mL),esto pone de manifiesto la pobre o nula actividad de doripenem frente a
carbapenemasas, como lo demuestran otros estudios (Anderson ef al., 2007; Pillar ef a/., 2008;
Endimiani ef al., 2009.).Con respecto a Pseudomonas aeruginosa, solo uno de los aislamientos
fue resistente a doripenem, este fenotipo de resistencia tal vez, estaria relacionado a la
disminucién o ausencia de la expresion de la porina OprD, que se encuentra en la membrana
externa de esta bacteria, la cual es utilizada especificamente por las carbapenémicos para
ingresar a la célula bacteriana,junto con otro mecanismo de resistencia, como lo es, la
sobreexpresion de la bomba de eflujo MexAB-OprM, capaz de eliminar el antimicrobiano del

interior de Pseudomonas aeruginosa (Kohler, ef al., 1999; Lo et al., 2009.).

Doripenem exhibié una disminucién en la concentracién minima inhibitoria paraalgunos
aislamientos de las dos Enterobacteriaceae estudiadas productoras de BLEE, y para
Pseudomonas aeruginosa, con respecto a meropenem,lo que demuestra su gran estabilidad
enzimatica, y una ventaja sobre este ultimo carbapenémico, ya que la erradicacion de los
microorganismos es mas dificil de alcanzar, si las CIMs de los antimicrobianos son mas altas.

Asimismo, es importante recordar que las condiciones in vivo son distintas a las utilizadas para
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esta prueba que se realiza in vitro.In vivo, la bacteria generalmente se encuentra un medio mas
acido y anaerobio. Ademas, es mayor tamafo del inoculo bacteriano y probablemente no esta
en fase rapida de crecimiento; lo cual disminuye el valor predictivo de la CIM; por esta razon,
que los valores mas altos de la CIM de doripenem, apenas alcanzaran 0.5 ug/mL tiene un
fuerte impacto clinico en las cepas estudiadas, ya que muchas de ellas se aislaron de
secreciones, infecciones sistémicas, abdominales, de tracto respiratorio y urinario, por lo que
podria ser una excelente alternativa de uso en pacientes gravemente enfermos(Drusano, 2004;
Jones et al., 2005;Keam, 2008; Lo et al., 2009).

Al igual que en otros estudios (Mendes et al., 2009; Jean et al., 2010), con respecto a los
resultados de la CIM deKlebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa ,fue reportadauna
menortasa de susceptibilidada doripenem (52% y 86% respectivamente), en comparacion con
la tasa desusceptibilidad reportadaa meropenem (78% y 100% respectivamente),
probablemente, estotenga que ver con las limitaciones de los actuales puntos de corte para
meropenem, que impidenladeteccidn de cepas productoras de carbapenemasas u otros
mecanismos de resistencia.Lospuntos de corte de doripenem utilizados en este estudio para
Enterobacteriaceae,y Pseudomonas aeruginosason los aceptados por la FDA (<0.5 mg/mL y
<2mg/mL respectivamente),mientras, el actualpunto de corte recomendado por el CLSI para
meropenem, es de<4mg/mL para estos mismos microorganismos. El bajo valor de los puntos
de corte para doripenem, consecuentemente aumenta el numero de aislamientos
resistentes(reconociendo la presencia de carbapenemasa para el caso de Klebsiella
pneumoniae, y la probabledisminucion o ausencia de la expresion de la porina OprD vy la
sobreexpresion de la bomba de eflujo MexAB-OprM, para el caso de Pseudomonas
aeruginosa); y el valor de los puntos de corte para meropenem,hace que algunas de estas
cepascursen con aparente susceptibilidad(Endimiani et al., 2009; Paterson y DePestel,
2009).De acuerdo a estos hechos, algunos autores opinan (Anderson et al., 2007; Paterson y
DePestel, 2009), que utilizando los puntos de corte de EUCAST (<1 mg/mL para
Enterobacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa), la sensibilidad de deteccion de resistencia
mediada por KPC, podria incrementar para los carbapenémicos.Sin embargo, el CLSI publicara
proximamente los puntos de cortes actualizados para carbapenémicos en un
nuevosuplementodel M100-S20. No obstante, seria prudente esperar a estaactualizacién para
hacer un analisis detallado de los cambios propuestos, suimpacto en la eficacia clinica y la

compatibilidad con nuestra epidemiologia ymodalidad de trabajo(Corso y Pasteran, 2010.).
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Aunado a lo anterior,algunos resultados de la CIM para meropenem, y de los halos de inhibicién
de doripenem, estuvieron dentro del rango de susceptibilidaden cepas de Klebsiella
pneumoniae productoras de KPC,también podria explicarse porla poca fiabilidad de los
meétodos E-test® y difusion de disco,para detectar la presencia de esta carbapenemasa, como
lo indican otros estudios (Bratu et al., 2005; Patel et al., 2009; Goldfarb et al., 2009). Aun los
sistemas automatizados, tampoco son del todo confiables, Tenover et al., probd 15 aislamientos
clinicos, caracterizados por producir de carbapenemasa del tipo KPC, resistentes a imipenem y
meropenem, utilizando los métodos recomendados por el CLSI, microdilucién en caldo, E-test®,
MicroScan WalkAway, BD Phoenix Sensititre Autoreader, VITEK y VITEK2.Los sistemas
automatizados reportaron tasas de susceptibilidad que van desde 6.7% hasta 87%
dependiendo del sistema utilizado, también se observé una variacion diaria, y ademas los
resultados del método de gradiente de difusidon E-test® fueron inconsistentes debido a colonias
presentes dentro de la elipse de inhibicion (Tenover et al., 2006). Posiblemente, las limitantes
de los métodos para el estudio de la sensibilidad bacteriana se debana la influencia de factores
como:actividad hidrolitica muy débil o baja expresion enzimatica (debido a la alta variabilidad de
KPC) (Wolter et al., 2009),expresion simultanea de otros mecanismos de resistencia, tales
como perdida de porinas, o expresiéon de otras B-lactamasas, incluyendo BLEE y AmpC
(Queenan y Bush, 2007). En estudio realizado porBradford et al., se reporté que la pérdida de
una sola proteina de membrana externa en aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae, se
correlacionan con la resistencia a imipenem, cuando también estas cepas expresan la [3-
lactamasa ACT-1, ya que esta enzima por si sola, no es capaz de conferir resistencia al
antimicrobiano (Bradford et al., 1997.).Esto indica, que a pasar de la utilidad de estas pruebas,
descritas como técnicas de uso rapido en el laboratorio, los resultados de este estudio apoyan
la sugerencia de otros autores con respecto a la necesidad del uso de otraspruebas fenotipicas
para la deteccion de carbapenemasas (Test modificado de Hodge), y ademas de pruebas de
identificacion genética para la caracterizacion especifica de la enzima (Nordmann y Poirel,
2002; Pasteran et al., 2009).

Sin embargo, al analizar los resultados globales obtenidos por método de difusion de disco, se
considera que esta metodologia es adecuada para evaluar de manera cualitativa y rapida la
actividad antimicrobiana de los carbapenémicos estudiados, contra enterobacterias productoras
de BLEE, y Pseudomonas aeruginosa, ademas, estos resultados también sugieren que
doripenem no desplaza a meropenem, ya que no hubo diferencias de comportamiento entre los

resultados del diametro de los halos de inhibicion, entre estos dos antimicrobianos mostrando
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un perfil similar de actividad, como lo indican otros estudios (Walsh, 2007; Keam, 2008; Pillar et
al., 2008).

Ahora bien, con respecto a la concordancia entre métodos para doripenem,en la actualidad no
existen publicacionesque correlacionen las dos metodologias utilizadas.Los resultados de este
estudio, indican que existe una buena correlacion entre los métodos de difusién de disco y
gradiente de difusion E-test®tanto para la categoria de susceptibilidad (k = 0.757) como para la
relacion entre el diametro de los halos de inhibicion y los valores de la CIM (r= -0.780);sin
embargo, que la correlacibn no sea absoluta,muy seguramente tenga que ver con lo
mencionado anteriormente, acerca de la dificultad en la identificacion de carbapenemasas del
tipo KPC. Pero en términos generales, se observa quelos métodos utilizados en esta
investigacion para evaluar la actividad de doripenem, no demostraron diferencias significativas
dedesempefio para la deteccion deEnterobacteriaceae productoras de BLEE, y Pseudomonas
aeruginosa, por esta razén se podria sugerir que los resultados intermedios o resistentes
obtenidos por difusion de disco, sean comprobados por E-fest®, yen caso de resistencia por
ambos métodos debe estudiarse la cepa por el método de dilucién en caldo (patrén de oro).Sin
embargo hay que tener en cuenta, que a pesar de la facil metodologia de E-test®, esta técnica
no es la mas rentable para muchos laboratorios clinicos (Bradford, 2001.).Finalmente, los
resultados de esta investigacion son lo suficientemente estimulantes y abren las puertas para
estudios futuros incluyendo un nimero mayor de aislamientos con el fin de ratificar los hallazgos

del presente estudio.

CONCLUSIONES

Doripenem, es un carbapenémico de amplio espectro, con actividad in vitro, con caracteristicas
similares a las de otros carbapenémicos como meropenem, pero un poco mas potente y eficaz
que este ultimo, frente a bacilos Gram negativos entéricos y no fermentadores, debido a la
modificacion en la cadena lateral del anillo carbapenémico; esto aunado a el perfil de actividad
presentado en este estudio y en otros, podria justificar que doripenem sea considerado como
una alternativaprometedora para el tratamiento de infeccionescausadas por bacterias Gram
negativas, frecuentemente involucradas en procesos intrahospitalarias y complicados.Pero a
pesar de ello, hay que tener en cuenta que en algunos aislamientos de Enterobacteriaceae y
Pseudomonas aeruginosa, la produccion de carbapenemasas de clase A (KPC), clase B
metalo-B-lactamasas (IMP, VIM) de la clasificaciéon de Ambler,o la sobreexpresion de sistemas

de eflujo junto con la perdida de la porina OprD en Pseudomonas aeruginosa puede conferir
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resistencia a doripenem, y debido a que su uso es principalmenteintrahospitalario, donde la
resistencia a carbapenémicos, en algunos patégenos Gram negativos mediada por plasmidos
ya ha sido documentada,es importante el continuoseguimiento de la actividad deeste

antimicrobiano de gran alcanceantes y después de la introduccion en el uso clinico.

RECOMENDACIONES

El desarrollo de resistencia aantimicrobianos de gran alcance como los carbapenémicosdebe
ser continuamente investigado; por ello,es importante que el laboratorio de microbiologia cuente
con un adecuado control de calidad en las pruebas de sensibilidad, mediante el ejercicio de la
lectura interpretada del antibiograma, realizando un analisis fenotipico de los resultados de
estas pruebas y fundamentado en el conocimiento de los mecanismos de resistencia y su
expresion fenotipica, para asi evitar el posible fracaso terapéutico derivado del uso
antimicrobiano cuando se expresan estos mecanismos de resistencia en el microorganismo
estudiado en el antibiograma; igualmente, hay que tener en cuenta que la utilizacion exclusiva
de las categorias clinicas (sensible, intermedia o resistente) puede limitar la lectura interpretada
del antibiograma, en particular si los puntos de corte clinicos no son adecuados. Esta
circunstancia se agrava cuando se consideran mecanismos de resistencia de baja expresion
que implican valores de CMI o halos de inhibicion que apenas superan los puntos de corte de
sensibilidad establecidos. El analisis interpretativo debe utilizar un amplio numero de
concentraciones y hacer especial énfasis en incluir concentraciones por debajo del punto de
corte de sensibilidad con el objetivo de valorar cualquier desvio de los valores normales o
habituales. Asi el estudio cualitativo y su analisis eluden las discrepancias de criterios que
puedan existir en la definicion de las categorias clinicas entre los distintos comités. Teniendo en
cuenta lo anterior,junto con datos de la experiencia clinica, y la epidemiologia local, deben ser
factores claves en la toma de decisiones para el uso clinico de los carbapenémicos.(Courvalin,
1992; Cantén, 2002).
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Anexo 1. Plantilla de Registro de Resultados

MEPM DRPM
Fecha de fechq de Tipo de Tipo de Resultado del MEPM DRPM Difusién en Difusién en
Sexo | Edad Dx Serv. Aislamiento P . CIM CIM . .
Ingreso . Infeccion Muestra Cultivo Disco Disco
Bacteriano (ug/mL) | (ug/mL)
(mm) (mm)
F 37 LES M 28/09/09 12/10/09 VU Orina Kiebsiella 0.50 0.50 21 21
oxytoca

M | 59 Politrauma CIR | 13/08/09 |  27/10/09 VU Orina Klebsiella 6 4 15 15
Autopedestre pneumoniae

M | 59 Politrauma CIR | 13/08/09 |  29/10/09 Bacteremia Secrecion Klebsiella 2 2 12 15
Autopedestre Traqueal pneumoniae

DM con pie . .

M | 53 diabetico ucl | 21/09/09 2/11/09 Bacteremia Aspirado Klebsiella 0.064 | 0.032 30 30
Traqueal pneumoniae

M | 70 | DMvEdema | ool 120000 | 21109 Neumonia Secrecion Klebsiella : : : :
Pulmonar Esternal pneumoniae

M | 64 ERC cR | 19/10/09 5/11/09 VU Pg”ta de Klebsiella 0.064 | 0032 30 30
ateter pneumoniae

F 71 ERC MI 21/10/09 5/11/09 VU Orina Escherichia coli | 0.064 0.047 30 30

M | 58 Choque ucl 3/11/09 7/11/09 Bacteremia Orina Klebsiella 0.094 0.094 30 30
Cardiogenico pneumoniae

M 69 Apendicitis URG 3/11/09 12/11/09 Infeccion LPE Escherichia coli 0.50 0.50 21 25

Aguda Intrabdominal

M | 2 HIV M| 251009 | 21/11/09 Infeccion de Secrecion Klebsiella 3 2 15 15
Tejidos Blandos Ulcera Talar pneumoniae

M| 41 HIV M 111109 | 25/11/09 Neumonia Pg”ta de Klebsiella 0.047 | 0032 31 31
ateter pneumoniae

M | 66 DMy CIR | 23/11/09 |  25/11/09 Osteomielitis | 1uesC de Talon Kiebsielia 6 6 12 13
Osteomielitis Derecho pneumoniae

M 26 HIV M 25/10/09 25/11/09 Infeccion de | Tejido Necrotico Klebsiella 4 2 10 15
Tejidos Blandos | de Pie Derecho pneumoniae

M | 29 | Poliraumatismo | o 454909 | 27/11/09 Traqueitis Secrecion Klebsiella 15 15 18 20
por HPAT Traqueal pneumoniae




- MEPM DRPM
Fecha de . Fecl'1a Tipo de Tipo de Resultado del MEPM DRPM Difusion en | Difusién en
Sexo | Edad Dx Serv. Aislamiento Infeccion . CiM CiM . X
Ingreso - - Muestra Cultivo Disco Disco
Bacteriano Nosocomial (ug/mL) (ug/mL)
(mm) (mm)
Disectomia, Pseudomona
F 77 Artrodesis de UCl 30/09/09 6/12/09 Bacteremia Sangre . 4 2 15 15
aeruginosa
Columna
Disectomia, Pseudomona
F 77 Artrodesis de ucCl 30/09/09 08/12/09 Bacteremia Orina : 3 2 15 15
aeruginosa
Columna
Disectomia, Aspirado Pseudomona
F 77 Artrodesis de UCl 30/09/09 08/12/09 Bacteremia P . 4 3 15 15
Traqueal aeruginosa
Columna
M 71 DM y Traqueitis ucCl 7/12/09 13/12/09 VU Orina Escherichia coli 0.064 0.032 30 30
DMy
M 79 Enfermedad URG 13/12/09 15/12/09 VU Orina Escherichia coli 0.047 0.023 30 30
coronaria
M| 32 HIV M 13/12/09 |  15/12/09 Bacteremia Sangre Klebsiella 0.047 0.023 32 32
pneumonia
Disectomia, Pseudomona
F 77 Artrodesis de ucCl 30/09/09 16/12/09 Bacteremia Sangre : 0.50 0.38 30 30
aeruginosa
Columna
M| 32 HIV ucl 4112109 17/12/09 Bacteremia Sangre Klebsiella 0.19 0.19 30 30
pneumoniae
Colecistectomia, Infeccion Secrecion
M 30 Necrosectomia URG 20/10/09 21/12/09 . Herida Escherichia coli 0.064 0.032 32 32
- Intrabdominal )
Pancreatica Abdominal
F 43 | Cancergastrico | UCI 5/12/09 23/12/09 Infeccion Liquido Cavidad Klebsiella 2 2 15 15
Intrabdominal Abdominal pneumoniae
Eventorrafia con Infeccion Drenaje Pseudomonas
F 43 Malla MI 21/12/09 23/12/09 Intrabdominal Coleccion aeruainosa 0.25 0.19 30 30
Abdominal uginos
m | 77 | CelliisRegion | 0 b 544000 | 30/12/09 Infeccién Tejido Epiplon | Fseudomonas | 5, 0.38 30 30
Inguinal Intrabdominal aeruginosa
M 21 Epilepsia ucl 14/12/09 02/01/10 Infeccion de Cateter Klebsiella 2 1 15 15
Multifocal Tejidos Blandos pneumoniae
Refractaria
Epilepsia L L .
Mo 21 Multifocal ucl | 141209 | 0201110 Infeccion de Secrecion Klebsiella ; ; - -
Ractaria Tejidos Blandos Uretral pneumoniae

65



. MEPM DRPM
Fecha de Fecha! de Tipo de Tipo de Resultado del MEPM DRPM Difusién en | Difusién en
Sexo | Edad Dx Serv. Inareso Aislamiento Infeccion Muestra Cultivo CimMm CiMm Disco Disco
9 Bacteriano Nosocomial (ug/mL) (ug/mL)
(mm) (mm)
Reemolazo Total Infeccién por Secrecion
M 44 P CIR 28/12/09 03/01/10 Reemplazo Interfase Escherichia coli 0.064 0.032 31 31
de Cadera .
Total de Cadera Superficial
F | 43 | CancerGastico | MI | 51209 | 0501/10 Infeccion Liquido Klebsiella - . i i
Intrabdominal Peritoneal pneumoniae
Reemplazo Total Infeccion por Secrecion de
M 44 CIR 12/12/09 05/01/10 Reemplazo . Escherichia coli 0.125 0.19 30 30
de Cadera Drenaje
Total de Cadera
Epilepsia L . . ,
M| 21 Multifocal ucl | 1412/09 | 06/01/10 Infeccion de |- Deshibr. Tejido Klebsiella ; - - -
. Tejidos Blandos Genital pneumoniae
Refractaria
Cancer Renal,
F 62 con Metastasis Mi 05/01/10 11/01/10 Bacteremia Sangre Escherichia coli 0.064 0.047 30 30
Oseas
Epilepsia . .
Mo 21 Multifocal ucl | 1412/09 | 11/01/10 Infeccion de Orina Klebsiella 0.75 0.50 18 18
. Tejidos Blandos pneumoniae
Refractaria
Epilepsia e . .
M| 21 Multifocal ucl | 1412/09 | 12/0110 Infeccién de Aspirado Klebsiella 1 0.50 18 20
. Tejidos Blandos Traqueal pneumoniae
Refractaria
Cancer Renal,
F 62 con Metastasis UCl 05/01/10 13/01/10 Bacteremia Orina Escherichia coli 0.047 0.023 30 30
Oseas
Adenocarcinoma . .. ,
M 77 y Metaplasia ucl | 0501710 | 13/01/10 Neumonia Secrecion de Klebsiella 4 4 15 18
. Nosocomial Herida pneumoniae
Intestinal
F 37 Ra TL:?murendaular ucl | 13/01/10 16/01/10 Infeccion de Hueso Escherichia coli | 0.064 0.032 30 30
qHPAF Tejidos Blandos ’ ’
Transplante de
F 52 Rifion Mi 15/01/10 17/01/10 IvU Orina Escherichia coli 0.094 0.094 35 35
Nefrostomia
Enfermedad Infeccién de Secrecion Klebsiella
M 67 Arterial Oclusiva URG 10/01710 18/01710 Tejidos Blandos | Injerto Infectado pneumoniae 0.064 0.064 32 32
m | 55 | Adenocarcinoma |0 | 5710109 | 19/01/10 Infeccion Orina Klebsiella 1.0 0.075 21 23
de Recto Intrabdominal pneumoniae
DM con pie Infeccién de
M 53 diabetico URG 01/01/10 20/01/10 - Sangre Escherichia coli 0.064 0.047 31 31
Tejidos Blandos
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. MEPM DRPM
Fecha de Fecha! de Tipo de Tipo de Resultado del MEPM DRPM Difusiéon en | Difusion en
Sexo | Edad Dx Serv. Aislamiento Infecciéon - CiM CiM - -
Ingreso . . Muestra Cultivo Disco Disco
Bacteriano Nosocomial (ug/mL) (ug/mL)
(mm) (mm)
M 53 D(?iﬂaﬁiﬂc‘ﬂe ucl | 18/12/09 23/01/10 Infeccion de —{ Tejido Necrotico | 2o -, icpia coli | 0.064 0.032 32 32
Tejidos Blandos Pie Derecho ’ ’
Adenocarcinoma
M 77 y Metaplasia UClI 22/01/10 26/01/10 Bacteremia Sangre Escherichia coli 0.50 0.50 20 25
Intestinal
M 76 Eventorrafia ucl | 20001110 | 27/01/10 _Infeccién Drenaje Klebsiella 0.125 0.125 30 30
abdominal intrabdominal pneumoniae
DM con pie Neumonia Lavado
M 53 diabetico ucCl 20/01/10 27/01/10 : ; Escherichia coli 0.125 0.064 32 32
Nosocomial Bronquial
F 68 Sindrome de Ml | 2300110 | 29/01/10 VU Orina Escherichia coli | 0.047 0.032 32 35
canal medular
F | g |Fracravertebras | o6 | 40110 | 04/02110 VU Orina Klebsiella 0032 | 0032 32 35
lumbares pneumoniae
Mo 41 HIV ucl | 24/0110 | 05/02/10 Neumonia Cateter Klebsiella 0.047 0.032 32 35
Nosocomial pneumonia
F 77 Gastromia CIR | 23/01/10 05/01/10 Infeccion Tejido Pseudomonas 2 2 15 15
Intrabdominal aeruginosa

F= femenino, M= masculino, DX= diagnostico, Serv= servicio, MEPM= meropenem, DRPM= doripenem, LES= lupus eritematoso sistémico, DM= diabetes mellitus, HPAF= herida por arma de

fuego, ERC= enfermedad renal crénica, HIV= virus de inmunodeficiencia humana, - = inactivo.
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