Caracterizacion de los mecanismos deresistencia de
aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa no sensibles

a carbapenemsy factores de riesgo asociados a su adquisicion

Universidad de Navarra

Facultad de Ciencias

Tesisdoctoral

Memoria presentada por D2 Melania ifiigo Pestafia para

optar al grado de Doctor por laUniversidad de Navarra

Pamplona, 30 de enero de 2012






El presente trabajo ha sido realizado bajo nuestra direccion en el Departamento
Interfacultativo de Microbiologia de la Universidad de Navarra, y estimamos que puede
ser presentado al tribunal que lo ha de juzgar.

Pamplona, 30 de enero de 2012

V0 B° delos Directores del trabajo

Dr. Guillermo Martinez de Tgjada Dra. Mirian Ferndndez Alonso






“ Hay que perseverar y, sobre todo, tener confianza en uno mismo. Hay que sentirse dotado
para realizar alguna cosa y que esa cosa hay que alcanzarla, cueste lo que cueste”

Marie Curie

A mis padres y mi hermana

A ifiigoy Nerea






Nunca me habia planteado € porqué los agradecimientos encabezan la tesis.
Ahoratengo la certeza de que € principal motivo es que sin la ayuda de todos vosotros
este trabajo no hubiera salido adelante.

En primer lugar, a Dr. Leiva, porque por su “culpa’, o més bien gracias é, me
encuentro en e mundo de la Microbiologia, porque siendo su aumna en la Universidad
supo transmitirme su pasion por esta disciplina, y posteriormente contagiarme de ella.
Por todo lo que me ha ensefiado y animado. Por su apoyo y confianza.

Al Servicio de Microbiologia de la Clinica Universidad de Navarra y d
Departamento de Microbiologia de esta Universidad. Gracias por haberme permitido
realizar este trabgo.

A la Asociacion de Amigos de la Universidad de Navarra por su financiacion
durante los dos afios en los que me he dedicado en exclusividad a la elaboracion de mi
tesis doctoral.

A la Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
por su financiacion para realizar mi estancia en el Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla

Al Dr. Guillén, de la Unida de Medicina Preventiva de la CUN, por su paciencia
para ayudarme a entender la estadistica, por estar siempre dispuesto a involucrarse con
mi trabajo y resolver mis interminables dudas.

A mi codirector de tesis € Dr. Guillermo Martinez de Tegjada, por orientarme en
este proyecto, por toda la ayuda para solicitar las becas, los proyectos... por las
correcciones, y sobre todo por su interés y por su paciencia para dirigir una tesis a
medio camino entre la facultad y laclinica.

A mi codirectoradetesis, y mi tutora, la Dra. Mirian Fernandez-Alonso. Muchas
gracias por todo desde el principio. Por involucrarte en mi tesis, por cogerle carifio alas
Pseudomonas, por toda la dedicacion y ayuda con las secuencias, por atenderme
personal y profesionamente a horas intempestivas, por amoldar tus viges a mis
horarios y mis necesidades... No solo por todos |os conocimientos tedricos en Biologia
Molecular que me has transmitido sino por ponerlos en préactica conmigo en la poyata.

A todo e Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla, en especial a la Unidad de Investigacion. Al Dr. Luis Martinez, por
aceptarme como miembro de su equipo durante |as dos estancias que he realizado en su
laboratorio a lo largo de mi tesis, y por estar dispuesto a ayudarme siempre que o he
necesitado. A Cristina, Maricruz, Belén, Elena, Monica, Jorge, Carlos... y muy
especialmente a Alain, muchas gracias por todo e conocimiento y las técnicas que me
habéis ensefiado, por vuestra infinita paciencia, por todo € tiempo que me habéis
dedicado, por lo bien que me habéis acogido siempre en vuestro laboratorio, por
hacerme sentir una mas, por involucraros en mi trabajo como si fuera vuestro, y por lo
mucho que he disfrutado con vosotros.

Al persona técnico del Servicio de Microbiologia de la CUN, por dearme
siempre “un hueco” y estar pendientes de mi trabajo. Yas, gracias por la ayuda con las
cepas, con los pases... Arancha, gracias por tu paciencia con mi horarios, €
termociclador... Y, Charo, gracias por prepararme tus siempre perfectos geles, por
ayudarme con las PCRs, preocuparte por mi trabgjo, por marcarme los ritmos y estar
siempre pendiente... muchas gracias.



A Gabi, por tu ayuda y conocimiento con la secuenciacion, las PCRs, las
sondas... por resolverme las dudas, y sobre todo por tu inestimable ayuda con €
formato de latesis en estos Ultimos meses.

A José Luis, por estar siempre dispuesto a resolver mis dudas meédicas y
microbiolégicas, por incitarme a mantenerme en e mundo de la investigacién, por
sobrellevar con una sonrisa “mis persecuciones’... por ayudarme con las correcciones,
con laestadistica.... por tus ideas, tus consgjos y tu orientacion, muchas gracias doc.

A mis compafieras y amigas Marina, Ana y Maria por resolverme todas mis
dudas médicas y ayudarme en e célculo de los indices de Charlson. A Ana por
compartir conmigo tu amplisimo conocimiento sobre parametros de dafio rena y
hepédtico, no te queda nadal! A Ibone por tu consgos para redactar la tesis, las
presentaciones, la bibliografia... A Mar, a Ana, a Marta... a todas muchisimas gracias
por estar siempre dispuestas a escucharme, ayudarme y animarme.

A mis amigas farmacéuticas Myriam y Almudena. A Myriam por iniciarnos e
ilusionarnos juntas en el estudio de los factores de riesgo, por todas las horas invertidas
juntas tan bien llevadas, por todos tus conocimientos sobre farmacocinética y
antibidticos. A Almudena, por los consejos que me has dado ala hora de escribir latesis
y los trdmites a seguir en todo momento. A las dos por ser unas incondicionales y
demostrarlo en todo momento.

A Susana y a losu. Por todo lo que me habéis ensefiado, apoyado y ayudado
durante este tiempo, desde mis inicios con los péptidos hasta la impresion de mi tesis.
Por amoldaros con paciencia a mi ritmo “de carreras’, por escucharme tantas veces
decir lo mismo, por interesaros por mi trabgo y aportar vuestro conocimiento... en
definitiva porque somos un equipo y asi 1o he sentido siempre.

A mis siempre queridos erres pequefios... Algandra, Maru, Andreita, Andrea,
Marisol, César... por vuestra ayuda con las cepas, |as historias clinicas, la estadistica. ..
A César, gracias por colaborar tan activamente en la revision de historias para llevar a
cabo el estudio de mortalidad. A todos por ofreceros a hacerme una guardia, dar una
préctica o una sesion cuando sin decir nada habéis visto que o necesitaba, por ser tan
buenisimos compafieros. Por alegraros tan sinceramente conmigo. Por ser los que mas
de cerca habéis vivido € dia a dia estando siempre dispuestos a echar un cable... por
hacérmelo siempre todo mucho més facil siendo, como siempre os digo, un apoyo
constante e incondicional.

A Aitziber, por sacar tiempo de donde no lo tenias para ayudarme y apoyarme.
Gracias por sacarme las cepas, interpretar las pruebas, revisar historias... por
emocionarte conmigo, por estar siempre a mi lado. Por corregirme, por animarme. Por
escucharme una'y mil veces decir lo mismo como si fueralaprimeravez que melo oias.
Por tus consgjos y por confiar en mi y saberme transmitir esa confianza en todo
momento.

Y por supuesto gracias a motor de todo esto, mis padres y a mi hermana. Porque
siempre habéis confiado y creido en mi, siempre me habéis animado y tenido paciencia
cuando no he podido estar todo lo que cerca que me hubiera gustado, porque aun en la
distancia habéis estado siempre conmigo, muy cerca, y habéis hecho también vuestras
mis Pseudomonas. Porque me habéis ayudado a levantarme cuando he caido y siempre
tenéisfe en mi. A David por tu paciencia, y amis pequefios ifiigo y Nerea por alegrarme
tanto lavida. En definitiva, gracias siempre por todo.



ABREVIATURAS

ACS: Asociado a cuidados sanitarios

AE: Amplio espectro

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

cDNA: DNA complementario

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CMI: Concentracion minimainhibitoria

CMIso: CMI alaque se inhibe e crecimiento del 50% de |as cepas
CMIlg: CMI alaque seinhibe el crecimiento del 90% de las cepas
CUN: ClinicaUniversidad de Navarra

CVC: Cateter venoso centra

DNA: Acido desoxirribonucleico

DO: Densidad Optica

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EDTA.Ph: EDTA mas fenantrolina

EE: Espectro extendido (cefal osporinas)

EPINE: Estudio de Prevalencia de las Infecciones Nosocomiaes en Espafia
EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FC: Fold change

FDA: Food and Drug Administration

FR: Factores de riesgo

Hepes: Acido (2-hidroxietil)-1-pi perazineetanosulf6nico

IBL: Inhibidores de |as beta-lactamasas

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%

INR: Indice normalizado internacional

MBL: Metal o-beta-lactamasas

MH: Mueller-Hinton

mU: Millones de unidades

OR: Oddsratio

PA: Pseudomonas aeruginosa

PASC: Pseudomonas aer uginosa sensible a carbapenems

PANSC: Pseudomonas aeruginosa no sensible a carbapenems

pb: Pares de bases



PCR: Polymerase Chain Reaction

proC: pirrolina-5-carboxilato reductasa

gRT-PCR: PCR en tiempo real

REF: Valor de referencia

REIPI: Red Espariola de Investigacion en Patol ogia Infecciosa
Rep: Regiones extragénicas palindrémicas

RIC: Rango intercuartilico

RNA: Acido ribonucleico

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SPSS: Statistical Package for Social Sciences

FG: Tasadefitraciéon glomerular

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos



CASASCOMERCIALES

AB Biodisk, Solna, Suecia

Ambion, Austin, Estados Unidos

Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos
Becton-Dickinson, Burlington, Estados Unidos

bioMérieux, Marcy-I’ Etoile, Francia

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos
GE Hedlthcare, Buckinghamshire, Reino Unido

Invitrogen, Barcelona, Espafia

Microkit, Valdemorillo, Madrid

Promega Corporation, Madison, Wisconsin, Estados Unidos
Pronadisa, Alcobendas, Madrid, Espaia

Quiagen, Barcelona, Espafia

Sigma, Madrid, Espaia

Thermo Scientific, Wilmington, Estados Unidos






INDICES







INDICE GENERAL

1- INTRODUCCION ...t e e e e e e et e e, 1
1.1.- Pseudomonas aeruginosa. Patogeniay epidemiologia............ccccvvvevviinnenn.n. 3

1.2.- Estudio de la susceptibilidad antibidtica de los aislamientos clinicos de
PSeUdOMONAS @I UGINOSA ... ... ce et ettt et e e e et et e e e et e a e e e anns 7

1.3.- Mecanismos de resistencia en aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa
no sensiblesalos carbapenems ... 11
1.3.1.- Mecanismos de resistenciaalos carbapenems .............ooov i 11
1.3.2.- Mecanismos de resistenciaadoripenem ..........cccoevevvivenieiennnnn 21

1.4.- Métodos de deteccion de cepas productoras de metal o-beta-lactamasas ............. 22
1.5.- Tratamiento de las infecciones por Pseudomonas aeruginosa ..............c.o..vee... 24

1.6.- Factores de riesgo asociados a la adquisicion de Pseudomonas aeruginosa no
SENSIDIES A CArDAPENEMS ... e e e e 29

2.- HIPOTESISDE TRABAJO Y OBJETIVOS ......ooieiviiieeieiieeeiii e 37

3.- PACIENTES, MATERIAL Y METODOS .....ccooiiiiiiieiii e 41

3.1.- Caracterizacion fenotipica y genotipica de aislamientos clinicos de Pseudomonas
aeruginosa no sensiblesaloscarbapenems ... 41
3.1.1.- Estudio de la evolucién de la susceptibilidad antibiética de los
aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa ...........ocvevvevenvenvnn e 41
311.1-Disellode eStUdiO ......vviei i 41

3.1.1.2.- Méodos de identificacion y estudio de susceptibilidad .........42

3.1.1.3.- Mé&todo estadistiCO ........ovevvveie i a2 A3

3.1.2.- Estudio de los métodos fenotipicos de deteccion de metalo-beta-
3.1.2.1.-Cepautilizadas ..........cccoveiiiiiiiiiiiici A4

3.1.2.2.- Deteccion fenotipica de cepas productoras de metal o-beta-

3.1.2.3.- Deteccion de genes codificantes de metal o-beta-lactamasas ... 49



3.1.2.4.- Cuantificacion de la expresion de los genes codificantes de
metal 0-beta-lactamasas mediante PCR entiemporeal ..................... 53
3.1.2.5.- Método estadistiCO .........cevvveieiiiiiii i i e eeeenl ... DD
3.1.3.- Estudio delasensibilidad adoripenem ................ccceeevveee e ent...55
3.1.4.- Caracterizacion de los mecanismos de resistencia en aislamientos clinicos
de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a carbapenems..........................57
314.1.-Cepasutilizadas ..........cooviiiiiiiiii 57
3.1.4.2.- Relacion clona delosaislamientos .........c.vevveveiiiiineinienn, 57
3.1.4.3.- Deteccion de la sobreexpresion de MexAB-OprM e
hiperproduccion de AMPC ......vieiei i e e e, 58
3.1.4.4.- Deteccion de mutaciones inactivantesen el genoprD .......... 59
3.1.4.5.- Andlisis de la expresion de las proteinas de membrana externa
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
SOAICO (SDSPAGE) ... et et e e e e e e 60

3.2.- Estudio de los factores de riesgo asociados a la adquisicién de Pseudomonas

aeruginosa no sensibles acarbapenems .........ccovviiiiii i 62
3.2.1.-Diseflodel eStUdio .....cvveiee i 62
3.2.1.1.- Tipo deestudioy &mbito dedesarrollo .....................oee 62

3.2.1.2.- Sujetosdel estudio .........ccovviiiiii i1, B2

3.2.1.3.- Definiciones
3.2.2.- Métodos de identificacion y estudio de la susceptibilidad de los
0T Te 0o e =0 1 1110 LS PPN ¢ Y4
3.2.3.- Variablesincluidas en e estudio y definiciones .............................68
3.2.4.- Estudio de lamortalidad
3.2.5.- MEOdO €StadiSLICO ... ovneee i e e e e e 2

3.2.5.1.- EstadisticadesCriptiVa ..........ouvveeiiiiiie e e e 72
3.2.5.2.- Comprobacion del supuesto de normalidad ....................... 73
3.25.3.- InferenciaestadistiCa ..........oovevieiii i 73
3.2.5.4.- Estudio delosfactoresderiesgo .......covvvvevi i iiiieiianinn, 73
e i U I I B L 1 SR 75

4.1.- Caracterizacion fenotipica y genotipica de aislamientos clinicos de Pseudomonas
aeruginosa no sensibles alos carbapenems



4.1.1.- Estudio de la evolucion de la susceptibilidad antibidtica de los
aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa ..........vevveveverineennnnnsn. 77
4.1.2.- Estudio comparativo de los métodos fenotipicos y genctipicos de
deteccion de metalo-beta-lactamasas ..........ooveviiiii i 92
4.1.3.- Estudio delasensibilidad adoripenem ...............ccoeeeviee e n95
4.1.4.- Caracterizacion de |os mecanismos de resistencia en aislamientos clinicos

de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a carbapenems..........................97

4.2.- Estudio de los factores de riesgo asociados a la adquisicion de Pseudomonas
aeruginosa no sensibles acarbapenems .........coo v 110
4.2.1.- Caracteristicas demograficas, patologia y datos de mortalidad de los
4.2.2.- Caracteristicas relacionadas con la hospitalizacion ........................ 114
4.2.3.- Caracteristicas relacionadas con |os factores de riesgo extrinsecos .....117
4.2.4.- Caracteristicas relacionadas con el consumo antibiético ................. 123
4.25.- Andlisis de los factores de riesgo asociados a la adquisicion de
Pseudomonas aeruginosa no sensibles acarbapenems ...........................129
4.2.6.- Andlisis de los factores de riesgo asociados a la mortalidad por

Pseudomonas aeruginosa no sensibles acarbapenems ...........................136

B DISCUSION oot e e e e 143

5.1.- Estudio de la susceptibilidad antibiética de los aislamientos clinicos de

PSeUdOMONAS @I UGINOSA ... ... e e et ettt e e e e e e et e e e e e e aans 152

5.2.- Estudio de los métodos fenotipicos de deteccién de cepas de Pseudomonas

aeruginosa productoras de metalo-beta-lactamasas ..................oo i ieiennnnnl.. 143

5.3.- Estudio de la sensibilidad a doripenem de aislamientos clinicos de Pseudomonas

aeruginosa no sensibles aimipenem y/0 MEropeEN M ..........vvvieieievesieiieianaan 165

5.4.- Caracterizacion de los mecanismos de resistencia en cepas de Pseudomonas

aeruginosa no sensiblesalos carbapenems ... 170

5.5.- Estudio de los factores de riesgo asociados a la adquisicion de Pseudomonas

aeruginosa no sensiblesalos carbapenems ..o 183



6.- CONCLUSIONES ... e 0. 203

7= BIBLIOGRAFI A oo e e 207

ANEXO. Resultados complementariosdel estudio ................c.cce vl 231



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Prevalencia en Espafia de las principales bacterias causantes de infeccién
(informe global EPINE 2010) ......viuiieiie i e e e e e e et e e e et e ae e 6

Tabla 2. Antibioticos sustrato de los principales sistemas de expulsion activa presentes

€N PSeudomoNas €N UGINOSA ... ... vuveueeue e e eesaeienieteteeee e e eneeneaennennenneenn 1D
Tablas 3. Interpretacion de los valores de Eta2 segun €l rango devalores..................... 44

Tabla 4. Secuencias de nucledtidos de los cebadores empleados y tamafio esperado de

los productosde laamplifiCacion .............oovieiie i 51

Tabla 5. Puntos de corte empleados en este estudio para interpretar los valores de las
CMI de las cepas frente a imipenem, meropenem y doripenem ...........c.ccoeevevnnenn. 56

Tabla 6. Interpretacion de los resultados obtenidos en la técnica de PCR en tiempo rea
comparando los niveles de expresion entre el RNA de las cepas clinicas y la cepa de
FEfErENCIA PAOL ..o e e 58

Tabla 7. Vaores de los parametros estudiados para calcular la escala de Child-Pugh y

PUNLUACION @SIONAOA ... ... cv et e e et et et e e e e e et e e e e e e eaeeaeees 66
Tabla 8. Interpretacion de la puntuacion asignaday prondstico de vida estimado ...... 66

Tabla 9. Clasificacion de los estadios de dafio renal en funcién del filtrado glomerular
(FG) establecida por National Kidney Foundation (2002) ..........cccevviiieiieineinnnnns 66

Tabla 10. Susceptibilidad alos principal es agentes antipseudomonas de |os aislamientos
clinicos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos en la Clinica Universidad de Navarra
durante el periodo 2002-2009 ..........coiiiiiii i e nen e e 2280

Tabla 11. Evolucion de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y
de los subgrupos formados por los aislamientos de P. aeruginosa sensibles y no

sensibles a los carbepenems a una seleccion de antibidticos durante el periodo 2002-

Tabla 12. Evolucion de los valores de CMlsy y CMlg de los aisamientos de
Pseudomonas aeruginosa obtenidos en la Clinica Universidad de Navarra durante €l
PEriodo 2002-2009 ...t e e e e eae a1 08



Tabla 13. Andlisis de la evolucion de los valores de CMI de Pseudomonas aeruginosa
sensible alos carbapenems y Pseudomonas aeruginosa no sensible a los carbapenems a
una seleccion de antibiticos durante € periodo 2002-2009 .........cvvviviieviiiennnen, 90

Tabla 14. Susceptibilidad de las cepas incluidas en € estudio de deteccion de metalo-

DB | OCLAMBSAS ... .ot e e e e 93

Tabla 15. Valores de CMIso y CMIgg de las cepas incluidas en € estudio de deteccién de
metalo-beta-lactamasas ... 00

Tabla 16. Vaores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y vaor

predictivo negativo que presentaron las cuatro pruebas fenotipicas estudiadas .......... 95

Tabla 17. Categoria de sensibilidad de las cepas interpretando los valores de CMI segin
los criterios proporcionados por CLSI, bibliografia, FDA y EUCAST ...................97

Tabla 18. Antibiograma de las cepas incluidas en €l estudio de la caracterizacion de los

mecani Smos de resistencia en cepas no sensibles alos carbapenems ..................... 98

Tabla 19. Resultados de las pruebas empleadas para identificar a los aislamientos
productores de metalo-beta-lactamasas ...........c.coo v 99

Tabla 20. Medida de la expresion del gen blayv-. para los cuatro aislamientos

productores de metalo-beta-lactamasas ..........oovee it 102

Tabla 21. Medida de la expresion relativa del gen mexB determinada mediante PCR a
HEMPO MBAl ... e e 103

Tabla 22. Medida de la expresion relativa del gen ampC determinada mediante PCR a
L= 10100 1 = 105

Tabla 23. Mutaciones inactivantes en e gen oprD determinadas mediante PCR y
S S o0 < 0 To: = o o o R 107

Tabla 24. Mecanismos de resistencia presentes en los aislamientos clinicos de

Pseudomonas aeruginosa no sensibles alos carbapenems ... 108

Tabla 25. Caracterizacion de los mecanismos de resistencia de las cepas clinicas con
susceptibilidad reducidaalos carbapenems ... 109

Tabla 26. Comparacion estadistica de las caracteristicas demogréaficas, comorbilidad y

mortalidad de los pacientesincluidosen e estudio .............ooooviiiiiiiiiiii e ene, 112

Tabla 27. indice de Charlson de |os pacientes incluidos en €l estudio ...................113



Tabla 28. Comorbilidad presentada por los pacientes incluidos en € estudio .......... 114

Tabla 29. Estadisticos de las variables relacionadas con €l tiempo de ingreso segun los
(01101070 IS Y0 (< =S LU o | o L PP b [

Tabla 30. Comparacion estadistica de los factores de riesgo extrinsecos de | os pacientes
INCIUIAOS €N @ ESIUTIO ... . v e e, 121

Tabla31. Comparacion estadisticadel consumo antibiético de |os pacientes incluidos en

S =S 11 To [ PR 7121
Tabla 32. Andlisis univariable paralos grupos caso-control 1 ..............c.cccvvvvnennn. 130
Tabla 33. Andlisis univariable paralos grupos caso-control 2 ..............cccccvvvveenn. 132
Tabla34. Andlisis multivariable paralos grupos caso-control 1 .............cocevvneee.. 135
Tabla35. Andlisis multivariable paralos grupos caso-control 2 .............coeevvneee.. 136

Tabla 36. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio de mortalidad ...... 138

Tabla 37. Andlisis univariable para el estudio de los factores asociados a la mortalidad

por Pseudomonas aeruginosa no sensibles alos carbapenems ...............coveeee e, 141






INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Representacion de |os principales mecanismos de resistencia de Pseudomonas

TS 11111010 P

Figura 2. Principales agentes condicionantes en la aparicion de resistencia en los

microorganismosy lainteraccion entre loSmiSMOS ........ovvuieveie e e 31

Figura 3. Incidencia de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa sensibles a

carbapenems y Pseudomonas aeruginosa no sensibles acarbapenems....................77

Figura 4. Evolucion de la resistencia antibi6tica segun los distintos grupos: (A) Total de
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa; (B) Aidamientos de Pseudomonas
aeruginosa sensible a carbapenems; (C) Aislamientos de Pseudomonas aeruginosa no

sensibleacarbapenems ... ... 81

Figura 5. Origen de los aislamientos incluidos en € estudio de deteccion de metalo-

DB E AC AMABSES ..o e, 92

Figura 6. Servicio de origen de los pacientes cuyos aislamientos se incluyeron en €

estudio de deteccion de metalo-beta-lactamasas ... ....vo v 93

Figura 7. Distribucion de los valores de CMI a imipenem, meropenem y doripenem de

los aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginoSa .........vvvveveevenienineeaienenen, 96

Figura 8. Resultados de las pruebas E-test MBL, E-test de doripenem y test de sinergia
con doble disco de las cepas productoras de metalo-beta-lactamasas CUN-85 (A) y
L@ 0 (= 100

Figura 9. Medida espectrofotométrica de la hidrélisis del imipenem de los cuatro

aislamientos productores de metalo-beta-lactamasas .............cooce v 101

Figura 10. Expresion de los genes mexB (A) y ampC (B) de los aislamientos clinicos

respecto alacepadereferenCiaPAOL ........cooi it 104

Figura 11. Andlisis de la expresion de las proteinas de membrana membrana mediante
SDSPAGE ... e e e aee 2. 100

Figura 12. Distribucion de aislamientos por afio para los grupos de estudio caso, control
LY CONIOl 2 .o e e e e e e ene e ea e 110



Figura 13. Distribucion de los aislamientos segun la muestrade origen ................113

Figura 14. Consumo antibiético de los pacientesincluidos en € estudio ................ 124



1.- INTRODUCCION







Introduccion

1.1.- Pseudomonas aeruginosa. PATOGENIA Y EPIDEMIOLOGIA

Pseudomonas y otros bacilos gramnegativos no fermentadores constituyen un
conjunto compleo de microorganismos aerobios caracterizados por utilizar los hidratos
de carbono através del metabolismo respiratorio. Ademas, las bacterias pertenecientes a
este grupo toleran un amplio rango de temperaturas de crecimiento (4-42°C) y tienen
escasos requerimientos nutricionales debido a su capacidad para emplear un gran
numero de compuestos como fuentes de carbono y nitrégeno. Gracias a esta versatilidad
metabdlica, este grupo microbiano ocupa un gran nimero de habitats acuaticos y
terrestres, donde se encuentra generalmente asociado a materia organica en
descomposicion, vegetales y otros seres vivos. Pseudomonas también se aisla con
frecuencia en & ambito hospitalario, principalmente en ambientes himedos como
respiradores, equipos de didisis e incluso soluciones desinfectantes (Murray y cols,
2007).

Pseudomonas aeruginosa (PA), bacilo gramnegativo descrito por Schooter en €
ano 1872, es un patdgeno oportunista que afecta mayoritariamente a pacientes
inmunodeprimidos (Schechner y cols, 2009), sometidos a procedimientos invasivos en
unidades de cuidados intensivos (Falagas y col, 2006; Gaynes y cols, 2005; Harris y
cols, 2002a) y/o aquejados de fibrosis quistica (Lyczak y cols, 2002).

Entre los cuadros clinicos que PA puede causar, destacan lainfeccion del tracto
respiratorio inferior (neumonia aguda e infecciones cronicas de las vias respiratorias),
infeccion de pie y tgidos blandos (ectima gangrenoso, piodermia, foliculitis,
dermatitis, osteomielitis, infeccion de quemaduras), infeccion del tracto urinario
(principalmente en pacientes portadores de catéteres urinarios de larga duracion que han
recibido multiples pautas antibioticas), infecciones oOticas (otitis externa, otitis externa
maligna, otitis media crénica supurativa), infecciones oculares (queratitis post-
traumética, endoftalmitis y oftalmia neonatal), asi como bacteriemia, septicemia y
endocarditis (principalmente en pacientes adictos a drogas por via parenteral). Con
menor frecuencia, PA causa infecciones localizadas en € aparato digestivo
(enterocolitis necrosante e infecciones perirrectales), en e sistema nervioso central
(meningitis y abscesos cerebrales), y en & sistema musculoesquelético (pioartrosis
estenoarticular y osteomielitis) (Mandell y cols, 2006).
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Segun datos del sistema de vigilancia de infeccion nosocomial de Estados
Unidos, PA causo € 7,9% de los episodios infecciosos comunicados en |os afios 2006 y
2007, ocupando la cuarta posicion entre los patdgenos nosocomiales mas frecuentes
después de los estafilococos coagulasa negativos, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli (Hidron y cols, 2008). Segin datos del US Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), PA es la segunda causa més frecuente de neumonia (17%), latercera
de infeccidn del tracto urinario (7%), la cuarta de infeccion de herida quirdrgica (8%), la
séptima de infecciones del torrente sanguineo (2%) y e quinto patdégeno maés frecuente
en muestras de cualquier procedencia (9%), todas €ellas en € ambito nosocomia (El
Solhy Alhgjhusain A, 2009).

En Espafia, segun los datos proporcionados por la Sociedad Espafiola de
Medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene en € Estudio de Prevalencia de las
Infecciones Nosocomiales es Espaia (EPINE) correspondientes a Estudio de la
Prevalencia de las Infecciones Nosocomiales del afio 2010, la mayoria de las
infecciones bacterianas fueron causadas por bacterias gramnegativas (48,9%), tanto en
el @mbito nosocomial (54,5%), como comunitario (45,2%). Considerando €l total de
microorganismos aislados en infecciones nosocomiales y comunitarias, PA fue la
segunda causa global de infeccion (8,1%) después de E. coli (18,6%), y la segunda
causa de infeccion nosocomial y comunitaria (10,9% y 6,3%, respectivamente) después
de E. coli (17,2% y 19,5%, respectivamente). Ademas, este estudio mostro que PA era
la primera causa de infeccion respiratoria nosocomial (18,6%), la segunda de infeccion
urinaria nosocomial (9,8%), respiratoria comunitaria (12,0%) y de herida quirargica
(10,7%), y la cuarta de infeccion urinaria comunitaria (5,3%). La prevalencia de PA en
bacteriemia fue inferior, siendo este microorganismo la séptima causa en € caso de la
bacteriemia nosocomia (4,4%) y la octava en la de origen comunitario (1,8%) junto a
Enterobacter cloacae y Enterococcus faecium. Para el conjunto de muestras restantes,
PA fue la segunda causa de infeccién nosocomial (9,5%) y la tercera de infeccion
comunitaria (4,8%) (EPINE, 2010) (Tabla l).

En la Clinica Universidad de Navarra (CUN), durante € periodo 2002-2009 y
considerando tanto los aislamientos comunitarios como los nosocomiales, PA fue €
segundo patdgeno mas aislado en esputo (13,1%) y aspirado bronquial (16,5%), €
tercero en lavado broncoalveolar (13,9%) y herida (8,6%), el quinto en orina (4,1%) y €

octavo en hemocultivos (1,8%).
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La capacidad de PA para causar esta amplia variedad de infecciones, se explica
al menos en parte, por e gran nimero de factores de virulencia que posee esta bacteria.
Asi, entre otros, se han descrito factores estructurales (capsula exopolisacaridica,
adhesinas, pili, pigmentos difusibles, endotoxina), toxigénicos (exotoxinas A, Sy T) y
enziméticos (elastasas, proteasa alcalina, ramnolipido, fosfolipasa C) (Murray y cols,
2007). Ademés, PA tiene un alto nivel de resistenciaintrinseca a los antibicticos, o que
no es de extrafiar, dado que compite con microorganismos productores de antibioticos
en los hébitats que ocupa. En gran medida la estructura responsable de esta baja
permeabilidad es |a membrana externa de PA, que actlia como barrera de permeabilidad
contra muchas sustancias, y evita eficazmente que muchos compuestos antimicrobianos
alcancen sus blancos dentro de la célula. Se ha descrito que la membrana externa de PA
posee una permeabilidad de un 8% comparada con la de E. coli (Hancock y Speert,
2000). Esta propiedad combinada con la actividad de las bombas de flujo (MexAB-
OprM y MexXY-OprM, en particular) y las beta-lactamasas (expresion constitutiva de
AmpC) confieren a este patdgeno su amplio espectro de resistencia antibiética
(Hancock y Speert, 2000).

Ademés de su resistencia intrinseca, PA es capaz de adquirir mediante
transferencia horizontal muchos otros mecanismos de resistencia (enzimas que
modifican e inactivan antibiéticos, otras beta-lactamasas, etc...), 10 que dificulta en
mayor grado la terapia antipseudomonas (Ferrara, 2006; Ferreira y cols, 2004;
Livermore, 2001; Martinez-Martinez y Calvo, 2010). Por tanto, la gravedad de las
infecciones causadas por PA se explica tanto por € tipo € huésped que este
microorganismo infecta (pacientes inmunodeprimidos, sobre todo) como por su ata

resistencia antibiotica, que deja escasas posibilidades terapéuticas disponibles.
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Tabla 1. Prevalencia en Espafia de |as principal es bacterias causantes de infeccion (informe global EPINE 2010).

Infeccion

Ambito de aislamiento

Nosocomial Comunitario
= g E. coli (17,2%), P. aeruginosa (10,9%), S epidermidis (5,5%), E. E. coli (19,5%), P. aeruginosa (6,3%), S. aureus (6,2%), S. pneumoniae
5 g faecalis (5,1%), S aureus (5,1%), K. pneumoniae (4,6%), SARM (3,8%),  (4,0%), E. faecalis (3,9%), K. pneumoniae (2,9%), SARM (2,7%), P.
= = SCN (3,6%), A. baumanni (3,3%), P. mirabilis (3,3%) mirabilis (2,4%), S. epidermidis (1,8%), M. tuberculosis (2,0%)
E. coli (34,3%), P. aeruginosa (9,8%), K. pneumoniae (8,4%), E. E. coli (56,4%), E. faecalis (8,0%), K. pneumoniae (6,0%), P.
-) faecalis (8,0%), P. mirabilis (6,7%), E. faecium (2,6%), E. cloacae  aeruginosa (5,3%), P. mirabilis (4,8%), E. cloacae (1,4%), S aureus
= (2,1%), M. morgannii (1,5%), S. epidermidis (1,1%), E. aerogenes  (1,3%), E. faecium (0,9%), Enterococcus spp (0,9%), M. morgannii
(1,0%) (0,8%)
%* E. cali (19,1%), P. aeruginosa (10,7%), E. faecalis (7,3%), S. aureus (5,6%), E. faecium (5,4%), E. cloacae (5,2%), S. epidermidis (4,4%), S ARV

(3,7%), P. mirabilis (3,6%), A. baumanii (2,8%)

Infeccion
respiratoria

P. aeruginosa (18,6%), A. baumannii (8,9%), E. cali (7,9%), S. aureus
(7,3%), SARM (7,3%), K. pneumoniae (4,3%), H. influenzae (4,0%), S.
maltophilia (3,1%), E. cloacae (3,0%), S. marcescens (2,5%)

S pneumoniae (16,2%), P. aeruginosa (12,0%), H. influenzae (6,3%),
(8,9%), S. aureus (6,1%), E. coli (4,9%), SARM (3,6%), K. pneumoniae
(2,5%), S maltophilia (1,8%), M. catharralis (1,8%), E. cloacae (1,1%)

Bacteriemia

S epidermidis (17,2%), SCN (14,4%), E. cali (10,0%), S. aureus (7,8%),
otros estafilococos (5,6%), E. faecalis (4,7%), P. aeruginosa (4,4%), K.
pneumoniae (4,3%), E. cloacae (3,5%), SARM (2,7%)

E. coli (24,4%), S aureus (9,0%), S epidermidis (7,6%), SCN (7,1%),
E. faecalis (5,5%), K. pneumoniae (4,8%), otros estafilococos (2,3%), P.
aeruginosa (1,8%), E. cloacae (1,8%), E. faecium (1,8%)

Otras
infecciones

E. cali (11,7%), P. aeruginosa (9,5%), SARM (6,2%), S. epidermidis
(6,1%), S aureus (5,0%), C. difficile (4,7%), E. faecalis (4,4%), SCN
(3,6%), E.f aecium (3,4%), K. pneumoniae (3,4%)

E. coli (10,3%), S aureus (7,7%), P. aeruginosa (4,8%), E. faecalis
(3,6%), SARM (3,4%), P. mirabilis (2,4%), S. epidermidis (1,7%), E.
faecium (1,7%), E. cloacae (1,7%), estreptococos grupo viridans (1,6%)

(ITU) Infeccién del tracto urinario; (IHQ) Infeccién herida quirdrgica; (SARM) Staphylococcus aureus resistente a meticilina; (SCN) Estafilococos coagul asa negativos.
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1.2.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA DE LOS
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa

Para llevar a cabo una politica antibidtica adecuada y lograr una buena
aproximacion terapéutica es importante conocer la epidemiologia de la resistencia
microbiana, asi como los mecanismos que la originan. Estos estudios no sélo persiguen
optimizar la terapia antibidtica que se administra a cada paciente, sino que también
tienen la finalidad mas genera de conocer e estado de susceptibilidad de una
determinada poblacion a los antimicrobianos. Si este ultimo tipo de vigilancia se aplica
alapoblacién de un hospital o de un servicio, puede permitir la elaboracion de guias de
tratamiento empirico y dirigido gjustadas a la endemia de los aislamientos propios de

ese ambito.

Aungue los trabajos que analizan la susceptibilidad antibidtica de PA son
heterogéneos, tanto en su disefio como en los resultados obtenidos, |a mayoria presentan
amikacina, piperacilina/tazobactam y los carbapenems imipenem y meropenem como
los antibi6ticos con mayor actividad antipseudoménica. Este hecho se observa tanto en
estudios que han analizado aislamientos de los cinco continentes (Jones y cols, 2003;
Jones y cols, 2009), como en estudios multicéntricos europeos (Turner, 2009; Van
Eldere, 2003) o de &mbito nacional, |levados a cabo en paises distintos de Espafia (Gad
y cols, 2008), 0 en Espafia (Bouza y cols, 1999; Gamero Delgado y cols, 2007; Garcia-
Rodriguez y cols, 2003; Gomila Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003; Pardo
Serrano y cols, 2010 Sanchez-Romero y cols, 2007). En estos trabgjos, las tasas de
sensibilidad oscilaron entre 82,0% y 97,9% para amikacina, 74,8 y 95,7% para
piperacilina/tazobactam, 68,0 y 94,0% para meropenem y 555% y 93,0% para
imipenem. Ademés, otros grupos han descrito también una excelente actividad para
ceftazidima frente a los aislamientos de PA, con unas tasas de sensibilidad cercanas o

superiores a 90% (Drissi y cols, 2008; Henwood y cols, 2001; Karlowsky y cols, 2011).

Ciprofloxacino y gentamicina se encuentran en el lado opuesto, ya que la
mayoria de los trabajos presentan a estos dos antibiodticos como los de menor actividad
frente a PA (Alvarez-Lerma y cols, 2007; Cobo Martinez y cols, 2003; Gad y cols,
2008; Gamero Delgado y cols, 2007; Gomila Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003;
Hidron y cols, 2008 ; Jones y cols, 2003; Jones y cols, 2009; Karlowsky y cols, 2011,
Pardo Serrano y cols, 2010; Sanchez-Romero y cols, 2007; Yoo y cols, 2008). En estos
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estudios, las tasas de sensibilidad oscilaron entre 84,1% y 37% para ciprofloxacino y
85,3% y 16% para gentamicina.

Sin embargo, y aunque los datos descritos en referencia a la susceptibilidad
antimicrobiana podrian aceptarse como |lo mas representativo de la generalidad de
casos, distintos trabajos muestran la existencia de una enorme variabilidad. Asi por
giemplo, a diferencia de lo citado anteriormente, Drissi y colaboradores presentaron a
ciprofloxacino como € antibiético més eficaz frente a los 199 aislamientos analizados
con una tasa de sensibilidad del 97% (Drissi y cols, 2008) y Turner, en € estudio
europeo multicéntrico anua llevado a cabo en e afio 2007, inform6 una menor tasa de
sensibilidad a imipenem (55,5%) que a gentamicina (62,3%) y ciprofloxacino (70,1%)
(Turner, 2009).

Por tanto, y aunque es recomendable conocer la epidemiologia globa de la
susceptibilidad antibidtica, no s6lo no se deben extrapolar los datos de otros centros a
propio hospital, sino que es imprescindible ahondar en el estudio de la situacion a nivel
local para poder definir y gjustar las guias de tratamiento antibiotico en cada hospital o

servicio.

En relacion con la evolucién de la susceptibilidad antibidtica a lo largo de los
anos existe menos heterogeneidad, ya que la mayoria de los trabajos coinciden en
describir un aumento generalizado del nimero de aislamientos no sensiblesalo largo de
los afios. En un estudio multicéntrico sobre la susceptibilidad de los aislamientos
clinicos de PA llevado a cabo en hospitales de Europa, América del Norte, América del
Sur y las regiones de Asia y Pacifico durante un periodo de 11 afios (1997-2007), se
comparé la actividad antipseudomonas de piperacilina/tazobactam durante los tres
primeros afos de estudio (1997-1999) con la de los ultimos tres afios (2005-2007)
(Jonesy cols, 2009). Los autores describieron una tendencia genera aladisminucion de
la sensibilidad frente a piperacilina/tazobactam. Sin embargo, esta tendencia varié en
magnitud en las diferentes areas, siendo del 2,3%, 4,0% y 11,6% para los aislamientos
de Europa, Norteamérica y region Asia-Pacifico, respectivamente. Por e contrario, en
Suramérica se detectd un aumento del 2,9% en e nimero de aislamientos sensibles,
aungue precisamente esta region es la que presento la tasa mas bgja de aislamientos

sensibles a piperacilinaltazobactam cuando se considero € total recogido durante los 11
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anos que dur6 € estudio (74,8% frente al 83,0% en Europa, 88,7% en Norteamérica 'y
82,9% en laregion de Asia-Pacifico) (Jones y cols, 2009). Por otro lado, en un estudio
llevado a cabo en Corea del Sur entre los afios 2002 y 2006, se describio una
disminucion de la resistencia de PA a todos los antibi6ticos analizados (piperacilina,
ticarcilinalclavulénico, ceftazidima, cefepime, aztreonam, imipenem, meropenem,
amikacinay gentamicina) excepto a ciprofloxacino, cuya tasa de resistencia se mantuvo
estable alo largo de estos 5 afios de estudio (Yoo y cols, 2008).

En Europa, Van Eldere analizé 716 aisamientos procedentes de cuarenta
hospitales durante e periodo abril-noviembre de 1999 y compar6 los datos obtenidos
con los presentados previamente por estudios multicéntricos belgas (Van Eldere, 2003).
Este autor describié una disminucion de la tasa de sensibilidad a ciprofloxacino,
amikacina, cefepime y meropenem. Concretamente, para ciprofloxacino la reduccion de
sensibilidad fue del 16% entre los afos 1991 y 1999 (del 87% a 71%), para amikacina
del 11% entre los afios 1994 y 1999 (del 96% a 85%), para cefepime del 23% entre los
anos 1997 y 1999 (del 73% a 50%) y para meropenem del 5% entre los afios 1998 y
1999 (del 86% al 81%) (Van Eldere, 2003).

En Espafia se ha descrito una situacion similar ala del informe belga. Asi, en su
estudio multicéntrico Ilevado a cabo durante el periodo 1997-2001, Garcia-Rodriguez y
colaboradores describieron un aumento de la resistencia de PA a meropenem (del 8,6%
a 10,4%), piperacilinaltazobactam (del 8,8% a 11,1%), ceftazidima (del 11,8% a
15,8%), aztreoman (del 23,0% a 25,0%) y ciprofloxacino (del 20,6% a 26,8%)
(GarciaRodriguez y cols, 2003). Asimismo, Sanchez-Romero y colaboradores
detectaron un aumento de la resistencia estadisticamente significativo para
ciprofloxacino (del 23% a 28%), imipenem (del 14% al 18%) y meropenem (del 8% al
13%) (Sanchez-Romero y cols, 2007). Este grupo compard |a susceptibilidad antibidtica
de 1014 cepas de PA aidadas en € afio 1998 en 136 hospitales con la de 1250 cepas
aisladas en e ano 2003 en 127 hospitales. Para amikacina, aztreonam, cefepime,
ceftazidima, gentamicina, ofloxacino, piperacilinag, piperacilina/tazobactam, ticarcilinay
tobramicina no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Sanchez-
Romero y cols, 2007).

Otros grupos esparioles han realizado estudios similares a los anteriores. Por
giemplo, Pardo y colaboradores describieron un aumento estadisticamente significativo

de laresistencia a piperacilina/tazobactam y cefepime en su estudio llevado a cabo entre
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los afios 2004 y 2008 sobre 1943 aislamientos de PA recogidos en hospitales de
Castellon (Pardo Serrano y cols, 2010). Guerrero y colaboradores encontraron un
aumento estadisticamente significativo del porcentaje de aislamientos resistentes a
amikacina (del 1,5% a 5,7%), aztreonam (del 9% a 16%), ceftazidima (del 4,6% a
12,9%), ciprofloxacino (del 20,7% a 23,6%), gentamicina (del 18,5% a 26%) y
tobramicina (del 1,8% a 6,9%) (Guerrero y cols, 2003). Sin embargo, Gamero Delgado
y colaboradores detectaron un aumento en el nimero de cepas sensibles a analizar los
3019 aislamientos obtenidos entre los afios 2000 y 2005 en un hospital de Coérdoba
(Gamero Delgado y cols, 2007). En concreto, estos autores describieron que el
porcentaje de cepas sensibles a ticarcilina, ceftazidima, gentamicina, tobramicina y
ciprofloxacino aumentd en esos afos del 83% al 93,5%, del 77% a 95%, del 62% al
86%, del 83% a 96,5% y del 78% al 86,5%, respectivamente. Latasas de sensibilidad a
piperacilina/tazobactam, cefepime, imipenem, meropenem Yy fosfomicina se
mantuvieron estables en torno a un 96%, 85%, 98%, 96,5% y 42%, respectivamente
(Gamero Delgado y cols, 2007).

Por tanto, y aunque la mayoria de trabgjos han descrito la existencia de un
aumento en el nimero de aislamientos de PA resistentes a los antibi6ticos en los Ultimos
anos, de nuevo es recomendable tener precauciéon a la hora de extrapolar los datos
obtenidos en otros estudios al ambito propio. Ademés de analizar 1a epidemiologia de la
resistencia antibidtica de cada centro sanitario, es necesario investigar los mecanismos
gue originan dicha resistencia con € fin de intentar neutralizarlos. Seguidamente, se
describen los principales mecanismos a través de los que PA puede generar resistencia a

| os antibi 6ticos.
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1.3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA EN AISLAMIENTOS DE
Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A LOS CARBAPENEM S

1.3.1.- MECANISMOSDE RESISTENCIA A LOSCARBAPENEMS

La introduccion de los carbapenems en la préactica clinica representa un gran
avance para € tratamiento de infecciones bacterianas graves causadas por bacterias
resistentes a beta-lactamicos. Debido a su amplio espectro de actividad y a su
estabilidad a la hidrdlisis por la mayoria de |as beta-lactamasas, |0s carbapenems son un
grupo antibiético ampliamente empleado en € tratamiento de las infecciones por PA,
bien de un modo empirico, bien como tratamiento dirigido una vez conocido €
antibiograma (Mesaros y cols, 2007). Entre los carbapenems mas empleados destacan
imipenem, meropenem y doripenem. Todos los carbapenems disponibles son similares
en cuanto a espectro y mecanismo de accion (inhibicion de la sintesis de la pared
bacteriana), aunque con diferencias significativas en la actividad antimicrobiana que, en

altimo término, determinan |as indicaciones clinicas de cada carbapenem.

Imipenem, antibidtico de uso intravenoso desarrollado en 1985, presenta un gran
espectro antibacteriano que incluye bacterias gramnegativas, tanto aerobias como
anaerobias, y especies de grampositivos aerobios. Imipenem es degradado rapidamente
por la enzima dehidropeptidasa | renal por 1o que se administra en combinacion con
cilastatina, compuesto que inhibe dicha accion enzimética. Ademés de bloquear su
metabolismo renal, |a cilastatina aumenta los niveles de farmacos en orinay previene la
toxicidad. Meropenem, farmaco aprobado por la Agencia Espaiiola del Medicamento €l
ano 1995, es un compuesto quimicamente similar a imipenem, y con semejante
mecanismo de accidn y espectro global. Sin embargo, meropenem es més activo frente a
los gramnegativos en general, y a género Pseudomonas en particular. Ademas, es
estable a la enzima renal dehidropeptidasa-1 humana y por lo que no precisa la
coadministracion de cilastatina, con € consecuente menor riesgo de convulviones
asociadas a este compuesto. Ademas permite la administracion en bolus, a diferencia de
imipenem, que debe administrarse en no menos de 30 minutos debido a riesgo de
nauseas y vomitos. Doripenem, como se desarrollara en detalle en € apartado 1.5, se

presenta como €l carbapenem més activo, con mayor actividad in vitro que imipenem
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frente a grampositivos y que meropenem frente a gramnegativos, y con menor potencial
para desarrollar resistencias durante su tratamiento (Fresnadillo y cols, 2010).

Aungue estos antibidticos presentan una gran importancia terapéutica, han
resultado también sensibles a la accion de varios mecanismos de resistencia bacteriana.
Actualmente, la proliferacion de cepas resistentes a estos antibioticos es un problema de
ambito mundial, principamente entre las bacterias no fermentadoras como
Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. Se ha descrito que la prevalencia global de
cepas no sensibles a imipenem se sitla en torno a un 21%, siendo particularmente ata
en Latino América (37,2%) (Jones y cols, 2009). En dos estudios multicéntricos
secuenciaes realizados en nuestro pais en los afios 1999 y 2003, se recogieron los
aislamientos clinicos de PA no duplicados obtenidos en los distintos centros durante una
semana. En este estudio se detecté un aumento de laresistencia a imipenem del 13,5 al
18%, y del 8,1 a 13% para meropenem (Bouza y cols, 1999; Sanchez-Romero y cols,
2007).

Dentro del género Pseudomonas la resistencia a los carbapenems puede ser
causada bien por mutaciones puntuales en determinados genes del cromosoma
bacteriano, o bien por la adquisicion horizontal de carbapenemasas (Gutiérrez y cols,
2007; Livermore, 2002). En €l primer caso, clasicamente se ha considerado necesaria la
combinacion de los siguientes tres mecanismos moleculares: i, mutaciones en oprD que
causen la inhibicion de la produccion de OprD, una porina que permite la entrada de
varios carbapenems a interior de la célula; ii, alteraciones a nivel genético en los
reguladores de expresion de las bombas de expulsion que provoquen una
sobreexpresion de estos sistemas; iii, mutaciones en los genes reguladores de la
expresion de la cefa osporinasa cromosdmica AmpC que ocasionen la hiperproduccién
de esta enzima (El Amin y cols, 2005; Mushtaq y cols, 2004). Por e contrario, se ha
descrito que la actividad de la carbapenemasa por si misma es suficiente para conferir
resistencia a los carbapenems (EI Amin y cols, 2005; Fritsche y cols, 2005; Mushtaq y
cols, 2004). En la Figura 1 se resumen los principales mecanismos de resistencia
desarrollados por PA (Sanchez-Gomez, 2008).
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Antibiético

M embrana exter na

Espacio
periplasmicoy
peptidoglicano

Membrana
citoplasmatica o
interna

Citoplasma

Figura 1. Representacion de los principades mecanismos de resistencia de
Pseudomonas aeruginosa: (A) Baja permeabilidad tanto intrinseca como ocasionada
por lamutacion de porinas, (B) Bombas de expulsion activa, (C) Enzimas modificantes,
(D) Modificacion de la diana antibidtica.

A.- PERDIDA DE LA PORINA OprD

Como ya se ha comentado, la membrana externa de las bacterias gramnegativas
constituye una barrera de permeabilidad que reduce o impide la penetracion de muchos
antibidticos al interior de la célula. Sin embargo, simultdneamente la membrana externa
debe ser capaz de permitir un acceso selectivo de nutrientes a la célula, para lo que
posee unas proteinas-canal |lamadas porinas. Estas porinas juegan un importante papel
en el transporte de azlcares, aminoécidos, fosfatos, cationes bivaentes y sideréforos.
Ademas, algunos antibidticos hidrofilicos, como beta-lactamicos, aminoglucosidos,
tetraciclinas y agunas fluorquinolonas, también utilizan estas porinas para atravesar la

membrana externay poder acceder alacélula (Lister y cols, 2009).

Por tanto, la pérdida o alteracién de estas porinas puede limitar drésticamente €l
acceso de los antibidticos a sus dianas intracelulares, haciendo que una bacteria que era
susceptible a esos compuestos se convierta en resistente. Como se sefial 6 anteriormente,

este es un mecanismo de resistencia que la bacteria emplea frente a agunos
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carbapenems, ya que especiamente imipenem y en menor medida meropenem y
doripenem, emplean la porina OprD como puerta de entrada a la céula (Cabot y cols,
2011; Fresnadillo y cols, 2010; Rodriguez-Martinez y cols, 2009b). Las mutaciones que
impiden la expresion de una porina normofuncional se traducen en un aumento del valor
de la concentracion minima inhibitoria (CMI) a estos antibiéticos (Gutiérrez y cols,
2007; Riera y cols, 2011). Asimismo, la alteracion de las porinas puede actuar
conjuntamente con otros mecanismos y aumentar el nivel globa de resistencia de la

bacteria alos carbapenems (Fresnadillo y cols, 2010).

Generamente, €l estudio de la ateracion de las porinas se lleva a cabo mediante
la amplificacion del gen que las codifica y la posterior comparacion de la secuencia
obtenida respecto a la de una cepa salvagje de referencia. Asimismo, se emplean otras
técnicas que evallian no solo la expresion del gen oprD, sino también la transcripcion y
traduccién del mismo. Asi, el SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) o € western-blot permiten cuantificar la expresion de la porina OprD

en lamembrana externa (Davies y cols, 2011; Mushtaq y cols, 2004).

B.- BOMBAS DE EXPULSION ACTIVA

Por otro lado, como muchos otros organismos celulares, PA posee en su
envoltura celular sistemas que, acoplados a gradiente el ectroquimico de protones o con
gasto de ATP, permiten la expulsion a exterior de la cdlula de ciertos metabolitos y
sustancias toxicas. Las bombas de flujo se han clasificado en 5 superfamilias, de
acuerdo con su secuencia aminoacidica, la fuente de energia necesaria para su
funcionamiento y su especificidad de sustrato (Lister y cols, 2009). Para € género
Pseudomonas, € mayor niumero de bombas se incluyen dentro de la familia RND
(Resistance-Nodulation-Division), con un total de 12 sistemas distintos, de los que 6 son
activos frente a agentes antimicrobianos (Poole, 2001). Los sistemas RND suelen estar
compuestos por 3 proteinas. una proteina con estructura de porina que se encuentra
insertada en la membrana externa y que actla como canal de expulsion, la bomba
propiamente dicha constituida por un transportador situado en la membrana plasmética
y una lipoproteina peripldsmica que acopla los dos componentes previos (Figura 1).

Este complego ternario forma una estructura que atraviesa toda la envoltura celular, 1o

14



Introduccion

gue permite la expulsiéon del sustrato de la bomba desde €l espacio periplasmico y €
citoplasma a medio extracelular (Lister y cols, 2009).

En PA se han descrito 10 sistemas RND: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-
OprN, MexXY-OprM, MexJK-OprM/OprH, MexGHI-OpmD, MexVW-OprM,
MexPQ-OpmE, MexMN-OprM y TriABC-OpmH. Aunque varias de estas bombas
comparten sustratos comunes, también se han descrito fenotipos de resistencia
dependientes de la expresion exclusiva de una bomba. Los sustratos de estas bombas
incluyen antibidticos, biocidas, colorantes, detergentes, disolventes organicos,

hidrocarburos aromaticos, lactonas y homoserina (Tabla 2) (Lister y cols, 2009).

Tabla 2. Antibidticos sustrato de los principales sistemas de expulsion activa presentes
en Pseudomonas aeruginosa.

™" MFPP oMm® Sustratos

Beta-lactamicos, inhibidores de | as beta-lactamasas,
MexB MexA OprM fluorquinolonas, tetraciclinas, macrélidos, trimetroprim,
cloranfenicol, novobiocina, sulfonamidas

Beta-lactémicos, fluorquinolonas, tetraciclinas,

MexD MexC Opr macrolidos, trimetroprim, cloranfenicol, novobiocina

MexF MexE OprN Fluorguinolonas, trimetroprim, cloranfenicol

Beta-lactémicos, fluorquinolonas, tetraciclinas,

MexyY MexX OprM . L. - .
aminoglucdsidos, macrdlidos, cloranfenicol

(1) Transportador, (2) Proteina de fusion de membrana, (3) Proteina de membrana.

En PA, slo MexAB-OprM se expresa constitutivamente. La sobreexpresion de
esta bomba se asocia a la resistencia a los carbapenems, mayoritariamente a
meropenem, asi como a otros beta-lactamicos solos 0 en combinacion con inhibidores
de beta-lactamasas (IBL), y a fluorquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, macrdlidos,
tetraciclinas, novobiocinag, trimetroprim y sulfonamidas (Lister y cols, 2009). Masuda y

colaboradores analizaron la especificidad de los sustratos por los principales sistemas
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diferentes de flujo presentes en € género Pseudomonas. MexAB-OprM, MexCD-OprJ
y MexXY-OprM. Las tres bombas expulsaron diferentes antibidticos, en conjunto, estos
tres sistemas fueron capaces de expulsar a exterior de la célula quinolonas, macrolidos,
tetraciclinas, lincomicina, cloranfenicol, la mayoria de las penicilinas y cefalosporinas,
meropenem Yy doripenem, sin afectar a imipenem ni polimixina B (Masuda y cols,
2000). En concordancia con estos resultados, otros autores demostraron que la accién
combinada de las bombas de expulsién activa en PA conferia resistencia a doripenem y
meropenem, pero no aimipenem (Mushtaq y cols, 2004). La sobreexpresion del sistema
MexEF-OprN es infrecuente dentro del género Pseudomonas, y mas infrecuente aln la
del resto de sistemas presentados (Fresnadillo y cols, 2010).

Para estudiar laimplicacion de estos sistemas en € desarrollo deresistenciaalos
antibioticos, se han empleado pruebas fenotipicas y moleculares. Las primeras consisten
en emplear un inhibidor de estos sistemas de expulsion activa, como por gemplo fenil-
arginina-beta-naftilamida, y evaluar la susceptibilidad antibidtica del microorganismo
en presencia y ausencia del inhibidor. Si la bomba de expulsion esta implicada en la
resistencia a un determinado antibiético, la susceptibilidad de la bacteria a ese
antibidtico aumentara en presencia del inhibidor (Davies y cols, 2011). Las técnicas
moleculares, como la PCR (Polymerase Chain Reaction) en tiempo real, proporcionan
una medida cuantitativa de la expresion de los genes que codifican las bombas de flujo.
Esta metodologia permite deducir si los sistemas de expulsion estan sobreexpresados,
comparando €l nivel de expresion de la cepa problema con € de una cepa de fenotipo
salvge (Cabot y cols, 2011; Davies y cols, 2011; Dumas y cols, 2006; Hocquet y cols,
2006; Rieray cols, 2011; Rodriguez-Martinez y cols, 2009b; Tomésy cols, 2010).

C.- HIPERPRODUCCION DE LA CEFALOSPORINASA AmpC

PA produce una cefalosporinasa cromosdémica inducible AmpC, similar a la
descrita en varios miembros de la familia Enterobacteriaceae. En ausencia de
inductores de AmpC, PA produce niveles de esta enzima que no son suficientes para
neutralizar la accion de la mayoria de las penicilinas y cefa osporinas anti pseudomonas.
Ademas, se ha descrito que los carbapenems y las combinaciones de beta-lactamicos
con IBL resisten también la accion de esta cefal osporinasa cuando se produce a niveles
basales (Rice, 2006).
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La presencia de niveles adecuados de inductor promueve la sobreexpresion del
gen ampC y e consiguiente aumento de la produccion de la cefalosporinasa
cromosomica. Se ha descrito que la sobreexpresion de AmpC puede ser suficiente para
gue la bacteria adquiera resistencia a los beta-lactamicos, e incluso a los carbapenems
(Lister y cols, 2009). Rodriguez-Martinez y colaboradores describieron una variante de
la cefalosporinasa AmpC, denominada cefalosporinasa de espectro ampliado, que
confiere resistencia a todas las cefalosporinas, asi como baja sensibilidad o resistenciaa
imipenem y meropenem (Rodriguez-Martinez y cols, 2009a; Rodriguez-Martinez y
cols, 2009b).

La evauacion de la hiperproduccion de esta enzima se lleva a cabo mediante
técnicas bioguimicas 0 moleculares. Las técnicas bioquimicas, consideradas de
referencia en muchos trabgjos, permiten determinar la actividad enzimética de un
extracto bacteriano mediante la medida espectrofotométrica de la hidrélisis de un
antibidtico sensible a la accion de esta enzima, como € nitrocefin o la cefalotina
(Davies y cols, 2011; Gutiérrez y cols, 2007; Mushtaq y cols, 2004). Entre las técnicas
moleculares més empleadas para caracterizar la produccion de AmpC destacala PCR en
tiempo rea (qQRT-PCR), que proporciona informacion cuantitativa sobre € nivel de
expresion del gen ampC y permite deducir una posible sobreexpresion de la enzima

(Daviesy cols, 2011; Rieray cols, 2011).

D.- PRODUCCION DE CARBAPENEMASASDE LASCLASESAyD

Las betalactamasas transferibles con actividad carbapenemasa pueden
pertenecer alas clases A, B o D de la clasificacion de Ambler, basada en la estructura
de estas enzimas (Ambler, 1980).

Las carbapenemasas de la clase A, pertenecientes al grupo 2f de la clasificacion
funcional de Bush y colaboradores (Bush y cols, 1995), comprenden cinco clases: las
enzimastipo SME, IMI, NMC, KPC y GES/IBC. De éstas sdlo KPC y GES/IBC, ambas

plasmidicas, se han descrito en PA.

Las enzimas tipo KPC, descritas por primera vez en K. pneumoniae en € afo
2008 (Yigit y cols, 2001), presentan diez variantes en enterobacterias (hasta la KPC-10).
Sin embargo, en PA s6lo se han descrito las KPC-2 y KPC-5. Su espectro de hidrélisis

incluye todos los betalactamicos, aunque su eficacia de hidrdlisis sobre los
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carbapenems y |os monobactams es hasta 10 veces menor que paralas penicilinasy las
cefalosporinas (Juan y Oliver, 2010).

Las carbapenemasas tipo GES se describieron por primera vez en e afio 2000
casi en paralelo en una cepa de K. pneumoniae y en otra de E. cloacae. Se han descrito
nuevas variantes de esta beta-lactamasa (hasta la GES-12), pero solo 4 de ellas poseen
actividad carbapenemasa (GES-2, -4, -5y -6), de las que solo GES-2 y GES-5 se han
identificado en PA hasta el momento. Ademas, se ha descrito la asociacion de dos GES
en un mismo integron (GES-1 y GES5). Las enzimas GES con actividad
carbapenemasa presentan una modesta actividad sobre |os monobactams (Juan y Oliver,
2010).

Las carbapenemasas de la clase D son las betalactamasas de tipo OXA,
descritas por primeravez en € afio 1980. Hasta la fecha se han identificado méas de 100
variantes, de las que OXA-40 es |la Unica detectada en PA. Estas enzimas presentan una
moderada eficacia hidrolitica sobre los carbapenems, que es de mayor nivel frente a
imipenem que frente a meropenem. A diferencia de otras carbapenemasas, la actividad
hidrolitica de OXA sobre las cefalosporinas de espectro extendido y monobactams es

précticamente nula (Juan y Oliver, 2010).

La deteccion fenotipica de las carbapenemasas de las clases A y D en PA es
complicada, ya que el efecto de los inhibidores, como acido clavulanico, tazobactam o
sulbactam, sobre estas enzimas es variable y por |o general modesto. En los |aboratorios
clinicos se emplea e test de Hodge modificado, basado en la inactivacion de los
carbapenems causada por una cepa productora de carbapenemasas. Esta inactivacion
permite €l crecimiento de un microorganismo indicador sensible previamente sembrado
en la proximidad de |a cepa sospechosa de producir estas enzimas. Este método presenta
una elevada sensibilidad para la deteccion de cepas productoras de carbapenemasas,
pero no permite la diferenciacion entre las clases moleculares A, B y D (Lee y cals,
2001; SEIMC 2011). Por dlo, su identificacion requiere € empleo de métodos

moleculares o bioguimicos mas sofisticados.

E.- PRODUCCION DE CARBAPENEMASASDE LA CLASEB

Las carbapenemasas de clase B son conocidas como metal o-beta-lactamasas

(MBL), ya que poseen un dominio de unién a zinc, que debe estar ocupado por dos
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iones de este metal para que la enzima mantenga su actividad hidrolitica. Por tanto,
todas las MBL tienen en comin que son sensibles a la inhibicion por agentes quelantes
de cationes divalentes como e &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), pero no por los
inhibidores clésicos de las beta-lactamasas como el &cido clavulanico (Queenan y Bush,
2007; Wash y cols, 2005).

Las primeras MBL caracterizadas fueron las cromosdmicas y se detectaron en
patdgenos oportunistas como Bacillus cereus, Aeromonas spp. y Senotrophomonas
maltophilia (Queenan y Bush, 2007). Posteriormente se han identificado hasta ocho
grupos de MBL plasmidicas (IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM y KHM),
destacando IMP y VIM como las mas extendidas. Dentro de ellas, VIM-2 es la
carbapenemasa més prevalente en e género Pseudomonas en todo e mundo (Walsh y
cols, 2005).

Las MBL de tipo IMP fueron las primeras carbapenemasas descritas como
capaces de integrarse y dispersarse horizontalmente en elementos transferibles. Estas
observaciones se hicieron en Japén en e afio 1991 y en aislamientos de Serratia
marcescens (Osano y cols, 1994). Posteriormente se han descrito hasta 21 variantes de
este tipo de carbapenemasas, de las que todas excepto IMP-3, -5, -17, -23 y —24 se han
detectado en PA (Juan y Oliver, 2010).

La primera MBL de tipo VIM, la VIM-1, se describio en Verona (Itaia) en €
ano 1997 (Lauretti y cols, 1999). Posteriormente se identificaron variantes de la enzima
en Marsella (VIM-2) (Poirel y cols, 2000), Grecia (VIM-4) (Pournaras y cols, 2002) y
Turquia (VIM-5) (Bahar y cols, 2004). Actuamente, se han descrito hasta 23 variantes
de estas carbapenemasas y de todas €llas se han identificado representantes también en
PA, excepto VIM-12 (enterobacterias), VIM-19 (K. pneumoniae) y VIM-23 (E.
cloacae). La eficacia de la hidrolisis suele ser superior en las MBL detipo VIM que en
las de tipo IMP, y dentro de las VIM, mayor en VIM-1 que en VIM-2 (Juan y Oliver,
2010). En Espafia, la primera MBL, de tipo VIM-2, se describid en el afio 2002 en una
cepa clinica aislada en el hospital Sant Pau i Santa Creu (Barcelona) (Prats y cols,
2002).

Las MBL de las clases SPM, GIM, SIM, AIM, DIM y KHM cuentan con un
anico representante conocido y su prevaencia mundial es mucho mas reducida que la
delasMBL VIM e IMP. Ademas, las MBL SIM-1, KHM-1y DIM-1 Unicamente se han
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detectado en Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii y Pseudomonas stutzeri,

respectivamente (Juan y Oliver, 2010).

Aungue todavia la resistencia a los carbapenems sigue siendo debida
mayoritariamente a mutaciones cromosomicas (como, por gemplo, las que causan la
pérdida de OprD), la diseminacion de MBL ha aumentado considerablemente en los
altimos afos. El aumento de prevalencia de estas enzimas es uno de los principales
problemas emergentes, que complica e control de muchas infecciones, sobre todo
aquellas causadas por enterobacterias o por bacilos gramnegativos no fermentadores.
L os genes responsables de la produccion de MBL suelen formar parte de integrones que
contienen ademas genes de resistencia frente a otros antibidticos, aminoglucdsidos
principamente. Aungque pueden localizarse en e cromosoma, dichos integrones
generalmente se encuentran en plasmidos transferibles de una bacteria a otra, 1o que
facilita enormemente su dispersiéon (Zavascki y cols, 2006). Ademas, las MBL son las
Unicas beta-lactamasas capaces de hidrolizar de forma eficiente todos los beta
lactamicos biciclicos como las penicilinas biciclicas, las cefalosporinas y los
carbapenems; solo |os monobactams son estables a la accion de estas enzimas (Queenan
y Bush, 2007; Oliver, 2009).

Este amplio espectro de resistencia antibiética caracteristico de las cepas
productoras de MBL se asocia con un aumento de la mortalidad en los pacientes
infectados por estas cepas, 10 que se explica probablemente por la inadecuaciéon del
tratamiento empirico prescrito (Pitout y cols, 2005; Walsh y cols, 2005). Por tanto, la
deteccion temprana de los aislamientos productores de MBL es esencia para un

adecuado control de lainfeccion y paraevitar su diseminacion.

En un estudio multicéntrico llevado a cabo en 127 hospitales espafioles por
Gutiérrez y colaboradores en €l afio 2003, € 18,9% de los aislamientos clinicos de PA
recogidos fueron no sensibles aimipenem o0 meropenem, con una prevaencia del 0,4%
de cepas productoras de MBL (Gutiérrez y cols, 2007), es decir, menos del 0,1% de los
aislamientos totales de PA. Sin embargo, en otro estudio multicéntrico llevado a cabo
por la Red Espariola de Investigacion en Patologia Infecciosa (REIPI), se recogieron
190 aislamientos de PA en muestras de sangre procedentes de diez hospital es esparioles.
La prevalencia de cepas productoras de MBL fue del 1% entre €l total de las 190 cepas,
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y del 4% entre las no sensibles a carbapenems (Cabot y cols, 2011). En un estudio
publicado recientemente llevado a cabo por Riera y colaboradores, se detectdé una
prevalencia de cepas de PA no sensibles a los carbapenems productoras de MBL del
6,9% (2,7% del total de aislamientos de PA). Este estudio se realizé sobre 175 cepas de
PA no sensibles a carbapenems recogidas durante e periodo 2008-2009 en 16
hospitales espafioles, y siguiendo los criterios del European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (Rieray cols, 2011).

1.3.2- MECANISMOS DE RESISTENCIA A DORIPENEM

Al igua que otros carbapenems, se ha descrito que doripenem es estable a la
accion de muchas betalactamasas, incluyendo las beta-lactamasas de espectro
extendido. De hecho, los estudios de Jones (Jones y cols, 2005) y Pillar (Pillar y cols,
2008), describieron una eficacia cercana a 100% para imipenem, meropenem Yy
doripenem sobre cepas de E. coli, K. pneumoniae y Proteus mirabilis productoras de
beta-lactamasas de espectro extendido. En estos trabajos se detectaron valores de CMI
inferiores para doripenem que para los otros dos carbapenems. Ademés, estos estudios
analizaron también aislamientos de los géneros Enterobacter, Serratia y Citrobacter
productores de AmpC desreprimida, frente a los que doripenem presenté también una
actividad cercanaa 100%.

Por otro lado, segin EI Amin y colaboradores, la hiperproduccion de AmpC por
si sola puede determinar incrementos en €l valor de la CMI a doripenem, pero no tiene
la suficiente potencia para conferir resistencia a este antibiético (EIl Amin y cols, 2005).
Por el contrario, la préctica totalidad de los trabajos describen una falta de actividad de
doripenem frente a aislamientos productores de carbapenemasas de la clase B, o MBL,
gue ademas resultan ser las carbapenemasas més prevalentes en el género Pseudomonas
(Davies y cols, 2011; Gutiérrez y cols, 2007; Jones y cols, 2004b; Juan y Oliver, 2010;
Mushtaq y cols, 2004).

Se ha descrito que imipenem se ve afectado en mayor medida por la ateracion
de OprD que otros carbapenems incluyendo a doripenem, ya que por si solo este
mecanismo es capaz de generar resistencia a imipenem. Por € contrario, esta
modificacion gerce menor efecto sobre meropenem y doripenem, aunque generalmente
si que incrementa el valor de sus CMIs (Cabot y cols, 2011; Fresnadillo y cols, 2010;
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Rodriguez-Martinez y cols, 2009b). Para generar resistencia a doripenem es necesaria la
combinacién de varios mecanismos. Por un lado, la reduccion de la expresion de OprD
restringe la entrada al farmaco ala célula, 1o que facilitala accion de la cefa osporinasa
AmpC. Por otro lado, doripenem es sustrato de las bombas de expulsion activa, que en
combinacion con los mecanismos anteriores pueden reducir notablemente la
concentracion intracelular del farmaco hasta niveles subinhibitorios (Greer, 2008;
Livermore, 2001; Matthews y Lancaster, 2009; Mushtaq y cols, 2004; Zhanel y cols,
2007). En € trabajo publicado por Mushtag y colaboradores en € afio 2004 se estudio €
fenotipo de mutantes caracterizados por la alteracion de OprD sola o en combinacion
con la hiperproduccion de AmpC (Mushtaq y cols, 2004). Sélo para aguellos mutantes
en los que coexistian los dos mecanismos de resistencia se registré un aumento del valor
de la CMI para meropenem y doripenem. Aungue es frecuente aislar cepas que posean
alguno de los dos mecanismos, |os aislamientos que expresan ambos mecanismos son
bastante mas escasos. No obstante, hay varias referencias a aislamientos clinicos
resistentes a meropenem y doripenem, si bien este hecho ocurre con menos frecuencia

que el aislamiento de cepas resistentes aimipenem (Matthews y Lancaster, 2009).

1.4- METODOS DE DETECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE
METALO-BETA-LACTAMASAS

Es posible que este incremento en la prevaencia de cepas productoras de MBL
pueda verse reforzado, ademas de por su creciente diseminacién, por el mayor esfuerzo
demostrado por muchos laboratorios clinicos en su deteccion e informacion de su
presencia. Una vez redizado e cribado mediante la lectura interpretada del
antibiograma, siempre es necesaria la realizacion de pruebas fenotipicas, bioquimicas o

genéticas para constatar la presenciade las MBL.

La técnica considerada de referencia es la demostracion bioguimica de la
actividad carbapenemasa mediante la cuantificacion espectrofotométrica de la hidrolisis
del imipenem en extractos celulares obtenidos tras sonicacion. Sin embargo, esta técnica
es muy laboriosa y de dificil aplicacion en los laboratorios de diagndstico

microbioldgico (Picdo y cols, 2008; Samuelsen y cols, 2008).
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Otra técnica considerada de referencia en muchos trabajos es |la demostracion de
la presencia de genes que codifican estas enzimas mediante técnicas moleculares, como
el empleo de qRT-PCR para cuantificar la expresion de estos genes (Franklin y cols,
2006; Qu y coals, 2009). Sin embargo, la aplicacion de métodos moleculares para la
deteccidn de mecanismos de resistenciano siempre esta a acance de los laboratorios de
Microbiologia Clinica, por 1o que es necesario disponer de técnicas alternativas mas
sencillas y econdémicas que permitan obtener resultados fiables. En la actualidad no
existen métodos estandarizados de estas caracteristicas para la deteccion de cepas

productoras de MBL.

El primer paso para la deteccion fenotipica de cepas productoras de MBL
consiste en la determinacion del valor de la CMI de los aislamientos a los carbapenems.
En las cepas de PA productoras de MBL, € vaor dela CMI de imipenem y meropenem
suele encontrarse en € intervalo de 8 a >128 pug/ml (Gaani y cols, 2008; Queenan y
Bush, 2007). Aungue |o més frecuente es que estas enzimas confieran resistencia de alto
nivel alos carbapenems por |o que las cepas productoras presentan elevados valores de
CMI, éste no es un criterio infalible ya que existen cepas que aun siendo productoras de
MBL presentan valores mas bajos de CMI. De hecho, este fenGmeno se ha descrito en
PA productoras de MBL de la clase IMP (Juan y Oliver, 2010; Mushtaq y cols, 2004).
No obstante, la principal limitacion de este método de cribado no es su falta de
sensibilidad, sino su escasa especificidad, ya que, como se comentd previamente, es
mucho més habitual la resistencia debida a mecanismos mutacionales que a la
produccion de MBL. Para poder acotar més € cribado, es necesario introducir criterios
de valoracion adicionales, como € hecho de que las cepas sean no sensibles a
ceftazidima, cefepime o piperacilinaltazobactam. Ademéas, como ya se sefiao, los
integrones de los genes que codifican para las MBL, suelen incluir también genes de
resistencia alos aminoglucosidos (Beheray cols, 2008). Por ultimo, aztreonam no se ve
afectado por la accion de las MBL, por 1o que si la cepa es resistente a los carbapenems
y sensible al aztreonam es probable que produzca MBL, aunque no se puede descartar
gue posea mecanismos de resistencia a los carbapenems adicionales. Por e contrario, en
el caso de un aislamiento resistente a aztreonam, no se puede descartar la presencia de
MBL que coexistan con € mecanismo responsable de la resistencia a aztreonam (Juan
y Oliver, 2010).
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El mecanismo catalitico de las enzimas MBL es distinto al del resto de las beta-
lactamasas |0 que se traduce también en una sensibilidad a los inhibidores distinta
(Cricco y Vila, 1999). Esto obliga a disefiar estrategias especificas para la deteccion de
las MBL mediante técnicas fenotipicas. En concreto, las técnicas de screening no
moleculares de cepas productoras de MBL se basan en la capacidad de los agentes
guelantes para inhibir la accién de estas enzimas. Sin embargo, no hay un método
estandarizado, sino que se emplean diferentes agentes quelantes a distintas
concentraciones (generalmente EDTA o compuestos tidlicos), asi como varios sustratos
(mayoritariamente imipenem y ceftazidima) y diferentes medios de cultivo. A su vez
estas variables se modifican en los distintos métodos, siendo los més estudiados la
microdilucion en caldo, las tiras de E-test MBL, €l test de sinergia con doble disco, €
test de discos combinadosy € test de Hodge modificado.

El test de microdilucion simple es un ensayo descrito por Migliavacca y
colaboradores que consiste determinar €l valor de la CMI del aislamiento aimipenem y
meropenem en presencia y en ausencia de una mezcla quelante. Esta mezcla esta
compuesta por EDTA y fenantrolina a una concentracion fija, que en estudios previos
no resulté inhibitoria por si misma (sin € antibiético) para las cepas de PA usadas en
los ensayos (Migliavaccay cols, 2002).

De manera similar, las tiras de E-test MBL permiten determinar € valor de la
CMI aimipenem en ausenciay presenciade EDTA, pero hacen uso de una metodologia
distinta ala anterior. Concretamente, las tiras de E-test generan en la placa de medio de
cultivo sdlido un gradiente de concentraciones del antibidtico combinado con el
guelante (este Ultimo a una concentracion fija) que permite obtener la CMI de la cepaen
presencia del inhibidor. La mismatirafacilitatambién determinar la CMI del antibidtico
sin e quelante en una zona distinta de la placa. La determinacion del cociente entre
ambos valores de CMI permite valorar la influencia del quelante sobre la actividad
enzimaticay, por tanto, lapresenciade MBL (Walsh y cols, 2002).

El test de los discos combinados consiste en medir los halos de inhibicion
generados al enfrentar el aislamiento en estudio con un disco cargado con un antibiotico
y otro disco cargado con € mismo antibi6tico y un compuesto inhibidor delas MBL. La
diferencia de didmetro de los hal os de inhibicidn generados permite deducir la presencia
de MBL en € aislamiento. Los puntos de corte de aumento del halo mas empleados han

sido 6, 7 y 8 mm, segun los distintos trabajos (Andrade y cols, 2007; Behera y cols,
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2008; Bergesy cols, 2007; Chu y cols, 2005; Franklin y cols, 2006; Galani y cols, 2008;
Picdo y cols, 2008; Pitout y cols, 2005; Qu y cols, 2009; Samuelsen y cols, 2008; Yan y
cols, 2004; Yong y cols, 2002).

Por su parte, €l test de la sinergia de doble disco se fundamenta en la
potenciacién del halo de inhibicidn que se genera alrededor del disco antibi6tico cuando
éste se enfrenta con un disco cargado con un inhibidor de la accién enzimética de las
MBL. Por tanto, se considera resultado positivo cuando se observa una potenciacion del
halo de inhibicion generado entre ambos discos (Arakawa y cols, 2000; Behera y cols,
2008; Chu y cols, 2005; Franklin y cols, 2006; Galani y cols, 2008, Gupta y cols, 2008;
Leey cols, 2001; Leey cols, 2003; Lee y cols, 2005; Marchiaro y cols, 2005; Picdo y
cols, 2008; Qu y cols, 2009; Yan y cols, 2004).

Por ultimo, y como se ha comentado anteriormente, el test de Hodge se trata de
un método que presenta una el evada sensibilidad para la deteccién de cepas productoras
de carbapenemasas, pero no permite la diferenciacion entre las clases moleculares A, B
y D (Leey cols, 2001; SEIMC 2011).

15- TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR Pseudomonas

aeruginosa

El tratamiento antimicrobiano de las infecciones por PA suele ser complicado ya
gue: i) son un grupo bacteriano caracterizado por presentar resistencia intrinseca a
muchos antimicrobianos, ii) los microorganismos sensibles pueden adquirir resistencia
durante el tratamiento por 10s mecanismos anteriormente citados (ver apartado 1.3.1), y
iii) porgue €l paciente infectado con frecuencia presenta una alteracion del sistema

inmune gue le hace incapaz de potenciar la actividad antibiética (Murray, 2007).

Tradicionamente se ha postulado que las infecciones graves por PA
(generalmente bacteriemia en pacientes con neutropenia febril) requerian un tratamiento
combinado en e que los antibidticos actuasen de un modo sinérgico. El tratamiento
combinado recomendado en infecciones por PA presenta la siguiente pauta
piperacilina-tazobactam (3,375 g cada 4 hrs 1V), imipenem (500 mg cada 6 hrs IV) o
meropenem (1 g cada 8 hrs IV) mas amikacina (7,5 mg/kg cada 12 hrs 1V).
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Posteriormente, este tratamiento combinado también se planted como la mejor opcién
terapéutica para otros grupos de pacientes, tuvieran o no neutropenia.

Sin embargo, con la introduccion de nuevos farmacos con actividad contra
Pseudomonas, principal mente carbapenems, se cuestiond |a necesidad de empleo de una
combinacion antibidtica. Un gran nimero de expertos considera e tratamiento
combinado como lamejor opcion. Sin embargo, estudios observacionales indican que €
tratamiento en monoterapia con un beta-lactamico de amplio espectro (ceftazidima 2 g
cada 8 hrs IV o cefepime 2 g cada 1 hrs IV 0 meropenem 1 g cada 8 hrs 1V) es tan
eficaz como la terapia combinada. Por ultimo, colistina ha permanecido como la Unica
opcion terapéutica en infecciones por PA resistente a multiples farmacos, siendo
necesario € guste de dosis en casos de insuficiencia renal y posible su uso en forma

inhalada en casos de neumonia (Mandell, 2006).

Por tanto, ademas de mejorar € diagndstico clinico y las técnicas de deteccion
de mecanismos de resistencia de PA, es necesario € desarrollo de farmacos con
mecanismos de accidn novedosos que actien sobre dianas diferentes a las actualmente
conocidas. En los Ultimos afios han aparecido moléculas de estas caracteristicas con
accion sobre microorganismos grampositivos (linezolid, daptomicina, tigecicling). Por
el contrario, la mayoria de antibioticos desarrollados frente a los gramnegativos en las
Ultimas décadas se derivan de familias antibioticas ya existentes (Karageorgopoulos y
Falagas, 2009). Este es el caso de doripenem, un nuevo carbapenem sintético, estable a
la accién de las beta-lactamasas y resistente a la inactivacion por |as dehidropeptidasas
renales (Greer, 2008; Paterson y DePestel, 2009). Como otros betalactamicos, su
mecanismo de accion se basa en lainhibicion de lasintesis de la pared celular durante la
transpeptidacion y requiere la previa union del antibiotico a los residuos de serina de las
PBPs (penicillin binding proteins). Como consecuencia de esta inhibicion, la pared
celular se debilita y la bacteria normalmente se lisa por la presion osmaética. Por tanto,

doripenem se considera un antibiotico bactericida (Paterson y DePestel, 2009).

El espectro de accion de doripenem es muy amplio, o que se debe a su buena
capacidad de penetracion en la célula, asi como su elevada afinidad por las PBPs y su
resistencia a muchas beta-lactamasas de grampositivos y gramnegativos (Alvarez-

Lermay cols, 2009; Fresnadillo y cols, 2010). Este nuevo antibidtico fue aprobado por
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la Food and Drug Administration (FDA) en €l afio 2007, y poco después se autorizo su
uso en Europa para € tratamiento de neumonia nosocomial (incluida la asociada a
ventilacion mecanica) (Chastre y cols, 2008), infecciones complicadas intraabdominales
(Lucasti y cols, 2008) e infecciones complicadas del tracto urinario, incluida la
pielonefritis (Wagenlehner y cols, 2009). Aunque la resistencia a los carbepenems suele
ser cruzada, PA puede presentar resistencia a un carbapenem y sensibilidad a otros. Por
ello, es necesario estudiar e antibiograma de los tres carbapenems principaes
(imipenem, meropenem y doripenem) por separado. En general, doripenem ha mostrado
mayor actividad in vitro que imipenem, y una actividad similar o ligeramente superior
gue meropenem. Ademas, una ventaja de doripenem con respecto al resto de miembros
de su familia es lamayor dificultad que PA parece tener para generar resistencias frente
aeste antibiotico (Mushtaq y cols, 2004; Sakyo y cols, 2006; Tanimoto y cols, 2008).

La mayoria de los trabajos que evallan la actividad de doripenem se centran en
analizar la susceptibilidad de una amplia coleccién de cepas de distintos géneros y
especies frente a doripenem y otros antibidticos antipseudomoénicos. Dentro de los
estudios multicéntricos que engloban aislamientos de distintos continentes, destaca €l
Ilevado a cabo por Jonesy colaboradores en hospitales de Américay Europa durante los
anos 2001 y 2002 sobre 35 aislamientos de PA (Jones y cols, 2004Q). EI método de
estudio de la sensibilidad fue €l de disco-difusion y los criterios de interpretacion de las
categorias de susceptibilidad los establecidos por € Clinical and Laboratory Sandards
Institute (CLSI). Por carecer de puntos de corte para doripenem, se asumieron los
determinados para imipenem y meropenem por CLSI. Este criterio fue confirmado por
Bhavnani y colaboradores atendiendo a criterios farmacocinéticos y farmacodinamicos
calculados segun las simulaciones de Monte Carlo en los ensayos clinicos realizados
para doripenem en fases Il y Il (Bhavnani y cols, 2005). EI 100% de las cepas
estudiadas fueron sensibles a imipenem, meropenem y doripenem, y los valores de las
CMIspy CMIg (valores de CMI alos que seinhibe € crecimiento del 50% y del 90% de
las cepas estudiadas, respectivamente) fueron 1 y 2 pg/ml, 0,25 y 1 ug/ml, y 0,25 y 0,5

pg/ml, respectivamente (Jones y cols, 2004a).

Mas amplio fue € estudio realizado por Fritsche y colaboradores, que incluyd
829 aislamientos de PA procedentes de 70 hospitales de Norteamérica (38,3% del total),

Sudamérica (13,7%) y Europa (48,0%) como parte de un programa de vigilancia de la
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resistencia llevado a cabo durante el aflo 2003 (Fritsche y cols, 2005). La
susceptibilidad de estos aislamientos se determind mediante |a técnica de microdilucion
en cado. En este caso, para imipenem y meropenem se emplearon los criterios
establecidos por CLSI, y para doripenem solo se calcularon los valores de CMIsy y
CMlg, sin interpretacion de la categoria de susceptibilidad. Imipenem fue ligeramente
menos activo que meropenem (80,7% vs. 83,5% de aidamientos sensibles,
respectivamente), pero no se encontraron diferencias notables en los valores dela CMl s
y CMIlgy para los tres carbapenems: 1 y >8 ug/ml para imipenem, 0,5 y 16 pg/ml

meropenem, y 0,5 y 8 ug/ml para doripenem, respectivamente (Fritsche y cols, 2005).

Castanheira y colaboradores analizaron 9256 cepas de PA procedentes de
hospitales de Europa, Norteamérica, América Latinay laregion Asia-Pacifico recogidos
durante & periodo 2003-2007 (Castanheira y cols, 2009). La sensibilidad se determino
mediante microdilucion en caldo y la interpretacion de los vaores de CMI se reaizo
segun los criterios de CLSI, excepto para doripenem, para e que se siguié la normativa
de la FDA. En esta ocasion, meropenem resulto presentar la mayor actividad (80% de
aislamientos sensibles) seguido de doripenem (77,2%) e imipenem (76,1%). De nuevo,
no se encontraron variaciones importantes en los valores de CMI (CMIsg y CMlgg para
imipenem, meropenem y doripenem: 2 y >8 pg/ml, 0,5 y >8 pg/ml, y 0,5 y 8 pg/ml,
respectivamente) (Castanheiray cols, 2009).

En la misma linea, se han realizado estudios multicéntricos de ambito nacional
en Canada (Zhanel y cols, 2011) y en Estados Unidos (Davies y cols, 2011), ambos
durante € periodo 2007-2009 y determinando el valor dela CMI mediante e método de
la microdilucion en caldo. El primero interpreta el valor de la CMI segin las normas
establecidas por CLSI, sin especificar qué criterios sigue para interpretar el valor de la
CMI de doripenem (Zhanel y cols, 2011), y e segundo interpreta imipenem y
meropenem segun las recomendacines del CLSI, y doripenem segin las del FDA
(Davies y cols, 2011). En € estudio canadiense se andlizaron 1477 cepas de PA,
presentando meropenem mayor actividad (88,6% de cepas sensibles) que doripenem
(83,9%). De nuevo los valores de las CMIso y CM oo de ambos carbapenems fueron muy
similares (0,5 y 8 pg/ml para meropenem, y 0,5 y 4 pg/ml para doripenem,
respectivamente), y no se estudio la susceptibilidad a imipenem (Zhanel y cols, 2011).
En e estudio americano se incluyeron 3614 cepas de PA. Meropenem fue e antibiotico

que presentd mayor actividad (88,9% de aislamientos sensibles), seguido de doripenem
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(85,3%) e imipenem (80,7). Ademés, en los 3 afios analizados se pudo observar una
tendencia a una disminucién de la sensibilidad para los tres carbapenems estudiados:
para imipenem dicha reduccion fue de un 4,1%, para doripenem de un 3,3%, y para

meropenem de un 1,4%, (Daviesy cols, 2011).

En Espafia, Betriu y colaboradores analizaron la sensibilidad de 201 aislamientos
de PA recogidos durante € periodo 2006-2008 mediante microdilucién en caldo e
interpretacion del valor de la CM1 segin EUCAST (Betriu y cols, 2010). Este estudio
detecto un 9,5% de cepas resistentes imipenem, casi € doble que a doripenem (5,0%) y
meropenem (4,5%). De nuevo, la actividad de meropenem y doripenem fue muy similar
(CMlsp y CMlIgpde < 0,5 y 2 pg/ml para meropenem, y 0,5 y 2 ug/ml para doripenem,
respectivamente) y superior alade imipenem (CMlsp y CMlgo de 1 y 8 pg/ml) (Betriu y
cols, 2010).

Finalmente, en un estudio multicéntrico espafiol realizado posteriormente, se
analizé la sensibilidad de 448 aislamientos de PA (Gimeno y cols, 2010). El valor de la
CMI se caculé6 mediante microdilucion en caldo y E-test, y se interpretaron los
resultados segin CLSI. Las tasas de sensibilidad de nuevo coincidieron para
meropenem y doripenem (66,9% de cepas sensibles) y fueron algo meores que para
imipenem (64,7%). No obstante, en este estudio si se encontraron diferencias de
actividad entre los carbapenems, principalmente para el valor de la CMI de las cepas
mas resistentes. Asi, los valores de CMlsp y CMIgg fueron 2 y 64 pg/ml para imipenem,
0,5 y 64 ng/ml para meropenem, y 0,25 y 16 pg/ml para doripenem (Gimeno y cols,
2010).

1.6.- FACTORES DE RIESGO PARA LA ADQUISICION DE
Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLE A LOS CARBAPENEM S

Como se ha sefidado anteriomente, PA es una de las principales causas de
infeccion nosocomia y constituye un grave problema de salud publica por su capacidad
para proliferar en e medio ambiente del hospital, y contaminar dispositivos medicos e
incluso soluciones desinfectantes. Ademas de afectar a pacientes con enfermedad de
base severa e inmunodeprimidos, como |os aquejados de fibrosis quistica, neutropenia o

inmunosupresion iatrogénica (Defez y cols, 2004; Flamm y cols, 2004; Osih y cols,
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2007; Onguru y cols, 2008), PA se ha convertido en un microorganismo endémico en
muchas unidades de cuidados intensivos (Carmeli y cols, 1999b; Flamm y cols, 2004).
Algunos estudios epidemioldgicos indican que en muchas ocasiones estas infecciones
son secundarias a la colonizacion enddgena de los pacientes. A su vez, los pacientes
colonizados por PA y el medio ambiente -principa mente ambientes himedos como los
equipos de didlisis o los respiradores-, son continuas fuentes de infeccion para otros
pacientes susceptibles. Por udltimo, se ha descrito que la colonizacion transitoria de las
manos del personal sanitario facilita también la transmision de PA y otros

microorganismos en & ambito hospitalario (Pefiay cols, 20074).

Como hemos visto, PA se caracteriza por presentar no solo resistencia intrinseca
a muchos antibioticos de uso comun en clinica, como amoxilina/clavuléanico,
ceftriaxona o trimetroprim/sulfametoxazol, sino por ademas poseer una gran capacidad
para adquirir nuevos mecanismos de resistencia (Defez y cols, 2004; Paramythiotou y
cols, 2004; Pefia y cols, 2009; Suérez y cols, 2009; Wang y cols, 2006). Por €llo, €
numero de agentes antimicrobianos que aln retiene actividad frente a PA es limitado e
incluye las penicilinas y cefalosporinas antipseudomonas, los carbapenems, las
fluorquinolonas y los aminoglucésidos. No obstante, se ha descrito la aparicion de
resistencias a cada uno de estos agentes por separado (incluyendo los carbapenems) o a
combinaciones de ellos durante el tratamiento y este fendmeno se ha identificado con
frecuencia como la causa del fracaso del tratamiento (Carmeli y cols, 1999b; Osih y
cols, 2007).

En los trabgos que detectan aumentos de la resistencia a los carbapenems, se
describen tres grupos de factores de riesgo (FR) para la adquisicion de cepas de PA no
sensibles a estos antibi6ticos: el consumo antibidtico previo, larelacion del paciente con
el ambiente hospitalario y € uso de dispositivos invasivos, como ventilacién mecanica,
catéteres urinarios e intravasculares incluyendo los procedimientos asociados a dicho
uso (Eagyey cols, 2009; Flamm y cols, 2004; Nouér y cols, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Principales agentes condicionantes en la aparicion de resistencia en los
microorganismosy lainteraccion entre |os mismos.

Entre estos factores, € tratamiento previo con antibiéticos de amplio espectro,
especiadmente carbapenems y fluorquinolonas, destaca como € principal FR para la
adquisicion de cepas de PA resistentes a carbapenems (Allegranzi y cols, 2002; Ding y
cols, 2008; Paramythiotou y cols, 2004; Pefay cols, 2009; Wang y cols, 2006). Por otro
lado, la estancia hospitalaria esté asociada una mayor probabilidad de colonizacién por
bacterias resistentes, bien por su transmision cruzada durante el ingreso, o bien por la
aparicion endogena de mutantes resistentes debido a la exposicion durante mayor
tiempo a diferentes antibioticos (Bisson y cols, 2002). Sin embargo, cada vez con méas
frecuencia se describe la dispersion de estos microorganismos resistentes también en €
ambito comunitario (Rodriguez-Bafio y cols, 2008). Ademés, € paciente puede
presentar unas condiciones que aumenten la predisposicion a adquirir microorganismos
resistentes. Por tanto, los considerados FR intrinsecos son los inherentes a propio
enfermo entre los que destacan & sexo, la edad, la patologia base asi como las

patol ogias concomitantes.

Los FR exégenos, de origen médico u hospitalario, pueden predisponer a
paciente a la infeccion. Asi, por gemplo, la ventilacion mecanica es € factor mas
importante de adquisicion de neumonia nosocomia debido a la presencia de un tubo

endotraqueal que favorece la aspiracion de bacterias desde la orofaringe y que alcanzan
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el tracto respiratorio inferior (Trouillet y cols, 1998). Iguamente, la alimentacion por
sonda nasogastrica es un tratamiento cada vez més empleado para mantener la nutricién
en personas desnutridas por disfagia 0 escasaingesta oral, o que con relativa frecuencia
ocurre en ancianos o enfermos hospitalizados (Metheny, 2006). El principal riesgo
infeccioso eslaaspiracion del contenido aimenticio alos bronquios, con e consecuente
mayor riesgo de neumonia, en ocasiones asociado a patdgenos resistentes (Defez y cols,
2004). Por otro lado, € sondaje vesical lesiona € urotelio, induce inflamacion del
mismo Yy es uno de los de principal es factores de riesgo para adquirir infeccion del tracto

genitourinario (Cao y cols, 2004).

Por ser la piel una de las barreras de defensa més importantes frente a la
infeccion, la interrupcion de su integridad supone un alto riesgo. Los pacientes se
infectan durante la intervencion quirdrgica por su propia microbiota y/o por
microorganismos presentes en alguna fuente o reservorio y que habitualmente no
forman parte del ambiente del quiréfano (Kollef y cols, 1997). Ademés, una de las
principales complicaciones post-quirdrgicas es la infeccion de la herida, muchas veces
asociada al empleo de materiales extrafios como los drengjes. Esto se traduce en un
retraso de la recuperacion del paciente y en un aumento de los dias de hospitalizacion y
otros costes asociados a tratamiento de lainfeccion (Arabshahi y cols, 2006).

El uso de dispositivos intravenosos, asi como la posible contaminaciéon de los
preparados parenterales aumentan las posibilidades de infeccion. Ademas, € tipo de
catéter también influye ya gque los tunelizados o implantados con reservorio subcutaneo
suelen estar asociados a infecciones con més frecuencia que los no tunelizados. Los
pacientes que reciben hemodidlisis con frecuencia padecen infeccion de las vias ya que
reguieren técnicas con acceso al sistema circulatorio. Por tanto, se establece un portal de
entrada de los microorganismos pudiendo conducir a septicemia, endocarditis o
osteomidlitis, entre otras. Ademas, estos pacientes estan sujetos a asistencia hospitalaria
continua ya que deben acudir varias veces por semana a la Unidad de Hemodidlisis, por

lo que se trata de un grupo de poblacion muy vinculado a ambito nosocomial.

Por ultimo, la administracion de corticoides, inmunosupresores, quimioterapia y
radioterapia conllevan la inmunosupresion del paciente, en mayor o menor grado,
pudiendo llegar a comprometer su vida A esto se suma otro FR anteriormente
comentado ya que, por su peor condicion fisiologica, estos pacientes suelen recibir una

intensa terapia antibi6tica (Ohmagari y cols, 2005).
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Dada |a escasez de opciones terapéuticas, cada vez con més frecuencia se recurre
al uso de colistina para tratar las infecciones refractarias a otros antibidticos (Lodise y
cols, 2007). Por otro lado, el aumento de la resistencia de PA reduce las probabilidades
de que la antibioterapia inicialmente seleccionada sea apropiada. Se ha descrito que €
retraso en la seleccion de un tratamiento antimicrobiano adecuado puede resultar en una
mayor morbilidad, mortalidad (especia mente en pacientes gravemente enfermos), y una
prolongacion de la hospitalizacion con e consiguiente aumento de |os gastos generados
por la atencion médica (Defez y cols, 2004; Ding y cols, 2008; Harris y cols, 1999;
Hsueh y cols, 2005; Lodise y cols, 2007; Miliani y cols, 2011; Ohmagari y cols, 2005;
Suarez y cols, 2009; Suarez y cols, 2010; Vitkauskien¢ y cols, 2010; Zavascki y cols,
2005).

Hasta ahora, los carbapenems han estado con frecuencia en la primera linea de
defensa frente a las infecciones resistentes por PA. Sin embargo, |a creciente resistencia
de PA aestos antibi6ticos esta complicando esta situacion y supone un grave problema
emergente (Eagye y cols, 2009; Onguru y cols, 2008), pues las cepas resistentes a los
carbapenems a menudo lo son también a otros antibiéticos (Furtado y cols, 2009;
Lautenbach y cols, 2006; Onguru y cols, 2008).

Debido a la variedad de mecanismos de resistencia descritos, € perfil de
susceptibilidad antibiética de PA varia significativamente no solo de un érea geogréfica
a otra, sino incluso dentro del propio hospital, segiin €l servicio de que proceda €
paciente origen del aislamiento. Por ello, es esencial identificar los FR gque contribuyen
al aumento de la resistencia a los carbapenems en PA para guiar alos facultativos en la
eleccion de unaterapia empirica eficaz. Se espera que laidentificacion de estos factores
permita optimizar 1os patrones de prescripcion de antibioticos, y contribuya a frenar el

aumento de laresistencia bacteriana (Carmeli y cols, 1999b; Zavascki y cols, 2005).
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Hipdtesis de trabajo y objetivos

El control de las infecciones causadas por patdgenos resistentes a antibiéticos es
una prioridad de salud publica a nivel mundial. Se ha detectado un progresivo aumento
del desarrollo de resistencias a los antibidticos por parte de los microorganismos, entre
los que destaca Pseudomonas aeruginosa. La resistencia antimicrobiana en este
patdgeno tiene importantes repercusiones. Por un lado, se asocia a una peor evolucion
clinica debido a la mayor probabilidad de instauracion de un tratamiento empirico
ineficaz. Esto se traduce en la prolongacion de las estancias hospitalarias y una peor
evolucion clinica. Por € otro, dificulta la seleccion de un tratamiento vaido entre un
antibiograma caracterizado por multiplicidad de resistencias. En este contexto, €
desarrollo de nuevas moléculas con distintas dianas 0 mecanismos de accion se
establece como una necesidad clinica para poder erradicar |as infecciones causadas por
estos microorganismos. Entre ellas, doripenem se presenta como € carbapenem mas
activo, con mayor actividad in vitro que imipenem frente a grampositivos y que
meropenem frente a gramnegativos, y con menor potencia para desarrollar resistencias

durante su tratamiento.

Nuestra hipotesis de trabajo es que el conocimiento por parte del clinico de las
tasas de resistencia propias del centro, de los mecanismos de resistencia de los
aislamientos microbioldgicos, asi como de los factores de riesgo presentes en cada
paciente para la adquisicion de microorganismos resistentes, contribuirian a una
adecuada seleccion de las medidas farmacologicas y no farmacoldgicas aplicables a
cada paciente. Esto resultaria en una disminucion de la morbilidad y mortalidad de los
pacientes y en una reduccion de la diseminacion de microorganismos resistentes, tanto

en e ambito nosocomia como en € comunitario.

Por €llo, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Andizar la epidemiologia local de la resistencia antibiética en las cepas
de Pseudomonas aeruginosa aisladas en la Clinica Universidad de
Navarra durante el periodo 2002-2009, y conocer la evolucion a lo largo
de este periodo de la susceptibilidad de estos aislamientos a los agentes
antipseudomonas (amikacina, gentamicina, tobramicina, aztreonam,
ceftazidima, piperacilina-tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem

y meropenem).
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Evaluar los méodos fenotipicos mas empleados para la deteccién de
cepas productoras de metao-beta-lactamasas (E-test MBL, test de
microdilucion simple, test de sinergia de doble disco y test de los discos
combinados) con e objetivo de determinar el método mas sencillo y
fiable para su posible implantacion en los laboratorios clinicos de
diagnostico.

Estudiar la susceptibilidad a doripenem de aislamientos clinicos de
Pseudomonas aeruginosa no sensibles a imipenem y/o meropenem para
determinar s este nuevo carbapenem supera en actividad a otros
miembros de su familia

Caracterizar los mecanismos de resistencia presentes en aislamientos

clinicos de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a carbapenems.

. Andizar los factores de riesgo asociados a la adquisicion de

Pseudomonas aeruginosa no sensibles a carbapenems.

. Andizar los factores de riesgo asociados a la mortalidad en pacientes

infectados o colonizados por Pseudomonas aeruginosa no sensibles a

carbapenems.
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Pacientes, material y métodos

3.1- CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A
LOS CARBAPENEMS

3.1.1- ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA SUSCEPTIBILIDAD
ANTIBIOTICA DE LOS AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas

aeruginosa

3.1.1.1.- DISENO DEL ESTUDIO

Se procedio a redlizar un estudio retrospectivo de la evolucién de la resistencia
antibidtica de los aislamientos clinicos de PA obtenidos en la Clinica Universidad de
Navarra (CUN) durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y € 31 de
diciembre de 2009.

Se recogieron los datos de susceptibilidad antibidtica de los aislamientos, tanto
su categoria de sensibilidad como su valor de CMI frente a los principal es antibi6ticos
antipseudomonas (amikacina, gentamicina, tobramicina, aztreonam, ceftazidima,
piperacilina-tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem y meropenem) y se
clasificaron en dos grupos. El grupo 1 incluy6 a todos los aislamientos de PA sensibles
a los carbapenems (PASC) y € grupo 2 a todos los aislamientos de PA no sensibles a
los carbapenems (PANSC). Siguiendo los criterios de interpretacion del CLSI, se
considerd que las cepas de PA eran no sensibles a los carbapenems cuando su valor de
CMI era> 0 =8 ug/ml (CLSI, 2011).

Se incluy6é Unicamente un aislamiento por paciente de PASC o de PANSC;
aquéllos que tuvieron un aislamiento de PANSC con un aislamiento previo de PASC se
incluyeron unicamente en el grupo 2, considerandose e aislamiento indice la primera
cepa de PANSC aisada. Por tanto, aguellos pacientes en los que se aislé PANSC se
incluyeron en & grupo 2, aungue previamente hubieran presentado aislamientos de
PASC (Anexo. Tabla 1). Laidentificacion y estudio de sensibilidad se realizaron tanto

por métodos manuales como por métodos automatizados.
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3.1.12- METODOS DE IDENTIFICACION Y ESTUDIO DE
SENSIBILIDAD

La identificacion y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se realizaron
en € Servicio de Microbiologia de la CUN empleando métodos manuaes y

automéaticos.

La identificacion se llevd a cabo mediante € estudio de las caracteristicas
morfoldgicas de la colonia, pruebas manuales (fermentacion de la lactosa, produccion
de la enzima citocromo ¢ oxidasa y crecimiento en caldo Brain-Heart-Infusion a 37°C y
42°C), las galerias API® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) y mediante € sistema
automatizado Vitek® 2 (bioMérieux).

El sistema automatizado Vitek 2® identifica los microorganismos mediante la
interpretacion, por medidas colorimétricas, de las reacciones bioguimicas incluidas en
tarjetas suministradas por € fabricante del equipo. Para PA se emplearon las tarjetas

GNI, ID-GNB y GN, en funcién de las disponibles segin € afio de estudio.

De manera anadloga, las pruebas de susceptibilidad antibiética se realizaron
mediante pruebas manuales (métodos del antibiograma disco-placa y método del
Epsilon test) y pruebas autométicas (sistema Vitek 2®). El método de difusion en disco,
basado en € trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores, es una prueba que consiste en
enfrentar a un inéculo bacteriano sobre la superficie de un medio con agar a una
solucion antibidtica absorbida en discos de papel de filtro (Bauer y cols, 1966). Para
PA, e medio con agar empleado fue Mueller-Hinton con cationes gjustados (MH)
Becton Dickinson, Burlington, Estados Unidos). Transcurridas 18-24 horas de
incubacién a 35-37°C en atmosfera aerobia, se procedié ala medida del didmetro de los
halos de inhibicion del crecimiento bacteriano. Se interpreté como sensible, intermedio
0 resistente segun las categorias establecidas por €l CLSI.

El método del Epsilon test utiliza unatira de pléstico no poroso que incorpora un
gradiente de antimicrobiano equivalente a quince diluciones, denominada E-test (AB
Biodisk, Solna, Suecia), que se enfrenta a una solucion bacteriana inoculada en la
superficie de una placa con agar MH. Latira de E-test se deposita sobre la superficie del
agar y, de forma inmediata, se produce una difusion del antibiotico en el agar. Tras 18-
24 horas de incubacion a 35-37°C en atmosfera aerobia, se puede observar una zona de

inhibicién elipsoidal y simétrica que permite determinar la CMI mediante lectura
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directa. El valor de la CMI corresponde a punto en €l que & extremo de inhibicion del
crecimiento bacteriano intersecciona con latira de E-test (SEIMC, 2000).

La determinacion automatica de la sensibilidad se realizé mediante € sistema
Vitek 2®, gque esta basado en e método de la microdilucion mediante la lectura de la
turbidez. Para ello, un inéculo del microorganismo se enfrenta a los diferentes pocillos
de las tarjetas que contienen concentraciones crecientes de antibidticos. Las tarjetas
Vitek 2®, empleadas para los ensayos con PA durante este periodo fueron GN-519,
AST-N022, AST-N0O59 y AST-N114.

En estos ensayos, y siguiendo la normativa del CLSI, se estudi6 la sensibilidad
de PA alos principales antibioticos empleados en € tratamiento de infecciones por este
patogeno: Beta-lactamicos (ceftazidima, piperacilinaltazobactam, cefepime, imipenem,
meropenem, aztreonam), Aminoglucésidos (amikacina, gentamicina, tobramicina) y
quinolonas (ciprofloxacino).

3.1.1.3.- METODO ESTADISTICO

El andlisis estadistico se redizd con € paquete estadistico SPSS (Statistical
Package for Socia Sciencies) (SPSS Inc., Chicago, lllinois) versiéon 15.0 para

Windows.

Para € estudio de las categorias de sensibilidad, se empleo la prueba de Chi-
cuadrado vaorado mediante la p exacta o la prueba de Monte Carlo, mientras que para
el estudio de los valores de CM1 se emplearon las pruebas de la U de Mann-Whitney y
de Kruskal-Wallis. Para comprobar la existencia de una tendencia lineal, se emplearon

las pruebas de ANOV A y de regresion lineal mdltiple.
En todos los casos, € nivel de significacion o error a establecido fue 0,05.

Ademas, para estudiar la evolucion de la susceptibilidad antibidtica asociada a
cada afio, se recogié e pardmetro de residuos tipificados. Este se consideré como
significativo cuando su valor era superior a 1,96.

En e andlisis de la evolucion de los valores de CMI a los distintos
antimicrobianos a lo largo del periodo de estudio se incluyd e parametro eta2,
pardmetro que permite conocer € porcentgje de la varianza que es debida a la variacion
entre dos variables. Lainterpretacion de su valor se especificaen la Tabla 3.
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Tabla 3. Interpretacion de los valores de Eta® segiin el rango de valores.

Valor de Eta’ | ntepr etacion
0 Relacion nula
0-0,01 Relacion muy pequefia
0,01-0,09 Relacion pequefia
0,09-0,25 Relacion mediana
0,25-0,49 Relacion grande
0,49-0,81 Relacion muy grande
0,81-1 Relacion casi perfecta

3.1.2.- ESTUDIO DE LOS METODOS FENOTIPICOS DE DETECCION
DE METALO-BETA-LACTAMASAS

3.1.2.1.- CEPASUTILIZADAS

Durante e periodo comprendido entre e 1 de enero de 2002 y e 31 de
diciembre de 2009 se recogieron aidamientos clinicos de PANSC. Estas cepas se
conservaron a —80°C en viadles CRIOTECA® CLASICA (KPX06) (Microkit,
Vademorillo, Madrid, Espaiia) hasta su estudio (Anexo. Tabla 1).

Ademas de los aidamientos clinicos, se emplearon otras cepas bien

caracterizadas que se enumeran a continuacion:

- P. aeruginosa PAO1, proveniente de la Coleccion Espariola de Cultivo Tipo
(CECT 4122), caracterizada por presentar fenotipo salvaje.

- Cinco cepas de PA productoras de los 5 tipos de MBL més prevalentes
(VIM, SIM, GIM, SPM e IMP), todas €ellas cedidas por € Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander,
Espaiia).

3.1.2.2.- DETECCION FENOTIPICA DE LA PRESENCIA DE METALO-
BETA-LACTAMASAS

Se emplearon cuatro técnicas fenotipicas para estudiar la presencia de MBL,

todas ellas basadas en la capacidad del EDTA para quelar € zinc, cation imprescindible
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para que la enzima pueda gercer su actividad hidrolitica sobre € antibidtico. Si 1a cepa
es productora de MBL, la accidn enzimatica serdinhibida a poner e indculo bacteriano
en presencia de EDTA, aumentando asi la actividad del antibiético y disminuyendo €
valor desu CMI.

En estos cuatro ensayos se emplearon como controles negativo y positivo de
produccion de MBL la cepa salvaje PAOL y una cepa clinica productora de la MBL
VIM-2 (cepa CUN-3), respectivamente.

A .- E-test DE IMIPENEM/IMIPENEM MAS EDTA (MBL E-test®) (Walsh y
cols, 2002)

Se utilizaron tiras comerciales de MBL E-test® (AB Biodisk) que permiten

determinar €l valor de la CMI aimipenem solo (rango de concentraciones: 256-4 ug/ml)

y en presenciade EDTA (IPM+EDTA) (rango de concentraciones: 64-1 ug/ml IPM).

Para ello se prepard una suspension bacteriana inicial constituida por 1,5x10°
ufc/ml (DOsgsnm: 0,08-0,10) y se inoculd en tres direcciones sobre una placa de MH.
Sobre la superficie de esta placa, se depositd una tira de MBL E-test® y se incubo 18-
24 horas a 37°C en atmoésfera aerobia. Transcurrido este tiempo, se determiné €
cociente entre e valor de laCMI aimipenem y € vaor de laCMI ala combinacion de

imipenemy EDTA.

Siguiendo los criterios del fabricante, una relacion CMI imipenem/CMI
imipenem+EDTA >8 se consideré resultado positivo para produccion de MBL.
También se considerdé positiva la aparicion de un “hao fantasma’ en la placa
(“phamtom zone” en la literatura anglosgjona), es decir, un area de inhibicion del
crecimiento en la zona media de la tira. Por ultimo, también se ha descrito que la
excrecion de estas enzimas puede ocasionar una deformacion de la caracteristica elipse
del método E-test considerandose, por tanto, resultado positivo para esta prueba.
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B.- TEST DE MICRODILUCION SIMPLE PARA LA DETECCION DE
CEPAS PRODUCTORAS DE METALO-BETA-LACTAMASAS (Migliavacca y cals,

2002)

Se determind el valor de la CMI de las cepas a imipenem y meropenem en

presencia y ausencia de una mezcla compuesta por 0,4 mM EDTA (Sigma, Madrid,
Espafia) y 0,04 mM 1,10-fenantrolina (Sigma) (EDTA.Ph), agente que actla como
estabilizador del quelante.

Para ello, se prepararon diluciones seriadas de imipenem y meropenem en una
placa de microdilucién de 96 pocillos, utilizando caldo MH como diluyente hasta un
volumen final de 50 pl (rango de concentraciones: 512-1 ug/ml). A continuacion, se
prepararon 2 ml de un indculo bacteriano de manera que la concentracion final por
pocillo fuera de 5x10* ufc. Para ello se empled como diluyente MH o MH suplementado
con la solucion quelante EDTA.Ph. Por Ultimo, se inocularon en filas vecinas de
pocillos 50 pl de cada suspension bacteriana (rango final de concentraciones 256-0,5
pl/ml), se sellaron las placas de microdilucion con parafilm y se incubaron durante 18-
24 horas a 37°C en atmosfera aerobia. Pasado este tiempo, se leyd la Ultima
concentracion a la cual se producia inhibicion del crecimiento bacteriano para cada
antibidtico.

Los pocillos 11 y 12 se reservaron como control de esterilidad (para comprobar
la ausencia de contaminacién) y control de crecimiento (para comprobar que no se
produjo inhibicion del crecimiento bacteriano por causas distintas a las estudiadas),

respectivamente.

Para comprobar |a reproducibilidad de los resultados € estudio se realizd por
triplicado.

C.- HIDROLISIS DEL IMIPENEM Y SU POSTERIOR INHIBICION CON
EDTA (Lauretti y cols, 1999)

En este ensayo, la produccion de MBL se pone de manifiesto al medir
espectrofotométricamente la desaparicion de imipenem por hidrélisis en presencia de
una cepa productora de MBL, y la posterior inhibicion de esta hidrolisis cuando la

solucién de imipenem se combina con EDTA. Este método requiere la obtencion de un
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extracto celular enriquecido en MBL. Laextraccion y caracterizacion de este extracto se

describe a continuacion:

Extraccion de las proteinas

Se inocul 6 una colonia procedente de un cultivo fresco en 10 ml de MH caldo y
el cado se incubd 16-18 horas en atmoésfera aerobia a 37°C en agitacion.
Posteriormente, se inocularon 2 ml de este cultivo en 10 ml de MH y se volvié aincubar
en las mismas condiciones hasta que se alcanzo la fase exponencial de crecimiento
(DOsgsnm:  0,6-0,8). Se centrifugd durante 15 minutos a 2000 g, se desecho €
sobrenadante y se resuspendié e sedimento con una solucion 50 mM de &acido (2-
hidroxietil)-1-piperazineetanosulfonico (Hepes) (Sigma), pH 7,0. A continuacion, se
lavaron los extractos bacterianos con 2 ml de una solucién compuesta por 50 mM de
Hepes, pH 7,0 y 5 uM de sulfato de zinc, se centrifugd 5 minutos a 15700 x g y se
sonicé un total de 5 ciclos a maxima potencia en esta misma solucion de Hepes y
sulfato de zinc. Posteriormente, se centrifugd 5 minutos a 1600 g y se recogio €

sobrenadante.

Determinacion de proteinas

La determinacién de la cantidad de proteina presente en cada extracto se hizo
segun € método de Bradford, €l cual esta basado en €l cambio de color que se produce
cuando las proteinas se unen a un colorante (Bradford, 1976). Para esto, primero es
necesario elaborar una curva de calibracion en la que se utilizan diluciones de una
proteina pura de concentracion conocida (en este caso, seroabumina bovina) en un
reactivo que contiene el colorante (reactivo de Bradford, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, Estados Unidos). A continuacion, se aflade una alicuota de cada
extracto proteico y se mide la absorbancia a la misma longitud onda (595 nm).
Extrapolando estos datos de absorbancia en la curva patron se obtiene la cantidad

(ug/ml) de proteina presente en cada extracto.

M edida espectrof otométrica de la hidrélisis del imipenem

La medida espectrofotométrica de la hidrdlisis del imipenem se llevd a cabo en
un volumen de 1 ml de la solucion 50 mM de Hepes (Sigma), pH 7,0 suplementada con
5 uM de sulfato de zinc (Sigma) a 25°C, gjustando la concentracion final de proteinaas
Hg. La hidrdlisis de imipenem se midié a 297 nm durante 60 minutos usando una

concentracion inicia de 150 mM del antibidtico. Posteriormente, se repitié € ensayo
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con aquellas cepas que habian presentado una hidrdlisis significativa del imipenem,
afiadiendo a la cubeta de reaccion una solucién 0,4 mM de EDTA. Se considerd que la
cepa era productora de MBL si en este segundo ensayo la adicion del quelante inhibiala

hidrdlisis de dicho carbapenem.

D.- TEST DE SINERGIA DE DOBLE DISCO (Qu y cols, 2009)

Este test se realizo siguiendo |as recomendaciones establecidas por € CLSI para
el método de disco-difusion. Se preparé un inéculo bacteriano 1,5x10° ufc/ml y se
inocul6 en una placa de agar MH. Se depositaron un disco de imipenem (10 ug)
(Becton-Dickinson) y un disco de ceftazidima (30 pg) (Becton-Dickinson) a 10 mm
(borde a borde) de un disco de papel de filtro previamente impregnado con 10 ul de una
solucion 0,1 M EDTA.

Se consider¢ resultado positivo para la produccion de MBL la potenciacion del

halo de inhibicién generado entre los discos de antibidtico y quelante.

E.- TEST DE LOS DISCOS COMBINADOS (Beheray cols, 2008)

Este test también se redizd siguiendo las recomendaciones establecidas por €
CLSI para € método de disco-difusion. Se preparé un inéculo bacteriano a una
concentracion 1,5x108 ufc/ml, se inoculd en una placa de agar MH y, seguidamente, se
depositaron tres discos de imipenem (10 ug) (Becton-Dickinson). Dos de ellos se
impregnaron con dos soluciones de EDTA a distinta concentracion: uno se impregné
con 372,5 ug EDTA vy €l otro con 745 ng. El tercer disco no se impregnd con ningdn

quelante.

Se considerd resultado positivo para la produccion de MBL un aumento del
diametro del halo de inhibicion de los discos que contenian EDTA de a menos 6 mm
superior respecto a disco Unicamente contenia EDTA. Igualmente se analizaron los

aumentos de los halos de inhibicion de 7 y 8 mm.
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3.1.2.3- DETECCION DE GENES CODIFICANTES DE METALO-
BETA-LACTAMASAS

A.- EXTRACCION DEL ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO.

Se parti6 de cultivo de 1 UFC que se subcultivé en placas de agar sangre durante
18-24 horas a 37°C para asegurar la pureza del cultivo. Se resuspendieron varias
colonias en 200 ul de agualibre de DNA y RNA y se hirvieron 5 minutos a 100°C. Esta
suspension se dgjo enfriar, se centrifugé 3 minutos a 15700 g y € sobrenadante de esta

centrifugacion se recogio y se conservo a—20°C.

B.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) MULTIPLE
(Mendesy cols, 2007)

Los genes codificantes se detectaron mediante PCR mudltiple y posterior
secuenciacion de los amplicones. La reaccion de amplificacion se realizd en un volumen
final de 25 ul con las siguientes concentraciones finales: 2 ul de DNA, 2,5 ul de buffer
para PCR (10X PCR Gold Buffer, Applied Biosystems, Foster City, California, Estados
Unidos), 200 uM de DNTPs (PCR Nucleotide Mix 10 mM, Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos), 25 pM de cada cebador (Invitrogen, Barcelona,
Espaiia) (VIM-F, VIM-R, SIM-F, SIM-R, GIM-F, GIM-R, SPM-F, SPM-R, IPM-F e
IPM-R), 2 mM de Mg?* (Cl,Mg 25 mM, Applied Biosystems), 2,5 U de Taq polimerasa
(AmpliTag Gold 5 Ul/ul, Applied Biosystems) y agua libre de DNA y RNA
(Invitrogen) hasta completar el volumen final. Las secuencias de los nucléotidos de los
cebadores se detallan en la Tabla 4.

La amplificacion se realizo en e termociclador 2720 Thermo Cycler (Applied
Biosystems) con las siguientes condiciones de reaccion: un ciclo inicial de 5 minutos a
95°C, seguido de treintay cinco ciclos de 20 segundos a 94°C, 45 segundos a53°C y 30
segundos a 72°C, y un ciclo final de 7 minutos a 72°C.

Los productos de amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa (Pronadisa, Alcobendas, Madrid, Espafia) a 1% en buffer TBE (Invitrogen)
con 0,50 pg/mL de bromuro de etidio (Bio-Rad). La electroforesis se realizd durante 45

minutos a un voltaje constante de 100 V. Las bandas de amplificacion se visualizaron
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utilizando un transiluminador de luz ultravioleta y los tamafos de los amplicones se
calcularon mediante comparacion con un marcador de pesos moleculares de 100 pb
(100 bp Molecular Ruler, Bio-Rad) colocado en uno de los pocillos del gel. Se usaron
como controles positivos las cepas productoras de MBL tipos VIM-2, IMP-13, SIM-1,
GIM-1y SPM-1, y como control negativo la cepa salvaje PAOL.

C.- PURIFICACION Y SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS DE
AMPLIFICACION

Una vez visualizadas las bandas de los amplicones, € producto de amplificacion
obtenido se purificé mediante el kit GFX™ PCD and Gel Band Purification Kit (GE

Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las bandas purificadas se secuenciaron en la Unidad de Secuenciacion del
Centro de Investigacion Médica Aplicada (Pamplona). Las secuencias obtenidas se
analizaron mediante el programa Chromas Pro version 2.33 y posterior estudio
mediante la base de datos Basic Local Alignment Search Tool® (BLAST®).
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Tabla 4. Secuencias de nucledtidos de los cebadores empleados y tamafio esperado de los productos de la amplificacion .

Cebador Secuencia (5' - 3) Anzglt:;: on Uso
VIM-F GTTTGGTCCCATATCCCAAC 382 Amplificacion y secuenciacion del gen blay,
VIM-R AATGCGCAGCACCAGGATAG M
SPM-F CTAAATCGAGAGCCCTGCTTE 798 Amplificacion y secuenciacion del gen bla g
SPM-R CCTTTTCCGCGACCTTGATC M
SIM-F CTACAAGGGATTCGECATCG 569 Amplificacion y secuenciacion del gen bla gy,
SIM-R TGGCCTGTTCCCATGTGAG
GIM-F TCAATTAGCTCTTGEECTEAC 72 Amplificacion y secuenciacion del gen blag
GIM-R CGGAACGACCATTTGAATGG .
IMP-F GAATAGAATGGCTTAACTCTC 188 Amplificacion y secuenciacion del gen blay,
IMP-R ICCAAACCACTAGGTTATC P
proc-F CAGGCCEGECAGTTECTGTC 188 Normalizar la cantidad de RNA inicial empleado
proC-R GGTCAGGCGCGAGGCTGTCT
rep-F IIGCGCCGICATEAGEC Determinar relacion clonal de los aislamientos
rep-R ACGTCTTATCAGGCCTAC
mexB-F TTGATAAGGCCCATTTTCGCGT 310 Cuantificar la expresion del gen mexB
mexB-R TCTGCTGCTCGATCACCTGGA
ampC-F COCGACATGACAGGGECT 296 Cuantificar la expresion del gen ampC
ampC-R TCCAGGCCGCTGAGGATGGC
oprb-F CCCAGAGATAATTTCAAAACCAA 1384 Amplificacion y secuenciacion del gen oprD
oprD-R GTTGCCTGTCGGTCGATTAC
oprD2-F ACTTCACCGAGGGCAAGG o
ogrDz-R CAGAGTTGGCGAGGAAAATC 2% Secuenciacion del gen oprD
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3.1.24.- CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES
CODIFICANTES DE METALO-BETA-LACTAMASAS MEDIANTE PCR EN
TIEMPO REAL

A.- EXTRACCION DEL RNA

Se inocul 6 una colonia de cada cepa en estudio en 3 ml de caldo Luria-Bertani
(Pronadisa) y e caldo se incub6 18-24 horas a 37°C en agitacion. A continuacion, se
hizo una dilucién 1:100 en este mismo caldo y la nueva suspension se incubo en las
mismas condiciones hasta que se adcanzd la fase exponencia de crecimiento
(DOs95nm=0,6-0,8). Tras centrifugar € caldo 5 minutos a 15700 g, & sedimento se
resuspendi6 en e buffer TE y setrat6 con 4 ul de lisozima (Sigma) durante 3-5 minutos

atemperatura ambiente.

Posteriormente, y empleando 200 ul del extracto, se extrgo el RNA mediante el
kit RNeasy Mini (Quiagen, Barcelona, Espana) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Por ultimo, e RNA obtenido se traté con DNasas (DNA-free DNase
Treatmen& Removal; Ambion, Austin, Estados Unidos) para eliminar las posibles trazas
de DNA que pudieran contaminar el RNA, de manera que a retrotranscribirlo € Gnico

DNA complementario obtenido fuera Unicamente el proveniente del RNA.

Se comprobo que € tratamiento con DNasas habia sido eficaz mediante PCR
confirmando la incapacidad de amplificar un gen constitutivo presente en e genoma de
PA. Concretamente, en esta PCR se empled |la misma mezcla que en € apartado
3.1.2.3.B. pero con unos cebadores especificos para € gen proC (Tabla 4) (proC-F y
proC-R), que codifica para una pirrolina-5-carboxilato reductasa (proC) (Savli y cols,
2003). Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes. un ciclo de 5 minutos a
95°C, treinta ciclos de 30 segundos a 95°C, 60 segundos a 51°C y 30 segundos a 72°C, y
un ciclo final de 10 minutos a 72°C. La extraccion del RNA se realizdé como minimo por

triplicado, y los extractos se conservaron a—70°C hasta su retrotranscripcion.
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B.- RETROTRANSCRIPCION DEL RNA

La cantidad de RNA presente en cada muestra se cuantificd con e equipo
Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Estados Unidos).
A continuacion, se retrotranscribié empleando €l kit iScript cDNA Synthesis® (Bio-
Rad) o mediante la siguiente mezcla de PCR: 2 ug de RNA, 2 mM de DNTPs
(GeneAmp, Applied Biosystems), 50 uM de Random Hexamers Primers (GeneAmp,
Applied Biosystems), 0,1M de DTT (Invitrogen), 40 U de rRNAsine (Promega), 200 U
de M-MLV (Invitrogen), todo disuelto en buffer (Invitrogen) y en agua para Biologia
Molecular en un volumen final de 50 ul. Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes. 60 minutos a 37°C y 5 minutos a 95°C. EIl DNA complementario (CDNA)

obtenido se amacen6 a—20°C hasta su amplificacion.

C.- CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN blayw.2 MEDIANTE
PCR EN TIEMPO REAL

Se cuantificaron los cDNA del gen blay -2 mediante PCR en tiempo rea (qRT-
PCR) usando € sistema ABI 7000 Real Time PCR (Applied Biosystems). La mezclade
reaccion fue la siguiente: 1X SYBR Premix Ex Taq (Bio-Rad), 0,1 uM de ROX Il, 0,2
uM de cada cebador (VIM-F y VIM-R) (Tabla 4), una cantidad igual o inferior a1 ug
de DNA, y agualibre de DNA y RNA (Invitrogen) en cantidad suficiente para 20 pl.

Para corregir errores en la cuantificacion debidos a diferencias en la cantidad
inicial de RNA total empleado y poder comparar los resultados obtenidos entre las
distintas cepas, se empled como control interno de lareaccion € gen de referencia proC,
siendo la mezcla de PCR la misma que la descrita para €l gen blayv-2 pero empleando
los cebadores proC-F y proC-R (Tabla 4).

Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: un ciclo de 10 minutos a

95°C, y cuarenta ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.
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Laexpresion del gen blayu-2 se cuantificd mediante las siguientes formulas:

AACT = ACT¢ - ACT¢ = (CTgp —CTg)cp - (CTgp—CTgo)er

FC = RQ = 24D

siendo “cp” la cepa problema (los distintos aislamientos clinicos), “cr” la cepa de
referencia (PAOL), “gp” & gen cuya expresion se esta estudiando (blayiv-2), “gc” € gen
constitutivo (proC) y “CT” e primer ciclo de la gRT-PCR en € que se detect6 €
producto amplificado. Asi, CT fue inversamente proporciona ala cantidad de RNA de
partida. FC (fold change) fue e nimero de veces que aumento la expresion en estudio

respecto a control interno o gen housekeping.

De esta manera, se calcul6 larelacion de la expresion entre el gen en estudio y €
gen congtitutivo y, a su vez, la expresion relativa de cada gen con respecto a la
expresion del mismo gen en la cepa control PAOL. Dado que no existe expresion basal
de los genes que codifican paralas MBL, toda expresion superior a la presentada por la

cepa control PAO1 se considerd como un resultado positivo.

3.1.2.5- METODO ESTADISTICO

Se calcul6 lasensibilidad, 1a especificidad, € valor predictivo positivo y € valor
predictivo negativo para € test de microdilucion simple, los E-test MBL® y test de

sinergia de discos, considerando como gold standard e resultado aportado por 1a PCR.

3.1.3.- ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A DORIPENEM

Para este estudio se emplearon las mismas cepas que las especificadas en €
apartado anterior, es decir, aisamientos clinicos de PANSC recogidos durante el
periodo entre e 1 de enero de 2002 y & 31 de diciembre de 2009, incluyendo solo €
primer aislamiento por paciente 0 aislamientos con distinto patron de resistencia
antibidtica (Anexo. Tablal).

Se estudié la susceptibilidad de los antibidticos a los tres principales

carbapenems:. imipenem, meropenem y doripenem. Para determinar € valor delaCMI a
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imipenem y meropenem se utilizé e méodo de microdilucion en caldo siguiendo las
recomendaciones del CLSI, mientras que para doripenem se emplearon tiras de E-test
(AB Biodisk) siguiendo las instrucciones del fabricante. El valor de la CMI de los tres
carbapenems se interpret6 siguiendo los criterios establecidos por EUCAST (EUCAST,
2011) y CLSI (CLSI, 2011).

Ademas, los resultados de CMI también se interpretaron empleando 1os puntos
de corte utilizados en la bibliografia para doripenem (Tabla 5) (sensible s CMI <4
ug/ml, resistente ss CMI >16 ug/ml). En un principio, en ausencia de puntos de corte
disponibles para doripenem, se asumieron los mMismos gue para imipenem Yy
meropenem, considerando |os mismos parametros PK/PD (Chen y cols, 2005; Fritsche y
cols, 2005; Jean y cols, 2010; Jones y cols, 2004a; Jones y cols, 2004b; Jones y cols,
2005; Scheetz y cols, 2009; Zhanel y cols, 2011). El objetivo de incluir estos puntos de
corte en nuestro estudio fue poder comparar nuestros resultados con |los publicados por

estos autores.

Se calcularon los valores de CMI alos que se inhibia e crecimiento del 50% y
del 90% de las cepas estudiadas (CMIsg Yy CMIgg, respectivamente) para imipenem,
meropenem y doripenem, asi como € porcentaje de cepas con categoria de
susceptibilidad sensible, intermedia y resistente. Ademas se caculd € ratio de
discordancia definiendo discordancia como la susceptibilidad a un carbapenem con no
susceptibilidad simultdnea a otro carbapenem. Los valores de CMI se interpretaron de
acuerdo alas mismas recomendaciones: EUCAST, FDA o bibliografia.

Tabla 5. Puntos de corte empleados en este estudio para interpretar los valores de las
CMI de las cepas frente aimipenem, meropenem y doripenem.

Puntosde corte; CMI (mg/L)
Carbapenem Bibliografia FDA EUCAST
S I R S S R
Imipenem <4 8 >16 <4 <4 >8
Meropenem <4 8 > 16 <4 <2 >8
Doripenem <4 8 > 16 <2 <1 >4
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3.1.4- CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE
RESISTENCIA EN AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa
NO SENSIBLESA LOSCARBAPENEMS

3.1.4.1.- CEPASUTILIZADAS

Se hizo una segunda seleccion de los aislamientos de PANSC estudiados en los

apartados 3.1.2. y 3.1.3 (Anexo. Tabla 1) atendiendo alos siguientes criterios:

1. Cepas no sensibles a doripenem, segun los criterios establecidos por

EUCAST (sensible si CMI <1 ug/ml, resistente si CMI >4 pug/ml).
2. Cepas no relacionadas clonalmente (ver apartado 3.1.4.2.).

3. Cepas productoras de MBL.

3.1.4.2.- RELACION CLONAL DE LOSAISLAMIENTOS (Rep-PCR)

Larelacion clona de los aislamientos se determiné mediante Rep-PCR (Vilay
cols, 1994). Esta técnica permite tipificar molecularmente las cepas pudiendo
determinar s se trata del mismo aislamiento. Se basa en amplificar unas regiones muy
conservadas y repetidas del genoma denominadas regiones extragenicas palindrominas
(Rep) (Stern y cols, 1984; Versalovic y cols, 1991), también caracterizadas por ser de
pequefio tamafio (menos de 200 pb), no codificantes e intergénicas (Lupski y cols,
1992).

La extraccion del DNA se realizo siguiendo los pasos descritos en e apartado
3.1.2.3.A., y la mezcla de reaccion fue la siguiente: 2 ul de DNA, 2,5 ul de buffer 10X
(Applied Biosystems), 200 uM de DNTPs (Promega), 2 mM de MgCl, (Applied
Biosystems), 25 pM de cada cebador (rep-F y rep-R) (Tabla 4) y 2,5 U de Taq
polimerasa (Applied Biosystems), todo disuelto en agua hasta un volumen fina de 50
ul.

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo mediante treinta ciclos de 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 40°C y 8 minutos a 65°C, con una extension final de 16 minutos a
65°C. Los amplicones (20 pl) se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y

se visuadizaron como se describio anteriormente (ver apartado 3.1.2.3.B). Dos
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aislamientos se consideraron como no relacionados genéticamente cuando se detectaron
dos 6 més bandas de diferencia entre ellos (Rodriguez y cols, 2010).

3.1.4.3.- DETECCION DE LA SOBREEXPRESION DE MexAB-OprM E
HIPERPRODUCCION DE AmpC

Para cuantificar la expresion de los genes mexB y ampC se siguieron 10s mismos
protocolos de extraccion y retrotranscripcion del RNA descritos en los apartados
3.1.24.A.y 3.1.2.4.B. Para amplificar e gen mexB se emplearon los oligonucl éotidos
mexB-F y mexB-R (Mc Cay y cols, 2010), mientras que para amplificar el gen ampC se
disefiaron cebadores que hibridaban con regiones conservadas de las secuencias de
ampC recogidas en GenBank y procedentes de aislamientos clinicos (ampC-F y ampC-
R) (Tabla4). Lamezclay condiciones de reaccion fueron las mismas que las detalladas
en € apartado 3.1.2.4.C. La expresiéon de los genes mexB y ampC se cuantifico de
manera andloga a la anteriormente descrita para el gen blayv-2 (apartado 3.1.2.4.C). Los
criterios establecidos para determinar la sobreexpresion de MexAB e hiperproduccién
de AmpC se especifican en la Tabla 6, siguiendo o descrito por otros autores (Cabot y
cols, 2011).

Tabla 6. Interpretacion de los resultados obtenidos en la técnica gRT-PCR comparando
los niveles de expresion entre e RNA de las cepas clinicas y la cepa de referencia
PAOL.

I nter pretacion amp C*2 mexB °
Sobreexpresion > 10 >3
Dudoso 5-10 2-3
No sobreexpresion <5 <2

% os valoresindican € niimero de veces que el gen se expresa en
la cepa en estudio respecto ala cepa de referencia PAOL.
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3.1.4.4.- DETECCION DE MUTACIONES INACTIVANTES EN EL GEN
oprD (Rodriguez y cols, 2010)

A.- EXTRACCION Y AMPLIFICACION

El DNA de las cepas se extrgjo siguiendo e protocolo explicado en € apartado
3.1.23A. y & gen oprD completo se amplificé empleando la siguiente mezcla de
reaccion: 2 ul de DNA, 2.5 ul de buffer 10X (Applied Biosystems), 200 uM de DNTPs
(Promega), 2 mM de MgCl, (Applied Biosystems), 25 pM de cada cebador (oprD-F y
oprD-R) (Tabla 4) y 2,5 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems), todo disuelto en

agua hasta un volumen final de 50 pl.

Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: un ciclo de 5 minutos a
95°C, treinta ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C y 2 minutos a 72°C, y
un ciclo final de 10 minutos a 72°C. 20 ul de los productos de amplificacion se
visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa (Pronadisa) al 1% con 0,5 mg/I
de bromuro de etidio (Bio-Rad) durante 45 minutos a un voltaje constante de 100 V.

B.- SECUENCIACION Y ANALISIS

Los productos de amplificacion se purificaron utilizando el kit GFX™ PCD y
el Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante.
L as bandas purificadas se remitieron para su secuenciacion ala Unidad de Investigacion
del CIMA. La secuenciacion de oprD se realizé empleando 2 pares de cebadores, uno
para € gen completo (oprD-F y oprD-R) y otro especifico para una regién interna del
gen (oprD2-F y oprD2-R) (Tabla 4).

Las secuencias nucleotidicas fueron transcritas a secuencias aminoacidicas
mediante e programa Genious. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se
alinearon y compararon con las de la cepa de referencia PAO1 empleando la aplicacién
BLAST.
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3.1.45- ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS DE
MEMBRANA EXTERNA MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO SODICO (SDS-PAGE)

A.- EXTRACCION DE LAS PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA
(Mushtaq y cols, 2004)

Se inocul 6 una colonia procedente de un cultivo puro en 15 ml de caldo Luria
Bertani y se incubd durante 18-24 horas 37°C en atmosfera aerobia en agitacion.
Transcurrido este tiempo, se realizo una dilucion 1:100 de los indeulos en dicho caldo y
se incubaron de nuevo en las mismas condiciones hasta alcanzar fase logaritmica de
crecimiento (aproximadamente 5 horas) (DOsgsim=0,6-0,8). A continuacion, se
centrifugaron las suspensiones durante 15 minutos a 1600 g y se eimindé €
sobrenadante. Las células se lisaron con una solucién de TrissMg buffer (10 mM de
TrisHCl y 5 mM de MgCl, apH 7,3) y € lisado se sonico durante 5 ciclos de 30
segundos a maxima potencia. La solucion obtenida se centrifugd 5 minutos a 2300 g y
se recupero e sobrenadante, que se volvié a centrifugar durante 30 minutos a 13000 g a
4°C. El sobrenadante de esta centrifugacion se desechd y € sedimento se traté con 800
pl de sarcosil al 2% (N-lauril sarkosina), se volvié a centrifugar 30 minutos a 13000 g a
4°C y selavo con 1 ml de Tris-Mg buffer. Tras una dltima centrifugacion de 30 minutos

a 13000 g y a 4°C, el sedimento se resuspendio en 40 pul de Tris-Mg buffer.

B.- DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacion de las proteinas se hizo segin e método de Bradford,

siguiendo € protocolo descrito en € apartado 3.1.2.2.C.

C.- SDS-PAGE.

Se gjusto la cantidad de proteina presente en cada extracto a una concentracion
final de 0,25 pg/ul, afadiendo B-mercaptoetanol y el buffer de carga e hirviendo los
extractos 5 minutos a 100°C con € fin de desnaturalizar las proteinas. Se emplearon
geles de poliacrilamida comerciales (Mini-PROTEAN TGX Gels, Bio-Rad), que se

cargaron con 20 pl de cada extracto proteico o con 10 pl del marcador de pesos
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moleculares (Precision Plus Protein Dua Color Standards, Bio-Rad). Como solucién de
electrodo se usd TrissHCI 30 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y dodecilsulfato sédico
(SDS) a 0,1%, empleando agua fria como diluyente. Las condiciones de e ectroforesis
fueron las siguientes: 30 mA durante aproximadamente 30 minutos seguido de 20 mA

durante aproximadamente 2 horas.

D.- TINCION DE PROTEINAS

Los geles se tifieron con Azul Comassie (solucion compuesta por 0,2 gr de azul
de Coomassie, 90 ml de una solucién 1:1 de metanol y agua, y 10 ml de écido acético
glacia) durante 30 minutos en agitacion, y seguidamente se destifieron con una solucion
1:1 de metanol-agua a 45% y é&cido acético a 10% en dos ciclos de 20 minutos,

seguido de dos ciclos de lavado de 2 minutos en agua ultrapura.

Los patrones de expresion de OprD de los aislamientos clinicos se compararon

con los de la cepa de referencia PAOL y los de un mutante deficiente en OprD.
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3.2- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A
INFECCION POR Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A CARBAPENEMS

3.2.1.- DISENO DEL ESTUDIO

3.2.1.1.- TIPO DE ESTUDIO Y AMBITO DE DESARROLLO

Se llevé a cabo un estudio retrospectivo caso-control-control en la Clinica
Universidad de Navarra (CUN). Se trata de un hospital universitario terciario, que
consta de 350 camas y que atiende alrededor de 15000 ingresos a afo. Cuenta con todas
las especididades médicas asi como hospital de dia para administracion de
quimioterapia y otros tratamientos de administracion intravenosa, radioterapia, hospital

de hemodidlisisy consultas externas.

Laduracion del estudio fue de 8 afios, durante el periodo comprendido entre el 1
de enero de 2002 a 31 de diciembre de 2009 (Anexo. Tabla1).

3.21.2.- SUJETOSDEL ESTUDIO

A.- CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron en e estudio todos los pacientes que tuvieron aislamiento de
PANSC durante € citado periodo de estudio. No se excluyeron del estudio los menores
de 18 afios, los adultos mayores 65 ni las embarazadas. Se seleccionaron 2 pacientes
control por cada paciente caso. Para empargar cada caso con sus controles, se

emplearon |os siguientes criterios:

1. Mismo origen de la muestra. La significacion clinica y consecuente
antibioterapia administrada al paciente varia en funcion de lalocalizacion del
foco de infeccion. Por tanto, es necesario que € empargamiento incluya

muestras gque procedan del mismo origen.

2. Afo de aidamiento. Durante los 8 afios que duro el estudio retrospectivo se

produjeron modificaciones en los protocolos clinicos. Para evitar que estas
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variaciones pudieran provocar sesgos en nuestro estudio, se seleccionaron

los controles mas cercanos en e tiempo.

3. Ambito de aislamiento. Dado que las caracteristicas y la presion antibiotica
varia mucho en pacientes hospitalizados o comunitarios, los casos y los
controles se empargjaron en funcion del dmbito en e que se encontraba el
paciente en el momento del aislamiento.

B.- CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio aguellos pacientes caso en los que no fue posible
realizar un empargamiento con 2 controles que cumplieran los citados criterios de
inclusion. También se descartaron aquellos casos de los que no se pudieron recoger
todas las variables incluidas en el estudio, asi como los aislamientos obtenidos de

necropsias.

3.2.1.3.- DEFINICIONES

A.- CASOSY CONTROLES.

Se definié como paciente caso todo paciente con aislamiento clinico de PANSC
- CMI a imipenem y/o meropenem >8 ng/ml — obtenido durante el periodo de estudio.
Para cada paciente caso de seleccionaron 2 pacientes control: paciente control 1y

paciente control 2.

Se definié como paciente control 1 a paciente con aislamiento clinico de PASC
mas proximo en e tiempo, en la misma muestra de origen y € mismo ambito de
aislamiento gue su correspondiente caso.

Del mismo modo, se definié como paciente control 2 a paciente con cultivo
positivo para un microorganismo diferente a PA aislado en la misma muestra, en €
mismo ambito y o mas cercano temporamente de entre todos los cultivos positivos
obtenidos en la CUN en este periodo de tiempo. Se seleccionaron los 2
microorganismos mas prevaentes por cada tipo de muestra y, de entre éstos, se

escogieron segun |os citados criterios |os correspondientes pacientes control 2.
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B.- AMBITO DE AISLAMIENTO

Siguiendo los criterios de infeccion nosocomia establecidos por Centers for
Disease Control and Prevention de Atlanta (CDC), los aislamientos se definieron como
de origen nosocomia cuando la recogida de la muestra se produjo transcurridas las
primeras 48 horas de hospitalizacion. Los procedentes de pacientes no hospitalizados o
en pacientes hospitalizados menos de 48 horas se consideraron como de origen

comunitario (Garner y cols, 1988).

Siguiendo los criterios de Friedman y colaboradores (Friedman y cols, 2002), y
modificados seglin los criterios publicados por Rodriguez-Bafio y colaboradores
(Rodriguez-Bafio y cols, 2010), los aislamientos se consideraron asociados a cuidados
sanitarios (ACS) s cumplian alguna de las siguientes condiciones: si € paciente recibia
tratamiento intravenoso, cuidado de heridas o asistencia de enfermeria especializada a
domicilio o en el hospital de dia durante los 30 dias previos a aislamiento indice, s €
paciente acudia a un hospital o clinica de hemodidlisis o habia estado hospitalizado
durante un periodo >2 dias en un hospital de asistencia aguda o en una residencia de o
centro de cuidados cronicos durante e afio anterior a aidlamiento indice (Rodriguez-
Bafio y cols, 2010).

C.- EXPOSICION RECIENTE Y EXPOSICION NO RECIENTE

Se consider6 como “exposicion reciente” a una variable dada cuando € periodo
de tiempo transcurrido entre el aislamiento indice y la exposicion fue igua o inferior a
30 dias (Gasink y cols, 2007; Kang y cols, 2003; Lautenbach y cols, 2006; Lodise y
cols, 2007; Pefa y cols, 2009; Suarez y cols, 2009; Suarez y cols, 2010; Tacconelli y
cols, 2009).

Se considerd como “exposicion no reciente” cuando € paciente estuvo expuesto
a una variable dada en algiin momento en el periodo comprendido entre e mesy los 12
meses previos a la recogida de la muestra de procedencia del aislamiento indice (Eagye

y cols, 2009; Harrisy cols, 2002a; Ohmagari y cols, 2005; Zavascki y cols, 2005).
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D.- INDICE DE COMORBILIDAD DE CHARLSON

Para poder determinar e efecto que una enfermedad o enfermedades
concomitantes gjercen sobre la enfermedad primariay éstas a su vez sobre la esperanza
de vida del paciente, se emplean distintos indices que permiten cuantificar el estado del
paciente en un determinado momento; por g emplo, es aceptado € empleo del indice
APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I1) en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI).

En este estudio se empled e indice de comorbilidad de Charlson que predice la
mortalidad para un paciente que puede tener varias comorbilidades asignando una
puntuacién de 1, 2, 3 6 6 puntos en funcion del riesgo, hasta un total de 22 condiciones
(Charlson y col., 1987). Las condiciones estudiadas para calcular este indice son las
siguientes. edad (en afos), SIDA (presente 0 ausente), enfermedad cerebrovascular
(presente o ausente), enfermedad pulmonar crénica (presente o ausente), insuficiencia
cardiaca congestiva (presente o ausente), enfermedad del tejido conectivo (presente o
ausente), demencia (presente o ausente), hemiplgjia (presente o ausente), leucemia
(presente o ausente), linfoma (presente o ausente), infarto de miocardio (presente o
ausente), enfermedad vascular periférica (presente o ausente), Ulcera (presente o
ausente), diabetes mellitus (ausente, presente sin afectacion de 6rganos o presente con
afectacion de Organos), tumor de organo solido (ausente, presente no metastasico o
presente metastasico), enfermedad hepética (ausente, leve, moderada o grave) y

enfermedad renal (ausente, leve, moderada o grave).

La insuficiencia hepética crénica se clasificd en funcion de la actividad
histologica (o indice Knoll) y el indice de fibrosis. En pacientes afectos de cirrosis, se
empled € indice Child-Pugh para determinar |a gravedad de la enfermedad. Este indice
estudia diferentes parametros (ascitis, bilirrubina, albumina, tiempo de protrombina y
encefalopatia) (Tabla 7) y, en funcidn de estos valores, les asigna una puntuacion para
determinar en grado de la enfermedad (Tabla 8 (Pugh y cols, 1973). En aquellos
pacientes de los que no se disponia de estudio anatomopatologico, la gravedad de la

insuficiencia hepatica se valoroé clinicamente.
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Tabla 7. Vaores de los parametros estudiados para calcular la escala de Child-Pugh y
puntuacion asignada.

, Puntos asignados

Parametros
1 2 3

Ascitis Ausente Leve Moderada
Bilirrubina (mg/dL) <2 2-3 >3
Albumina (g/dL) >3,5 2,8-35 <2,8
Tiempo de protrombina

Segundos sobre € control 1-3 4-6 >6

INR (indice internacional hormalizado) <18 1,8-2,3 >2.3
Encefalopatia No Grado 1-2 Grado 3-4

Tabla 8. Interpretacion de la puntuacion asignada y pronéstico de vida estimado .

Supervivenciaal  Supervivenciaa
Grado Puntos = POL7 (%) o8 10 aos (%)
A: enfermedad bien compensada 5-6 100 85
B: compromiso funcional significativo 7-9 80 60
C: enfermedad descompensada 7-9 80 60

La insuficiencia hepatica aguda se considerd grave cuando estaba asociada a un
deterioro del tiempo de protrombina menor del 50% o un indice normalizado
internacional (INR) igual al1,5.

La gravedad de la enfermedad renal se clasificd segun los criterios establecidos
por la sociedad americana National Kidney Foundation que determina 5 estadios en
funcion de latasa defiltrado glomerular (Tabla9) (National Kidney Foundation, 2002).

Tabla 9. Clasificacion de los estadios de dafio renal en funcion ddl filtrado glomerular
(FG) establecida por National Kidney Foundation (2002).

Estadio  FG (mL/min/1,73m? Descripcion
1 >90 Dario renal con FG normal
2 60-89 Dario renal, ligero descenso del FG
3 30-59 Descenso moderado del FG
4 15-29 Descenso grave del FG
5 <15odidlisis Predidlisiddidlisis

%G: Filtrado glomerular.

66



Pacientes, material y métodos

Latasa defiltracion glomerular (FG) se calculd empleando una férmula derivada
de la descrita por Cockcroft-Gault (Cockcroft y Gault, 1976), modificada segin €
estudio “Modification in Diet in Renal Disease” (MDRD) (Levey y cols, 1999). De

entre las posibles, se empleo la ecuacion MDRD-4 (Graciay col., 2006):

FG = 175 x (Creatinina sérica)*** x [edad]®?®x [0,742 s mujer] x [1,210

S razanegra]

Esta ecuacion es la recomendada en la actualidad debido a la facilidad de
implementacion en los informes de laboratorio y la sensibilidad en la deteccidn precoz
delainsuficienciarenal.

En aguellos pacientes en |os que se analizo |a presencia de productos patol 6gicos
en la orina, la microalbuminuria se interpretdé como dario renal estableciéndose como €l

marcador mas sensible para este estudio.

Analizando en conjunto estas condiciones, se obtiene un indice que cuantifica la
gravedad del paciente, denominado indice de Charlson. Este pardmetro se empled para

valorar €l estado de la comorbilidad del paciente en el momento del aislamiento indice.

3.22- METODOS DE IDENTIFICACION Y ESTUDIO DE LA
SUSCEPTIBILIDAD DE LOSMICROORGANISMOS

La identificacion y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de los
microorganismos se realizaron en e Servicio de Microbiologia de la CUN mediante
métodos manuales y autométicos, como se explico en e apartado 3.1.1.2. Ademés, para
identificar los microorganismos del grupo control 2, se emplearon las pruebas
bioquimicas propias de cada género y especie microbiana asi como las galerias API®,
especificas para cada grupo de microorganismos. Asimismo, se usoO € sistema Vitek® 2
paralaidentificacion automatica, empleando las tarjetas GP e ID-GPC paralas bacterias

grampositivasy las tarjetas indicadas en €l apartado 3.1.1.2 paralas gramnegativas.

También se emplearon los métodos manuales del antibiograma disco-placa, del
Epsilon test y e sistema automatizado Vitek® 2 para determinar la susceptibilidad
antibidtica. Ademas de los citados en el apartado 3.1.1.2, se emplearon otros medios de

cultivo (como el agar sangre o el MH sangre) en € caso de los métodos manuales, y
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otras tarjetas (AST-P524 y AST-P589 para Enterococcus spp.; AST-P523, AST-P536 y
AST-P559 para Staphylococcus spp.; y AST-N020, AST-NO58 y AST-N112 para

enterobacterias) paralos ensayos con antibioticos en € sistema Vitek® 2.

3.2.3.- VARIABLESINCLUIDASEN EL ESTUDIO Y DEFINICIONES

Se recogieron retrospectivamente las variables demogréficas y clinicas de los
pacientes incluidos en el estudio. Los datos se obtuvieron revisando las historias clinicas
através del sistemainformatico SICUN y de la documentacion clinica generada durante
la asistencia de cada paciente conservada en formato papel y custodiada por e Servicio
de Archivo de la CUN.

A- FACTORES DE RIESGO INTRINSECOS

Seincluyeron las siguientes variables:
- Edady sexo.

- Patologia base y patologias concomitantes. Se evaud la presencia de alguna
de las siguientes comorbilidades: enfermedad hepética, enfermedad renal,
obstruccion  biliar, enfermedad cardiaca, enfermedad cerebrovascular,
enfermedad neurol dgica, enfermedad pulmonar crénica, tumor de 6rgano solido,
neoplasia de médula 6sea, transplante de 6rgano solido, transplante de médula,
diabetes mellitus, VIH y neutropenia. La comorbilidad del paciente, calculada
empleando € indice de Charlson (ver apartado 3.2.1.2.C), se determiné en €

momento de recogida de la muestra en las que se aisl0 e microorganismo indice.

B- FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON LA
HOSPITALIZACION

Se incluyeron como variables en e estudio los factores relacionados con €

tiempo de hospitalizacion. Concretamente, se incluyeron |os siguientes parametros.

- Diasdeingreso en hospital durante e afo anterior a aislamiento indice (en

el mismo o distinto centro hospitalario).
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- Ambito de aisamiento: nosocomial, comunitario o asociado a cuidados
sanitarios (ver apartado 3.2.1.2.B).

- Diasdeingreso totales. calculados desde e ingreso hospitalario en e mismo u
otro centro hasta e momento del alta hospitalaria, traslado a otro hospital o
centro de cuidados, o fallecimiento del paciente.

- Diasdeingreso previosal aisamiento (time at risk): tiempo transcurrido desde
el ingreso hospitalario en e mismo u otro centro hasta la recogida de la muestra

en laque se a6 & microorganismo indice.

- Dias de ingreso en UCI: calculados desde € ingreso en esta unidad hasta e
momento del ata hospitalaria o ata a planta de hospitalizacion, traslado a otro

hospital o centro de cuidados o fallecimiento del paciente.

- Dias deingreso en UCI previos. tiempo transcurrido desde el ingreso en esta
unidad hasta la recogida de la muestra en la que se aislé e microorganismo

indice.

C- FACTORES DE RIESGO EXTRINSECOS

Seincluyeron las siguientes variables:

- Cirugias y procedimientos invasivos. Se recogieron las cirugias y
procedimientos invasivos realizados durante los 30 dias previos a aislamiento

indice (nUmero, tipo y nimero de dias previos a aislamiento).

- Ventilacion mecénica y traqueostomia. Se registré el nimero de dias que €
paciente requirié ventilacion mecanicay € nimero de dias que fue portador de

traqueostomia durante los 30 dias previos a aislamiento objeto de estudio.

- Catéter venoso central (CVC) y nutricion parenteral. Se registro e nimero
de dias de uso de CVC y de administracion de nutricion parenteral a través de
ellos durante los 30 dias previos a aidamiento indice. Cuando € paciente
presentaba més de un CVC insertado, se sumo el nimero de dias de cadaCVCy

se considero la suma de ambos como la variable de estudio.

- Catéter urinario. Se registro € nuimero de dias de uso de catéter urinario

durante los 30 dias previos a aislamiento indice.
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Sonda nasogastrica. Se recogieron los dias de uso de sonda nasogastrica

durante los 30 dias previos a aislamiento indice.

Ostomia y drenajes. Se recogieron los dias de uso de ostomias (colostomia,
gastrostomia, ileostomia, nefrostomia, urostomia y yeyunostomia) y drenajes
(abdominal, cerebral, cervical, y torécico, principamente) durante los 30 dias
previos a aislamiento indice. Al igua que paralos CVC, en € caso de que €
paciente fuera portador de més de una ostomia y/o drengje, se sumé € nimero
de dias de cada dispositivo y se consideré como variable de estudio la suma de

ambos.

Hemodidlisis o dialisis peritoneal. Se estudié s los pacientes habian sido
hemodializados o hemofiltrados en los 30 dias previos a aislamiento indice.
Corticoides, inmunosupresores, quimioterapia y radioterapia. Se estudio s

los pacientes habian recibido estos tratamientos en los 30 dias previos a

aislamiento indice.

D- CONSUMO ANTIBIOTICO

En este estudio se analizd € consumo antibiético por cada paciente durante los

30 dias previos a aislamiento objeto de estudio. Los datos que se recogieron fueron:

Tipo de antibidtico o grupo de antibiéticos empleado. Para poder redizar €

estudio, se agruparon los antibioticos en |os siguientes grupos:

1

2.

Penicilinas antiestafilocdcicas, penicilinas isoxazdlicas: cloxacilina.
Aminopenicilinas; ampicilina, amoxicilina.
Asociaciones de betalactdmicos e inhibidores de betalactamasas (IBL):

amoxicilina-acido clavulanico, piperacilina-tazobactam.
Cefaosporinas:

Cefalosporinas de amplio espectro (CEF-AE):
- Cefalosporinas de 12 generacion: cefazolina, cefaotina
- Cefalosporinas de 22 generacion: cefuroxima, cefonicid.

Cefalosporinas de espectro extendido (CEF-EE):
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- Cefa osporinas de 32 generacion: ceftazidima, ceftriaxona.
- Cefa osporinas de 42 generacion: cefepime.
5. Carbapenems: imipenem, meropenem, ertapenem.
6. Aminoglucésidos: amikacina, gentamicina, tobramicina.
7. Macrdlidos:. claritromicina, azitromicina
8. Lincosamidas: clindamicina
9. Glucopéptidosy lipopéptidos. vancomicina, teicoplanina, daptomicina.
10. Oxazolidindinonas: linezolid.
11. Tetraciclinas y glicilglicinas: doxicicling, tigecliclina.
12. Quinolonas: ciprofloxacino, levofloxacino.
13. Asociaciones de diaminopirimidinas y sulfamidas: trimetroprim-sulfametoxazol.
14. Nitroimidazoles. metronidazol.
15. Quimiotergpicos urinarios. fosfomicina, nitrofurantoina, norfloxacino.
16. Polimixinas: Colistina.

Posologia de cada antibiético: dosis en miligramos (mg) e intervalo de dosificacion,

en horas.
Duracion del tratamiento, en dias.

Consumo antibidtico total, en mg: se calculé6 multiplicando €l nimero de nimero

de mg administrados por €l nimero de dosis.

3.24.- ESTUDIO DE LA MORTALIDAD

Se recogieron los datos de los pacientes que fallecieron durante los 30 dias

posteriores a ultimo aislamiento relacionado con € aislamiento objeto de estudio. Se

considerd que se trataba de la misma cepa cuando ambos aislamientos presentaban el

mismo perfil de susceptibilidad antibidtica

Ademas, se estudio s estos fallecimientos eran atribuibles a aislamiento objeto

de estudio, es decir, si €l falecimiento se produjo a causa de los procesos generados
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como consecuencia de la infeccion. Para esto, se recogieron la fecha del fallecimiento,
la fecha del Ultimo aislamiento relacionado, |a fecha del primer aislamiento (objeto de
estudio), e motivo de ingreso y la nota de exitus, incluyendo la causa inmediata, la
causa intermedia y la causa fundamental del falecimiento. Ademéas se estudio €

informe médico y las notas de evolucién clinica de los pacientes.

Dado que € atribuir la mortalidad a un determinado microorganismo tiene un
componente de subjetividad, este estudio se reaizd independientemente por un
microbidlogo y un infectélogo. En caso de desacuerdo, se consulté con un tercer

especialista, en este caso un medico internista.

Para este andlisis se estudié también s los pacientes habian recibido un
tratamiento empirico eficaz. Este se consideré como tal Gnicamente cuando el paciente
habia recibido a menos un antibidtico que resultara ser sensible al microorganismo
indice, y administrado durante las 24 horas previos a obtencién de la muestra origen de
dicho aislamiento.

3.2.5-METODO ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 con € paguete estadistico SPSS (Statistical
Package for Social Sciencies) (SPSS Inc., Chicago, lllinois) versién 15.0 para

Windows. El nivel de significacion o error o establecido fue 0,05.

3.25.1.- ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Se construyé un modelo bivariado para comparar las caracteristicas de los
pacientes con aislamiento de PANSC con las de aquellos pacientes con aislamiento de
PASC y los pacientes con aislamiento distinto a PA.

Se calcularon las medidas de tendencia central (media 0 mediana), las medidas
de dispersion (desviacion tipica o amplitud intercuartilica) y las medidas de posicién
relativa (percentiles 25 y 75) para las variables cuantitativas continuas. Para las
variables nominales y ordinales se calcularon las frecuencias.

72



Pacientes, material y métodos

3.2.5.2.- COMPROBACION DEL SUPUESTO DE NORMALIDAD

El cumplimiento del supuesto de normalidad se comprob6 empleando los
coeficientes de asimetria y curtosis, y sus correspondientes errores tipicos, asumiendo
una falta de normalidad si €l cociente entre e coeficiente y su correspondiente error
tipico era superior a 2. Ademas, la precision del guste se comprobd visualmente
mediante un examen del histograma con curva normal superpuesta. Por Ultimo, se busco

la presenciade outliers en los gréficos de cgjas.

3.2.5.3.- INFERENCIA ESTADISTICA

Para comparar las variables cualitativas, se utilizd € test de Chi-cuadrado. Para
comparar las variables cuantitativas que cumplieron & supuesto de normalidad se
empled € test de t-Student, mientras que para las variables no paramétricas se empleo €
test de U de Man Whitney.

3.25.4.- ESTUDIO DE LOSFACTORESDE RIESGO.

Para determinar los factores predictivos de adquisicion de PANSC se emplearon
dos model os de regresion logistica binaria, uno para cada tipo de pacientes control (con
aislamiento de PASC o sin aislamiento de PA).

Las variables identificadas en e andlisis univariable como potenciales factores
de riesgo con un nivel de significacion inferior a 0,1, asi como aquellas variables de
relevancia clinica, se incluyeron en e modelo de regresion logistica multivariado. Las
odds ratio y los intervalos de confianza del 95% se calcularon segun los métodos
estandarizados.
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4.1.- CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A
LOS CARBAPENEMS

4.1.1- ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA SUSCEPTIBILIDAD
ANTIBIOTICA DE LOS AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas
aeruginosa

En € periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y e 31 de diciembre de
2009 se aislaron 1523 cepas de PA, de las cuales 205 (13,5%) fueron no sensibles alos
carbapenems. La prevalencia de PANSC oscil6 entre 12 (5,8%) aislamientos en € afio
2003y 48 (22,5%) aislamientos en e afio 2006 (Figura 3).

23 12 22 48

2007 17 s 28 T PANSC

B PASC

150

1001 94 194

A/ 0

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Figura 3. Incidencia de aislamientos de P. aeruginosa sensible a carbapenems (PASC)
y P. aeruginosa no sensible a carbapenems (PANSC).

Se estudié la resistencia a los antimicrobianos tanto para € globa de
aislamientos de PA como para los dos subgrupos formados por los aislamientos de
PASC y PANSC. Como se puede ver en la Tabla 10, ciprofloxacino destacé como €l
antibidtico frente al que los microorgani Smos presentaron una mayor tasa de resistencia,
siendo ésta considerablemente superior en e grupo de PANSC (15,4%, 8,4% y 63,9%
para PA, PASC y PANSC, respectivamente). Aztreonam destacO como el antibidtico
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antipseudomonas menos activo (72,3%, 78,8% y 21,1% de cepas de PA, PASC y
PANSC sensibles a aztreonam, respectivamente); en esta ocasion, esta baja tasa de
sensibilidad estuvo vinculada principalmente a un elevado nimero de aislamientos con
susceptibilidad intermedia. Amikacina fue uno de los antibidticos mas activos en los
tres grupos (96,9%, 97,6% y 91,9% para PA, PASC y PANSC, respectivamente). Tanto
paa € global de aidamientos de PA como para €& grupo de PASC,
piperacilina/tazobactam también se presentdé como un antibidtico con excelente
actividad (96,4% y 98,3%, respectivamente) a diferencia del grupo PANSC para e que
el porcentge de aisamientos sensibles se redujo a 83,3%; aun asi, este antibiético

también se consideré como uno de los mas eficaces dentro de este grupo (Tabla 10).

Por otro lado, se analiz6 la evolucion de la susceptibilidad antibidtica alo largo
del periodo de estudio. Considerando €l total de aislamientos de PA, se encontré una
tendencia general al aumento de la tasa de cepas resistentes a los distintos antibidticos.
Destac6 un aumento estadisticamente significativo del nimero de microorganismos con
susceptibilidad intermedia a aztreonam (10,7% en 2002, 23,1% en 2009; p=0,012) y
cefepime (5,6% en 2002, 10,6% en 2009; p=0,004), siendo un aumento lineal alo largo
del periodo en ambos casos (p=0,001 y p=0,043 para aztreonam y cefepime,
respectivamente). Ademés destacé un aumento del nimero de aislamientos resistentes a
gentamicina (6,1% en 2002, 13,2% en 2009; p<0,001), tobramicina (2,5% en 2002,
10,6% en 2009; p<0,001); ceftazidima (3,9% en 2002, 6,2% en 2009; p=0,008),
piperacilinaltazobactam (2,5% en 2002, 5,6% en 2009; p=0,006), ciprofloxacino (17,2%
en 2002, 21,3% en 2009; p=0,013), imipenem (4,4% en 2002, 11,5% en 2009; p<0,001)
y meropenem (5,4% en 2002, 12,3% en 2009; p<0,001). En todos los casos este
aumento fue linea: gentamicina (p=0,007), tobramicina (p<0,001), ceftazidima
(p=0,003), piperacilinaltazobactam (p=0,001), ciprofloxacino (p=0,006), imipenem
(p<0,001) y meropenem (p<0,001).

Por €l contrario, dentro del grupo de aislamientos de PASC destacd un aumento
estadisticamente significativo de la tasa de microorganismos sensibles a gentamicina
(88,4% en 2002, 96,2% en 2009; p=0,001), siendo este aumento no lineal (p=0,125).
También se obtuvo que la susceptibilidad a tobramicina a lo largo del periodo de
estudio varié significativamente (p=0,021) estando vinculada principalmente un

aumento de la tasa de cepas resistentes que aumento del 0,5% en 2004 a 5,1% en 2005.
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Para las cepas de PANSC, destacd un aumento de la tasa de aislamientos con
susceptibilidad intermedia a aztreonam (20% en 2002, 63% en 2009; p=0,030), y
aumento de la tasa de aislamientos resistentes a ceftazidima (21,7% en 2002, 33,3% en
2009; p=0,027) y a piperacilinaltazobactam (13% en 2002, 26,7% en 2009; p=0,002).
Mientras la variacion de la susceptibilidad a aztreonam estuvo principal mente vinculada
a aumento de la tasa de aislamientos intermedios del afio 2002 (20%) a afio 2003
(44,4%) siendo, por tanto, e aumento a lo largo del periodo no lineal (p=0,081), para
ceftazidima y piperacilina/tazobactam e aumento de microorganiSmos resistentes si fue
lineal (p=0,006 y p=0,008, respectivamente) (Figura4, Tabla11).
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Tabla 10. Susceptibilidad a los principales agentes antipseudomonas de los aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos en la Clinica
Universidad de Navarra durante € periodo 2002-2009.

Aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos durante € periodo 2002-2009

Aidamientostotales

Sensibles a carbapenems

No sensibles a carbapenems

Antibicticos Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

n % n % n % n % n % n % n % n % n %

Amikacina 1444 96,9 14 0,9 32 21 | 1286 97,6 11 0,8 21 1,6 158 919 3 1,7 11 6,4
Gentamicina 1249 84,2 89 6,0 145 98 [1192 91,0 72 55 46 35 57 32,9 17 9,8 99 57,2
Tobramicina 1366 91,6 10 0,7 115 7,7 1284 974 8 0,6 26 2,0 82 47,4 2 1,2 89 51,4
Aztreonam 1055 723 281 192 124 85 | 1020 788 191 14,8 83 6,4 35 21,1 20 54,2 41 24,7
Ceftazidima 1331 87,6 81 53 108 71 | 1245 94,7 24 1,8 46 35 86 42,0 57 27,8 62 30,2
Piperacilina/tazobactam | 1464 96,4 0 0 55 36 | 1293 98,3 0 0 22 17 171 838 0 0 33 16,2
Cefepime 1366 919 88 59 33 22 |1264 96,2 31 24 19 14 102 59,0 57 32,9 14 8.1
Ciprofloxacino 1181 814 47 3.2 223 154 ] 1128 89,0 34 2,7 106 8.4 53 29,0 13 71 117 63,9
Imipenem 1272 88,6 52 3,6 112 78 | 1254 100,0 0 0 0 0 18 9,9 52 286 112 615
Meropenem 1389 91,3 43 2,8 89 59 | 1317 100,0 0 0 0 0 72 35,3 43 21,1 89 43,6
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Figura 4. Evolucion de la resistencia antibiotica en P. aeruginosa: (A) Aislamientos

totales, (B) Aislamientos sensibles carbapenems; (C) Aislamientos no sensibles a
carbapenems.

81



Resultados

Tabla 11. Evolucién de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por |os aislamientos de P. aeruginosa
sensibles y no sensibles alos carbapenems a una seleccion de antibi6ticos durante el periodo 2002-2009.

P. aeruginosa (total)

P. aeruginosa sensible a los carbapenems

P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Afo Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
% RT n % RT n % RT|n % RT n % RT n % RT|n % RT n RT n % RT
015 O -1,36 4 -0,121 178 073 O -1,33 3 0,07 | 16 036 O -058 1
.g -005 3 077 4 -0,19] 187 -1,16 3 1,18 4 056 | 11 102 O -046 O
_g 0,17 1 -068 3 -0,69] 191 086 1 -053 2 -0,68 1 12 006 O -050 1
5 010 O -1,26 4 0,18 | 153 -0,10 O -122 4 1,02 ] 13 112 O -050 O
011 2 0,02 6 0,70 | 162 054 1 035 2 -0,421 40 -085 1 029 4
-0,08 4 19 2 -0,80] 138 -144 4 272 2 -0,211 19 138 O -062 0
-0,35 4 1,81 6 1,13 | 145 -0,77 2 071 3 0421 22 215 2 245 3
016 O -1,23 3 -0,241 132 132 O -1,12 1 -0,821 25 015 O -0,75 2
Chi2 al p p (linealidad) Chi2 al p p (linealidad) Chi2 o] p p (linealidad)
16,52 14 0,275 0,389 15,06 14 0,359 0,858 11,66 14 0,638 0,356
P. aeruginosa (total) P. aeruginosa sensible a los car bapenems P. aeruginosa no sensible alos carbapenems
Afio Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
% RT n % RT n % RT|n % RT n % RT n % RTIn % RT n % RT n % RT
© 0,33 15 v4s 0,90 -1,67] 160 -1,31 14 142 7 0,28 293 1 -058 5 -2,44
:5 -023 21 2,53 -1,31] 165 -2,65 18 255 9 0,96 -041 3 201 5 -0,82
% 1,26 -2,11 -2,05| 186 2,57 -193 3 -1,61 044 O -1,24 8 0,33
% 0,73 -2,87 0,12 | 147 151 -283 8 1,17 -017 O -124 9 0,91
© -1,58 20 2,11 3,00 | 142 -2,11 16 256 6 0,11 -067 4 -0,25 0,79
-0,37 16 1,99 -0,491] 128 -0,66 12 161 3 -0,97 -080 4 1,63 -0,21
-028 9 -0,46 1,18 | 137 0,71 -1,20 6 0,38 -085 4 0,95 0,23
0,18 -2,44 1,38 ] 127 2,21 -252 4 -0,32 005 1 -1,16 0,66
Chi2 al p p (linealidad) Chi2 al p p (linealidad) Chi2 o] p p (linealidad)
60,77 14 <0,001 0,007 38,13 14 0,001 0,125 19,88 14 0,135 0,052
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(RT) Residuos tipificados.




Resultados

Tabla 11. Evolucién de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por |os aislamientos de P. aeruginosa
sensibles y no sensibles alos carbapenems a una seleccion de antibioticos durante el periodo 2002-2009 (continuaci on).

P. aeruginosa (total)

P. aeruginosa sensible a los car bapenems

P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Afo Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
% RT n RT n % RT|n % RT n % RT n % RT|n % RT n % RT n % RT
© 08 O -1,15 5 -2,621 178 084 O -1,13 3 -0,33 337 O o -045 2 -3,27
:E 0,45 4 2,24 7 -2,221 188 -049 4 283 2 -1,02 049 O o 037 5 -0,41
% 061 O -1,18 9 -1,74]1 193 196 O -1,18 1 -1,58 -067 O o -041 8 0,76
8 -0,30 1 -0,13 17 1,07 ] 148 -266 1 005 8 3,00 -125 0 0 041 9 1,33
- -1,18 3 134 31 3,68 | 158 -144 1 0 6 1,64 -1,16 2 PEEE 2,40 0,64
-002 2 0,86 12 -0,18] 140 -0,16 2 128 2 -0,53 025 O 0 -0,51 -0,14
-0,17 O -1,09 17 0,91 ] 148 102 O -1,02 2 -0,60 -033 0 0 s -0,61 0,47
-029 O -1,04 17 [Feleiey 1,30 | 131 083 O -095 2 -0,41 -011 O 08 -0,63 0,25
Chi2 a p p (linealidad) Chi2 o] p p (linealidad) Chi2 a p p (linealidad)
47,46 14 <0,001 <0,001 26,40 14 0,021 0,915 18,94 14 0,148 0,064
P. aeruginosa (total) P. aeruginosa sensible a los car bapenems P. aeruginosa no sensible alos carbapenems
Afio Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
% RT n % RT n % RT|n % RT n % RT n % RT|n % RT n % RT n % RT
112 21 -2,72 20 [ileza 0,82 | 148 1,04 18 -1,97 15 111 7 255 3 -279 5 0,81
g 1,02 32 -1,13 12 -1,26] 156 059 28 -0,14 10 -0,781 3 093 4 -061 2 -0,18
§ 0,60 36 -049 13 -1,02] 151 024 29 021 10 -0,701 3 018 7 -0,03 3 -0,14
E -0,12 35 0,72 11 -0,72]1 114 -0,74 26 098 9 0,201 1 -1,12 9 150 2 -0,67
-0,27 44 0,63 17 -0,16] 133 0,76 21 -0,76 10 -0,18 2,04 23 -0,30 7 -1,58
-0,75 35 0,68 18 1,14 1 108 -0,86 23 051 11 0,69 -1,88 12 055 7 1,14
-149 42 158 22 1,96 | 106 -1,79 27 1,39 12 0,97 -235 15 0,39 1,77
-0,35 36 109 11 -0,62] 104 053 19 -001 6 -0,86 -0,36 17 1,00 -0,81
Chi2 gl p p (linealidad) Chi2 a p p (linealidad) Chi2 a p p (linealidad)
29,06 14 0,012 0,001 10,70 14 0,717 0,365 25,25 14 0,030 0,081

(RT) Residuos tipificados.
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Resultados

Tabla 11. Evolucién de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por |os aislamientos de P. aeruginosa
sensibles y no sensibles alos carbapenems a una seleccion de antibioticos durante el periodo 2002-2009 (continuaci on).

P. aeruginosa (total)

P. aeruginosa sensible a los carbapenems

P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Afo Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
% RT n % RT n % RT|In % RT n % RT n % RTIn % RT n % RT n % RT
© 0,70 8 -087 8 -1,71) 172 0,23 6 iy 161 3 -1,45 28 2 -217 5 -0,94
._g 0,57 5 -1,80 13 -0,43] 183 -023 3 -031 8 0,51 -0,02 2 -089 5 0,89
§ 0,63 9 -0,71 9 -1,59] 182 0,08 3 -029 7 0,12 218 6 -0,06 2 -2,29
D -0,03 10 0,24 12 -0,10] 146 -1,00 4 072 7 0,70 -058 6 0,72 5 -0,08
© -1,14 22 316 20 1,25 | 153 -1,19 3 -001 9 1,46 -0,71 19 2,08 -1,26
-057 9 0,00 19 2,02 1135 -052 1 -1,07 8 1,42 -1,94 8 0,50 1,60
031 9 -0,16 17 1,22 | 143 038 3 017 4 -0,59 -1,13 6 -0,81 2,01
0,10 9 S 0,12 10 -0,45] 131 246 1 -097 O -2,31 -023 8 -0,15 0,40
Chi2 al p p (linealidad) Chi2 al p p (linealidad) Chi2 al p p (linealidad)
30,51 14 0,008 0,003 15,95 14 0,314 0,411 25,78 14 0,027 0,006
P. aeruginosa (total) P. aeruginosa sensible a los carbapenems P. aeruginosa no sensible a los car bapenems
Afio Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
§ n % RT n % RT n % RT]In % RT n % RT n % RTIn % RT n % RT n % RT
_‘é‘ 0 (0] 0 5 -0,88] 179 064 O (0] 0 2 -0,64 043 O (0] 0 3 -0,43
& 0 (0] 0 6 -0,53] 191 015 O (0] 0 3 -0,15 -086 O 0] 0 3 0,86
?5' 0 (0] 0 3 -1,72] 191 015 O (0] 0 3 -0,15 218 O (0] 0 0 -2,18
é 0 (0] 0 3 -1,30| 14 041 O (0] 0 2 -0,41 120 O 0] 0 1 -1,20
§ 0 (0] 0 5 -0,97] 162 -016 O (0] 0 3 0,16 253 0 (0] 0 2 -2,53
o 0 (0] 0 1,57 | 140 -1,10 O (0] 0 4 1,10 -1,13 0 0] 0 6 1,13
o 0 (0] 0 3,00 | 145 -1,02 0 (0] 0 4 1,02 -302 O (0] 0 10 felse 3,02
0 (0] 0 1,291 131 086 O (0] 0 1 -0,86 -169 0 (0] 0 8 [evd 1,69
Chi2 al p p (linealidad) Chi2 al p p (linealidad) Chi2 a p p (linealidad)
20,53 7 0,006 0,001 3,23 7 0,876 0,544 22,80 7 0,002 0,008
(RT) Residuos tipificados.
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Resultados

Tabla 11. Evolucién de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por |os aislamientos de P. aeruginosa
sensibles y no sensibles alos carbapenems a una seleccion de antibioticos durante el periodo 2002-2009 (continuaci on).

P. aeruginosa (total)

P. aeruginosa sensible a los car bapenems

P. aeruginosa no sensible alos carbapenems

Afo Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
% RT n % RT n % RT|n % RT n % RT n % RT % RT n % RT n % RT
-0,14 021 7 1,24 | 169 214 8 1,97 4 0,93 051 3 -141 3 1,52
E 0,56 -261 6 0,69 | 188 095 1 -1,82 4 0,79 033 2 -1,08 2 1,27
g 0,64 207 3 -0,74] 190 1,37 3 081 1 -1,18 078 2 1,40 2 1,00
8 0,46 -125 2 -0,90] 149 -005 4 019 2 -0,17 19 2 -140 O -1,11
-0,35 1,86 3 -0,77] 160 056 4 006 1 -0,97 052 15 006 2 -1,04
-0,06 0,11 4 0,20 | 137 -0,70 4 03 3 0,68 039 6 -013 1 -0,48
-0,60 2,02 5 0,54 ] 143 -059 5 084 2 -0,12 -1,67 12 138 3 0,63
-0,58 2,45 3 -0,29] 128 049 2 -0,67 2 0,07 -1,89 15 254 1 -0,96
Chi2 gl p p (linealidad) Chi2 al p p (linealidad) Chi2 o] p p (linealidad)
32,41 14 0,004 0,043 11,68 14 0,637 0,676 20,38 14 0,119 0,309
P. aeruginosa (total) P. aeruginosa sensible a los car bapenems P. aeruginosa no sensible alos carbapenems
Afo Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
% RT n % RT n % RT|n % RT n % RT n % RT % RT n % RT n % RT
_g -0,24 -024 35 [l 0,65 | 152 231 4 -0,42 25 kRl 2,86 213 2 0,32 -2,18
§ 0,57 129 21 -1,89] 170 -064 8 135 16 -0,06 100 2 1,33 -1,66
2 1,43 -097 15 -2,84] 177 269 3 099 7 -2,47 015 1 0,09 -0,19
g_ 0,18 -047 23 -0,20] 128 022 3 -046 12 0,01 1,75 1 0,09 1,61
O -0,64 0,23 38 1,371 139 080 4 -0,05 10 -0,87 037 3 -0,13 -0,28
-0,20 124 24 -0,12] 124 010 5 0,71 10 -0,53 -1,06 3 1,36 0,28
-0,59 -024 34 1,47 1128 -028 4 0,06 13 0,28 -1,30 1 -0,74 1,62
-0,64 -0,90 33 1,88 ] 110 -063 3 -0,22 13 [Eleel 0,84 027 O -1,62 0,62
Chi2 gl p p (linealidad) Chi2 al p p (linealidad) Chi2 o] p p (linealidad)
28,70 14 0,013 0,006 17,15 14 0,246 0,551 17,35 14 0,235 0,024

(RT) Residuostipificados.
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Resultados

Tabla 11. Evolucion de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por |os aislamientos de P. aeruginosa
sensiblesy no sensibles alos carbapenems a una seleccion de antibidticos durante el periodo 2002-2009 (continuacién).

P. aeruginosa (total) P. aeruginosa (total)
Afio Sensible Intermedio Resistente Afo Sensible Intermedio Resistente

% RT n % RT n % RT % RT % RT n % RT
0,61 6 -050 9 -1,72 -1,15 -0,27
& 095 4 118 6 2,40 g 0,75 2,31
é_ 0,73 5 -082 8 -191 g 0,36 -1,02
IS 045 4 063 8 -1,10 o -0,87 -1,62
N -1,64 13 2,22 4,02 = 2,84 -0,70
-006 5 -0,33 0,43 1,02 0,35
-043 7 0,31 1,25 -0,90 2,69
-068 8 0,97 1,64 -0,75 3,39

Chi2 gl p p (linealidad) Chi2 gl p p (linealidad)

48,34 14 <0,001 <0,001 43,55 14 <0,001 <0,001
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Resultados

Se estudiaron los valores de CMI de los aislamientos frente a los principales
antipseudoménicos. Se calcularon los valores de las CMIsp y CMIgo, mostrados en la
Tabla 12, y se andizd s existian variaciones significativas a lo largo del periodo de
estudio.

Probablemente por € elevado nimero de aisamientos de PASC registrados,
1237 cepas clinicas, las variaciones obtenidas en los valores de la CMI fueron
estadisticamente significativas para todos |os antimicrobianos estudiados. Sin embargo,
esta significacion no se reflgja en los correspondientes valores de las CMIsg y CMlg.
Asi, se tom6 como referencia de andlisis € valor de eta cuadrado, valor que proporciona
una medida de la asociacion de la variacion de la CM|I con respecto al tiempo. Como se
muestra en la Tabla 13, s6lo se obtuvo una asociacion con relativo peso paralos valores
de CMI aimipenem y meropenem, siendo ésta moderada. Para €l resto de antibiéticos,
la relacion fue précticamente nula, excepto para amikacina y gentamicina, que fue
pequefia.

Dentro de los 172 aisamientos de PANSC analizados, tan sblo se obtuvo
significacion estadistica (p< 0,001) y asociacion elevada entre este aumento a lo largo
del periodo parael valor dela CMI frente a meropenem (p<0,001). Como se observa en
la Tabla 13, los valores de CMIsy y CMIgg a meropenem aumentaron de 4 y 16 pg/ml,
respectivamente, en el afio 2002, a >16 pg/ml, para ambos, en el afo 2009. Ademas,
para los antibioticos ceftazidima, piperacilina-tazobactam e imipenem, se encontré una
asociacion moderada, lo cual se correlaciona con lo obtenido en e andisis de las

categorias de susceptibilidad; para el resto de antibi6ticos, esta asociacion fue pequefia.
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Resultados

Tabla 12. Evolucién delos valores de CMI 55 y CMIg, de los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos en la CUN durante € periodo 2002-20009.

P. aeruginosa (aislamientos totales)

Antibictico 2002 (n=189) 2003 (n=196) 2004 (n=194) 2005 (n=153) 2006 (n=195) 2007 (n=157) 2008 (n=171) 2009 (n= 154)
CMls;, CMlgy CMlg; CMlgy CMIgz CMlgg CMlgy,  CMIlgy  CMIlg; CMIlgg  CMIs,  CMlg,  CMIg,  CMIlgy  CMlsy  CMlg,
Ceftazidima 4 8 4 8 4 8 2 16 4 32 4 32 4 32 4 16
Cefepime 4 8 <4 8 <4 8 <4 8 <4 16 <4 8 <4 16 <4 16
Piperacilina-tazobactam 8 32 <4 16 <4 16 <4 64 <4 64 <4 64 8 64 8 64
Aztreonam 8 16 4 16 4 16 4 16 4 16 4 32 4 32 4 16
Imipenem 2 4 2 2 2 2 1 4 2 >16 <1 8 <1 >16 <1 16
Meropenem <1 2 <1 1 <1 1 <1 1 <1 8 <1 4 <1 >16 <1 >16
Gentamicina 4 8 2 2 4 <1 8 2 >16 2 8 2 >16 2,0 >16
Tobramicina <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 >16 <1 4 <1 16 <1 >16
Amikacina 4 16 1 16 1 8 1 8 4 16 4 16 1 16 1 8
Ciprofloxacino 0,25 4 <0,25 8 <0,25 1 <0,25 8 <0,25 8 <0,25 8 <0,25 8 <0,25 8
P. aeruginosa sensible alos carbapenems
Antibictico 2002 (n=172) 2003 (n=185) 2004 (n=181) 2005 (n=140) 2006 (n=150) 2007 (n=138) 2008 (n=144) 2009 (n= 127)
CMls;, CMlgy CMlg; CMlg CMIgz CMlgg CMlgy,  CMIlgy  CMIg; CMIlgg  CMIsy  CMlg,  CMIg,  CMIlgy  CMlsy  CMlg,
Ceftazidima 4 8 4 4 4 4 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Cefepime <4 8 <4 8 <4 4 <4 8 <4 8 <4 8 <4 8 <4 8
Piperacilina-tazobactam 8 32 <4 16 <4 8 <4 8 <4 8 <4 8 <4 16 8 16
Aztreonam 4 16 4 16 4 16 4 16 4 16 4 32 4 16 4 16
Imipenem 2 4 1 2 1 2 <1 2 <1 2 <1 2 <1 2 <1 2
Meropenem <1 2 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1
Gentamicina 2 8 2 2 4 <1 2 8 2 2 4 <1 4
Tobramicina <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Amikacina 4 16 1 16 1 8 1 4 4 16 4 16 1 8 1 8
Ciprofloxacino 0,25 4 <0,25 2 <0,25 1 <0,25 2 <0,25 1 <0,25 2 <0,25 2 <0,25 2
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Resultados

Tabla 12. Evolucidn de los valores de CMlg, y CMIgy, de los aisamientos de P. aeruginosa obtenidos en la CUN durante e periodo 2002-2009

(continuacion). . _
P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Antibictico 2002 (n=17) 2003 (n=11) 2004 (n=13) 2005 (n=13) 2006 (n= 45) 2007 (n=19) 2008 (n= 27) 2009 (n=27)
CMlg;, CMlg CMIlgz CMlgy CMlg, CMIlgg CMIlg, CMlg, CMIlgz  CMlgy  CMlgy,  CMIlgg  CMlg, CMlgy  CMlg  CMlg
Ceftazidima 8 >64 16 >64 16 >64 16 32 16 32 16 64 16 >64 16 64
Cefepime 8 32 8 32 8 32 8 16 8 16 8 16 16 16 16 16
Piperacilina-tazobactam 32 64 64 >128 64 64 64 64 64 64 64 >128 64 >128 64 >128
Aztreonam 16 >64 16 32 16 >64 16 32 16 >64 16 >64 16 >64 16 32
Imipenem 8 16 8 >16 16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
Meropenem 4 16 8 >16 8 8 4 8 4 >16 8 >16 >16 >16 >16 >16
Gentamicina 4 16 8 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
Tobramicina 1 2 <1 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 <1 >16 >16 >16 >16 >16
Amikacina 16 16 8 16 4 16 8 8 16 16 8 16 16 32 8 16
Ciprofloxacino 4 8 2 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
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Resultados

Tabla 13. Andlisis de laevolucion de los valores de CMI del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de
P. aeruginosa sensiblesy no sensibles alos carbapenems a una seleccion de antibi6ticos durante el periodo 2002-2009.

P. aeruginosa, aislamientos totales (n= 1409)

2002-2003

2003-2004

2004-2005

2005-2006

2006-2007

2007-2008

2008-2009

2002-2009

Antibidtico _ Eta® | Linealidad
U p U p U p U p U p U p U p Chi2 p
Ceftazidima 13179 <0,001] 17446 0,142 ] 12007 0,001 | 12457 0,003 | 13104 0,013 | 12762 0,353 ] 11301 0,007 | 62,0 <0,001| 0,061 <0,001
Cefepime 14844 <0,001] 17462 0,121 ] 14319 0,483 | 11976 0,001 | 14568 0,482 | 11461 0,018 | 11909 0,084 ] 53,8 <0,001] 0,037 <0,001
Piperacilina-tazobactam | 13499 <0,001] 18465 0,650 | 14506 0,597 | 14258 0,416 | 15172 0,859 | 11787 0,037 | 12166 0,298 | 52,7 <0,001| 0,040 <0,001
Aztreonam 14366 0,002 | 17511 0,878 | 13697 0,777 | 13844 0,781 | 14088 0,390 | 11482 0,123 ]10619 0,024 | 18,3 0,010 | 0,046 <0,001
Imipenem 11974 <0,001] 17488 0,638 | 12204 0,020 | 12826 0,067 | 12744 0,002 | 12933 0,501 | 12615 0,439 | 52,1 <0,001| 0,428 <0,001
Meropenem 11214 <0,001]9458,5 <0,001] 14430 0,439 ] 13390 0,028 | 14216 0,375] 10209 0,001 | 11168 0,039 | 199,9 <0,001| 0,428 <0,001
Gentamicina 16952 0,124 ]| 13687 <0,001] 13822 0,230 | 9913 <0,001f 14949 0,619 | 11122 0,005 ] 11754 0,171| 97,8 <0,001| 0,063 <0,001
Tobramicina 16503 0,004 | 18946 0,967 | 14632 0,332 | 13674 0,017 | 14362 0,130 | 13403 0,742 | 13458 0,900 ] 22,8 0,002 | 0,082 <0,001
Amikacina 15814 0,010 | 15460 <0,001] 13622 0,092 | 8921 <0,001f 15146 0,857 | 11565 0,022 | 11395 0,019 | 118,9 <0,001| 0,056 <0,001
Ciprofloxacino 13500 <0,001] 8380 <0,001] 15280 0,828 | 14547 0,290 | 15742 0,985 | 13374 0,606 | 12971 0,620 | 206,5 <0,001| 0,414 <0,001
P. aeruginosa sensible alos carbapenems (n=1237)
S 2002-2003 2003-2004 2004-2005 2005-2006 2006-2007 2007-2008 2008-2009 2002-2009 5 _—
Antibidtico i Eta” | Linealidad
U p U p U p U p U p U p U p Chi2 p
Ceftazidima 11473 <0,001] 15536 0,223 ] 9594 <0,001] 9395 0,067 | 7626,5 <0,001] 8843,5 0,081 | 7181,5 <0,001] 87,346 <0,001] 0,007 0,256
Cefepime 12777 0,001 | 15034 0,061 | 11945 0,297 | 8892 0,013 | 10225 0,937 | 8597 0,043 77355 0,015 ]50,387 <0,001| 0,006 0,382
Piperacilina-tazobactam | 11787 <0,001] 15907 0,332 | 12615 0,833 | 9970 0,312 | 98285 0,366 | 86785 0,043 | 8140 0,169 | 63,571 <0,001] 0,002 0,955
Aztreonam 12837 0,010 | 15188 0,598 | 11503 0,574 | 9516 0,483 | 9215 0,250 | 8477,5 0,180 | 7242 0,024 | 24,465 0,001 | 0,002 0,927
Imipenem 10245 <0,001] 15705 0,878 | 10353 0,015 ]9637,5 0,359 | 9274,5 0,104 196825 0,841 ] 8170 0,077 | 54,805 <0,001| 0,110 <0,001
Meropenem 9728 <0,001] 7100,5 <0,001| 11947 0,175 10487 0,757 ] 9638 0,342 ] 7542 0,001 | 7118 0,002 | 342,34 <0,001] 0,096 <0,001
Gentamicina 14295 0,086 | 11641 <0,001] 11333 0,078 | 7050,5 <0,001]9923,5 0,534 | 7302,5 <0,001] 7898,5 0,092 | 129,56 <0,001| 0,015 0,008
Tobramicina 14365 0,008 | 16390 0,356 | 12720 0,557 | 10538 0,777 | 9946,5 0,348 | 9553 0,141 ] 9182 0,497 | 28,803 <0,001| 0,006 0,368
Amikacina 13441 0,008 | 13604 <0,001] 11352 0,033 | 6651 <0,001] 9544 0,223 7782 0,001 7835 0,017 ]121,66 <0,001] 0,012 0,037
Ciprofloxacino 11518 <0,001] 6440 <0,001] 12817 0,539 ] 10558 0,562 | 9788 0,145 | 10015 0,900 | 8755,5 0,421 | 347,48 <0,001| 0,006 0,373

(V) Estadistico U de Mann-Whitney; (p) nivel de significacion estadistica.
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Resultados

Tabla 13. Andlisis de laevolucién de los valores de CMI del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por |os aislamientos de
P. aeruginosa sensiblesy no sensibles alos carbapenems a una seleccién de antibi 6ticos durante € periodo 2002-2009 (continuacion).

P. aeruginosa sensible a los carbapenems (n= 1237)

2002-2003

2004-2005

2004-2005

2005-2006

2006-2007

2007-2008

2008-2009

2002-2009

Antibiotico _ Eta’ | Linealidad
U p U p U p U p U p U p U p Chi2 p
Ceftazidima 835 0839] 715 1000| 695 0437]| 259 0520] 3565 0,098 2485 0474]| 299 0,123}7,6632 0,363 ] 0,122 0,002
Cefepime 83 0626] 68 085 76 0615] 259 0527] 3905 0,577 2015 0,204 | 3515 0,624 ]9,0406 0,255] 0,018 0,884
Piperacilina-tazobactam 74 0,769] 585 0,707] 695 04122795 0890 | 332 0075] 256 0,767 ] 3585 0,741]10,346 0,167 | 0,125 0,002
Aztreonam 59,5 0,645 52 0652 745 0923] 217 0,307 2955 0,021 239 0624] 2505 0,039 12,474 0,084 ] 0,033 0,613
Imipenem 70,5 0629] 505 0,385 70 0,583 262 1,000] 4455 0,786 2535 0,518 | 3745 0,781 13,184 0,066 | 0,109 0,008
Meropenem 79 0973] 62 0858 695 0413|2765 0,763 2925 0,080 1275 0,010] 292 0,196 | 35,004 <0,001] 0,341 <0,001
Gentamicina 575 008 695 0884 76 0650]| 277 0,740] 4395 0889 255 0,738 3575 0,902 ]11,133 0,127 | 0,030 0,640
Tobramicina 75 0506] 60 0681] 78 1,000 | 2625 0565 | 4125 0,584 | 2575 0,777] 366 0,851]8,1579 0,319 | 0,044 0,371
Amikacina 92 0,945 49 0,191 84 1,000 170 0,017| 405 0,724 204 0219] 238 0,022] 152 0,027 | 0,038 0,492
Ciprofloxacino 75 0610] 625 0893 62 0143]| 216 0,083] 4385 0,604 2545 0480 348 0,393]98777 0,190 | 0,054 0,219

(V) Estadistico U de Mann-Whitney; (p) nivel de significacion estadistica.
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4.1.2.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METODOS FENOTIPICOS
Y GENOTIPICOSDE DETECCION DE METALO-BETA-LACTAMASAS

A.- SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLAMIENTOS INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO

Durante € periodo comprendido entre e 1 de enero de 2002 y e 31 de
diciembre de 2009 se recogieron aeatoriamente un total de 147 aislamientos de
PANSC. De éstos, atendiendo a los criterios enumerados en e apartado 3.1.2.1, se
seleccionaron 84 aislamientos que procedian de 77 pacientes (Anexo, Tabla 2). Las
muestras fueron mayoritariamente de origen respiratorio (n=48; 57,1%), seguidas por
las procedentes de herida (n=15; 17,9%), orina (n=12; 14,3%) y abdominales (n=4;
4,8%). Cinco muestras (6,0%) procedieron de otros origenes. sangre, liquido
cefalorraquideo, catéter intravascular, heces y absceso en extremedad inferior (Figura
5).

& Muestras respiratorias
B Herida

U Orina

B Abdomind

B Otras

15

Figura 5. Origen de los aislamientos incluidos en e estudio de deteccién de metalo-
beta-|actamasas.

Aungue hubo una gran diversidad en € servicio de origen, destacd e nimero

elevado de aislamientos procedentes de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (n=13;
15,7%) y Neumol ogia (n=8; 9,5%) (Figura6).
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5 5 5 5
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B Neurologia B Hepatologia [J Oncologia [0 Otorrinolaringol ogia
= Urologia M Anatomia Patol 6gica M Cardiologia 7 Cirugia Torécica
[ Digestivo [J Flebologia [J Ginecologia [J Hematologia
[ Pediatria 0 Urgencias

Figura 6. Servicio de origen de los pacientes cuyos aislamientos de P. aeruginosa no
sensibles a carbapenems se incluyeron en € estudio de deteccion de metalo-beta
|actamasas.

A continuacion, se determind si la resistencia a carbapenems de |os aislamientos
en estudio se asociaba a una menor susceptibilidad al resto de grupos antibidticos. Los
resultados de este estudio mostraron gque existia una resistencia cruzada del 75,0% a
ciprofloxacino, 67,9% a gentamicina, 61,9% a tobramicina y 41,7% a ceftazidima.
Amikacinay piperacilina-tazobactam fueron los antibi6ticos con mayor actividad frente
a las cepas en estudio, con unas tasas de sensibilidad de 82,1% y 71,4%,
respectivamente (Tabla 14). En la Tabla 15 se muestran las CMIsy y CMIgy de los

aislamientos.

Tabla 14. Susceptibilidad de las cepas de P. aeruginosa no sensibles a carbapenems
incluidas en e estudio de deteccidn de metal o-beta-lactamasas.

Antibictico Sensible Intermedio Resistente
n % n % n %
Ceftazidima 23 27,4 26 31,0 35 41,7
Cefepime 39 46,4 32 38,1 13 15,5
Piperacilina-tazobactam 60 71,4 0 0 24 28,6
Aztreonam 8 9,5 48 57,1 28 33,3
Gentamicina 23 27,4 4 4.8 57 67,9
Tobramicina 32 38,1 0 0 52 61,9
Amikacina 69 82,1 5 6,0 10 11,9
Ciprofloxacino 17 20,2 4 4,8 63 75,0
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Tabla 15. Vaores de CMI5, y CMlgy, de las cepas de P. aeruginosa no sensibles a
carbapenems incluidas en € estudio de deteccién de metal o-beta-lactamasas .

Antibidtico CMl 5 (ng/ml) CMl gy (ng/ml)
Ceftazidima 16 >64
Cefepime 16 32
Piperacilina-tazobactam 64 >128
Aztreonam 16 >64
Imipenem >16 >16
Meropenem >16 >16
Gentamicina >16 >16
Tobramicina >16 >16
Amikacina 8 64
Ciprofloxacino >4 >4

B.- COMPARACION DE METODOS PARA LA DETECCION DE
AISLAMIENTOS PRODUCTORES DE METALO-BETA-LACTAMASAS

Se estudié la presencia de cepas productoras de MBL empleando los siguientes
métodos. E-test de imipenem/imipenem mas EDTA, test de microdilucion simple, test
de sinergia con doble disco de imipenem y ceftazidima y test de discos combinados.
Para valorar la sensibilidad y especificidad de los resultados proporcionados por cada
técnica, se tomo6 como referencia e resultado obtenido mediante la PCR miltiple parala

detecciédn de genes codificantes de MBL.

Todas las pruebas fenotipicas empleadas demostraron una excelente sensibilidad
(100%) y vaor predictivo negativo (100%). Sin embargo, se obtuvieron distintos
resultados de especificidad y de valor predictivo positivo dependiendo de cada método.
El test de discos combinados empleando 372,5 pg de EDTA present6 el mejor valor de
especificidad (100%), seguido del test de sinergia con discos de imipenemy EDTA y la
microdilucion ssimple (98,7% para ambos), y € E-test MBL (97,5%). El test de los
discos combinados empleando 745 pg de EDTA mostré el valor mas bajo de
especificidad junto a test de sinergia con discos de ceftazidimay EDTA (ambos 95%)
(Tabla 16).
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Tabla 16. Vaores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo que presentaron las cuatro pruebas fenotipicas estudiadas.

Prueba fenotipica

- . S E VPP VPN
(técnicadereferencia PCR)

E-test MBL 100% 97,5% 66,7% 100%

Test de microdiluciéon simple 100% 98,7% 66,7% 100%

Test de sinergia con discos de imipenemy EDTA 100% 98,7% 80% 100%
Test de sinergia con discos de ceftazidimay EDTA 100% 95% 50%  100%
Test de discos combinados EDTA 372,5 pg 100% 100%  100% 100%
Test de discos combinados EDTA 745 pg 100%  95% 50%  100%

(S): Sensihilidad; (E): Especificidad; (VPP): Vaor predictivo positivo; (VPN) Vaor predictivo
negativo.

4.1.3.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A DORIPENEM

Se ha descrito que un porcentgje significativo de cepas de PA resistentes a
imipenem, en torno a un 30%, son sensibles a doripenem (Fujimura y cols, 2009; Jones
y cols, 2004b; Pillar y cols, 2008). Debido a la discrepancia existente en los distintos
estudios, se realizd un estudio comparativo de susceptibilidad frente a imipenem,
meropenem y doripenem empleando las cepas seleccionadas en e apartado 4.1.2, es
decir, 84 aislamientos de PANSC. Se determiné e valor de la CMI a imipenem y
meropenem mediante la técnica de microdilucién en caldo; los valores de CMlsgg y
CMlIg de estas cepas para ambos antibidticos fueron de 32 y 64 pg/ml, respectivamente.
Para determinar € vaor de la CMI a doripenem se emplearon tiras de E-test; los
aislamientos presentaron valores de CMIsp y CMIgy de 8 y >32 pg/ml, respectivamente
(Anexo, Tabla 3).

Doripenem mostré los valores més bgjos de CMI ya que un total de 8 cepas
presentaron una CMI igual o inferior a 1 pg/ml (punto de corte establecido por
EUCAST para doripenem) frente a 1 Unico aislamiento para meropenem y ninguno para
imipenem. Por otro lado, 18 cepas presentaron valores de CMI igual o inferior a 2 pg/ml
(punto de corte establecido por FDA para doripenem), frente a 3 aislamientos para

meropenem y 1 aislamiento paraimipenem (Figura 7).
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Figura 7. Distribucion de los valores de CMI aimipenem, meropenem y doripenem de
los aislamientos clinicos de P. aeruginosa .

Interpretando los valores de CMI segln € criterio més restrictivo, que en este
caso fue e EUCAST, 10 (11,9%) cepas no sensibles a imipenem presentaron
sensibilidad a doripenem, y 9 (10,7%) cepas no sensibles a meropenem lo fueron a
doripenem. Solo se encontrd 1 (1,2%) cepa sensible a imipenem que no fue sensible a
doripenem, y 2 (2,4%) sensibles a meropenem y no sensibles a doripenem. Siguiendo la
normativa de la FDA, 16 (19,0%) cepas tanto no sensibles a imipenem como a
meropenem si lo fueron a doripenem, mientras que solo 3 (3,6%) cepas sensibles a
meropenem no lo fueron a doripenem. Por ultimo, asumiendo los mismos puntos de
corte para estos tres carbapenems, como hicieron los primeros trabajos, encontramos las
mayores discrepancias. Asi, 24 (28,6%) cepas no sensibles a imipenem lo fueron a
doripenem, y 22 (26,2%) no sensibles a meropenem lo fueron a doripenem. Solo 1
(1,2%) fue sensible a meropenem y no a doripenem, mientras que en ningun caso

sucedi6 esto paraimipenem (Tabla 17).
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Tabla 17. Categoria de sensibilidad de las cepas interpretando los valores de CMI
segun los criterios proporcionados por CLSI, bibliografia, FDA y EUCAST.

. A Criterio deinterpretacion
Categoria sensibilidad

cLs®  cLsi/FDA® FDA EUCAST
I mipenem-Doripenem n (%) n (%) n (%) n (%)
No sensible-No sensible 59 (70,2) 66 (78,6) 67 (79,8) 73(86,9)
No sensible-Sensible 24 (28,6) 17 (20,2) 16 (19,0) 10 (11,9)
Sensible-No sensible 0(0) 0(0) 0(0) 1(1,2)
Sensible-Sensible 1(1,2) 1(1,2) 1(1,2) 0(0)

. A Criterio deinterpretacion
Categoria sensibilidad

cLs®  cLsi/FDA® FDA EUCAST
M er openem-Doripenem n (%) n (%) n (%) n (%)
No sensible-No sensible 58 (69,0) 64 (76,2) 64 (76,2) 72 (85,7)
No sensible-Sensible 22 (26,2) 16 (19,1) 16 (19,0) 9(10,7)
Sensible-No sensible 1(1,2) 224 3(3,6) 224
Sensible-Sensible 3(3,6) 2(24) 1(1,2) 1(1,2)

(1) CMI a imipenem y meropenem interpretada segiin los criterios de la CLSI; CMI a doripenem
interpretada asumiendo los mismos criterios que para imipenem y meropenem. (2) CMI a imipenem y
meropenem interpretada segin CLSI; CMI a doripenem interpretada segiin FDA.

4.14.- CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE
RESISTENCIA EN CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLE A LOS
CARBAPENEMS

La disponibilidad de una coleccion de cepas clinicas bien caracterizadas de
PANSC permitio estudiar e mecanismo de resistencia a los carbapenems y contrastar
nuestros resultados con los publicados. Para este estudio se seleccionaron los
aislamientos de PA resistentes a doripenem, pues como se demostré en e apartado
anterior, la gran mayoria de estas cepas presentan resistencia cruzada a imipenem y
meropenem. Ademas, se incluyeron en e estudio aislamientos productores de MBL
entre los que se encontraba una cepa sensible a doripenem (CUN-140). La relacion
clona de esta primera seleccion de aislamientos se analiz6 mediante Rep-PCR y se
selecciond un representante de cada uno de los diferentes perfiles de amplificacion
obtenidos, lo que redujo la seleccién a 24 aislamientos. En la Tabla 18 se muestran los

ai slamientos sel eccionados.
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Tabla 18. Antibiograma de las cepas incluidas en € estudio de la caracterizacion de los mecanismos de resistencia en cepas de P. aeruginosa no
sensibles alos carbapenems.

: : ~ _ Antibiograma interpretado segin CLSI (Vitek 2®, excepto E-test para doripenem)
Aidamiento Afo  Paciente
CAZ FEP TZP ATM IMI MEM GM ™ AN CIP DRPM

CUN-3 2006 Pac-50 R >64 | 16 S64 R32 R >16 R>16 R>16 R >16 R >64 R>4 R>32

CUN-5 2006 Pac-50 R >64 R >64 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 R >64 R>4 R>32

CUN-9 2003 Pac-30 R >64 R 32 R>128 R>64 R >16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4 R>32
CUN-16 2006 Pac-45 R 32 | 16 S64 | 16 R>16 |18 R>16 R>16 S16 R >4 R 32
CUN-36 2006 Pac-23 S<1 S<1 S<4 S<1 |8 S0,5 S<1 S<1 S<2 |2 R>32
CUN-46 2006 Pac-24 | 16 S8 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4 R >32
CUN-51 2006 Pac-39 R32 | 16 S64 | 16 R>16 |8 R >16 R>16 S16 R >4 R32
CUN-52 2004 Pac-37 R >64 R 32 S64 R 32 R>16 R>16 R>16 R>16 R >64 R>4 R>32
CUN-61 2007 Pac-48 R >64 R>64 R>128 R>64 R>16 R>16 R 16 S4 | 32 R>4 R>32
CUN-64 2008 Pac-26 R >64 | 16 R>128 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4 R>32
CUN-70 2008 Pac-28 R >64 R>64 R>128 R>64 R>16 R 16 R>16 R>16 S16 R>4 R>32
CUN-85 2008 Pac-57 | 16 | 16 S16 | 16 R 16 R 16 R>16 R>16 S16 R >4 | 4
CUN-86 2008 Pac-66 R >64 R 32 R >128 | 16 R>16 R 16 S4 S<1 S8 S$<0,25 R>32
CUN-89 2006 Pac-21 | 16 | 16 S64 | 16 R>16 R 16 R>16 R>16 S16 R>4 R>32
CUN-93 2009 Pac-67 | 16 | 16 S64 | 16 R 16 R 16 R >16 R>16 S8 R >4 R>32
CUN-96 2009 Pac-2 R >64 R 32 R >128 | 16 R>16 S4 |18 S2 | 32 R >4 R>32
CUN-106 2009 Pac-71 | 16 | 16 S64 | 16 R>16 R>16 R >16 R>16 S8 R >4 | 4
CUN-107 2009 Pac-54 | 16 | 16 S64 | 16 R>16 R 16 R>16 R>16 S8 R >4 R>32
CUN-108 2009 Pac-3 S4 S8 S8 | 16 R>16 R 16 S4 S<1 S8 S1 R >32
CUN-120 2009 Pac-75 | 16 | 16 R >128 R 32 R >16 R>16 R>16 R >16 S16 R>4 R 16
CUN-131 2009 Pac-25 R32 R 32 R>128 R>64 R>16 R>16 R >16 R>16 S8 R>4 R>32
CUN-133 2009 Pac-74 R 64 S8 R >128 | 16 R>16 R>16 S<1 S<1 S<2 S<0,25 R>32
CUN-135 2009 Pac-35 | 16 S8 S64 | 16 R >16 R>16 R>16 R>16 S16 R >4 | 4
CUN-140 2009 Pac-73 R 64 | 16 S64 S2 R>16 R >16 R >16 R>16 R>64 S<0,25 S1

(CAZ) Ceftazidima; (FEP) Cefepime; (TZP) Piperacilinatazobactam; (ATM) Aztreonam; (IPM) Imipenem; (MPM) Meropenem; (GM) Gentamicina, (TM) Tobramicing;
(6§I) Amikacina; (CIP) Ciprofloxacino; (DRPM) Doripenem.
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La mayoria de las muestras procedian de origen respiratorio (n=13; 54,2%),
seguido de herida (n=5; 20,8%), orina (n=4; 16,7%), y abdomina (n=2; 8,4%). Los
aislamientos procedieron de pacientes ingresados en los siguientes departamentos:
Neurocirugia (n=3; 12,5 %), Oncologia Médica (n=3), UCI (n=3), Cirugia Cardiaca
(n=2; 8,3 %), Cirugia General (n=2), Cirugia Pléstica (n=2), Nefrologia (n=2),
Neumologia (n=2), Neurologia (n=2), Urologia (n=2), y Medicina Interna (n=1; 4,2 %).

Los valores de CMlsy y CMlg para los distintos antibidticos fueron,
respectivamente, los siguientes: ceftazidima (32 y >64 pg/ml), cefepime (16 y >64
pg/ml), piperacilina-tazobactam (64 y >128 pg/ml), aztreonam (16 y >64 ng/ml),
imipenem (>16 y >16 pg/ml), meropenem (16 y >16 pg/ml), doripenem (>32 y >32
pug/ml), gentamicina (>16 y >16 pg/ml), tobramicina (>16 y >16 pg/ml), amikacina (16
y >64 ng/ml) y ciprofloxacino (>4 y >4 ug/ml).

A.- DETECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE METALO-BETA-
LACTAMASAS

Tanto los métodos fenotipicos como |os genotipicos mostraron la presencia de 4
aislamientos productores de MBL.: las cepas CUN-3, CUN-52, CUN-85 y CUN-140
(Tabla 19). La secuenciacion de los productos de amplificacion demostrd que la MBL

producida en los cuatro aislamientos eradetipo VIM-2.

Tabla 19. Resultados de las pruebas empleadas para identificar a los aislamientos
productores de metal o-beta-| actamasas.

Microdilucién E-test MBL
Cepa D MINAED g ppsT®  pcT® PCR
CUN-3 >256/2  256/4 32/1,5 + + VIM-2
CUN-52 >256/2 1282 64/1 + + VIM-2
CUN-85 128/1  256/4 12/1 + + VIM-2
CUN-140 256/4  64/<0,5  Zona phantom + + VIM-2

(1) CMI aimipenem y meropenem interpretada segiin los criterios de la CLSI; CMI a doripenem
interpretada asumiendo los mismos criterios que para imipenem y meropenem; (2) CMI a
imipenem y meropenem interpretada segin CLS|I y CMI a doripenem interpretada segiin FDA;
(3) Test de sinergia con doble disco; (4) Test de los discos combinados.
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Dentro de estos hallazgos, destac6 € bgo valor de CMI a doripenem que
presentaban 2 de los aislamientos, las cepas CUN-85 y CUN-140, cuya CMI a este
antibiotico fue de 4 y 1 pg/ml, respectivamente (Figura 8).

Figura 8. Resultados de las pruebas E-test MBL, E-test de doripenem y test de sinergia
con doble disco de las cepas productoras de metal o-beta-lactamasas CUN-85 (A) y
CUN-140 (B).
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Para tener una evidencia més directa de la expresion de la MBL se cuantificd la
actividad de esta enzima en los aislamientos. Para ello, se emplearon dos técnicas con
distinto fundamento, la medida espectrofotométrica de la hidrélisis del imipenem y la
medida del nivel de expresion de los genes que codifican laMBL VIM-2 mediante PCR
en tiempo real. La medida espectrofométrica de la hidrdlisis del imipenem demostré que
las cepas CUN-3 y CUN-52 presentaban una actividad significativamente superior que
las cepas CUN-85 y CUN-140, cuyo nivel de hidrdlisis no fue significativamente
superior a presentado por la cepa de referencia PAOL (Figura 9). Estos resultados
concordaban con € grado de susceptibilidad relativa a doripenem mostrado por las 4
cepas estudiadas (ver Tabla 18). La adicion de EDTA a los extractos proteicos, inhibio
completamente la hidrdlisis del imipenem en todos los casos, 1o que confirmoé que la
actividad hidrolitica detectada era dependiente de una MBL (datos no mostrados).

—— PAO1
16 - —=— CUN-3
—— CUN-52
15 | |[—+— CUN-85
—e— CUN-140
14 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

0 494 101 151 20 25 292 351 40 45 502 551 598

Absorbancia 300 nm
P
[oe]

Tiempo (minutos)

Figura 9. Medida espectrofotométrica de la hidrdlisis del imipenem de los cuatro
aislamientos productores de metal o-beta-lactamasas y de la cepa de referencia PAOL.
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La cuantificacion de la expresion del gen blayu-2 con respecto ala expresion del
gen congtitutivo proC demostré que la mayor susceptibilidad de las cepas CUN-85 y
CUN-140 a doripenem no se correspondia con un nivel de expresion de VIM-2 inferior
al detectado en las cepas resistentes al doripenem CUN-3 y CUN-152 (Tabla 20).

Tabla 20. Medida de la expresion del gen blay,,., para los cuatro aislamientos
productores de metal o-beta-lactamasas.

Aislamiento CThavim-2 = CTproc Media SD
CUN-3 6,34 6,34 8,13 6,94 1,03
CUN-52 476 4,18 4,50 4,48 0,29
CUN-85 7,84 7,68 8,72 8,08 0,56
CUN-140 10,29 10,22 9,21 9,91 0,61

(CThavim-2 - CTpoc): Medida de la expresion del gen blay,., con respecto al gen
proC determinada mediante PCR atiempo real.

B.- DETECCION DE LA SOBREEXPRESION DE MexAB-OprM

Los niveles de expresion hallados en los aislamientos clinicos se compararon
con la cepa de referencia PAOL y con la cepa LC1-6, que sobreexpresa la bomba
MexAB-OprM. Se detecto la sobreexpresion de mexB en las cepas CUN-9 y CUN-61,
con unos valores de FC (fold change-nimero de veces que aumenta la expresion
respecto a control interno-; ver Material y Métodos) de 4,50 y 4,37, respectivamente.
Otros 2 aidamientos, las cepas CUN-85 y CUN-131, presentaron resultados que se
consideraron dudosos por encontrarse entre los valores 2 y 3 (2,32 y 2,64,
respectivamente) (Tabla 21, Figura 10).
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Tabla 21. Medida de la expresion relativa del gen mexB determinada mediante PCR en
tiempo real.

Aidamiento FC aislamiento clinico respec.to PAO1 Resultado
Q) 2 3 Media SD

CUN-3 0,46 0,48 0,45 0,46 0,01 -
CUN-5 0,61 0,61 0,69 0,63 0,04 -
CUN-9 4,21 4,21 5,07 4,50 0,40 +
CUN-16 0,61 0,51 0,59 0,57 0,04 -
CUN-36 0,78 0,78 0,89 0,82 0,05 -
CUN-46 0,22 0,20 0,21 0,21 0,01 -
CUN-51 1,02 0,98 0,98 1,00 0,02 -
CUN-52 0,37 0,43 0,43 0,41 0,03 -
CUN-61 3,46 4,72 4,95 4,37 0,65 +
CUN-64 0,57 0,60 0,62 0,60 0,02 -
CUN-70 1,05 0,97 1,06 1,03 0,04 -
CUN-85 2,42 2,26 2,26 2,32 0,08 +/-
CUN-86 0,29 0,30 0,34 0,31 0,02 -
CUN-89 0,30 0,35 0,34 0,33 0,02 -
CUN-93 1,54 1,82 1,82 1,72 0,13 -
CUN-96 0,05 0,06 0,10 0,07 0,02 -
CUN-106 0,39 0,51 0,38 0,43 0,06 -
CUN-107 1,16 1,13 1,19 1,16 0,03 -
CUN-108 0,64 0,56 0,66 0,62 0,04 -
CUN-120 1,09 1,67 1,29 1,35 0,24 -
CUN-131 2,34 2,15 3,43 2,64 0,56 +/-
CUN-133 0,97 1,41 1,20 1,20 0,18 -
CUN-135 0,44 0,50 0,60 0,51 0,06 -
CUN-140 0,77 0,94 0,94 0,88 0,08 -
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Figura 10. Expresion de los genes mexB (A) y ampC (B) de las cepas de P. aeruginosa no sensibles a carbapenems respecto ala
cepa de referencia PAOL determinada mediante PCR en tiempo real.

104



Resultados

C.- DETECCION DE LA HIPERPRODUCCION DE AmpC

Empleando |a misma metodol ogia que la del apartado anterior, se determind si el
gen codificante de cefalosporinasa cromosomica AmpC se hallaba sobreexpresado en
alguna de las cepas. La expresion del gen en la cepa PAOL sirvio como nivel basal de

referencia

Ocho aidamientos (CUN-9, CUN-46, CUN-61, CUN-64 CUN-70, CUN-89,
CUN-106 y CUN-107) demostraron ser hiperproductores de esta cefalosporinasa, con
valores de FC que oscilaron entre 11,70 a 64,24. Dos aislamientos, CUN-108 y CUN-
131, presentaron valores de FC de 5,25 y 5,23, lo que se considerd un resultado dudoso
(Tabla22, Figura 10).

Tabla 22. Medida de la expresion relativa del gen ampC  determinada mediante PCR
en tiempo real.

Aidamiento FC aidamiento clinico respect[o PAO1 Resultado
(@) (2 3 Media  SD
CUN-3 3,30 2,40 2,78 2,83 0,37 -
CUN-5 311 3,95 4,53 3,87 0,58 -
CUN-9 3365 2205 5643 37,38 14,28 +
CUN-16 1,36 1,63 1,72 1,57 0,15 -
CUN-36 1,96 1,93 1,11 1,67 0,39 -
CUN-46 18,47 61,46 4943 4312 1811 +
CUN-51 1,08 1,20 0,69 0,99 0,22 -
CUN-52 0,29 0,24 0,26 0,26 0,02 -
CUN-61 1056 470 198 11,70 6,24 +
CUN-64 7505 32,37 8530 6424 2292 +
CUN-70 26,18 947 46,90 2752 1531 +
CUN-85 0,93 1,28 0,98 1,06 0,16 -
CUN-86 4,24 1,37 2,37 2,66 1,19 -
CUN-89 57,98 4048 3065 43,04 11,30 +
CUN-93 0,54 0,24 0,26 0,35 0,13 -
CUN-96 0,83 0,94 0,79 0,85 0,06 -
CUN-106 2937 17,38 848 1841 856
CUN-107 1430 2048 655 13,78 5,70
CUN-108 5,13 5,50 511 5,25 0,18 +/-
CUN-120 1,09 1,04 1,50 1,21 0,20 -
CUN-131 8,46 3,79 3,44 5,23 2,29 +/-
CUN-133 0,29 0,21 0,33 0,28 0,05 -
CUN-135 1,03 3,34 2,77 2,38 0,99 -
CUN-140 2,01 0,87 0,42 1,10 0,67 -
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D.- ANALISIS DE LA PROTEINA DE MEMBRANA EXTERNA OprD

Como se explicd en la Introduccién, se ha descrito que las mutaciones en el gen
codificante de la porina OprD que causan un defecto en la produccion de esta proteina
de membrana externa de PA confieren resistencia a imipenem. Para estudiar la
existencia de este mecanismo de resistencia en los aislamientos en estudio, se
emplearon dos técnicas: amplificacion mediante PCR del gen oprD seguido de la
secuenciacion del amplicon, y andlisis de la expresion de la proteina OprD mediante
SDS-PAGE.

El andlisis del perfil de proteinas mediante SDS-PAGE demostré que tan solo 3
aislamientos (CUN-3, CUN-52 y CUN-85) no presentaban aterada la expresion de la
proteina ya que en € resto de extractos proteicos se detecto la pérdida de una banda de
peso molecular coincidente con OprD (ca. 48 Kd) (Figura 11). La técnica de PCR
permitié detectar mutacidn en 20 de las 24 cepas analizadas, siendo la més frecuente la
aparicién de un coddn stop prematuro por € cambio de unatiminapor unacitosinaen la
posicion 424 (Tabla 23). A pesar de que € andlisis mediante SDS-PAGE detecto lafalta
de expresion de porina OprD en e aislamiento CUN-133, no fue posible llegar a la

deteccion de esta mutacion mediante PCR 'y secuenciacion.
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(HL) Marcador de pesos moleculares; (+) Cepa control positivo; (-) Cepa control negativo.

Figura 11. Andlisis de la expresion de las proteinas de membrana membrana mediante
SDS-PAGE.
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Tabla 23. Mutaciones inactivantes en €l gen oprD determinadas mediante PCR y secuenciacion.

Tipo de mutacion

Aislamiento clinico

Descripcion mutacion*

Efecto*

Coddn stop prematuro

CML producido por ladelecién de 1 pb

CML producido por ladelecién parcial de

una secuencia codificante

CML producido por lainsercién parcial de

una secuencia codificante

Cadificacion de una proteina distinta por la

delecion parcial de 6 pb

CUN-46, CUN-51, CUN-64,
CUN-67, CUN-89, CUN-93,
CUN-106, CUN-107, CUN-
131, CUN-135

CUN-120

CUN-5
CUN-9
CUN-16
CUN-86

CUN-61
CUN-108

CUN-96

CUN-36, CUN-86, CUN-140

Mutacion C424T

Mutacion G1016A

Delecion de una A en laposicion 826
Delecion de una C en laposicion 322
Delecién de una C en laposicion 297

Delecion de una G en la posicién 861

Delecion de 8 pb empezando en la posicion 865

Delecion de 19 pb empezando en 701

Glicina -> codon stop

Glicina-> codon stop

Coddn stop prematuro (posicion 1032)
Codon stop prematuro (posicion 328)
Coddn stop prematuro (posicion 328)
Codon stop prematuro (posicion 712)

Codon stop prematuro (posicién 1092)
Coddn stop prematuro (posicion 1034)

Insercion de 5 pb empezando en la posicion 1034 Codon stop prematuro (posicién 1039)

Delecion de 6 pb y cambio de secuencia

codificante en 30 pb empezando en la posicion Codificacion de proteina distinta

1114

(CML) Cambio del marco de lectura; (pb) pares de bases; (A) Adening; (G) Guaning; (C) Citosing; (T) Timina.
" Las posiciones estan referidas ala secuencia de la cepa de referenciade Pseudomonas aeruginosa PAOL.
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Por tanto, y en resumen, la alteracién de la porina OprD fue & mecanismo de
resistencia mas prevaente en nuestros aislamientos, con 21 cepas afectadas (n=21,
87,5%). Atendiendo a los puntos de corte especificados para determinar la
sobreexpresion de ampC y mexB, |a hiperproduccion de la cefal osporinasa cromosomica
AmpC (n=8, 33,3%) fue & segundo mecanismo més prevalente, seguido de la
produccion de MBL (n=4, 16,7%) y la sobreexpresion del sistema de expulsion activo
MexAB-OprM (8,3%) (Tablas 24 y 25).

Ademas, considerando cada cepa individualmente y las distintas combinaciones
de mecanismos de resistencia en las mismas, la mitad de las cepas presentd como Unica
alteracion lafalta de expresion de OprD (n=12, 50%). La hiperproduccion de AmpC fue
acompaiiada de la ateracion de OprD (n=6, 25%) y de ésta més la sobreexpresion de
MexAB-OprM (n=2, 8,3%) para generar resistencia en un total de 8 aislamientos. La
produccion de MBL fue suficiente para conferir resistencia a los carbapenems en 3
aislamientos (n=3, 12,5%) mientras que en una Unica cepa se detectd la ateracion de
OprD junto ala produccion de MBL (n=1, 4,2%) (Tablas 24 y 25).

Tabla 24. Mecanismos de resistencia presentes en los aislamientos clinicos de
Pseudomonas aeruginosa no sensibles alos carbapenems.

Mecamsmo; de Aislamientos clinicos n (%)
resistencia

CUN-5, CUN-16, CUN-36, CUN-51, CUN-86, CUN-

Oprd () 93, CUN-96, CUN-120, CUN-133, CUN-135 12 (30)
. CUN-46, CUN-64, CUN-70, CUN-89, CUN-106,

OprD (-) + HipAmpC CUN-107 6 (25)

OprD (-) + HipAmpC + i i

SBmexB CUN-9, CUN-61 2(8,3)

MBL CUN-3, CUN-52, CUN-85 3(12,5)

MBL + OprD (-) CUN-140 1(4,2)

OprD (-) Alteracion de la porina OprD; HipAmpC Hiperproducciéon de AmpC; SBmexB
Sobreexpresion de MexAB-OprM; M BL Produccién de metal o-beta-lactamasas.
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Tabla 25. Caracterizacion de los mecanismos de resistencia de las cepas clinicas de P. aeruginosa con susceptibilidad reducida alos carbapenems.

Aislamiento  Afio  Paciente _ 5 cMI (ug/ml()l) - =~ OprD ()@ HipAmpC® sBmexaAB®  mBL ©
I mipenem M er openem Doripenem

CUN-3 2006 Pac-50 >256 256 >32 - - - VIM-2
CUN-5 2006 Pac-50 64 32 >32 + - - -
CUN-9 2003 Pac-30 64 32 >32 + + + -
CUN-16 2006 Pac-45 32 8 32 + - - -
CUN-36 2006 Pac-23 8 1 >32 + - - -
CUN-46 2006 Pac-24 64 32 >32 + + - -
CUN-51 2006 Pac-39 64 16 32 + - - -

CUN-52 2004 Pac-37 >256 128 >32 - - - VIM-2
CUN-61 2007 Pac-48 32 32 >32 + + + -
CUN-64 2008 Pac-26 64 32 >32 + + - -
CUN-70 2008 Pac-28 32 16 >32 + + - -

CUN-85 2008 Pac-57 128 256 8 - - +/- VIM-2
CUN-86 2008 Pac-66 32 16 >32 + - - -
CUN-89 2006 Pac-21 64 32 >32 + + - -
CUN-93 2009 Pac-67 32 32 >32 + - - -
CUN-96 2009 Pac-2 32 16 >32 + - - -
CUN-106 2009 Pac-71 64 16 4 + + - -
CUN-107 2009 Pac-54 64 16 >32 + + - -
CUN-108 2009 Pac-3 64 16 >32 + +/- - -
CUN-120 2009 Pac-75 32 32 16 + - - -
CUN-131 2009 Pac-25 32 32 >32 + +/- +/- -
CUN-133 2009 Pac-74 32 16 >32 + - - -
CUN-135 2009 Pac-35 32 32 8 + - - -

CUN-140 2009 Pac-73 256 64 1 + - - VIM-2

(1) CMI aimipenem y meropenem determinada mediante microdilucién; (2) CMI a doripenem determinada mediante E-test, (3) Alteracion de la porina OprD determinada
mediante PCR simple y secuenciacién, y SDS-PAGE; (4) Hiperproduccion de AmpC determinada mediante PCR en tiempo real; (5) Sobreexpresion de MexAB-OprM
determinada mediante PCR en tiempo real; (6) Produccién de metal o-beta-|actamasas determinada mediante PCR muiltiple y secuenciacion.
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4.2.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA
ADQUISICION DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A LOS
CARBAPENEMS

Se recogieron todos | os pacientes consecutivos con aislamiento de PA durante €
periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y e 31 de diciembre de 2009,
incluyendo anicamente el primer aislamiento por paciente. Se hallaron un total de 205
pacientes que cumplieron los criterios para ser incluidos como “pacientes caso” (ver
criterios de inclusion en e apartado 3.2.1.2.A). De estos 205 pacientes, 6 fueron
excluidos del estudio: cuatro de ellos (pacientes 36, 54, 107 y 182) por imposibilidad de
emparg/amiento con pacientes de los grupos control y dos (107 y 190) por proceder de
muestras obtenidas durante la necropsia. Por tanto, finalmente se incluyeron en €
estudio 199 pacientes caso que Sse emparegjaron con sus correspondientes 199 pacientes
control 1 y 199 pacientes control 2. La distribucion por afios de los aislamientos
PANSC fue la siguiente: 24 aislamientos en e afio 2002, 11 en e 2003, 20 en el 2004,
16 en el 2005, 47 en e 2006, 25 en € 2007, 28 en €l 2008 y 28 en el 2009 (Figura12) y
el empargamiento caso-control 1-control 2 se hizo exactamente conforme a dicha

distribucion.
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&

Figura 12. Distribucion de aislamientos por afio para los grupos de estudio caso,
control 1y control 2.
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4.2.1.- CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, PATOLOGIA Y DATOS
DE MORTALIDAD DE LOSPACIENTES

Del total de los 597 pacientes incluidos en el estudio de los factores de riesgo
(FR) para la adquisicion de PANSC, 389 (65,2%) fueron varones (pacientes caso:
n=127, 63,8%; pacientes grupo control 1: n=144; 72,4%, pacientes grupo control 2:
n=118; 59,3%). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion del sexo entre los tres grupos de pacientes (pacientes caso versus control 1:
p=0,085; pacientes caso versus control 2: p=0,410). La mediana de edad para € total de
pacientes fue de 62 afios con un rango intercuartilico (RIC) de 48,5 a 71 afios. La edad
minima fue de 54 dias y la maxima de 95 afios. No se observaron diferencias
significativas en la edad entre los pacientes caso y control 1, pero si entre los pacientes
caso y control 2 (p=0,046) (Tabla 26).

Aproximadamente |la mitad de los aislamientos de PANSC fueron de origen
respiratorio (n=103; 51,8%), seguido de herida (38, 19,1%), orina (n=35; 17,6%),
muestras de origen abdominal (n=7, 3,5%) y exudado 6tico (n=5; 2,5%). Once muestras
procedieron de distintos origenes (hemocultivo, exudado vaginal, coprocultivo y catéter
intravascular) (Figura 13). El empargjamiento caso-control 1-control 2 se hizo
exactamente conforme a dicha distribucion.

™ Respiratorias 75 11

©J Urocultivo 38

™ Herida

Abdomina 103
™ Exudado 6tico
Otras

35

Figura 13. Distribucién de |os aislamientos seglin la muestra de origen.
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Tabla 26. Comparacion estadistica de las caracteristicas demogréficas, comorbilidad y mortalidad de los pacientes incluidos en € estudio.

Caracter |st|casr?]§rrr:<;ﬁ:jjécas, patologiay Caso Control 1 Control 2 o (1) 0 ()
Sexo (REF= hombre) (n, %) 127 63,8 144 72,4 118 59,3 0,085 0,410
Edad (mediana, RIC) 65 (51, 71) 62 (47,72) 61 (46, 71) 0,323 0,046
indice de Charlson 0-2 110 55,3 112 56,3 117 58,8 0,920 0,544
(REF=0-2) (n, %) >2 89 44,7 87 437 82 41,2

Disfuncion hepética o cirrosis (n, %) 24 12,1 13 6,5 15 75 0,083 0,177
Dario renal (n, %) 71 35,7 68 34,2 71 35,7 0,833 1,000
Enfermedad obstructiva biliar (n, %) 7 35 4 2,0 4 2,0 0,543 0,543
Fallo cardiaco (n, %) 45 22,6 40 20,1 20 10,1 0,625 0,001
Enfermedad cerebrovascular (n, %) 11 55 2 1,0 5 2,5 0,020 0,201
Enfermedad neurol égica (n, %) 12 6,0 13 6,5 12 6,0 1,000 1,000
Tumor érgano solido (n, %) 66 33,2 74 37,2 70 35,2 0,463 0,751
Tumor médula ésea (n, %) 10 50 9 45 11 55 1,000 1,000
Diabetes mellitus (n, %) 36 18,1 34 17,1 32 16,1 0,895 0,690
VIH (n, %) 2 10 2 1,0 1 0,5 1,000 1,000
Anemia (n, %) 150 75,4 146 734 119 59,8 0,731 0,001
Neutropenia (n, %) 6 3,0 10 50 10 50 0,445 0,445
Enfermedad pulmonar crénica (n, %) 49 24,6 44 22,1 40 20,1 0,636 0,336
Transplante médula ésea (n, %) 1 0,5 0 0,0 0 0,0 1,000 1,000
Transplante 6rgano solido (n, %) 16 8,0 9 45 8 4,0 0,214 0,139
Fallecimiento en el ingreso (n, %) 35 17,6 13 6,5 10 5,0 0,001 <0,001
Mortalidad asociada (n, %) 14 7,0 0 0 0 0 <0,001 <0,001

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( RIC) Rango
intercuartilico; (1) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.
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Las muestras de los pacientes procedian de un variado nimero de servicios,
siendo e mas frecuente Oncologia Médica para los dos grupos de pacientes control
(pacientes control 1: n= 40, 20,1%; pacientes control 2: n=31, 15,6%) y Neumologia
para los pacientes caso (n=22, 11,1%). La distribucién de los servicios solicitantes en
funcion de los grupos de estudio se muestraen la Tabla4 del Anexo.

Respecto a las comorbilidades presentes en los pacientes en e momento de la
recogida de la muestra del aislamiento microbiolégico, un indice de Charlson
equivalente a 2 fue el més frecuente para los tres grupos de estudio (caso: 59, 29,6%;
control 1: 45, 22,6%; control 2: 44, 22,1%) (Tabla 27). Para € andlisis estadistico, se
clasificaron a los pacientes en dos grupos en funcién de si el indice de Charlson era <2 6
>2. No se encontraron diferencias significativas en la comorbilidad de los pacientes en
ninguno de los grupos (Tabla 26).

Tabla 27. indice de Charlson de los pacientes incluidos en & estudio.

S Grupos de estudio
Indicede
Charlson Caso Control 1 Control 2
n % n % n %
0 18 9,0 38 19,1 44 221
1 33 16,6 29 14,6 29 14,6
2 59 29,6 45 22,6 44 22,1
3 28 14,1 39 19,6 26 13,1
4 18 9,0 16 8,0 15 7,5
5 10 50 8 4,0 9 45
6 20 10,1 13 6,5 16 8,0
7 6 3,0 4 2,0 3 15
8 5 25 3 15 9 45
9 2 1,0 2 1,0 2 1,0
10 0 0 1 0,5 2 1,0
>10 0 0 1 0,5 0 0

Las cinco patologias que se presentaron con mayor frecuencia fueron dafio renal,
tumor de 6rgano sdlido, enfermedad pulmonar cronicay falo cardiaco (Tabla 28). Solo
se encontraron diferencias significativas en la prevaencia de enfermedad
cerebrovascular entre los pacientes del grupo caso y los pacientes del grupo control 1
(p=0,020), y en la prevalencia de fallo cardiaco y anemia entre los pacientes del grupo
caso Y los pacientes del grupo control 2 (p= 0,001, ambas) (Tabla 26).
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Tabla 28. Comorbilidad presentada por |os pacientes incluidos en € estudio.

Gruposdeestudio

Comorbilidad Caso Control 1 Control 2

n % n % n %
Darfio rena (creatinina>2mg/dl o didlisis) 71 35,7 68 34,2 71 35,7
Diabetes mellitus 36 181 34 171 32 161
Disfuncion hepética o cirrosis 24 121 13 6,5 15 75
Enfermedad cerebrovascul ar 11 55 2 1,0 5 25
Enfermedad neurol 6gica 12 6,0 13 6,5 12 6,0
Enfermedad obstructiva biliar 7 3,5 4 2,0 4 2,0
Enfermedad pulmonar crénica 49 246 44 221 40 201
Fallo cardiaco 45 22,6 40 201 20 101
Neutropenia 6 3,0 10 5,0 10 5,0

Transplante médula 6sea 1 0,5 0 0 0 0
Transplante 6rgano solido 16 80 9 45 8 40
Tumor érgano solido 66 33,2 74 37,2 70 35,2
Neoplasia hematol 6gica 10 5,0 9 45 11 55
VIH 2 1,0 2 1,0 1 0,5

Se estudioé s la mortalidad observada en los tres grupos podia ser atribuida a
aislamiento objeto de estudio. Treinta y cinco pacientes caso fallecieron dentro de los
treinta dias siguientes al aislamiento, a diferencia de los pacientes de los grupos control
1 y control 2 en los que fallecieron 13 y 10 pacientes, respectivamente (p=0,001 y
<0,001). La causa de fallecimiento en los pacientes de los grupos control no fue
atribuible en ningiin caso a PANSC. En cambio, si se consideré € aislamiento de
PANSC como causa del falecimiento de 14 pacientes del grupo caso, siendo esta

diferencia muy significativa con respecto alos dos grupos control (p<0,001) (Tabla 26).

4.2.2.- CARACTERISTICAS RELACIONADAS CON LA
HOSPITALIZACION

De los aislamientos de PANSC, 131 fueron de origen nosocomial y 68 de origen
comunitario. El empargamiento caso-control 1-control 2 siguid exactamente esta
distribucion de origenes. Ademas, dentro de |os aislamientos comunitarios, se estudio s

podian considerarse asociados a cuidados sanitarios (ACS), encontrandose diferencias
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significativas entre los grupos de estudio caso (n= 48 aislamientos ACS, 24,1%) y
control 1 (n=30, 15,1%) (p=0,008), y caso y control 2 (=23, 11,6%) (p<0,001).

La mediana de dias de ingreso hospitalario previo durante €l afio anterior fue de
5 dias (RIC: 0, 22) paralos tres grupos (minimo=0 dias, maximo=184 dias). La mediana
de dias distribuida segun los grupos fue de 14 (RIC: 0, 33), 3 (RIC: 0, 17) y 0 (RIC: O,
16) para los pacientes de los grupos caso, control 1 y control 2, respectivamente. Se
encontré6 que la diferencia del grupo caso frente a ambos grupos control fue

estadisticamente significativa (p<0,001, en ambos casos) (Tabla 29).

Considerando en conjunto |os tres grupos, la mediana de dias de ingreso totales
fue de 15 dias (RIC: 0, 30) (minimo=0 dias, maximo=386 dias) y la mediana de dias de
ingreso previos a aislamiento fue de 4 dias (RIC: 0, 234) (minimo=0 dias, maximo=234
dias). Tanto la mediana de dias de ingreso en UCI previos al aisamiento como la
mediana de dias de ingreso totales en UCI fue de 0 (0, 0, y 0,2, respectivamente). El
nimero maximo de dias de ingreso en UCI previos a aidlamiento fue de 225 y €
nimero maximo de dias totales de 371. Los valores correspondientes a estas variables
para cada uno de los grupos se muestran en la Tabla 29. Para estas cuatro variables se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Para los grupos caso y control 1
el valor de p fue <0,001 para los dias de ingreso totales y dias de ingreso previos a
aislamiento, 0,017 para los dias de ingreso previos en UCI y 0,018 para los dias de
ingreso totales en UCI, mientras que en la comparacion entre |os pacientes de |os grupos

caso y control 2 el valor de p fue <0,001 paratodas estas variables.

Contando Unicamente aquellos pacientes en los que se encontraba presente la

variable en estudio los datos fueron los siguientes:

- Pacientes grupo caso:
e Diasdeingresos previos durante el afio anterior: 24 (RIC: 13, 42,2).
e Diastotaesdeingreso: 38 (18, 73).
e Diasdeingresos previosa aislamiento indice: 20 (8,5, 32,5).
e Diastotaesdeingreso en UCI: 11 (RIC: 26,2).

e Diasdeingreso en UCI previos a aislamiento indice: 8 (3, 17).

- - Pacientes grupo control 1:
e Diasdeingresos previos durante el afio anterior: 14,5 (RIC: 8, 24,7).
e Diastotalesdeingreso: 22 (12,5, 30).
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e Diasdeingresospreviosa aislamiento indice: 7 (RIC: 3, 13).
e Diastotalesdeingreso en UCI: 3 (RIC: 2, 8).

e Diasdeingreso en UCI previos a aislamiento indice: 2 (2, 6,5).

- - Pacientes grupo control 2:
e Diasdeingresos previos durante el afio anterior: 17 (RIC: 7,5, 30,5).
e Diastotalesdeingreso: 16 (10, 25).
e Diasdeingresos previosa aislamiento indice: 5 (RIC: 2, 9).
e Diastotalesdeingreso en UCI: 4 (RIC: 2,7, 6,2).

e Diasdeingreso en UCI previos a aislamiento indice: 3 (2, 3).

Sin embargo, |os estudios se realizaron con |os datos totales motivo por €l cua el
valor de referencia para determinar el punto de corte a partir del cual se consideraba un
riesgo superior de adquisicion del microorganismo objeto de estudio se escogio €
percentil 75, no lamediana.

Doce pacientes de los grupos caso y control 1 ingresaron en la CUN trasladados

de otros centros hospitalarios (6,0%), mientras que tan sélo 3 (1,5%) lo fueron en €

grupo control 2. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,032).

Tabla 29. Estadisticos de las variables relacionadas con €l tiempo de ingreso segiin los
grupos de estudio.

Variables Caso Control 1 b (1)
Mediana(RIC) Min Méx | Mediana(RIC) Min Maéax
Diasingreso ultimo afio 14 (0, 33) 0 184 3(0,17) 0 75 | <0,001
Diastotales de ingreso 25 (0, 55) 0 386 15 (0, 27) 0 155 | <0,001
Dias ingreso previos 10 (0, 28) 0 234 3(0, 10) 0 100 | <0,001
Diasingreso UCI previos 0(0,3) 0 225 0(0,1) 0 100 | 0,017
Diastotalesingreso UCI 0(0, 6) 0 371 0(0, 2) 0 1551 0,018
. Caso Control 2

Variables Mediana (RIC) Min Max | MedanaRIC) Min max| P®
Diasingreso ultimo afio 14 (0, 33) 0 184 0(0, 16) 0 84 | <0,001
Diastotales de ingreso 25 (0, 55) 0 386 11 (0, 19) 0 147 | <0,001
Dias ingreso previos 10 (0, 28) 0 234 0(0,7) 0 141 | <0,001
Diasingreso UCI previos 0(0,3) 0 225 0(0,0) 0 59 | <0,001
Diastotalesingreso UCI 0 (0, 6) 0 371 0(0, 0) 0 72 | <0,001

(RIC) Rango intercuartilico; (Min) valor minimo; (Max) Vaor maximo; (1) Pacientes grupo caso versus
pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.
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4.2.3.- CARACTERISTICAS RELACIONADAS CON LOS FACTORES
DE RIESGO EXTRINSECOS

Se seleccionaron aquellas variables consideradas como factores de riesgo
extrinsecos a paciente y se compararon las caracteristicas de los pacientes del grupo
caso frente a ambos grupos control con respecto a estas variables. Ademas de andlizar s
habia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en relaciéon a las
variables cualitativas (las variables del tipo “presencia o ausencia de un factor”), se
cuantifico el nimero de dias que € paciente habia estado expuesto a ese factor.
Posteriormente se definidé un punto de corte por encima del cual se consideré que €l
riesgo de adquisicion de PANSC era superior por ser mayor la duracion de la
exposicion. El punto de corte se determind calculando e percentil 75 de los dias de
exposicion. Se escogio € percentil 75 por tratarse de una poblacion que, paratodas estas
variables, no seguia una distribucion normal, sino que se inclinaba hacia los valores mas

bajos (hacialaizquierda).

Un total de 166 pacientes (27,8%) -61 (30,7%) del grupo caso, 57 (28,6%) del
grupo control 1y 48 (24,1%) del grupo control 2- fueron sometidos a algun tipo de
intervencion quirdrgica en los treinta dias previos a aislamiento microbioldgico. A este
respecto, no se observaron diferencias significativas entre los casos y los dos controles
(p=0,742 y 0,177 paralos grupos control 1y control 2, respectivamente, frente al grupo
caso) (Tabla 28). Diez pacientes caso recibieron 2 intervenciones y 6 pacientes tres o
mas intervenciones, mientras que 3 pacientes del grupo control 1y 2 del grupo control 2
recibieron 2 intervenciones, y 1 paciente del grupo control 1 y ninguno del grupo
control 2 recibieron 3 6 més intervenciones. Sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas (p=0,155 y 0,226 para los grupos caso y control 1, y caso y control 2,
respectivamente). El tipo de cirugia mas frecuente en los pacientes del grupo caso fue la
digestivalabdominal (n=21, 25,3%), torécica (n=12, 14,5%) y neuroldgica (n=11,
13,3%). Para los pacientes del grupo control 1 fue la vascular (n=11, 17,7%),
ortopédicaltraumatol6gica (n=10, 16,1%) y disgestiva (n=9, 14,5%), y para los
pacientes del grupo control 2 la digestiva (n=19, 38%), ortopédica/traumatol 6gica (n=7,
14%) y torécica (n=5, 10%) y ginecoldgica (n=5, 10%) (Anexo, Tabla5).

Por otro lado, 32 (16,1%) pacientes caso, 38 (19,1%) pacientes control 1y 46

(23,1%) pacientes control 2 fueron expuestos a procedimientos invasivos. Tampoco en
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este caso se encontraron diferencias significativas entre los grupos (p= 0,300 y 0,078,
paralos grupos control 1y control 2, respectivamente, frente al grupo caso) (Tabla 30).
La mayoria de estos pacientes sufrieron un unico procedimiento invasivo (n=20 en €l
grupo caso, N=33 en & grupo control 1 y n=38 en & grupo control 2), mientras que 6
pacientes del grupo caso y 3 de ambos grupos control fueron sometidos a dos
procedimientos invasivos, y 6, 5 y 6 de los grupos caso, control 1 y control 2,
respectivamente, sufrieron 3 6 més procedimientos invasivos. La diferencia en €
numero de procedimientos invasivos no resulté significativa (p=0,055 y 0,088 para los
grupos control 1y control 2 respecto a grupo caso, respectivamente). La realizacion de
ostomia fue & principal procedimiento invasivo paralos pacientes de grupo caso (n=10,
20%) seguido de la colocacion/revision de drengjes (n=9, 18%), mientras que para los
pacientes de los grupos control 1 y control 2 lo fueron la endoscopia digestiva baja
(n=9, 16,7% y n=26, 46,2%, respectivamente) y la colocacion/revision de drengjes (n=9,
16,7% y n=10, 15,6%, respectivamente) (Anexo, Tabla5).

Cuarenta y seis (23,1%) de los pacientes del grupo caso, 35 (17,6%) del grupo
control 1y 20 (10,1%) del grupo control 2 requirieron ventilacion mecanica durante los
treinta dias previos al aislamiento. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre |os grupos caso y control 1 (p= 0,213), pero si paralos grupos caso y
control 2 (p=0,001). Ademas, se cuantifico € numero de dias que habian permanecido
intubados y se establecié como punto de corte por encima del cual se apreciaba mayor
riesgo, un tiempo de intubacién superior a 2 dias. Atendiendo a este criterio, se encontro
gue existian diferencias entre los pacientes del grupo caso y ambos grupos control
(p=0,001 y <0,001 paralos grupos control 1y control 2, respectivamente) (Tabla 30).

Igualmente, se analizd si existian diferencias entre los pacientes que habian sido
objeto de traqueostomia en |os distintos grupos. En este caso, se encontraron diferencias
significativas tanto s se consideraba Unicamente e hecho de haber sido
tragueostomizado — 27 (13,6%) pacientes del grupo caso, 13 (6,5%) del grupo control 1
y 3 (1,5%) del grupo control 2 — como s se cuantificaban los dias de duracién de la
misma. En € primer caso, los niveles de significacion fueron p=0,020 enfrentando los
grupos caso y control 1, y p<0,001 paralos grupos caso y control 2. Se establecié como
punto de corte 13 dias, y se obtuvieron niveles de significacion de 0,010 y <0,001 para

los grupos caso y control 1, y caso y control 2, respectivamente (Tabla 30).
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También se encontraron diferencias significativas tanto s se consideraba
anicamente el uso de catéter venoso central como Si esta circunstancia se categorizaba
en funcién de un punto de corte establecido en 5 dias de uso. En ambos caso €l nivel de
significacion fue <0,001 comparando € grupo caso con ambos grupos control (Tabla
30). Ciento siete (53,8%) pacientes del grupo caso portaron un catéter, a diferencia de
los 68 (34,2%) y 50 (25,1%) pacientes de los grupos control 1 y control 2,
respectivamente. En los tres grupos e catéter que se canulé con mas frecuencia fue la
via central yugular derecha (32,0%, 36,0% Yy 45,0% para los grupos caso, control 1y
control 2, respectivamente); los segundos en frecuencia fueron los catéteres Hickman®
(21,6%), CVC de insercion periférica (14,7%) y catéter venoso central tunelizado

(23,3%) paralos grupos caso, control 1y control 2, respectivamente.

El punto de corte establecido para e tiempo de uso de sonda vesical y de sonda
nasogéstrica fue de 3 dias. Para ambos tipos de sondas, se encontraron diferencias
significativas tanto cualitativas (uso/no uso) como cuantitativas (nUmero de dias de
uso). Setenta y tres pacientes (36,7%) del grupo caso usaron sonda nasogastrica frente a
41 (20,6%) del grupo control 1y 27 (13,6%) del grupo control 2 (p=0,001 y <0,001,
respectivamente). Cuando se cuantificaron y categorizaron los dias de uso de los dos
tipos de sondas, € nivel de significacion fue <0,001 para ambos grupos control con
respecto a grupo caso (Tabla 30). Por otro lado, 109 (54,8%) pacientes del grupo caso,
75 (37,7%) del grupo control 1y 53 (26,6%) usaron sonda vesical durante los treinta
dias previos a aidlamiento. El nivel de significacion obtenido fue de 0,001 y <0,001 a
comparar los pacientes del grupo caso y control 1, y caso y control 2, respectivamente
(Tabla 30).

Asimismo, se analizé € uso de ostomiay de drengjes por parte de los pacientes.
Para las ostomias, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes del grupo caso y del grupo control 1, ni cuando se considerd solo e haber
portado alguna ostomia — 24 (12,2%) de los pacientes caso y 22 (11,1%) del grupo
control 1; p= 0,100 — ni cuando se categorizd en funcion del punto de corte establecido
en 12 dias (p= 0,510). Sin embargo, si se encontraron diferencias entre 10s grupos caso
y control 2, dado que en este Ultimo grupo solo 8 pacientes (4,0%) fueron portadores de
ostomia. El nivel de significacion fue de 0,005 tanto para € andlisis cualitativo como
cuantitativo (Tabla 30). Para los pacientes de |os grupos caso y control 2, las ostomias

fueron mayoritariamente nefrostomias (42,9% y 66,7%, respectivamente) mientras que
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en e grupo control 1 la mayoria fueron gastrostomias (38,1%). Por otro lado, 65
(37,7%) pacientes del grupo caso, 59 (29,6%) del grupo control 1y 36 (18,1%) del
grupo control 2 fueron portadores de drengjes. Las diferencias entre los grupos caso y
control 1 no alcanzaron significacion estadistica (p=0,111), mientras que si lo hicieron
para los grupos caso y control 2 (p<0,001). Ademés, € andlisis cuantitativo del uso de
drengjes atendiendo al criterio “dias de uso” revel6 diferencias significativas cuando se
establecioé un punto de corte en 4 dias (p<0,001 para ambos grupos control respecto al

grupo caso; Tabla 30).

Por dltimo, los tratamientos basados en hemodidisis 0 hemofiltracion, nutricion
parenteral, corticoides, inmunosupresores, quimioterapia o radioterapia durante los
treinta dias previos a aislamiento solo se analizaron cualitativamente. Al comparar los
grupos caso y control 1, sdlo se encontraron diferencias significativas para los
tratamientos basados en hemodidlisigdidlisis peritonea (p=0,036) 0 inmunosupresores
(p=0,018). En los grupos caso y control 2 se encontraron diferencias significativas para
la hemodidlisig/didisis peritoneal (p=0,004) y para la recepcion de nutricion parenteral

(p=0,001), pero no para los tratamientos basados en inmunosupresores (Tabla 30).
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Tabla 30. Comparacion estadistica de |os factores de riesgo extrinsecos de |os pacientes incluidos en € estudio.

. , Caso Control 1 Control 2
Factor es de riesgo extrinsecos p (1) p(2
n % n % n %
Cirugia 61 30,7 57 28,6 48 24,1 0,742 0,177
Procedimiento invasivo 32 16,1 41 20,6 47 23,6 0,300 0,078
Ventilacion mecénica 46 231 35 17,6 20 10,1 0,213 0,001
Dias de ventilacién mecanica > valor ref
(REF= 2 dias) 30 15,1 9 45 3 15 0,001 <0,001
Tragueostomia 27 13,6 13 6,5 3 15 0,029  <0,001
D,IaS de traqueostomia > valor ref (REF= 13 21 106 7 35 5 10 0010 <0001
dias)
Catéter venoso central 107 53,8 68 34,2 50 25,1 <0,001 <0,001
Dias de catéter venoso central > valor ref 03 46,7 43 21,6 31 15,6 <0001  <0,001
(REF=5 dias)
Sonda nasograstrica 73 36,7 41 20,6 27,0 13,6 0,001  <0,001
Dias de sonda nasogastrica > valor ref (REF= 65 32,7 25 12,6 10,0 5,0 <0,001  <0,001
3dias)
Sondavesical 109 54,8 75 37,7 53 26,6 0,001 <0,001
;’; de sonda vesical > valor ref (REF= 3 95 47,7 41 20,6 27 136 <0,001  <0,001
Ostomia 24 12,1 22 11,1 8 40 0,876 0,005
Dias de ostomia > valor ref (REF= 12 dias) 19 9,5 15 75 5 2,5 0,591 0,005
Drengje 75 37,7 59 29,6 36 18,1 0,111 <0,001
Dias de drenaje > valor ref (REF= 4 dias) 63 31,7 31 15,6 24 12,1 <0,001 <0,001

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso

versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.
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Tabla 30. Comparacion estadistica de los factores de riesgo extrinsecos de |os pacientes incluidos en € estudio.

. , Caso Control 1 Control 2
Factores deriesgo extrinsecos p (1) p (2
n % n % n %
Hemodidlisis/didlisis peritoneal 15 75 5,0 2,5 3 15 0,036 0,004
Nutricién Parenteral 25 12,6 14,0 7,0 6 3,0 0,091 0,001
Corticoides 61 30,7 68,0 34,2 53 26,6 0,521 0,438
Inmunosupresores 31 15,6 15,0 75 18 9,0 0,018 0,066
Quimioterapia 25 12,6 33,0 16,6 21 10,6 0,320 0,639
Radioterapia 6 3,0 14,0 7,0 7 35 0,106 1,000

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que e sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso
versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.
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4.2.4.- CARACTERISTICAS RELACIONADAS CON EL CONSUMO DE
ANTIBIOTICOS

Se analiz6 @ consumo antibiotico durante los treinta dias previos a aislamiento
objeto de estudio en los pacientes de los tres grupos. Para ello se clasificd a los
antibidticos en las categorias especificadas en e apartado 3.2.3.D y se caculo €
consumo total en miligramos (excepto para colisting, que se calculé en mU). Ademés,
se establecio un punto de corte de consumo para cada categoria antibidtica por encima

del cual se suponia un mayor riesgo de adquisicion de PANSC.

En & grupo de pacientes caso, las fluorquinolonas fueron la familia antibiética
administrada a un mayor nimero de pacientes (n=103, 51,8%) seguido de los
piperacilina-tazobactam (n=72, 36,2%), amoxicilina-clavulanico (n=57, 28,6%),
glucopéptidos/daptomicina (n=53, 26,6%), aminoglucosidos (n=50, 25,1%) Yy
carbapenems (n=46, 23,1%). En los pacientes del grupo control 1, las dos categorias
antibidticas mas consumidas fueron amoxicilina-clavulanico (n=63, 31,7%) Yy
fluorquinolonas (n=44, 22,1%). También destacd el consumo de cefalosporinas de EA
(n=23, 11,6%), a diferencia de lo observado en & grupo de pacientes caso. Por ultimo,
en el grupo control 2, las dos categorias de familias antibiéticas para las que se registro
un mayor consumo también fueron amoxicilinaclavulanico (n=36, 18,1%) vy
fluorquinolonas (n=27, 13,6%) (Tabla 31) (Figura 14).

La comparacion pacientes caso-control 1 revelo la existencia de diferencias
estadisticamente significativas para aminoglucésidos, carbapenems, fluorquinolonas,
glucopéptidos/daptomicina y piperacilina-tazobactam (p<0,001), linezolid (p=0,001),
metronidazol (p=0,006), y cotrimoxazol y clindamicina (p=0,011) (Tabla 31).
Igualmente, se encontraron diferencias significativas para los pacientes de los grupos
caso y control 2 para los siguientes antibiéticos. aminoglucdsidos, carbapenems,
cefalosporinas de EE, cotrimoxazol, fluorquinolonas, glucopéptidos/daptomicina,
linezolid y piperacilina-tazobactam (p<0,001), clindamicina (p=0,011), quimioerapicos
urinarios (p=0,012), amoxicilina-clavulanico (p=0,017) y penicilinas antiestafilococicas
(p=0,020) (Tabla 31).

Para el andlisis cuantitativo del consumo se establecieron |os puntos de corte que
seindican en la Tabla 31. Atendiendo a estos puntos de corte, se enfrentaron los grupos

caso y control 1 y se hallaron diferencias significativas para las mismas categorias
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antibidticas que las enumeradas en € andlisis cualitativo: aminoglucdsidos, piperacilina-
tazobactam, glucopéptidos/daptomicinag, carbapenems y fluorquinolonas (p<0,001),
linezolid (p=0,002), metronidazol (p=0,003) y clindamicina (p=0,011), excepto para €
consumo de metronidazol que resultd ser no significativo (p=0,075) (Tabla 31). Paralos
grupos caso y control 2 se detectaron diferencias significativas en € consumo de las
mismas categorias que las citadas en e andisis cudlitativo: aminoglucésidos,
pi peracilina-tazobactam, carbapenems, cotrimoxazol, fluorquinol onas,
glucopéptidos/daptomicina y linezolid (p< 0,001), clindamicina (p= 0,003) y
cefalosporinas de EE (p=0,006) y amoxicilina-clavulanico (p=0,012), excepto para €
consumo de quimioterapicos urinarios y penicilinas antiestafilocécicas que presentaron
diferencias no significativas (p=0,057 y 0,122, respectivamente) (Tabla 31).

Quimiterdpicos urinarios
Calistina

Metronidazol
Doxiciclina/ Tigeciclina
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Figura 14. Consumo antibidtico de los pacientes incluidos en el estudio.
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Tabla 31. Comparacién estadistica del consumo antibidtico de los pacientes incluidos en el estudio.

. Caso Control 1 Control 2
Consumo antibiético p (1) p(2)
n % n % n %

Aminopenicilinas 5 25 10 5,0 2 1,0 0,292 0,449
Consumo aminopenicilinas > valor ref (REF= 4 20 5 25 5 10 1,000 0,685
3000 mg)
Amoxicilina-clavulanico 57 28,6 63 31,7 36 18,1 0,585 0,017
Consumo amoxicilina-clavulanico > valor ref
(REF= 22500 mg) 19 9,5 13 6,5 6 3,0 0,357 0,012
Piperacilina-tazobactam 72 36,2 21 10,6 15 75 <0,001 <0,001
Consumo piperacilina-tazobactam > valor ref
(REF= 128000 mg) 21 10,5 2 1,0 1 0,5 <0,001 <0,001
Penicilinas antiestafilococicas 9 45 5 2,5 2 1,0 0,415 0,020
Consumo penicilinas antiestafil océcicas >
valor ref (REF= 4500 mg) 6 30 4 2,0 1 0,5 0,751 0,122
Carbapenemes 46 23,1 7 35 4 20 <0,001 <0,001
Consumo carbapenems > valor ref (REF= a4 221 7 35 4 20 <0001 <0,001
12500 mg)
Cefaosporinas de amplio espectro 14 7,0 23 11,6 8 4,0 0,167 0,492
Consumo cefal osporinas de amplio espectro
> valor ref (REF= 4500 mg) 9 4,5 13 6,5 2 1,0 0,511 0,062
Cefa osporinas de espectro extendido 27 13,6 18 9,0 6 3,0 0,205 <0,001
Consumo cefal osporinas de espectro
extendido > valor ref (REF= 11000 mg) 13 6.5 6 30 2 10 0,157 0,006

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que e sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso

versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.
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Tabla 31. Comparacion estadistica del consumo antibiético de los pacientes incluidos en el estudio (continuacion).

L Caso Control 1 Control 2
Consumo antibidtico p () p(2
n % n % n %

Fluorquinolonas 103 51,8 44 22,1 27 13,6 <0,001 <0,001
Consumo fluorquinolonas > valor ref (REF= 73 36,7 29 146 15 75 <0001  <0,001
2000 mg)
Aminoglucosidos 50 25,1 11 55 7 3,5 <0,001 <0,001
Consumo aminoglucésidos > valor ref (REF= 41 206 8 4.0 3 15 <0001  <0,001
700 mg)
Glucopéptidos/daptomicina 53 26,6 21 10,6 5 25 <0,001 <0,001
Consumo glucopéptidos/daptomicina > valor
ref (REF= 4500 mg) 35 17,6 11 55 3 15 <0,001 <0,001
Macrolidos 10 50 4 2,0 7 35 0,172 0,621
;ch;r;wmo macroélidos > valor ref (REF= 2000 7 35 4 20 4 20 0,543 0,543
Linezolid 20 10,1 4 2,0 1 0,5 0,001  <0,001
Ezr;sumo linezolid > valor ref (REF= 5500 15 75 5 10 1 05 0002  <0,001
Cotrimoxazol 31 15,6 14 7,0 9 45 0,011 <0,001
Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF= 23 116 12 6.0 5 25 0,075 <0,001
4000 mg)
Clindamicina 14 7,0 3 15 3 15 0,011 0,011
Consumo clindamicina > valor ref (REF= 12 6.0 5 10 1 05 0,011 0,003
2000 mg)

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consider6 que e sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso
versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.

126




Resultados

Tabla 31. Comparacion estadisticadel consumo antibiético de los pacientes incluidos en e estudio (continuacion).

. Caso Control 1 Control 2
Consumo antibiético p (1) p (2
n % n % n %
Doxiciclinaltigeciclina 5 25 2 1,0 1 0,5 0,251 0,215
Consumo doxiciclina/tigeciclina> valor ref
(REF= 600 mg) 4 2,0 2 1,0 1 0,5 0,685 0,372
Metronidazol 25 12,6 9 45 13 6,5 0,006 0,059
Consumo metronidazol > valor ref (REF= 20 101 5 25 9 45 0,003 0,052
2500 mg)
Colistina 3 15 1 0,5 0 0 0,623 0,248
Consumo colistina > valor ref (REF=2,5
2 1,0 1 0,5 0 0 1,000 0,499
muU)
Quimioterapicos urinarios 19 9,5 9 45 6 3,0 0,076 0,012
Consumo quimiotergpicos urinarios > valor
ref (REF= 750 mg) 14 7,0 9 4,5 5 2,5 0,391 0,057

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consider6 que e sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso
versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.
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425- ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS A LA ADQUISICION DE Pseudomonas aeruginosa NO
SENSIBLESA LOSCARBAPENEMS

Para discernir los FR que podian estar asociados a la adquisicion de PANSC, en
primer lugar se llevd a cabo un estudio de regresién logistica univariable. Para ello, se
eliminaron todas aguellas variables presentes en un nimero reducido de pacientes (se
incluyeron Unicamente las que estaban presentes en a menos un 20% de sujetos). De
esta manera, se persiguio reducir la posibilidad de hallar resultados inconsistentes
debidos a un tamafio muestral pequefio. Las variables eliminadas del estudio fueron las
siguientes. enfermedad obstructiva biliar, enfermedad cerebrovascular, enfermedad
neurolégica, tumor médula Osea, VIH, neutropenia, transplante de médula Osea,
transplante de organo sdlido, dias de ostomia, hemodidisig/didisis peritoneal,
radioterapia, y consumo  de aminopenicilinas, penicilinas antiestafilococicas,
cefalosporinas de AE, cefalosporinas de EE, macrdlidos, linezolid, clindamicina,
doxiclinaltigecicling, colistina'y quimioterapicos urinarios. Con €l resto de variables, se

llevd acabo e andlisis univariable.

En la Tabla 32 se muestran los resultados del andlisis univariable. Para los
pacientes de los grupos caso y control 1, se encontraron como variables cualitativas
estadisticamente significativas las siguientes. ambito de aislamiento (nosocomial-
ACS-comunitario) y uso de inmunosupresores. Ademas, dentro de las variables para
las que se consideré que existia un riesgo mayor cuando su valor era superior a un
determinado punto de corte, se encontraron como significativas las siguientes: dias de
ingreso hospitalarios previos al aislamiento durante €l afio anterior, diastotales de
ingreso, dias de ingreso previos al aislamiento, dias de ingreso en UCI previos al
aislamiento, dias totales de ingreso en UCI, dias de ventilacién mecanica, dias de
traqueostomia, dias de catéter venoso central, dias de sonda nasogastrica, dias de
sonda vesical, dias de drenaje, y consumo de piperacilina-tazobactam,
carbapenems, fluorquinolononas, aminoglucésidos, glucopéptidos/daptomicina, y
metronidazol (Tabla 32).
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Tabla 32. Andlisis univariable paralos grupos caso-control 1.

Caso (n=199) - Control 1 (n=199)

Caracteristicas

Chi2 p OR I.C. 95%
Sexo (REF= hombre) 33 0068 148 097 227
Edad > mediana (REF= 64 afios) 1,00 0316 122 083 181
indice de Charlson (REF= 0-2) 004 0840 104 070 155
Disfuncion hepética o cirrosis 366 0061 196 097 397
Dafio rend 0,10 0,752 107 071 161
Insuficiencia cardiaca 037 0541 116 0,72 1,88
Tumor 6rgano solido 071 0401 084 056 127
Diabetes mellitus 007 0792 107 064 180
Enfermedad pulmonar crénica 03 0554 115 072 183
P Comunitario 0,009
Qgﬁ‘;ﬁi ACS 987 0002 304 150 617
Nosocomid 0,034 19 105 344
(DF;ESF‘ieé g?gos previos> velor referencia 1511 5001 208 1,39 3,10
?:;adsl’;;tales de ingreso > valor ref (REF= 454 0034 154 103 230

Dias ingreso previos a aislamiento > valor

ref (REF= 4 dias) 911 0003 184 124 274

Dias previos en UCI > valor ref (REF= 2 1700 <0001 300 174 515

dias)

DIZ:‘!S de ingreso en UCI > valor ref (REF= 1316 <0001 230 145 363
2 dias)

Cirugia 019 0661 110 0,72 1,69
Procedimiento invasivo 1,36 0245 074 044 1,23
Dias de ventilacion mecanica > valor ref

(REF= 2 dias) 13,16 0,001 375 1,73 812
Dlas’ de tragueostomia > valor ref (REF= 786 0009 324 134 7.80
13 dias)

Dias de catéter venoso central > valor ref

(REF= 5 dias) 2842 <0,001 318 205 4,93
Dias de sonda nasogéstrica > valor ref

(REF= 3 dias) 2362 <0,001 338 202 564
32355) de sonda vesical > valor ref (REF= 3 3325 <0001 352 226 548

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que el sujeto
de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

130



Resultados

Tabla 32. Andlisis univariable paralos grupos caso-control 1 (continuacion).

Caso (n=199) - Control 1 (n=199)
Chi2 p OR I.C. 95%

Caracteristicas

Dias de ostomia > valor ref (REF= 12 dias) 052 0474 129 064 263

Dias de drenaje > valor ref (REF= 4 dias) 1449 <0001 251 154 4,08
Nutricién Parenteral 348 0,067 19 096 3,77
Corticoides 056 0454 08 056 1,30
Inmunosupresores 641 0014 226 118 434
Quimioterapia 1,30 0257 0,72 041 127

Consumo amoxicilina-clavulanico > valor
ref (REF=22500 mg)

Consumo piperacilina-tazobactam > valor
ref (REF=128000 mg)

Consumo carbapenems > valor ref (REF=
12500 mg)

Consumo fluorquinolonas > vaor ref
(REF= 2000 mg)

Consumo aminoglucosidos > valor ref
(REF= 700 mg)

Consumo  glucopéptidos/daptomicina >
valor ref (REF= 4500 mg)

Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF=
4000 mg)

Consumo metronidazol > valor ref (REF=
2500 mg)

123 0271 151 072 315

1956 0,001 1162 269 50,26

3386 <0001 7,79 341 17,77

26,18 <0,001 340 208 553

27,44 <0,001 620 282 13,60

1480 <0,001 365 1,79 741

385 0055 204 098 422

10,24 0,004 434 159 11,79

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideré que el sujeto
de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

Igualmente, se llevd a cabo un andlisis de regresion logistica univariable
incluyendo los pacientes de los grupos caso y control 2. En este caso se encontraron
como variables cualitativas significativas las siguientes: insuficiencia car diaca, ambito
de aislamiento, administracion de nutricion parenteral y uso de inmunosupr esor es.
Como variables relativas a un determinado punto de corte (variables cuantitativas) se
encontrd significacion estadistica para las siguientes. dias de ingreso previos durante
el afio anterior, dias totales de ingreso, dias de ingreso previos al aislamiento, dias

de ingreso en UCI previos al aislamiento, dias totales de ingreso en UCI, dias de
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ventilacion mecanica, dias de traqueostomia, dias de catéter venoso central, dias de
sonda nasogastrica, dias de sonda vesical, dias de ostomia, dias de drenaje, y
consumo de amoxicilina-clavulanico, piperacilina-tazobactam, carbapenems,
fluorquinolonas, aminoglucésidos, glucopéptidos/daptomicina, cotrimoxazol y
metronidazol (Tabla 33).

Tabla 33. Andlisis univariable paralos grupos caso-control 2.

o Caso (n=199) - Control 2 (n=199)
Caracteristicas

Chi2 p OR I.C. 95%
Sexo (REF= hombre) 08 0354 083 055 1,24
Edad > mediana (REF= 64 afios) 235 0126 1,37 092 204
indice de Charlson (REF= 0-2) 004 0840 104 0,70 155
Disfuncion hepéticao cirrosis 232 0132 168 08 331
Dario renal 0 1,000 100 066 151
Insuficiencia cardiaca 11,75 0,001 262 148 4,62
Tumor érgano sblido 0,18 0,673 091 060 1,38
Diabetes mellitus 028 0594 115 068 1,94
Enfermedad pulmonar crénica 1,17 0280 130 0,81 2,08
A Comunitario <0,001
Ambito de
sidamiento ACS 18,62 <0,001 4,70 228 9,69
Nosocomial <0,001 225 126 4,02
(DRlstief; r;lg;S&)eos previos > valor referencia 2159 <0,0010 258 1,72 387
?éa;gal& deingreso > valor ref (REF= 1076 0001 241 161 361

Dias ingreso previos a aidamiento > valor
ref (REF= 4 dias)
Dias previos en UCI > vaor ref (REF= 2

19,62 <0,001 246 164 3,68

32,04 <0,001 533 280 10,14

dias)

Dla,s de ingreso en UCI > vaor ref (REF= 2314 <0001 318 195 519
2 dias)

Cirugia 214 0145 139 089 217
Procedimiento invasivo 357 0061 062 038 1,02
Dias de ventilacion mecanica > valor ref

(REF= 2 dias) 27,64 <0,001 11,60 3,48 38,68
Dlas, de tragueostomia > valor ref (REF= 1926 0001 1162 269 50.26
13 dias)

Dias de catéter venoso central > valor ref

(REF= 5 dias) 46,59 <0,001 475 29 764

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se consider6 que e sujeto
de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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Tabla 33. Andlisis univariable paralos grupos caso-control 2 (continuacion).

Caso (n=199) - Control 2 (n=199)
Chi2 p OR I.C. 95%

Caracteristicas

Dias de sonda nasogéstrica > valor ref
(REF= 3 dias)

Dias de sonda vesical > valor ref (REF= 3
dias)

Dias de ostomia > valor ref (REF= 12 dias) 923 0,006 410 150 11,20

54,48 <0,001 9,17 455 1849

57,09 <0,001 582 356 952

Dias de drengje > valor ref (REF= 4 dias) 23,02 <0,001 338 201 5,69
Nutricion Parenteral 1350 0,001 4,62 1,85 11,53
Corticoides 079 0375 122 0,79 188
Inmunosupresores 397 0050 186 100 344
Quimioterapia 039 0531 122 066 226

Consumo amoxicilina-clavulanico > valor
ref (REF= 22500 mg)

Consumo piperacilina-tazobactam > valor
ref (REF= 128000 mg)

Consumo carbapenems > valor ref (REF=
12500 mg)

Consumo fluorquinolonas > valor ref
(REF= 2000 mg)

Consumo aminoglucésidos > valor ref
(REF= 700 mg)

Consumo glucopéptidos/daptomicina >
valor ref (REF= 4500 mg)

Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF=
4000 mg)

Consumo metronidazol > valor ref (REF=
2500 mg)

760 0011 029 011 0,75

2343 0,002 004 001 032

4359 <0,001 1384 4,87 39,35

55,11 <0,001 746 4,09 13,62

41,71 <0,001 1644 499 54,12

34,54 <0,001 1394 421 46,16

1342 0,001 507 189 13,62

461 0039 236 105 532

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que € sujeto
de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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A continuacion, se construyd un modelo de regresion logistica multivariable en
el que se incluyeron variables demogréficas y clinicas de relevancia clinica, asi como
aquellas variables que presentaron un nivel de significacion estadisticainferior a0,10 en
el andlisis univariable. El andlisis se realiz0 mediante exclusion secuencia de las
variables redundantes y gjustando € modelo por edad, sexo e indice de Charlson. Asi,
las variables que se incluyeron en e modelo final del analisis multivariable fueron las
siguientes. Edad, sexo, indice de Charlson, ambito de aislamiento, dias de ingresos
previos durante €l afo anterior (valor de referencia=8 dias), dias de ingreso previos a
aisamiento (valor de referencia=4 dias), dias de ingreso previos en UCI (valor de
referencia=2 dias), dias de ventilacion mecanica (valor de referencia=2 dias), dias de
traqueostomia (valor de referencia=13 dias), dias de catéter venoso centra (valor de
referencia=5 dias), dias de catéter urinario (valor de referencia=3 dias), dias de sonda
nasogastrica (valor de referencia=3 dias), dias de drenaje (valor de referencia=4 dias),
consumo de amoxicilina-clavulanico (vaor de referencia=9500 mg), consumo de
piperacilina-tazobactam (valor de referencia=128000 mg), consumo de carbapenems
(Vaor de referencia=12500 mg), consumo de aminoglucésidos (valor de

referencia=700 mg) y consumo fluorquinolonas (valor de referencia=2000 mg).

Empleando como grupo control el conjunto de todos los pacientes con
aisamientos sensibles a los carbapenems (PASC), e andisis reveld0 que los FR
asociados a la adquisicion de PANSC eran los siguientes. €l uso de catéter urinario
superior a 3 dias (OR: 2,49; IC 95%: 1,54 a 4,04; p<0,001), € consumo de
carbapenems superior a 12500 mg (4,06; 1,69 a 9,75; 0,002), e consumo de
aminoglucésidos superior a 700 mg (3,55; 1,53 a 8,24; 0,003), € consumo de
piperacilina-tazobactam superior a 128000 mg (7,36; 1,60 a 33,95; 0,010) y
consumo de fluorquinolonas superior a 2000 mg (2,01; 1,17 a 3,46; 0,012) (Tabla
34). La prueba de Hosmer y Lemeshow proporciond un resultado no significativo (p=
0,587), lo cual indicala estabilidad del modelo construido.
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Tabla 34. Andlisis multivariable paralos grupos caso-control 1.

Caso (n=199) vs. Control 1 (n=199)

Caracteristicas p OR I.C. 95%
(DRI;SF o:Ie3S(;?:S?vesi cal > vaor ref <0,001 249 154 4,04
?ggliq%g&b%‘;nemp valor ref 0002 406 1,69 9,75
?Roglitin;% grrr: c;1)0gl ucosidos > valor ref 0,003 3,55 153 8,24
e
Consumo fluorquinolonas > valor ref 0,012 201 117 346

(REF= 2000 mg)

Modelo ajustado a las variables edad, sexo e indice de Charlson.

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que €l sujeto de
estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

Por otro lado, empleando como control € grupo de pacientes que presentaron un
aislamiento distinto a PA (control 2), se identificaron como factores de riesgo asociados
alaadquisicion de PANSC los siguientes: el uso de catéter urinario superior a 3 dias
(4,25; 2,21 a 8,15; <0,001), un consumo de fluorquinolonas superior a 2000 mg
(5,04; 2,34 a 10,88; <0,001), un consumo de aminoglucosidos superior a 700 mg
(14,10; 2,95 a 67,40; 0,001), ambito de aislamiento (asociado a cuidados sanitarios vs
comunitario: 3,58; 1,62 a7,93; 0,002), un consumo de carbapenems superior a 12500
mg (6,18; 1,92 a 19,50; 0,002), un consumo de piperacilina-tazobactam superior a
128000 mg (<0,01; <0,01 a 0,12; 0,004) y dias de ventilacién mecanica superior a 2
dias (14,20; 1,68 a 119,98; 0,015) (Tabla 35). Como en e caso anterior, se comprobo
que la prueba de Hosmer y Lemeshow no era significativa (p= 0,501).
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Tabla 35. Andlisis multivariable paralos grupos caso-control 2.

Caso (n=199) vs. Control 2 (n=199)
Caracteristicas p OR [.C. 95%
Dias de sondavesical > valor ref
(REF= 3 diag) <0,001 4,25 2,21 8,15
Consumo fluorguinolonas > valor ref
(REF= 2000 mg) <0,001 5,04 2,34 10,88
Consumo aminoglucdsidos > valor ref
(REF= 700 mg) 0,001 14,10 2,95 67,40
Ambito d Comunitario <0,001
(TOOCe T Acs 0,002 3,58 1,62 7,93
aislamiento
Nosocomial 0,283 0,68 0,34 1,37
Consumo carbapenems > valor ref
(REF= 12500 mg) 0,002 6,18 1,92 19,90
Consumo piperacilina-tazobactam >
valor ref (REF= 128000 mg) 0004 <001 <001 012
Dias de ventilacion mecanica > valor
ref (REF= 2 dias) 0,015 14,20 1,68 119,98

Modelo ajustado a las variables edad, sexo e indice de Charlson.

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cua se consideré que el sujeto de
estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

4.26.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS A LA MORTALIDAD POR Pseudomonas aeruginosa
NO SENSIBLESA LOSCARBAPENEMS

Para e estudio de los factores predictores de la mortalidad atribuible a la
adquisicion de PANSC, se analizaron Unicamente aquellos pacientes en los que se habia
aislado este microorganismo, y se considerd como grupo caso alos pacientes que habian
fallecido por causa atribuible a dicho aislamiento, y como control a resto. De los 35
(17,6%) pacientes que fallecieron, 14 (40%) fueron por una causa atribuible a PANSC.
Estos 14 falecimientos se distribuyeron a lo largo del periodo de estudio del siguiente
modo: 1 (7,1%) falecimiento en los afios 2003 y 2005, 2 (14,3%) en los afos 2002,
2007, 2008 y 2009, y 4 (28,6%) en €l afio 2006.
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Se estudio €l origen de las muestras en las que se dio € primer aislamiento de
PANSC, asi como las muestras de las que se aid6 de nuevo este primer aislamiento. El
principal foco en el que aisl6 PANSC por primera vez fue € tracto respiratorio (n=6,
42,9%) seguido de orina (n=3, 21,4%), herida (n=2, 14,3%), y drengje hiliar, exudado
nasal y liquido ascitico (n=1, 7,1%). Sin embargo, €l origen de las muestras en las que
se repitieron estos aislamientos a posteriori fue mas variado, volviendo a destacar
tracto respiratorio (n=8, 34,8%) y sangre (n=4, 17,4%) (Tabla 6 del Anexo). Las causas
inmediata, intermedia y fundamental de fallecimiento de estos pacientes se recogen en
laTabla7 del Anexo.

Al iguad que en e apartado 4.2.5, se compararon las caracteristicas
demograficas, patologias, variables relacionadas con los ingresos hospitalarios, factores
de riesgo extrinsecos y consumo antibidtico para ambos grupos. Para las variables
cuantitativas se establecio un valor de referencia por encimadel cual se considerd que €
riesgo era mayor. Este valor se definié en funcion del percentil 75 de aguellos sujetos
que habian estado sometidos en algin momento a factor en estudio. El vaor de
referencia para cada categoria se muestra en la Tabla 36. En esta ocasion, solamente se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para las variables dias de
ingresos previos durante € afo anterior al fallecimiento relacionado con el aislamiento
(p= 0,050), la administracion de inmunosupresores (p=0,011) y quimioterapia (p=0,003)
durante los 30 dias previos, y € consumo de beta-lactamicos més IBL (p= 0,002) en los
30 dias previos. Ademéds, se observé una tendencia a la significacion estadistica en
relacion a aislamiento de PA multirresistente (p=0,051).
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Tabla 36. Caracteristicas de los pacientes incluidos en e estudio de mortalidad.

Caso Control

Factores de riesgo extrinsecos - % - % p

Sexo (REF= hombre) 9 643 118 638 1,000
Edad > valor referencia (REF= 65 afios) 7 50,0 81 438 0,782
indice de Charlson 0-2 5 357 105 56,8 0,165
(REF= 0-2) >2 9 643 80 432
Comorbilidades:
Disfuncion hepética 3 214 21 114 0,384
Dario renal 6 429 65 351 0,573
Enfermedad obstructiva biliar 2 14,3 5 2,7 0,079
Insuficiencia cardiaca 3 214 42 227 1,000
Enfermedad cerebrovascul ar 1 71 10 54 1,000
Enfermedad neurol 6gica 0 0 12 6,5 0,608
Tumor érgano sblido 5 357 61 330 1,000
Tumor médula 6sea 2 14,3 8 43 0,150
Diabetes mellitus 3 214 33 178 1,000
VIH 0 0 2 11 1,000
Neutropenia 1 71 5 2,7 0,358
Enfermedad pulmonar crénica 4 286 45 243 0,750
Transplante médula 6sea 0 0 1 0,5 1,000
Transplante 6rgano solido 1 71 15 81 1,000
P. aeruginosa multirresistente 7 50,0 44 238 0,051
Tratamiento empirico ineficaz 9 64,3 148 80,0 0,179
I Comunitario 2 143 47 254 0,189
Ambito de
sidamiento ACS 12 857 118 63,8

Nosocomial 0 0,0 47 254
Dias de ingresos previos > valor referencia
(REF= 13 d%as) P 11 786 91 4919 0,050
(?.fss) totales de ingreso > valor ref (REF= 18 9 643 102 551 0,585

Dias ingreso previos a aislamiento > valor

ref (REF= 8 dias) 10 714 9% 519 0,177

Dias previos en UCI > valor ref (REF= 3 3 214 45 243 1,000

dias)
Qlas de ingreso en UCI > vaor ref (REF= 3 5 357 53 286 0177
dias)
Cirugia 214 58 314 0,557

Procedimiento invasivo 214 29 157 0,704

Ventilacién mecanica 71 45 243 0,196

Dias de ventilacion mecanica > valor ref
(REF= 2 dias)

R |Plw|w

71 29 157 0,485

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cua se consideré que €l sujeto de
estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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Tabla 36. Caracteristicas de los pacientes incluidos en € estudio de mortalidad
(continuacion).

. , Caso Control
Factores deriesgo extrinsecos p
n % n %
Tragueostomia 1 71 26 141 0,698
Qlas de traqueostomia > valor ref (REF= 14 1 71 19 103 1,000
dias)
Catéter venoso central 10 714 97 524 0,266
Dias de catéter venoso central > valor ref
(REF= 9 dias) 8 571 72 389 0,258
Sonda nasograstrica 5 357 68 36,8 1,000
Dla,s de sonda nasogastrica > valor ref (REF= 5 357 47 254 0,528
7 dias)
Sonda vesical 9 64,3 100 541 0,582
Qlas de sondavesical > valor ref (REF=6 7 500 70 378 0,402
dias)
Ostomia 2 143 22 119 1,000
Dias de ostomia > valor ref (REF= 18 dias) 2 143 16 8,6 0,621
Drengje 5 357 70 378 1,000
Dias de drengje > valor ref (REF= 7 dias) 5 357 50 27,0 0,538
Hemodidlisis/didlisis peritoneal 1 71 30 16,2 0,480
Nutricion Parenteral 3 214 22 119 0,392
Corticoides 6 429 55 297 0,368
Inmunosupresores 6 429 25 135 0,011
Quimioterapia 6 429 19 103 0,003
Radioterapia 1 7,1 5 2,7 0,358
Aminopenicilinas 0 0 5 2,7 1,000
Consumo aminopenicilinas > valor ref (REF= 0 0 4 22 1,000
2875 mg)
Amoxicilina-clavulénico 5 36 52 281 0,369
Consumo amoxicilina-clavulanico > valor ref
(REF= 32750 mg) 1 7 13 70 1,000
Piperacilina-tazobactam 11 786 61 330 0,001
Consumo piperacilina-tazobactam > valor ref
(REF= 155000 mg) 3 214 15 81 0,120
Penicilinas antiestafilocécicas 0 0 9 49 0,636
Consumo penicilinas antiestafilocécicas >
valor ref (REF= 4500 mg) 0 0 6 32 1,000
Carbapenemes 5 357 41 222 0,321
Consumo carbapenems > valor ref (REF= 3 214 31 168 0,711
13000 mg)

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que el sujeto de
estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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Tabla 36. Caracteristicas de los pacientes incluidos en € estudio de mortalidad
(continuacion).

. . Caso Control
Factores de riesgo extrinsecos p
n % n %
Cefalosporinas amplio espectro 0 0 14 76 0,604
Consumo cefal osporinas de amplio espectro
> valor ref (REF= 4500 mg) 0 0 158 0614
Cefal osporinas espectro extendido 2 143 25 135 1,000
Consumo cefal osporinas espectro extendido
> valor ref (REF= 2000 mg) 1 7119103 1.000
Fluorguinolonas 8 571 95 514 0,785
Consumo fluorquinolonas > valor ref (REF= 6 429 67 362 0,775
1000 mg)
Aminoglucésidos 5 357 45 2473 0,524
Consumo aminoglucosidos > valor ref (REF= 3 214 322 173 0,716
700 mg)
Glucopéptidos/daptomicina 6 429 47 254 0,207
Consumo glucopéptidos/daptomicina > valor
ref (REF= 3300 mg) 5 357 35 189 0,162
Macrélidos 1 71 9 49 1,000
Consumo macrdlidos > valor ref (REF= 2000 0 0 7 38 1,000
mg)
Linezolid 3 214 17 92 0,154
Consumo linezolid > valor ref (REF= 5500 2 143 13 70 0,606
mg)
Cotrimoxazol 3 214 28 151 0,701
Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF= 3 214 20 108 0,378
3600 mg)
Clindamicina 1 71 13 7,0 1,000
Consumo clindamicina > valor ref (REF= 1 71 10 54 1,000
2000 mg)
Doxiciclina/tigeciclina 0 0 5 33 1,000
Consumo doxiciclina/tigeciclina> valor ref
(REF= 600 mg) 0 0 4 2,2 1,000
Metronidazol 3 214 22 119 0,392
Consumo metronidazol > valor ref (REF= 1 71 13 70 1,000
3000 mg)
Colistina 0 0 3 1,6 1,000
Consumo colistina > valor ref (REF=
25000000 mg) 0 0 3 16 1,000
Quimiterapicos urinarios 0 0 19 10,3 0,370
Consumo quimioterdpicos urinarios > valor
ref (REF= 400 mg) 0 0 14 76 0,604

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que el sujeto de
estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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En el andlisis de regresion logistica univariable se incluyeron aguellas variables
gue estaban presentes en como minimo un 20% de los pacientes en a menos unos de los
grupos. Asi, las variables en estudio que se eiminaron fueron las siguientes:
enfermedad obstructiva biliar, enfermedad cerebrovascular, enfermedad neuroldgica,
tumor de médula Gsea, VIH, neutropenia, transplante de médula ésea, transplante de
organo solido, dias de ventilacion mecanica, dias de tragueostomia, dias de ostomia,
hemodidlisigdidlisis peritoneal, radioterapia, y consumo de aminopenicilinas,
amoxicilina-clavulanico, penicilinas antiestafilocécicas, cefalosporinas de amplio
espectro, cefalosporinas de espectro extendido, macrdlidos, linezolid, clindamicina,
doxiciclinaltigeciclina, metronidazol, colistina'y quimioterdpicos urinarios.

Con las restantes variables, se llevd a cabo € andlisis de regresion logistica
univariable y se obtuvieron como variables predictoras de mortalidad con significacion
estadistica las siguientes: aislamiento de PA multirresistente (OR: 3,20; IC 95%: 1,07
a 9,64; p=0,038), mas de 13 dias de ingresos previos durante € afio anterior (3,79;
1,02 a 14,02; 0,046), uso de inmunosupresores (4,80; 1,54 a 15,00; 0,007) y
administracion de quimioter apia (6,55; 2,05 a20,90; 0,001) Tabla 37).

Tabla 37. Andlisis univariable para el estudio de los factores asociados a la mortalidad.

. Caso (n=199) - Control (n=199)
Caracteristicas
p OR [.C. 95%

Sexo 0,970 0978 0,315 3,040
Edad > valor referencia (REF= 65 afios) 0,652 1,284 0433 3,808
indice de Charlson > 2 0,136 2,362 0,762 7,323
Dafio hepatico 0,274 2,13 0,55 8,26
Dario renal 0,562 1,38 0,46 4,16
Insuficiencia cardiaca 0,913 0,93 0,25 3,48
Tumor de 6rgano solido 0,834 1,13 0,36 3,51
Diabetes mellitus 0,737 1,26 0,33 4,75
Enfermedad pulmonar crénica 0,723 1,24 0,37 416
P. aeruginosa multirresistente 0,038 3,20 1,07 9,64
Tratamiento empirico ineficaz 0,174 0,45 0,14 1,42
Ambito de aislamiento:

Comunitario 0,965

Asociado a cuidados sanitario 0,366 0,351 <0,01 2,94
Nosocomial 1,000 0,848 0,23 3,91

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que €l sujeto de
estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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Tabla 37. Andlisis univariable para e estudio de los factores asociados a la mortalidad
(continuacion).

Caso (n=199) - Contral (n= 199)
p OR [.C. 95%

Caracteristicas

Dias de ingresos previos > valor referencia
(REF= 13 dias)

Diastotaes deingreso > vaor ref (REF=18
dias)

Diasingreso previos a aislamiento > valor
ref (REF= 8 dias)

Dias previosen UCI > vaor ref (REF=3

0,046 3,79 1,02 4,163

0,508 1,46 047 3,483

0,168 2,32 0,70 3,51

0,807 0,85 0,23 4,75

dias)

Qlas deingreso en UCI > valor ref (REF=3 0,576 138 044 3575
dias)

Cirugia 0442 0,60 0,16 4,16

Procedimiento invasivo 0,574 1,47 0,39 9,64

Dias de catéter venoso central > valor ref

(REF= 9 dias) 0,188 2,09 0,70 6,28

Dla,S de sonda nasogastrica > valor ref (REF= 0,401 163 0,52 766

7 dias)

Qlas de sondavesical > valor ref (REF=6 0372 164 0,55 14,02
dias)

Dias de drengje > valor ref (REF= 7 dias) 0,486 1,50 0,48 454

Nutricién Parenteral 0,308 2,02 0,52 7,81

Corticoides 0,310 1,77 0,59 5,35

Inmunosupresores 0,007 4,80 1,54 15,00
Quimioterapia 0,001 6,55 2,05 20,90

Consumo piperacilina-tazobactam > valor ref
(REF= 155000 mg)

Consumo carbapenems > valor ref (REF=

0,109 3,09 0,78 12,30

0,655 1,35 0,36 514

13000 mg)

Consumo fluorquinolonas > valor ref (REF= 0,620 132 044 3,97
1000 mg)

Consumo aminoglucdsidos > valor ref (REF= 0,696 130 0,34 4.94
700 mg)

Consumo glucopéptidos mas daptomicina >
valor ref (REF= 3300 mg)

Consumo linezolid > valor ref (REF= 5500

0,140 238 0,75 7,55

0333 221 045 10,92

mg)

Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF= 0,242 225 0,58 8.75
3600 mg)

Consumo metronidazol > valor ref (REF= 0,987 102 0,12 8,40
3000 mg)

(REF) Vaor establecido como punto de corte por encima del cual se considerd que €l sujeto de
estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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5.1.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA DE LOS
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa

Conocer la epidemiologia local de la resistencia antimicrobiana es esencial
para llevar a cabo una politica antibidtica adecuada en el hospital y lograr una buena
aproximacion terapéutica para € paciente. Por elo anaizamos e perfil de
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos de los 1523 aislamientos consecutivos de
Pseudomonas aeruginosa (PA) obtenidos en € periodo comprendido entre enero de
2002 y diciembre de 2009. Varios trabgos reaizados por grupos espafioles han
destacado la importancia de realizar estos programas de vigilancia de la resistencia en
cada hospital, ya que los resultados obtenidos demuestran diferencias que hacen
aconsgiable no extrapolar de un modo estricto los datos obtenidos en otros centros
(Gamero Delgado y cols, 2007; Gomila Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003; Pardo
Serrano y cols, 2010).

En nuestro estudio, amikacinay piperacilina/tazobactam fueron |os antibi6ticos
gue mostraron mayor eficaciafrente a PA, con 96,9% y 96,4% de aislamientos sensibles
a estos antibioticos, respectivamente. Le siguieron cefepime (91,9%), tobramicina
(91,6%), meropenem (91,3%), imipenem (88,6%) y ceftazidima (87,6%). En € lado
opuesto, gentamicina (84,2%), ciprofloxacino (81,4%) y aztreonam (72,3%) presentaron
la actividad antimicrobiana més baja. Estos datos de actividad coinciden, en gran
medida, con los presentados por Jones y colaboradores en el trabajo en € que analizaron
el perfil antibidtico de 25460 cepas clinicas de PA de los cinco continentes frente a los
principales antipseudomaonicos durante € periodo 1999-2007 (Jones y cols, 2009). En
este estudio, las cepas obtenidas en Norte Ameérica presentaron € mayor porcentge
global de sensibilidad a los distintos antibidticos (88,7%); le siguieron los aislamientos
obtenidos en Europa y las regiones de Asia y Pacifico (aproximadamente 83,0% para
ambas zonas) y, por ultimo, Latino América (74,8%). Considerando Unicamente los
aislamientos europeos, piperacilinaltazobactam (83,0% de aislamientos sensibles) fue €
antibiotico mas activo, seguido de meropenem (81,5%), imipenem (78,0%), cefepime
(77,1%), tobramicina (77,0%), ceftazidima (75,9%) y ciprofloxacino (70,7%) (Jonesy
cols, 2009).

Con respecto a nuestra serie, obtuvimos tasas de sensbilidad

considerablemente superiores a las descritas por otros autores. Esta diferencia podria
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deberse a varios factores. Por un lado, seria necesario considerar las caracteristicas de
las cepas y antibidticos investigados, ya que muchos trabajos se centran en el estudio de
la sensibilidad de PA frente a un Unico antibidtico o grupo antibiético concreto
(Dubrous y cols, 1997; Quentin y cols, 1997), otros Unicamente evalUan aislamientos
gue provienen de pacientes con una determinada enfermedad (Eigen y cols, 1995;
Garcia-Rodriguez y cols, 1997; Gehanno, 1997; Ross y cols, 2006) o ingresados en
unidades especiales (Friedland y cols, 2003; Wang y cols, 2005; Yoo y cols, 2008)
frente a estudios multicéntricos que engloban aislamientos de diversos origenes (Jones 'y
cols, 2009; Turner, 2009; Van Eldere, 2003).

No obstante, este no es el caso del estudio de Jones y colaboradores, que como
el nuestro, no excluye a ningun tipo de paciente o unidad. Ademas, tanto €l trabajo de
Jones y colaboradores como el nuestro emplean los mismos criterios de interpretacion
de los valores de la CMI, y se llevaron a cabo en un periodo de tiempo similar. Esto
sugiere que solo la desigual tasa de resistencia detectada puede ser debida a distintos

criterios clinicos en el manegjo del paciente o a distinta politica antibi6tica.

Por otro lado, en nuestro estudio ciprofloxacino y gentamicina se presentaron
como dos de los antibidticos menos eficaces frente a total de aisamientos de PA,
siendo superados solo por aztreonam. Esto coincide con los datos presentados por otros
grupos, manteniéndose hasta los trabgjos mas recientes y llevados a cabo en diversos
ambitos (Alvarez-Lermay cols, 2007; Cobo Martinez y cols, 2003; Gad y cols, 2008;
Gamero Delgado y cols, 2007; Guerrero y cols, 2003; Gomila Sard y cols, 2006; Hidron
y cols, 2008; Jones y cols, 2003; Jones y cols, 2009; Karlowsky y cols, 2011; Pardo
Serrano y cols, 2010; Sanchez-Romero y cols, 2007; Yoo y cols, 2008). Tanto los
aislamientos procedentes de Europa, Norte América y Latino América incluidos en €
estudio de Jones y colaboradores (Jones y cols, 2009), como los registrados en
programas nacionales realizados en Canada (Karlowsky y cols, 2011) y Korea (Yoo y
cols, 2008) durante los periodos 2007-2009 y 2002-2006, respectivamente, describieron
a ciprofloxacino y/o gentamicina como la peor alternativa en e tratamiento de las
infecciones por PA. En estos estudios, |as tasas de resistencia oscilaron entre 23,9% y
41,4% para ciprofloxacino, y 14% y 38% para gentamicina, tasas superiores a las
presentadas en nuestro estudio (15,4% y 9,8% de cepas resistentes a ciprofloxacino y
gentamicina, respectivamente). De nuevo, un distinto criterio en la seleccion de los

aislamientos incluidos en e estudio, una diferente politica antibidtica o medidas de
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higiene adoptadas por € hospital, podrian ser la causa de esta disparidad de tasas de
resistencia detectadas en los distintos estudios.

Igualmente, varios estudios multicéntricos realizados en hospitales esparioles los
anos 1999 (Bouza y cols, 1999) y 2003 (Sanchez-Romero y cols, 2007), asi como
estudios locaes llevados a cabo en hospitales de Castellén durante los periodos 1992-
2003 (Gomila Sard y cols, 2006) y 2004-2008 (Pardo Serrano y cols, 2010), de Murcia
durante el periodo 1996-1999 (Guerrero y cols, 2003), de Cordoba durante e periodo
2000-2005 (Gamero Delgado y cols, 2007) y de M@ aga de enero a noviembre de 2002
(Cobo Martinez y cols, 2003) detectaron tasas de resistencia a ciprofloxacino y
gentamicina superiores a las descritas en nuestro estudio (14,4-28% para ciprofloxacino,

y 14,7-31% para gentamicina).

Por otro lado, en concordancia con Garcia-Rodriguez y colaboradores (Garcia-
Rodriguez y cols, 2003) y Van Eldere (Van Eldere, 2003), en nuestro estudio aztreonam
fue e antibidtico que presentd menor actividad (72,3% de aislamientos resistentes),
aunque ésta fue algo superior ala descrita en las citadas publicaciones (69,6% y 17,7%,
respectivamente). Sin embargo, esta conclusion no es lamés habitual, ya que la mayoria
de los trabgjos presentan a aztreonam como un antibiético con mayor actividad que
gentamicina y ciprofloxacino (Bouza y cols, 1999; Guerrero y cols, 2003; Sanchez-
Romero y cols, 2007; Yoo y cols, 2008). Como se discutira a continuacion, esta
discrepancia es debida probablemente, a una mayor frecuencia de aislamiento de cepas

con susceptibilidad intermedia a este antibi6tico en nuestro trabajo.

Aunque unificar los criterios para seleccionar €l antibidtico mas eficaz frente a
PA resulta complicado, si se puede afirmar que amikacina, piperacilina/tazobactam y
meropenem presentan, en general, mejor actividad frente a PA que € resto de
antimicrobianos. Esto se comprueba tanto en trabajos multicéntricos que incluyen
aislamientos procedentes de los cinco continentes (Jones y cols, 2003; Jones y cols,
2009), como en estudios multicéntricos europeos (Van Eldere, 2003; Turner, 2009), o
espanoles (Bouza y cols, 1999), asi como en estudios locales en paises no europeos
(Gad y cols, 2008) y en Espana (Gamero Delgado y cols, 2007; Garcia-Rodriguez y
cols, 2003; Gomila Sard y cols, 2006). En nuestro estudio, amikacina y
piperacilinaltazobactam también fueron los antibidticos para los que se detectdé una
mayor tasa de sensibilidad. Sin embargo, cefepime y tobramicina presentaron mejores

resultados que meropenem. Del computo global de datos aportado por estos estudios, se
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puede deducir que € indice de sensibilidad a piperacilina/tazobactam suele oscilar entre
un 80-85%. En Espafia, y en concordancia con nuestros resultados, se estima una
tendencia a una mayor actividad para este antibiético con tasas de sensibilidad cifradas
entre un 90-95%.

En € caso de amikacina, se observa un amplio rango de tasas de sensibilidad,
oscilando entre un 64,5% (Cavallo y cols, 2000) y un 97,9% (Guerrero y cols, 2003). El
primero de estos estudios, llevado a cabo por Cavallo y colaboradores en € afio 1996,
contd con la participacion de 11 hospitales franceses (Cavallo y cols, 2000). El segundo,
sin embargo, se realizd en un Unico hospital espafiol entre los afios 1996 y 1999
(Guerrero y cols, 2003). Al igua que nuestro estudio, ninguno de los dos trabajos se
centré en aislamientos con origen en una unidad o lugar de la infeccion especificos.
Tampoco se caracterizaron por analizar aislamientos sefialados con un determinado
patrén de resistencia. Sin embargo, el hecho de emplear distintos puntos de corte (los
establecidos por la Sociedad Francesa de Microbiologiay CLSI en el primer y segundo
estudio, respectivamente) puede explicar, a menos parciamente, las importantes
diferencias detectadas. En nuestro caso, segun los criterios CLSI, practicamente el 97%

de los aislamientos fueron sensibles a este aminoglucosido.

En general, meropenem presentd una buena actividad frente a los aislamientos
de PA, con un porcentagje de cepas sensibles en torno a 85-95% siendo este resultado
coincidente tanto en estudios de ambito mundial (Jones y cols, 2003; Jones y cols,
2009), como nacionales multicéntricos (Bouza y cols, 1999; Garcia-Rodriguez y cols,
2003; Henwood y cols, 2001; Karlowsky y cols, 2011; Sanchez-Romero y cols, 2007;
Yoo y cols, 2008) y de ambito local (Cobo Martinez y cols, 2003; Gamero Delgado y
cols, 2007; Guerrero y cols, 2003). No obstante, también en este caso hay estudios que
presentan una actividad inferior para este carbapenem, como la publicada para los
aislamientos procedentes de Latino América en e estudio multicéntrico de Jones y
colaboradores (71,6% de cepas sensibles; Jones y cols, 2009) o en los aislamientos
obtenidos en muestras de orina, tracto respiratorio inferior y herida en un estudio
realizado en Egipto (tasa de sensibilidad del 70%) (Gad y cols, 2008).

Por otro lado, en nuestro estudio analizamos ademas € perfil antibiético de las
cepas en funcion de su susceptibilidad a los carbapenems. Dentro del grupo de cepas de
PANSC, destacaron amikacinay piperacilina/tazobactam como los antibidticos frente a

los que se registraron las tasas més elevadas de sensibilidad (91,9% y 83,8%,
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respectivamente). Estas tasas fueron similares a las obtenidas para e conjunto total de
cepas de PA. Por € contrario, las cepas PANSC mostraron tasas de sensibilidad
considerablemente inferiores a las del conjunto de aislamientos de PA para € resto de
antibioticos (cefepime (59,0%), tobramicina (47,7%), ceftazidima (42,0%), gentamicina
(32,9%), ciprofloxacino (29,0%) y aztreonam (21,1%)).

El perfil antibitico mostrado por las cepas de PASC fue marcadamente distinto
al de la cepas de PANSC ya que, a excepcion de aztreonam, |as tasas de sensibilidad de
las primeras fueron todas cercanas o superiores al 90% (piperacilina/tazobactam
(98,3%), amikacina (97,6%), tobramicina (97,4%), cefepime (96,2%), ceftazidima
(94,7%), gentamicina (91,0%) y ciprofloxacino (89,0%). Esto es debido a que los
mecanismos que con mayor frecuencia ocasionan la resistencia a los carbapenems,
afectan también a otros antibidticos. Por eemplo, la hiperproduccién de la
cefal osporinasa cromosdémica AmpC no solo hidroliza a imipenem y meropenem, sino
también a otras penicilinas y cefalosporinas (Lister y cols, 2009). Las bombas de
expulsién activa generan resistencia a meropenem y a otros beta-lactamicos, pero
también expulsan de la célula a otras familias antibidticas como fluorquinolonas,
aminoglucosidos, tetraciclinas y macrdlidos. Ademas, los genes que codifican la
produccion de metal o-beta-lactamasas (MBL) suelen contener integrones que confieren
resistencia a los aminoglucésidos a través de la produccion de enzimas tipo
acetiltransferasa (Gutiérrez y cols, 2007). Por tanto, a la vista del incremento de
resistencia global que supone latransicion de PASC a PANSC, €l estudio de los factores
de riesgo del paciente para la adquisicion de PANSC debe preceder y guiar la eleccion
de la terapia empirica. Este aspecto se tratara més en detalle en apartados posteriores de
este trabgjo.

Ademés es importante conocer la evolucién de la susceptibilidad de los
aislamientos clinicos a lo largo del tiempo. Un aumento significativo del porcentaje de
aislamientos resistentes deberia conducir a un andlisis de las posibles causas y, una vez
encontradas, a la consiguiente rectificacion de las mismas, s esto es técnicamente
posible. La mayoria de los trabgjos que analizan la evolucion de la susceptibilidad de
los aislamientos clinicos frente a distintos antibidticos a lo largo de un periodo de
estudio concluyen en un aumento generalizado de la resistencia. En genera,

ciprofloxacino (Alvarez-Lerma y cols, 2007; Garcia-Rodriguez y cols, 2003; Gomila
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Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003; Sanchez-Romero y cols, 2007; Van Eldere,
2003) y piperacilinaltazobactam (Alvarez-Lermay cols, 2007; Garcia-Rodriguez y cols,
2003; Jones y cols, 2009; Pardo Serrano y cols, 2010) se describen como los dos
antibioticos frente los que PA genera resistencia con mayor frecuencia. Ademas, estos
mismos estudios citan incrementos en los indices de resistencia frente a amikacina,
aztreonam, ceftazidima, cefepime, imipenem y meropenem.

En esta linea, en nuestro estudio analizamos la evolucién de la susceptibilidad
antibidtica de los aislamientos clinicos de PA a lo largo del periodo de estudio 2002-
2009, tanto en €l total de cepas clinicas aisladas a lo largo de dicho periodo como en los
conjuntos de aidamientos de PASC y PANSC por separado. Asi, para € total de
aislamientos de PA destact el aumento significativo y lineal de la tasa de resistencia a
gentamicina (del 6,1% en 2002 a 13,2% en 2009), tobramicina (del 2,5% en 2002 a
10,6% en 2009), ceftazidma (de 39% en 2002 da 6,2% en 2009),
piperacilina/tazobactam (del 2,5% en 2002 a 5,6% en 2009) y ciprofloxacino (del
17,2% en 2002 a 21,3% en 2009). Sin embargo, para € grupo de aislamientos de
PANSC Unicamente se detecté un aumento estadisticamente significativo y linea de la
tasa de resistencia a ceftazidima (del 21,7% en 2002 a 33,3% en 2009) y a
piperacilina/tazobactam (del 13,0% en 2002 a 26,7% en 2009).

Con respecto a los carbepenems, y a pesar de que en nuestro hospital las cifras
de resistencia se mantuvieron por debajo de lo publicado por otros grupos, alo largo del
periodo 2002-2009 la resistencia a imipenem aumentd del 4,4 al 11,5%, y del 5,4 d
12,3% para meropenem. Este aumento de la resistencia fue lineal y estadisticamente
significativo para los dos carbapenems. La media de aislamientos de PANSC durante
los 8 afios que duro € estudio fue del 13,5%, destacando el afio 2006 por un incremento
aisado de la tasa de este grupo de aislamientos (22,5%). Estudios de tipificacion
molecular |levados a cabo mediante Rep-PCR, cuyos resultados no se incluyen en este
trabajo, mostraron que este aumento no fue debido a un brote ya que los aislamentos no
mostraban un unico patron. Durante € periodo de estudio, se identificd un clon
predominante, pero no se detecté una mayor concentracion de dicho clon en € afio
2006. Por tanto, este aumento de la resistencia en el afio 2006 podria estar asociado en
mayor medida a un cambio en la praxis clinica, como cambios en e formulario del
hospital o en las medidas de higiene.
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Como se ha comentado, un factor que dificulta la evaluacién del espectro
antibidtico en los aislamientos de PA es la disparidad existente entre los puntos de corte
establecidos por distintas agencias u organizaciones para interpretar la susceptibilidad
antibidtica, principalmente CLSI, EUCAST y FDA. Ademés, existen otras
organizaciones nacionales que cuentan con puntos de corte propios, como la briténica
British Society for Antimicrobial Chemotherapy; o la francesa, Comité de
I' Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie. Como demostraron Jones y
colaboradores, la interpretacion del valor de la CMI a los antimicrobianos segun los
distintos puntos de corte influye drésticamente en € espectro de antibioticos
considerados como eficaces en el tratamiento de las infecciones (Jones y cols, 2009).

Para eliminar esta variabilidad, en nuestro trabgjo analizamos € valor de la CMI
de los aislamientos frente a los distintos agentes antipseudomaonicos. La disponibilidad
de este parametro cuantitativo permite valorar con més detalle cambios de tendencia en
la susceptibilidad antimicrobiana que, en un primer momento, no se traduce en
modificaciones en la categoria de susceptibilidad. Este hecho cobra ain mas
importancia cuando €l periodo de estudio es breve. Ademés, |os estudios centrados en el
andlisis del valor de la CMI presentan una utilidad afiadida, ya que cada vez con més
frecuencia se recomienda € empleo de la Farmacocinética y la Farmacodinamia para
adecuar las dosis antibidticas administradas y para prevenir la aparicion de resistencias

durante € tratamiento.

Como se hizo anteriormente en € estudio de las categorias de susceptibilidad a
los distintos antimicrobianos, los cambios de CMI se analizaron tanto para €l conjunto
de aidlamientos de PA como para los dos subgrupos, PASC y PANSC. En conjunto,
imipenem y meropenem resultaron ser los antibioticos para los que se detectd un
aumento mas significativo del valor de la CMI, mayoritariamente vinculado al aumento
del vaor de la CMlg. Asi, para imipenem € valor de la CMlgy aumentd de 4 a 16
pg/ml, mientras que para meropenem lo hizo de 2 a >16 pg/ml. Dentro del grupo de
aislamientos de PASC no se hallaron cambios significativos en los valores de la CMI a
lo largo del periodo de estudio. Por e contrario, dentro del grupo de PANSC se detecto
un aumento lineal del valor de la CMI a meropenem, y en particular en € de la CMI s,

que aument6 de 4 a 16 pg/ml.
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Asi, este aumento de la resistencia conduce a reflexionar sobre la importancia
del mejor uso de los antibidticos disponibles y del desarrollo de farmacos con nuevos
mecanismos de accion gue actlen frente a estos microorganismos resistentes en auge.
Ademas, aungque es conveniente contar con datos epidemiologicos globales, para un
adecuado tratamiento empirico y control de la infeccion es imprescindible que cada
centro realice sus programas propios de vigilancia de la resistencia analizando de forma
sistematicalos datos de sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas. Esto permitira

lainstauracion de unas adecuadas medidas de control de lainfeccion.

5.2.- ESTUDIO DE LOS METODOS FENOTIPICOS DE DETECCION
DE METALO-BETA-LACTAMASAS

Los carbapenems son un grupo de beta-lactdmicos de amplio espectro
empleados en € tratamiento de las infecciones por PA, bien de un modo empirico, bien
como tratamiento dirigido (Mesaros y cols, 2007). La creciente resistencia a este grupo
antibiotico es un problema de Salud Publica a nivel mundial, destacando las cifras
particularmente atas descritas en Latino América (37,2% de cepas resistentes a
imipenem) (Jones y cols, 2009). Globalmente, la tasa de cepas no sensibles aimipenem
se encuentra cercana a 20% (Jones y cols, 2009). En Espafia, en dos estudios
multicéntricos secuenciales llevados a cabo los afios 1999 y 2003 se observo un
aumento de la resistencia a imipenem del 13,5 a 18%, y a meropenem del 8,1 a 13%
(Bouzay cols, 1999; Sanchez-Romero y cols, 2007). A lo largo de los 8 afios que durd
nuestro estudio, la resistencia aumento del 4,4 al 11,5% para imipenem y del 54 a

12,3% para meropenem.

La diseminacion de las enzimas metal o-beta-lactamasas (MBL) ha aumentado
considerablemente en los Ultimos afios y varios estudios llevados a cabo por grupos
esparioles han puesto de manifiesto el aumento de la prevalencia de este mecanismo de
resistencia en PA. Considerando Unicamente los aislamientos de PANSC, la prevalencia
de cepas productoras de MBL ha aumentado del 0,4% detectado en e afio 2003 a 4%
(Gutiérrez y cols, 2007) o al 6,9% descrito en dos estudios publicados recientemente por
Cabot y colaboradores, y Riera y colaboradores, respectivamente (Cabot y cols, 2011;

Riera y cols, 2011). Debido a que la aplicacion de la Biologia Molecular para la
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deteccidn de mecanismos de resistencia no es accesible ala mayoria de los laboratorios
clinicos, es necesario disponer de métodos fenotipicos sencillos y econdmicos que
permitan determinar con fiabilidad la produccion de MBL. Para estudiar hasta qué
punto la informacion que proporcionan estos méetodos es comparable se seleccionaron
84 cepas de PANSC y se determind su produccién de carbapenems empleando los
principal es métodos de deteccion fenotipicos de MBL.

En las cepas de PANSC seleccionadas, destacd su tasa de sensibilidad a
amikacina y piperacilinaltazobactam que, segun los criterios de CLSI, fue del 82,1% y
71,4%, respectivamente. Sin embargo, los valores de CMIsg y CMIgy obtenidos para
estos antibidticos fueron elevados: 8 y 64 pg/ml para amikacina, y 64 y >128 pg/ml para
pi peracilinaltazobactam, respectivamente. Por tanto, y aln existiendo un alto porcentaje
de cepas sensibles, estos elevados valores de CMI podrian impedir que se acanzaran
concentraciones terapéuticamente eficaces in vivo. Para €l resto de antibi6ticos, |as tasas
de sensibilidad fueron considerablemente inferiores, destacando e 9,5% de cepas
sensibles a aztreonam. Ademés, tan solo e 27,4% de |os aislamientos fueron sensibles a
ceftazidima (CMlsg y CMlgo de 16 y >64 pg/ml, respectivamente), y hasta el 75,0% fue
resistente a ciprofloxacino (CMlsp y CMlgg >4 pg/ml).

Para detectar las cepas productoras de MBL, se emplearon cuatro métodos
fenotipicos distintos: test de microdilucion simple, E-test MBL, test de sinergia de doble
disco y test de discos combinados. La presencia de genes codificantes de MBL se
confirmd mediante PCR multiple y posterior secuenciacion. La combinacién de estas
dos Ultimas técnicas permitio detectar 4 cepas productoras de MBL (de tipo VIM-2), 1o
que supone una prevalencia de cepas productoras de MBL del 4,8%. No obstante, y
estrictamente hablando, no es correcto [lamar “prevalencia’ a parametro hallado, ya
gue no se estudiaron todas las cepas de PANSC aisladas en nuestro hospital durante el

periodo 2002-09, sino una seleccion de ellas.

Para el test de la microdilucion simple descrito por Migliavacca y colaboradores,
los autores consideraron la opcion de emplear tres puntos de corte: reduccion de 4, 8 0
10 titulos del valor de la CMI del carbapenem combinado con la mezcla quelante con
respecto a carbapenem solo (Migliavacca y cols, 2002). En € referido estudio y

empleando como punto de corte e valor 4, se detecto el 100% de las cepas productoras
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de MBL con un 3% de falsos positivos. El punto de corte 8 detect6 €l 95% de |as cepas
productoras con un 0,6% de falsos positivos, mientras que € de 16 detect6é e 86% de
las cepas productoras sin falsos positivos. Debido a que el verdadero reto en las pruebas
fenotipicas de screening radica en optimizar su sensibilidad, escogimos como punto de
corte el valor 4, vaor que nos permitié detectar todas las cepas portadoras de un gen
codificante de MBL. Con este punto de corte, se obtuvieron 2 (2,4%) falsos positivos, 1o
que redujo la especificidad al 97,5%. Si hubiéramos empleado un cociente de 8 como
punto de corte, habriamos obtenido la misma especificidad, y solo aumentando € punto
de corte a 16 habriamos conseguido aumentar |a especificidad a 98,75% sin pérdida de
sensibilidad. Por tanto, como Migliavacca y colaboradores, tampoco nosotros pudimos
obtener una sensibilidad y especificidad del 100% simultdneamente con € test de

microdilucion smple.

Por otro lado, aunque empleando imipenem como antibidtico sustrato obtuvimos
una especificidad superior que con meropenem (98,7% para imipenem versus 97,5%
para meropenem), este resultado no es concluyente dada la pequefia diferencia
encontrada (1 (1,2%) falso positivo paraimipenem versus 2 (2,4%) falsos positivos para
meropenem). Rodriguez y colaboradores emplearon meropenem como sustrato en la
técnica de microdilucién simple para caracterizar aislamientos clinicos productores de
VIM-2 (Rodriguez y cols, 2010). Empleando 9 cepas de este tipo, Rodriguez y
colaboradores encontraron que € test fenotipico era especifico al 100%, aunque de sus
resultados no se puede concluir la superioridad del meropenem sobre el imipenem, dado

gue €l estudio no compard ambos carbapenems.

En nuestra opinién, en la técnica de la microdilucion simple es preferible
aumentar la sensibilidad aplicando los criterios que podriamos denominar como “menos
estrictos’, aunque vaya acompafiada de una pérdida de especificidad. Aunque seria muy
recomendable poder constatar estos resultados con técnicas de Biologia Molecular, la
realizacién de un screening previo més sensible que especifico permitiria llevar a cabo
las técnicas de PCR sobre un nimero de cepas mas reducido, lo cua facilitaria y

abarataria su deteccion.

El método de determinacién del valor de la CMI mediante la difusion en

gradiente empleando tiras de E-test resulta sencillo en su gecucion y en su
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interpretacion. En un estudio llevado a cabo por Walsh y colaboradores, se evaluaron
distintas combinaciones (imipenem con 320 ug de EDTA, imipenem con 200 pg de
acido 2-mercaptopropionico, y ceftazidima con 320 pg de EDTA) en distintos medios
de cultivo (MH, agar IsoSensitest, agar nutriente, agar BHI y medio sensible para
antibiticos PDM) (Walsh y cols, 2002). La combinacion que presentd mejores
resultados de sensibilidad y especificidad fue la que empled la combinacidn imipenem-
imipenem + EDTA y MH, combinacion empleada en los estudios realizados a

posteriori.

Se han publicado varios trabajos que evallan la utilidad de las tiras de E-test
MBL en la deteccion de cepas productoras de estas enzimas. En un estudio
multicéntrico realizado en Noruega por Samuelsen y colaboradores sobre una seleccion
de 60 aislamientos de PANSC obtenidos durante el periodo 2004-2006, las tiras de E-
test MBL presentaron vaores de sensibilidad y especificidad del 100% y 869,
respectivamente (Samuelsen y cols, 2008). No obstante, la significacion de estos
resultados es discutible, dada la baja prevalencia de cepas productoras de MBL
detectadas en € estudio. En este estudio solo 2 aislamientos demostraron ser portadores
de estos genes, empleando la PCR como técnica de referencia. Bergés y colaboradores
realizaron un estudio en Bélgica sobre 587 aidamientos de PA de los que se
seleccionaron los 42 corresistentes aimipenem y meropenem (Berges y cols, 2007). Los
valores de sensibilidad y especificidad obtenidos para esta técnica fueron 100% y
72,6%, respectivamente.

Otros estudios presentan mejores resultados de especificidad que de sensibilidad
paralas tiras de E-test MBL. Por g emplo, Qu y colaboradores evaluaron las tiras de E-
test en una coleccién de 264 aislamientos de PANSC recogidos en e periodo 2006-2007
(Qu y cols, 2009). Los valores de sensibilidad y especificidad fueron de 85,7% y 100%,
respectivamente. Chu y colaboradores analizaron la produccion de MBL en 84 cepas
resistentes a imipenem mediante la técnica del E-test, detectando solo 3 con resultados
positivos para esta técnica (Chu y cols, 2005). Sin embargo, en ninguno de estos
aislamientos se demostré la presencia de genes codificantes de MBL mediante PCR.
Asi, debido a estos 3 falsos positivos y en ausencia de falsos negativos, Chu y
colaboradores presentaron la técnica del E-test MBL como un buen método de
screening, s bien propusieron complementarla con otra técnica para confirmar los

resultados positivos.
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En nuestro estudio obtuvimos valores de sensibilidad y especificidad para la
técnica del E-test superiores a los de estos trabajos (100% y 97,5%, respectivamente).
Se registraron 2 (2,3%) falsos positivos, que fueron distintos a los registrados para el
método de la microdilucién en caldo. Por tanto, y en conformidad con lo expuesto por
Chu y colaboradores, nuestros resultados sugieren que las tiras de E-test MBL son un
buen método de screening, aungue no deberia ser empleado como Unico método para la

deteccion de cepas productoras de MBL.

Un problema afiadido en el empleo de la técnica E-test es €l hecho de que para
poder obtener un resultado positivo es necesario que las cepas presenten un valor de
CMI a imipenem >4 pg/ml, ya que este es el umbral de deteccion. Asi, en el estudio de
Yan y colaboradores se analizaron 60 cepas productoras de MBL incluyendo 22 del
género Pseudomonas (Yan y cols, 2004). De éstas 22, 19 (86,4%) fueron identificadas
por e E-test como productoras de MBL. Los valores de sensibilidad y especificidad
para los aislamientos de Pseudomonas spp. y A. baumannii fueron 87% y 100%,
respectivamente, mientras que paralos aislamientos de K. pneumoniae fueron de 10% y
100%, respectivamente (la técnica no detecté 18 cepas de K. pneumoniae productoras
de MBL). El valor de la CMI a imipenem fue <4 pug/ml para todos los falsos negativos,
lo que sugiere que esta prueba sdlo tiene utilidad en € caso de que |os aislamientos sean
resistentes a imipenem. En enterobacterias es relativamente frecuente encontrar cepas
productoras de MBL con bga CMI a imipenem. En e estudio de Galani y
colaboradores en € gque evaluaron distintos métodos fenotipicos para la deteccion de
MBL en enterobacterias, hasta un 31,6% de los aislamientos productores de VIM
presentaron una CMI a imipenem <4 pg/ml, con los consiguientes resultados falsos
negativos (Galani y cols, 2008). Sin embargo, esto no suele suceder en Pa, por 1o que €
problema descrito no deberialimitar e empleo del E-test como método de screening de
PA productoras de MBL en € laboratorio.

Otro de los métodos empleados con frecuencia en los laboratorios de diagndstico
para la deteccion de cepas productoras de MBL es € test de sinergia de doble disco.
Este ensayo consiste en la aplicacion de dos discos sobre e medio de cultivo inoculado
con & microorganismo en estudio: uno de los discos va impregnado en € antibidtico y
el otro lleva un inhibidor de la accion enzimética de las MBL. Se considera resultado

positivo la deteccion de una potenciacion del halo de inhibicidn generado entre ambos.
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Al igua que en e método del E-test, se han estudiado modificaciones de este método
como & empleo de distintos antibidticos como sustratos, varias distancias entre los

discosy diferentes inhibidores de la accion enzimatica a distintas concentraci ones.

Los antibidticos que mas ampliamente se han empleado como sustrato son
imipenem (Behera y cols, 2008; Chu y cols, 2005; Gaani y cols, 2008; Gupta y cols,
2008; Lee y cols, 2001; Lee y cols, 2003; Picdo y cols, 2008; Qu y cols, 2009) y
ceftazidima (Arakawayy cols, 2000; Galani y cols, 2008; Guptay cols, 2008; Leey cols,
2003; Picdo y cols, 2008; Qu y cols, 2009; Yan y cols, 2004), siendo los que mejores
valores de sensibilidad y especificidad han presentado. Otras cefalosporinas estudiadas
han sido cefotaxima, cefepime, y ceftizoxima, pero presentando peores resultados
(Behera y cols, 2008). Ademas, se han evaluado como sustrato las combinaciones de
ceftazidima y cefepime con é&cido clavulanico (Yan y cols, 2004). Para € género
Pseudomonas, las cefalosporinas combinadas presentaron mayor sensibilidad
(ceftazidima sola 95,7% ver sus cefal osporinas combinadas con &cido clavul anico 100%)
pero una peor especificidad (ceftazidima sola 95% versus cefalosporinas combinadas
con &cido clavulanico 83,3%) (Yan y cols, 2004). Por otro lado, en € estudio publicado
por Marchiaro y colaboradores se utilizé meropenem como sustrato (Marchiaro y cols,
2005). Aunque € uso de meropenem proporciond una buena sensibilidad detectando
todos los aislamientos productores de MBL excepto una cepa de PA productora de
SPM-1, se obtuvieron 19 falsos positivos, 1o cual disminuyo la especificidad a 41%.
Por todo ello, finalmente en nuestro estudio incluimos Unicamente como antibidticos
sustrato aimipenem y ceftazidima.

Mas controversia existe en la eleccion del inhibidor de MBL. Hasta la
actualidad, los dos mas empleados son EDTA y &cido 2-mercaptopropionico. Arawaka
y colaboradores evaluaron compuestos metdlicos como cloruro cuprico y cloruro
ferroso, y compuestos tiélicos como acido mercaptoacético y mercaptoetanol (Arakawa
y cols, 2000). Los compuestos metdlicos presentaron actividad bactericida propia por 1o
que no se consideraron buenos candidatos. Estudios previos describieron € cloruro
mercurico como una opcion mejor que las citadas anteriormente, pero la toxicidad para
el manipulador y para e medio ambiente llevd a suspender |as investigaciones en esta
linea. Entre los compuestos tidlicos, € acido mercaptopropionico presentd los mejores
resultados, superando a veces incluso al EDTA en reproducibilidad (Arakawa y cols,
2000).
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Por otro lado, en e estudio realizado por Picdo y colaboradores se evaluaron
EDTA, &cdo mercaptopropionico, mercaptoetanol, &cido mercaptoacético y
fenantrolina (Picdo y cols, 2008). Mercaptoetanol y fenantrolina presentaron los peores
resultados, mientras que & acido mercaptopropionico proporciond e mejor rendimiento
para e conjunto global de los aidamientos. Sin embargo, en e subgrupo de
aislamientos de PA, se obtuvo mejor sensibilidad para imipenem que para ceftzidima, y
EDTA resultd ser megor inhibidor que e &cido mercaptopropionico o €
mercaptoacético. Por el contrario, en e estudio publicado por Qu y colaboradores, los
mejores resultados para los 264 aisamientos de PA no sensibles a imipenem se
obtuvieron empleando ceftazidima con EDTA (Qu y cols, 2009). En el citado estudio de
Picdo y colaboradores, se mostro que en presencia del acido mercaptopropionico, las
MBL hidrolizaban imipenem, pero no ceftazidima, mientras que EDTA era capaz de
inhibir la hidrélisis de ambos antibi6ticos. Sin embargo, en otro estudio previo se habia
concluido que & acido mercaptopropidnico presentaba actividad inhibitoria tanto frente
a imipenem como a ceftazidima (Kimura y cols, 2005). Por tanto, aunque resulta
complicado seleccionar una combinacion optima gue proporcione unos resultados
homogéneos y concluyentes, basandonos en estos trabajos y en otros que emplean las
combinaciones con EDTA con buenos resultados (Chu y cols, 2005; Galani y cols,
2008; Gupta y cols, 2008; Lee y cols, 2001), finamente decidimos incluir en nuestro

estudio este quelante en combinacion con imipenem y ceftazidima.

No menos problematica resulta seleccionar la concentracion de agente quelante
con la que impregnar los discos. De nuevo, dependiendo de los distintos estudios
encontramos mucha variabilidad en la cantidad de EDTA empleada, siendo las
mayoritariamente empleadas las siguientes: 1900 ug (Behera y cols, 2008; Chu y cols,
2005; Galani y cols, 2008; Leey cols, 2001; Leey cols, 2003; Marchiaro y cols, 2005),
750 pg (Arakawa y cols, 2000; Gupta y cols, 2008) y 375 pg (Franklin y cols, 2006; Qu
y cols, 2009). En € citado estudio de Picéo y colaboradores se evaluaron distintas
concentraciones de EDTA (187,5, 375, 1140 y 1900 ng) y se midio la inhibicion
resultante en el crecimiento de una cepa de PA (Picdo RC y cols, 2008). Se comprobd
que una cantidad de 375 pg de EDTA era la que causaba, por si misma (sin antibidtico
adicional) la menor inhibicién del crecimiento, por lo que ésta fue la que se selecciond

parallevar a cabo nuestro andlisis.

158



Discusion

La dltima variable que se debe gjustar en este método es la distancia entre los
discos. La més empleada es de 10 mm de centro a centro de los discos (Behera y cols,
2008; Chuy cols, 2005; Leey cols, 2001; Leey cols, 2003; Leey cols, 2005; Marchiaro
y cols, 2005). Algunos grupos han investigado cud es la distancia Optima para poder
detectar a los verdaderos positivos sin aumentar el nimero de falsos positivos. En €
trabgjo de Picdo y colaboradores, se evaluaron las distancias de 10, 15, 20, 25 y 30 mm
de centro a centro de los discos (Picdo y cols, 2008). Empleando ceftazidima e
imipenem como sustratos y EDTA como inhibidor, se obtuvieron los mejores datos de
sensibilidad con 10 mm. Asi, para la combinacion ceftazidimay EDTA los vaores de
sensibilidad fueron disminuyendo del siguiente modo: 92,9%, 85,7%, 57,1%, 14,3% y
0% para las distancias 10, 15, 20, 25 y 30 mm, respectivamente. Para la combinacion
imipenem y EDTA, la sensibilidad para estas distancias fue 96,4%, 75%, 35,7%, 10,7%
y 0%, respectivamente.

En €l trabgo de Qu y colaboradores se evaluaron las distancias 15, 20 y 25 mm
centro a centro (Qu y cols, 2009). En esta ocasion también se obtuvo la mejor
sensibilidad para la distancia mas pequefia. Asi, para la combinacion de ceftazidima 'y
EDTA, lasensibilidad disminuy6 del 90,5% obtenida empleando 15 mm al 28,6% para
las distancias 20 y 25 mm. Paradelamente, para imipenem y EDTA la sensibilidad
disminuy6 del 76,2% paraladistancia 15 mm al 33,3% paralas distancias 20 y 25 mm.
L as mismas conclusiones se obtienen del trabajo de Galani y colaboradores en € que la
sensibilidad para la combinacion de ceftazidima y EDTA fue del 77,9% con una
distancia de 10 mm, pero disminuy6 a 45,3% y 20,0% con 15 y 20 mm de distancia,
respectivamente (Galani y cols, 2008). La sensibilidad que obtuvieron para la
combinacion imipenem y EDTA fue del 100% cuando la distancia era 10 mm, mientras
que para 15 y 20 mm fue 99,0% y 77,9%, respectivamente. Estos resultados muestran
que a priori ladistanciade 10 mm parece la 6ptima, por lo que fue la que empleamos en
nuestro estudio.

Resumiendo las condiciones empleadas para evaluar la eficacia del test de
sinergia de doble disco, en nuestro estudio colocamos un disco blanco impregnado con
375 pg de EDTA entre otros dos discos situados cada uno a 10 mm del primero: por un
lado, un disco de imipenem de 10 pg y, por el otro, un disco de ceftazidima de 30 pg.
Para ambos antibioticos la sensibilidad de la prueba para la deteccion de cepas

productoras de MBL fue del 100%, aunque presentd mejor especificidad e empleo de
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imipenem como sustrato (98,7%) que e empleo de ceftazidima (95%), con 1 (1,3%) y 4
(4,8%) fasos positivos obtenidos, respectivamente. Ademés, si se modificara el criterio
de interpretacion y se considerasen como positivas Unicamente aquellas cepas en las que
se produjera potenciacion del halo de inhibicion para los dos antibi6ticos
simultaneamente, la sensibilidad y especificidad de la prueba hubieran sido del 100%.
En cualquier caso, estos resultados se encuentran limitados por € bajo nimero de cepas

productoras de MBL encontradas entre nuestros aislamientos.

La ultima prueba fenotipica empleada para |a deteccion de cepas productoras de
MBL fue €l test de los discos combinados. Esta prueba se basa en la medida de los halos
de inhibicion generados al enfrentar el aislamiento en estudio con un disco cargado con
un antibiotico y otro disco cargado con e mismo antibiotico y un compuesto inhibidor
delas MBL. Los resultados de |a prueba se evalllan midiendo la diferencia en € tamafio
de los halos generados. La principal ventaja de este método con respecto al anterior esla
objetividad en lalectura de los resultados, ya que no requiere unainterpretacion sobre la
existencia 0 no de potenciacion del halo de inhibicion, o que en ocasiones puede
resultar algo complicado o subjetivo. El principa inconveniente que presenta este
método es la falta de un punto de corte estandarizado, es decir, una definicién sobre
cuanto debe aumentar el halo de inhibicion en presencia del quelante para considerar
gue la cepa es productora de MBL. Por €llo, en este trabgjo se evaluaron distintos
puntos de corte y se compararon los valores de sensibilidad y especificidad obtenidos
para cada uno de ellos. Ademas, también se probaron varios antibiéticos sustrato, y

diferentes inhibidores de la accion de las MBL a distintas concentraciones.

Aungue €l antibidtico sustrato empleado en esta prueba es imipenem (Andrade y
cols, 2007; Beheray cols, 2008; Berges y cols, 2007; Chu y cols, 2005; Frankliny cols,
2006; Galani y cols, 2008; Picdo y cols, 2008; Qu y cols, 2009; Samuelsen y cols, 2008;
Yong y cols, 2002), se han evaluado también otros compuestos. Por gemplo, en €
estudio de Yan y colaboradores se analizaron imipenem, ceftazidima y cefepime, asi
como combinaciones de estas cefalosporinas con acido clavulanico (Yan y cols, 2004).
La combinacion cefepime con acido clavulanico permitié detectar todas las cepas
productoras de MBL, pero su especificidad fue inferior a la obtenida empleando
imipenem (70% para la combinacion cefepime/acido clavulanico frente al 100% para

imipenem). Por €ello, Yan y colaboradores propusieron emplear imipenem como
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sustrato, excepto para aguellas cepas sensibles a este antibidtico, en cuyo caso se
recomienda la aternativa de emplear cefepime con acido clavulanico (Yan y cols,
2004). Por tanto, €l empleo de esta ultima combinacion puede resultar de utilidad para el
estudio de cepas productoras de MBL con bgja CMI a los carbapenems, si bien en €

caso de PA e aislamiento de este tipo de cepas es muy infrecuente.

Por otra parte, Picdo y colaboradores evaluaron imipenem y ceftazidima como
sustratos, obteniendo mejores resultados de sensibilidad y especificidad con la
cefalosporina (Picdo y cols, 2008). A esta misma conclusion llegaron Galani y
colaboradores, aungue en este caso e estudio se realizd Unicamente con cepas de
enterobacterias (Galani y cols, 2008). Andrade y colaboradores también emplearon
estos sustratos, pero sin concluir a favor de uno u otro, sino limitandose a recalcar la
importancia de definir unos adecuados puntos de corte segun € sustrato y € inhibidor
de la MBL empleados (Andrade y cols, 2007). Pitout y colaboradores compararon €
empleo de imipenem y meropenem como antibidticos sustratos sobre una coleccion de
241 aislamientos de PA, de los que 107 eran productores de MBL (Pitout y cols, 2005).
Meropenem demostr6 mejor sensibilidad y especificidad (100% y 97%,
respectivamente) que imipenem (96% y 91%, respectivamente). Sin embargo, para
nuestro estudio seleccionamos finalmente imipenem, ya que ha sido € antibiético de
referencia en la mayoria de los trabgjos centrados en la deteccion de MBL (ver mas

arriba).

La controversia respecto al tipo de inhibidor que debe emplearse en esta técnica
es de menor entidad, ya que précticamente todos |os grupos escogieron EDTA para sus
estudios. Picdo y colaboradores evaluaron otros compuestos, como &cido
mercapropropionico y acido mercaptoacético, pero inhibidores de las MBL no
ofrecieron ventajas respecto al EDTA pues su sensibilidad y especificidad fueron algo
inferiores alas de este Ultimo agente (Picdo y cols, 2008). A la vista de estos resultados,
empleamos EDTA como inhibidor de las MBL en los ensayos de los discos

combinados.

A continuacion, nos planteamos seleccionar la cantidad de agente con € que
suplementar & segundo disco de antibiético y decidir €l punto de corte que permitiera
definir s una cepa era productora 0 no de MBL. Precisamente, estas dos variables son
los factores que complican mas la realizacion e interpretacion de este test. La

combinacion de 750 pg de EDTA con un aumento del halo de inhibicion de 7 mm ha
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sido la mas empleada (Behera y cols, 2008; Chu y cols, 2005; Yong y cols, 2002). Con
mas del doble de la cantidad de EDTA (1900 pg), Yan y colaboradores establecieron el
mismo punto de corte (7 mm) (Yan y cols, 2004), mientras que con 750 pg de EDTA,
Bergés y colaboradores definieron 6 mm de aumento del halo de inhibicion como punto
de corte (Bergés y cols, 2007). Picdo y colaboradores evaluaron las cantidades de 370,
297, 222, 148 y 74 ng de EDTA aplicando como punto de corte 3, 5, 6, 7 y 8 mm,
respectivamente (Picdo y cols, 2008). La mgor combinacion resultd ser la compuesta
por 297 ug de EDTA y un punto de corte de 7 mm, seguida de 370 pg de EDTA y un
punto de corte de 8 mm.

Qu y colaboradores estudiaron las cantidades de 930, 750 y 290 ng valorando los
resultados segun los puntos de corte de 4, 6 y 7 mm (Qu y cols, 2009). Los mejores
resultados de sensibilidad y especificidad los obtuvieron empleando 750 ng de EDTA
con un punto de corte de 6 mm. Por su parte, Pitout y colaboradores estudiaron las
cantidades de 1302, 930 y 744 ng de EDTA (Pitout y cols, 2005), para lo que en primer
lugar, investigaron e efecto bactericida del EDTA en ausencia de antibidéticos. Estos
autores demostraron que con 1302 pg de EDTA se observaba una inhibicion del
crecimiento bacteriano, y que esto no ocurria con cantidades inferiores del agente.
Ademas, empleando cepas no productoras de MBL pero resistentes a carbapenems (por
impermeabilidad y/o por sistemas de expulsion activa) concluyeron que un punto de
corte inferior a 7 mm no permitia distinguir a estas cepas de las que reamente
producian MBL. Asi, concluyeron que la combinacién de 930 ug de EDTA y 7 mm
como punto de corte eran los parametros 6ptimos para esta técnica. A diferencia de lo
observado por Pitout y colaboradores, en e estudio de Samuelsen y colaboradores, las
cantidades de 930 y 744 ug de EDTA también resultaron inhibitorias del crecimiento
bacteriano por ellas mismas, sin estar combinadas con ningun antibiético (Samuelsen y
cols, 2008). Su conclusion al respecto es que este efecto puede variar en funcion de la
coleccién de cepas estudiadas. Ademas, estos autores proponen como mejor alternativa
la combinacion de 518 pg de EDTA y un aumento del punto de corte a 8 mm, ya que
observaron que a distancias menores aumentaba e ndmero de falsos positivos sin

mejorar la sensibilidad.

Por todo ello, en nuestro estudio empleamos cantidades relativamente bajas de
EDTA (745 y 372,5 pg) y establecimos como punto de corte un aumento del halo de

inhibicion de 6 mm para intentar detectar la maxima cantidad de cepas productoras de
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MBL, asumiendo un posible aumento de falsos positivos. No obstante, también se
consideraron otros puntos de corte, como 7 y 8 mm. Con estos parametros, se obtuvo
una sensibilidad del 100% tanto con 745 pg como con 372,5 pg de EDTA, y empleando
cualquiera de los puntos de corte valorados (6, 7 y 8 mm). La especificidad empleando
372,5 ng de EDTA fue 100%, de nuevo para los tres puntos de corte. Sin embargo, con
745 ng de EDTA y un punto de corte de 6 mm se detectaron 4 (4,8%) falsos positivos
(especificidad: 95%). Aumentando el punto de corte a 7 mm y empleando 745 pg de
EDTA se hubieran obtenido unicamente 2 (2,4%) falsos positivos sin fallar la deteccion
de ninguna MBL (especificidad: 97,5%). Finalmente, si e punto de corte se hubiera
fijado en 8 mm la prueba hubiera proporcionado una sensibilidad y especificidad del
100% con dicha cantidad de EDTA (especificidad: 98,7%).

Por tanto, en conjunto, todas las técnicas fenotipicas evaluadas en nuestro
estudio fueron capaces de detectar el 100% de cepas productoras de MBL presentes en
la coleccion, variando en e nimero de falsos positivos obtenidos. EI método que
proporciond mejores resultados fue €l de los discos combinados empleando imipenem
como antibiotico sustrato, una cantidad de 372,5 ug de EDTA y un punto de corte de 6
mm (sensibilidad y especificidad: 100%). El aumento del punto de corte a 8 mm e
impregnando los discos con 745 pg de EDTA hubiera proporcionado también un 100%
de especificidad. Sin embargo, consideramos que es conveniente emplear la menor
cantidad de EDTA posible ya que algunos estudios han detectado inhibicion del
crecimiento bacteriano utilizando 745 pg de EDTA. Ademads de su elevada sensibilidad
y especificidad, € método de los discos combinados es sencillo de redizar y de
interpretar, ya que tan solo requiere de la medida de los halos de inhibicion y e célculo

deladiferencia existente entre €l os.

Como hemos sefidado anteriormente, € aumento o la disminucion de 1 mm en
el punto de corte pueden tener repercusiones relativamente importantes en la
sensibilidad y especificidad obtenidas, 10 que puede generar dudas a la hora de
interpretar |os resultados. Es por €llo, que nuestra recomendacion es la de complementar
la técnica de los discos combinados con otra, como €l test de sinergia de doble disco. El
método de la microdilucion aportd buenos resultados, pero se trata de una técnica
laboriosa gque es dificilmente implantable en los laboratorios clinicos de hospitales con

una baja prevalencia de cepas productoras de MBL. Por otro lado, € E-test MBL
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proporciond también buenos resultados, pero su elevado coste comparativo es dificil de
justificar cuando la prevalencia de MBL es baja. Ademas, este méodo presenta €l
inconveniente de no poder identificar a cepas que presenten una baja CMI a imipenem,
ya que la menor concentracion presente en las tiras (4 pg/ml) inhibiria el crecimiento de
dichas cepas. Si bien en la actualidad no se describen cepas de Pseudomonas
productoras de MBL con baja sensibilidad a los carbapenems, € citado inconveniente
reduce la aplicabilidad del E-test como técnica de screening, pues no es posible predecir

el comportamiento de este tipo de cepas en € futuro.

Nuestra recomendacion seria la de combinacién de las técnicas del test sinergia
del doble disco, empleando como antibiético sustrato imipenem, y test de los discos
combinados, inoculando los discos con 372,5 nug de EDTA. Segin los resultados
obtenidos en nuestro estudio, esta economica combinacion, ademas sencilla en su
gecucion y su interpretacion, proporciaria cifras de sensibilidad y especificidad
cercanas a 100%.

La principa limitacion de nuestro trabajo es € bao nimero de cepas
productoras de MBL incluidas en la coleccion estudiada. Sin embargo, dada la baja
prevalencia de cepas productoras de MBL en nuestro ambito, las conclusiones obtenidas
pueden ser (tiles para muchos laboratorios que se encuentren en situaciones de
prevalencia similar a la nuestra. Por otra parte, la seleccion de la metodologia para
nuestro trabajo se basd en estudios previos que habian analizado principa mente cepas
productoras de laMBL VIM, ya gque es la més prevalente. Por €llo, y aun sabiendo que
seria mas correcto contar con estudios que incluyan en la misma proporciéon cepas
productoras de las distintas MBL, esta situacion refleja mejor 1o que sucede en nuestro
laboratorio y en € resto de hospitales esparioles e incluso europeos. Por ultimo, los
ensayos fenotipicos evaluados en este trabajo son los que hemos considerado de mayor
relevancia e interés practico para los laboratorios de diagnostico, pero se han descrito
otros métodos como € test de Hodge modificado (Lee y cols, 2003), & denominado
ensayo microbiologico EIM (EDTA-imipenem) (Marchiaro y cols, 2005) o el Cica-test
(Samuelsen y coals, 2008). Aunque no se puede descartar que alguno de estos métodos
supere a de los discos combinados, los datos publicados coinciden con nuestras
conclusiones y sugieren que este Ultimo test es el mas sensible, especifico y objetivo en

Su interpretacion.
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En resumen, la deteccion de cepas productoras de MBL mediante técnicas de
Biologia Molecular necesita de personal especializado, instrumental especifico v,
aunque es la mas técnica mas sensible, no es capaz de detectar nuevos genes
codificantes de MBL. Ademas, se trata de una técnica cara por lo que los costes
generados por laimplantacion de esta técnica no pueden ser justificados en laboratorios
clinicos en los gque la prevalencia de cepas productoras de MBL sea bgja. Por esto, es
necesario disponer de técnicas fenotipicas sencillas y econdmicas, que proporcionen
resultados fiables y que puedan ser incluidas en la rutina de un laboratorio de
diagnéstico clinico. Nuestros resultados demuestran que los E-test MBL fueron menos
especificos que los métodos de los discos, a igual que e método de la microdilucion,
que ademas requiere de personal especializado para su redizacion. A la vista de
nuestros datos consideramos que resultaria eficaz sencillo y barato incluir las dos
técnicas de los discos empleadas en este estudio, es decir, €l test dela sinergiadel doble
disco y € test de los discos combinados. Asi, se dcanzarian cifras de sensibilidad y
especificidad cercanas a 100%. Ademés, seria recomendable confirmar mediante
pruebas bioquimicas 0 moleculares los resultados obtenidos en las técnicas de

Sscreening.

5.3.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A DORIPENEM DE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A
IMIPENEM Y/O MEROPENEM

Doripenem es un nuevo carbapenem que presenta mayor actividad in vitro
frente a PA que imipenem, y similar o ligeramente superior que meropenem. Ademas,
una ventgja de doripenem con respecto a resto de miembros de su familia es |a menor
frecuencia de aparicion de resistencias a este antibidtico in vitro (Mushtaq y cols, 2004;
Sakyo y cols, 2006; Tanimoto y cols, 2008). Debido a estas ventajas, decidimos analizar
si doripenem podia ser una opcion terapéutica en los casos de infeccion por PA con
elevado valor de CMI a imipenem y/o meropenem. Estos aislamientos suelen
caracterizarse por presentar ademas elevadas tasas de resistencia a otros antibiéticos,
como aminoglucdsidos o fluorquinolononas, por 1o que las opciones terapéuticas son

escasas y resulta de gran interés disponer de aternativas. Para este estudio, se
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seleccionaron 84 aislamientos de PA no sensibles a imipenem y/o meropenem, y se
investigd su susceptibilidad a doripenem. Mientras que los aislamientos seleccionados
presentaron valores de CMIsy y CMlgg a imipenem y meropenem de 32 y 64 pg/ml,
respectivamente, frente a doripenem los respectivos valores fueron de 8 pg/ml y >32

pg/ml.

Otros trabgjos previos a nuestro han estudiado la actividad de doripenem frente
a aildlamientos resistentes a otros antibiéticos, sobre todo a imipenem y/o ceftazidima.
Tsuji y colaboradores estudiaron 115 cepas de PA, de las cuales 32 fueron resistentes a
imipenem (Tsuji y cols, 1998). Estos autores halaron valores de CMlsg y CMlgy
similares para los cuatro carbapenems estudiados, imipenem, meropenem, doripenem y
biapenem. Concretamente, para e grupo de PA no sensibles a los carbapenems, los
valores de CMlsp y CMIgy para imipenem, meropenem, doripenem y biapenem fueron

16 y 32 pg/ml, 8 y 16 pg/ml, 8 y 8 pg/ml, y 16 y 32 pg/ml, respectivamente.

Jones y colaboradores publicaron dos estudios en esta misma linea. El primero
de ellos se realizé con 394 cepas de distintos microorganismos procedentes de todo €l
mundo, aisladas durante los afios 2001 y 2002 (Jonesy cols, 2004b). De ellos, 34 fueron
PANSC, incluyendo 15 cepas de PA productoras de MBL. La interpretacion del valor
de la CMI se hizo mediante criterios de CLSI, asumiendo los mismos puntos de corte
para los tres carbapenems estudiados. De los aislamientos de PANSC, e 29,4% fueron
sensibles a doripenem, frente a un 2,9% a meropenem. Ningun aislamiento fue sensible
aimipenem. Los valores de CMIsy y CMlgg para imipenem y meropenem coincidieron
en >8 pg/ml, mientras que para doripenem fueron 8 y >32 pg/ml, respectivamente. Por
otro lado, las 15 cepas productoras de MBL fueron resistentes a imipenem y
meropenem, y sélo unade ellas (6,7%) fue sensible a doripenem. De nuevo, los valores
de las CMIsp y CMIg de las cepas productoras de MBL coincidieron en >8 pg/ml para
imipenem y meropenem, pero en esta ocasién para doripenem estos pardmetros
alcanzaron valores significativamente mayores (>32 pg/ml, para ambos). Un segundo
trabajo de Jones y colaboradores analizé la susceptibilidad a los carbapenems de 380
cepas, de las que 84 fueron PA (Jones y cols, 2005). De nuevo asumiendo los mismos
puntos de corte para los tres carbapenems, se seleccionaron 49 aislamientos con CMI a
imipenem >16 pug/ml. De éstos, el 22,5% fue sensible a doripenem mientras que sélo el

2% lo fueron a meropenem (CMlgp >8 ug/ml).

166



Discusion

Pillar y colaboradores estudiaron la sensibilidad a doripenem en 12581
aislamientos recogidos en 44 hospitales de Estados Unidos en € periodo 2005-2006
(Pillar y cols, 2008). Estos autores interpretaron los valores de la CMI segin los
criterios de CLSI para imipenem y meropenem, y de FDA para doripenem. En este
estudio, se analiz6 la susceptibilidad del total de los aislamientos, asi como la de
subgrupos formados por cepas sensibles y no sensibles a imipenem, y sensibles y no
sensibles a ceftazidima. Para las cepas no sensibles a imipenem, doripenem fue €
carbapenem con mayor actividad (55,6% de cepas sensibles) seguido de meropenem
(42,5% de cepas sensibles). Sin embargo, para las cepas no sensibles a ceftazidima,
meropenem Yy doripenem mostraron una actividad idéntica (60,9% de cepas sensibles),
mientras que para imipenem lo fueron € 55,5% de dichas cepas. De nuevo, ambos
grupos presentaron valores de CMlsp y CMlgy més bgos para doripenem que para

imipenem y meropenem, pero sin apreciarse diferencias significativas.

En Japo6n y Francia también se realizaron estudios multicéntricos similares a los
anteriores. En Japdn se recogieron 694 aislamientos clinicos de PA durante el periodo
1992-2004 (Fujimuray cols, 2009). Para interpretar los valores de la CMI se emplearon
los puntos de corte establecidos por CLSI, sin especificar cudles se emplearon para
doripenem. Estos autores detectaron 116 aislamientos resistentes a ceftazidima y 138
resistentes a imipenem. En este caso, doripenem presentd mejor actividad en ambos
grupos. Asi, € 50,8% de las cepas resistentes a ceftazidima fue sensible a doripenem, €
45,7% a meropenem y € 44,0% a imipenem. En las cepas resistentes a imipenem,
doripenem presentd casi € doble de actividad que meropenem (44,2% de cepas

sensibles a doripenem versus 25,4% sensibles a meropenem).

En cambio, en un estudio multicéntrico llevado a cabo en Francia por Lascolsy
colaboradores en e periodo octubre-diciembre de 2008, imipenem presenté mayor
actividad gue doripenem con 77 (77,8%) aislamientos sensibles frente alos 71 (71,7%)
sensibles a doripenem (Lascols y cols, 2011). Este estudio, en €l que los valores de CMI
se interpretaron de acuerdo a la normativa EUCAST, también mostré un porcentaje
significativo de cepas resistentes a imipenem con sensibilidad mantenida a doripenem
(18%). Aungue no se estudié la tasa de sensibilidad a doripenem en funcion de si las
cepas eran sensibles o resistentes a imipenem, si se determinaron los valores de CMI de
doripenem para los aislamientos sensibles (CMI5,=0,25 pg/ml y CMIgp=2 ug/ml) y
resistentes (CMIsp=8 pg/ml y CMIgp=16 pg/ml) a imipenem (Lascols y cols, 2011).
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En nuestro estudio y empleando la normativa EUCAST, observamos que el
11,9% y e 10,7% de los aisamientos no sensibles a imipenem y meropenem,
respectivamente, fueron sensibles a doripenem. Ademés, de las cepas resistentes a
doripenem, solo 1 cepa fue sensible a imipenem (1,2%), mientras que 2 lo fueron a
meropenem (2,4%). No obstante, estos porcentgjes variaron notablemente al reclasificar
las categorias de susceptibilidad segun los distintos puntos de corte empleados en la
bibliografia. Asumiendo los mismos puntos de corte para doripenem que para imipenem
y meropenem segin CLSI, como hacian los primeros trabgjos citados, hasta un 28,6%
de las cepas no sensibles a imipenem fueron sensibles a doripenem, y un 26,2% de las
no sensibles a meropenem fueron sensibles a doripenem. Interpretando el valor de la
CMI para imipenem y meropenem segun CLS| y de doripenem segun FDA, €
porcentaje de cepas sensi bles a doripenem no sensibles aimipenem y meropenem fue de
20,2% y 19,1%, respectivamente. Segun los puntos de corte de FDA para los tres
carbapanems, € 19% de las cepas sensibles a doripenem no lo fue a imipenem y
meropenem. En consecuencia, la aplicacion a nuestro trabajo del criterio de
coincidencia de puntos de corte para los tres carbapenems frente a las directrices
EUCAST, daria lugar a que se triplicase € numero de aislamientos sensibles a
doripenem con respecto a imipenem y meropenem. Si se empleara la normativa FDA,
dicho nimero de cepas préacticamente se duplicaria. Por tanto, tal y como han sefidlado
otros autores en sus trabgos (Jean y cols, 2010; Scheetz y cols, 2009; Davies y cols,
2011), resulta necesario unificar las directrices establecidas por las distintas comisiones

para poder evaluar con rigor la actividad de doripenem.

Asimismo, para investigar si doripenem podria ser una alternativa antibidtica
eficaz en infecciones causadas por PA no sensibles a imipenem y/o meropenem, es
interesante analizar qué sucede con las cepas que presentan los valores més bajos de
CMI a doripenem. Hay que tener en cuenta que en la actualidad, disponiendo de
farmacos activos como meropenem, doripenem no se plantea como un tratamiento
empirico de eleccién, pero si como una posible alternativa en cepas multirresistentes.
Un andlisis méas detallado de los valores de CMI de nuestras cepas para imipenem,
meropenem y doripenem mostrd que 8 cepas tenian un valor de CMI a doripenem <1

ug/ml (el punto de corte establecido por EUCAST), frente ningin aislamiento para
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imipenem y 1 para meropenem. Ademas, 18 cepas presentaron una CMI a doripenem

<2 pg/ml (criterio FDA), frente a 3 aislamientos para meropenem y 1 para imipenem.

Nuestras observaciones estan en concordancia con las de un reciente estudio
multicéntrico llevado a cabo por & Grupo Espariol de Estudio de Doripenem sobre 300
cepas sensibles a meropenem (Gimeno y cols, 2010). Estos autores determinaron en €
51,6% de estas cepas un vaor de CMI a doripenem mas bajo que a meropenem,
mientras que & 42,3% de ellas presentaba el mismo valor de CMI (Gimeno y cols,
2010). Sin embargo, sdlo e 4,3% de las 46 cepas con susceptibilidad intermedia a
meropenem presentd una CMI inferior a doripenem gue a meropenem, y en € 63,0% de
los casos @ resultado fue € inverso. Por dltimo, de las 102 cepas resistentes a
meropenem, e 61,7% presentd una CM| inferior a doripenem, mientras que en el 36,2%
ésta fue similar y sdlo en € 1,9% la CMI fue superior. En € estudio presentado por
Fujimura y colaboradores se compar6 la actividad de doripenem y meropenem
observando que en e 48,3% de las 694 cepas de PA estudiadas, € vaor de la CMI a
doripenem erainferior a meropenem, € 44,7% similar para ambos, y solo en € 7,1% de
los aislamientos se detectaba mayor CMI a doripenem gque a meropenem (Fujimura y
cols, 2009).

Estos resultados pueden ser relevantes cuando se aplican criterios
farmacocinéticos y farmacodinamicos (PK/PD) en e tratamiento de infecciones por
cepas de PA con sensibilidad disminuida alos carbapenems. El hecho de que doripenem
permanezca estable a temperatura ambiente durante 12 horas, mientras que imipenem y
meropenem lo hagan sblo durante 1 horas, posibilita que & primero pueda ser
administrado durante tiempos de perfusion mas prolongados (Alvarez-Lermay cols,
2009; Greer, 2008). Esta infusion continua de dosis superiores de farmaco (1 6 2 g)
(Castanheira y cols, 2009; Christiansen y cols, 2010) durante un mayor tiempo (més de
4 horas) (Giamarellou y Poulakou, 2009), permitiria su uso en pacientes con
aislamientos que presenten valores de CM| mas elevados (4 pg/ml) ya que €l tiempo de
exposicion del microorganismo a concentraciones eficaces del antibidtico seria de
mayor duracion. Ademas, atendiendo a los datos presentados por Chastre y
colaboradores, la optimizacion de los pardmetros PK/PD en la administracion de
doripenem reduce las probabilidades de la aparicion de cepas con sensibilidad
disminuida a este carbapenem durante el tratamiento en infusiones prolongadas (Chastre
y cols, 2008).
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Una limitacion en nuestro estudio es € empleo de distintos métodos de
determinacion de la CM|I para imipenem y meropenem (microdilucion en caldo), y para
doripenem (E-test). No obstante, los valores obtenidos por las distintas técnicas se han
gjustado para poder agruparlos en los distintos rangos de CMI. Otra limitacion es €
hecho de que las cepas se hayan seleccionado Unicamente en funcion de la sensibilidad
a imipenem 0 meropenem: este criterio de seleccion puede generar un sesgo en la
eficacia obtenida a favor de doripenem con respecto a imipenem y meropenem. Sin
embargo, en nuestro estudio nos planteabamos evaluar doripenem como alternativaalos
dos carbapenems antipseudémicos clésicos. Se podrian plantear futuros estudios sobre

la base de unaampliacion del criterio de seleccion de los aislamientos.

Por tanto, aunque distintos trabgos han presentado a doripenem como €
carbapenem més activo frente a PA, es necesario redizar estudios prospectivos en los
que se empleen tiempos de perfusion mas prolongados o dosis més elevadas para poder
evauar su eficacia frente a este grupo de microorganismos en auge que presentan
valores de CMI elevados a los carbapenems. Sin embargo, y aunque se ha
documentando que la aparicion de resistencias durante € tratamiento con doripenem es
menos frecuente que para otros carbapenems, su reciente introduccién en los
formularios clinicos insta a hacer un seguimiento de su actividad asi como monitorizar

la aparicion de resistencias por parte de los microorgani Smos.

5.4.- CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA
EN CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLE A LOS
CARBAPENEMS

Para intentar neutralizar € aumento de la resistencia antibiética se requiere, en
primer lugar, conocer en detalle los mecanismos de resistencia generados por las
bacterias. En nuestro estudio investigamos los mecanismos de resistencia a los
carbapenems, con especial atencion a las cepas resistentes a doripenem. Asi, de la
coleccion de 84 aidamientos clinicos de PANSC, seleccionamos aguéllos no
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relacionados clonalmente resistentes a doripenem y aquéllos productores de MBL.
Finalmente, se incluyeron en este estudio 24 cepas.

El mecanismo de resistencia mayoritario en esta seleccion de cepas fue la falta
de expresion de la porina OprD, un hecho que se demostré mediante SDS-PAGE y/o la
amplificacion del gen codificante en 21 de las 24 estudiadas (87,5%). Le siguid la
hiperproduccion de la cefalosporinasa cromosémica AmpC, claramente detectada en 8
cepas (33,3%). Ademas, 2 aidamientos presentaron resultados dudosos para la
hiperproduccion de esta enzima ya que en ellos se detectd un nivel de expresion
comprendido entre los definidos como de “sobreexpresion” del gen (>10 veces sobre el
nivel basal) y los de “no sobrexpresion” (<5 veces). Cuatro cepas (16,7%) de las
resistentes a doripenem resultaron productoras de laMBL VIM-2. Por dltimo, tan solo 2
cepas sobreexpresaron la bomba MexAB-OprM (8,3%), aunque 2 aislamientos
presentaron resultados dudosos para este mecanismo de resistencia a expresar niveles
de expresion intermedios del gen (<3 veces, pero >2 veces).

Para poder interpretar adecuadamente estos resultados es necesario tener en
cuenta los hallazgos y recomendaciones proporcionados por trabgjos similares d
nuestro. En primer lugar, tal y como plantean Cabot y colaboradores en su estudio sobre
los mecanismos de resistencia en cepas de PANSC procedentes de hemocultivos, es
necesario unificar los criterios empleados para definir los puntos de corte, tanto para la
sobreexpresion de MexAB-OpM, como para la hiperproduccién de AmpC (Cabot y
cols, 2011).

Por gemplo, Tomés y colaboradores consideraron que las cepas de PA
estudiadas sobreexpresaban |os genes oprD, ampC, mexA, mexC, mexE y mexX cuando
el nivel de expresion de estos genes eraigual o superior a 2 veces € nivel de expresion
presentado de la cepa salvgie (Tomés y cols, 2010). Sin embargo, Dumas y
colaboradores establecieron este punto de corte en 2,5 para los genes mexR, mexA,
mexB, oprM, mexC, mexZ, mexX, mexY, mexT, mexE y oprN (Dumas y cols, 2006). Por
su parte, Hocquet y colaboradores y Rodriguez-Martinez y colaboradores consideraron
gue los aislamientos sobreexpresaban €l gen cuando su nivel de expresion era2, 4 6 5
veces superior a dela cepa salvaje paralos genes mexB, mexY y mexJ, respectivamente
(Hocquet y cols, 2006; Rodriguez-Martinez y cols, 2009Db).
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Como se coment6 anteriormente, €l punto de corte fijado en nuestro estudio para
considerar sobreexpresion de MexAB-OprM fue de a menos 3 veces € nivel basal
(Cabot y cols, 2011; Rieray cols, 2011), pero se detectaron 2 (8,3%) aislamientos con
un grado de expresion de 2,3 y de 2,6 veces. De haber seguido los criterios de Tomés y
colaboradores y Hocquet y colaboradores estos 2 aidamientos habrian sido
considerados como positivos, causando un aumento en la prevalencia de este
mecanismo (del 8,3% descrito a 16,6%) (Hocquet y cols, 2006; Tomas y cols, 2010).
Sin embargo, si hubiéramos seguido € criterio de Dumas y colaboradores, Unicamente
se habria modificado la clasificacion de 1 (4,2%) aislamiento, lo que hubiera derivado
en e aumento de la prevalencia del 8,3% a 12,5% (Dumas y cols, 2006). De manera
similar, la prevalencia descrita en nuestro trabajo para la hiperproduccion de AmpC
hubiera pasado del 33,3% a 58,3% de haber empleado |os puntos de corte definidos por
Tomés y colaboradores (Tomas y cols, 2010), pues 6 (25%) aislamientos adicionales
hubieran sido considerados como hiperproductores.

Ademas, en estudios previos realizados por nuestro grupo, cuyos resultados no
se incluyen en este trabgo, determinamos la hiperproduccién de AmpC mediante
técnicas bioguimicas. Para ello, cuantificamos la hidrdlisis de cefalotina en presencia de
extractos proteicos de algunas de las cepas seleccionadas en este estudio, asi como la
capacidad de la cloxacilina para inhibir dicha hidrdlisis. Los resultados positivos y
negativos proporcionados por esta técnica bioquimica coincidieron con los obtenidos
cuantificando € nivel de expresiéon del gen e interpretandol os seguiin 1os citados criterios
(=3) (Cabot y cols, 2011; Riera y cols, 2011). No obstante, para poder comparar con
mayor rigor los datos proporcionados por os distintos grupos, en efecto seria necesario
unificar los criterios empleados parafijar |os puntos de corte de estas técnicas. Paraello,
habria que validar estos criterios realizando en paralelo una técnica alternativa (por
gemplo, técnicas bioquimicas) y empleando controles positivos con niveles de
expresion progresivamente més elevados.

Analizando en conjunto los mecanismos de resistencia presentes en cada cepa,
destac6 € hecho de que 15 (62,5%) de ellas presentaron un Unico mecanismo de
resistencia. De estos aislamientos, 12 (50%) presentaron Unicamente alteracion de la
porina y 3 (12,5%) fueron productores de MBL. Las restantes 9 (37,5%) cepas

mostraron combinaciones de mecanismos: 6 cepas (25,7%) con ateracion de la porina
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mas hiperproduccion de AmpC, 2 (8,3%) con dteracion de la porina junto a
hiperproduccion de AmpC y sobreexpresion de mexB, y 1 (4,2%) cepa con alteracion de

la porinajunto a produccion de MBL.

Sin incluir los aislamientos productores de MBL, cabe destacar que las cepas
gue combinaron varios mecanismos de resistencia mostraron tendencia a un valor de
CMI aimipenem unadilucion superior que las cepas que presentaron que Unicamente la
porina alterada. Asi, de las 12 cepas que presentaron solo alteracion en la expresion de
OprD, 8 tenian un valor de CMI a imipenem de 32 pg/ml, 3 de 64 pg/mly 1 de 8 pg/ml,
frente a las 6 cepas con valor de CMI a imipenem de 64 pg/ml y las 2 con 32 pg/ml en
las que se detectaron varios mecanismos de resistencia. Para meropenem, igualmente se
observo una tendencia a que las cepas con un Unico mecanismo de resistencia mostraran
una mayor sensibilidad al antibidtico que las combinadas: las 2 cepas con menor valor
de CMI (8 y 1 pg/ml) presentaban como unico mecanismos la alteracion de OprD. Se
observd la misma tendencia para doripenem ya que de las 8 cepas que presentaban
mecanismos combinados, 7 mostraban un valor de CMI >32 pug/ml y 1 tnica cepa un
valor de 4 ug/ml. Aunque en las 9 cepas que unicamente presentaban alteracion en la
expresion de OprD la moda del valor de la CMI a doripenem también fue >32 pg/ml, se
detectaron 5 aislamientos con inferior CMI: 2 cepas con 32 pg/ml, 2 cepas con 8 pg/ml

y 1 cepa con 16 pg/ml.

Se han publicado varios trabajos que analizan los mecanismos de resistencia a
los carbapenems en los aislamientos clinicos de PA, con énfasis en el estudio de cepas
resistentes a doripenem. Probablemente el mas completo sea € estudio multicéntrico
Ilevado a cabo por Davies y colaboradores en Estados Unidos (Davies y cols, 2011). En
este trabaj o se recogieron 452 aislamientos clinicos de PA con CMI a doripenem igual o
superior a 4 pg/ml durante el periodo 2007-2009. Estos autores evaluaron la expresion
de sistemas de expulsién activa (mediante pruebas de fenotipicas y PCR en tiempo
real), presencia de genes codificantes de carbapenemasas (mediante PCR convencional),
expresion de la cefalosporinasa AmpC (mediante cuantificacion espectrof otométrica de
la hidrdlisis, PCR e isoelectroenfoque) y expresion de OprD (mediante western blot).
Davies y colaboradores detectaron al menos un mecanismo de resistencia en e 96% de
los aislamientos, y combinaciones de varios en € 64%. A pesar de la variedad de
técnicas empleadas, no se alcanzo un diagndstico concluyente sobre |os mecanismos

implicados en la resistencia del 4% de los aisamientos analizados (Davies y cols,
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2011). A diferencia de nuestro estudio, en e gque encontramos que hasta el 50% de las
cepas resistentes a doripenem presentaban como Unico mecanismo de resistencia la
alteracion de OprD, en € trabajo de Davies y colaboradores tan solo 45 cepas (10%)
presentaron alteraciones en dicha porina. Los valores de CMlgy de imipenem y
meropenem detectados por estos autores en los aislamientos que expresaban la porina
eran ad menos 4 veces menores que los que no la expresaban. En cambio, para
doripenem no se encontraron diferencias en los valores de CMlg entre las cepas que

expresaban y las que no expresaban OprD (Daviesy cols, 2011).

Por otro lado, en € trabgo de Davies y colaboradores el 15% y & 10% de los
aislamientos presentaron hiperproduccion de AmpC a niveles elevados e intermedios,
respectivamente (Davies y cols, 2011). Por tanto, de nuevo la prevalencia de este
mecanismo descrita por Davies y colaboradores fue menor que la mostrada en nuestro
estudio (33,3%). Ademas, estos autores detectaron un 8% de aislamientos con actividad
enzimética beta-lactamasa no dependiente de AmpC. Concretamente, se detecté la
produccion de beta-lactamasas de tipo PSE mediante isoelectroenfoque y posterior
confirmacion mediante PCR. Se observd una tendencia a que los aislamientos que
producian este tipo de actividad hidrolitica tuvieran mayores valores de CMIsy y CM g,
mayores incluso que los que hiperexpresaban AmpC a atos niveles (Davies y cols,
2011).

Para evaluar la presencia de cepas que expresaban sistemas de expulsion activa,
Davies y colaboradores llevaron a cabo, en primer lugar, un cribado mediante pruebas
fenotipicas. Empleando estas pruebas, se estimé que € 55% de los aislamientos
sobreexpresaba alguno de estos sistemas. De este 55%, tan sOlo las 36 cepas que
presentaron |os resultados fenotipicos positivos mas significativos fueron seleccionadas
para su posterior estudio mediante PCR a tiempo real. De estas 36 cepas, 20
sobreexpresaron MexXY -OprM (2 de ellas ademés MexEF-OprJ), otras 2 Unicamente
MexEF-OprJ, 1 cepa MexMN-OprM (cuya implicacion en la resistencia a los
carbapenems no esta descrita) y en 13 cepas no se detectd ningun sistema de expulsion
activa. A diferencia de lo descrito clasicamente para PA, no se detectd ningun

aislamiento que sobreexpresara MexAB-OprM (Daviesy cols, 2011).

Tanto los resultados de Davies y colaboradores como 10s nuestros confirmarian
la baja prevalencia de sistemas de expulsion activa -y, en particular, del principal de

ellos, MexAB-OprM- detectada en los aislamientos resistentes a doripenem. Ahora
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bien, podrian formularse dos hipétesis para explicar la bgja prevalencia en estas cepas
de MexAB-OprM. Por un lado, se podria afirmar que, en efecto, MexXY-OprM es €
principal sistema de expulsion activa en los aislamientos resistentes a doripenem. Dado
gue en nuestro estudio Gnicamente analizamos la sobreexpresion de mexB, no podemos
constatar esta posibilidad. La segunda hipétesis implicaria la mayor actividad relativa,
gue no mayor prevalencia, del sistema MexXY-OprM. Recordemos que Davies y
colaboradores unicamente seleccionaron los 36 aislamientos que habian proporcionado
resultados mas significativos en el cribado fenotipico llevado a cabo antes del estudio
molecular. Sin embargo, hasta 249 aisamientos (55%) habian presentado resultado
positivo en las pruebas fenotipicas. Por ello, no se puede descartar que dentro de estos
213 aislamientos no estudiados existieran aislamientos que expresaran otras bombas,
quizas a menor nivel, pero con la capacidad suficiente para trabajar en conjuncion con

el resto de sistemas de expulsion y contribuir asi a laresistencia alos carbapenems.

El trabgo de Riera y colaboradores aporta datos que ayudan a contrastar esta
altima hipétesis (Rieray cols, 2011). En este estudio multicéntrico desarrollado durante
los afios 2008 y 2009 se aislaron 175 cepas clinicas de PANSC procedentes de muestras
de distintos origenes (infeccién intraabdominal, bacteriemia y neumonia). Estos autores
emplearon la misma metodologia que la utilizada en nuestro estudio para detectar 10s
principales mecanismos de resistencia (expresion de los genes ampC, mexB, mexD,
mexY y mexF mediante PCR en tiempo real empleando nuestros mismos puntos de
corte, y deteccion de genes codificantes de MBL y ateracion de la porina OprD
mediante PCR y posterior andisis de las secuencias). Ademés de los aislamientos
clinicos, emplearon mutantes isogénicos con mecanismos de resistencia conocidos. Se
establecieron 4 categorias segun los valores de CMI a doripenem (<1, 2-4, 8-16 y >32
ug/ml) y se seleccionaron aleatoriamente 15 aislamientos para cada grupo. De acuerdo
con nuestro estudio, la alteracion de OprD demostro ser e mecanismo de resistencia
mas prevalente en |os aislamientos resistentes a los carbapenems ya que, de las cepas 18
cepas resistentes a imipenem seleccionadas a eatoriamente, e 100% presento alteracion
de esta porina. Ademas, y también de acuerdo con nuestro estudio, la hiperproduccién
de AmpC fue € mecanismo gue le siguid en prevalencia ya que més del 50% del total
de los aidamientos analizados en este estudio presentaron dicho mecanismo. Le
siguieron la sobreexpresion de las bombas de expulsion activa (33,3% mexY, 31,7%
mexB, 15% mexF y 0% mexD) (Rieray cols, 2011).
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Riera y colaboradores evaluaron también la asociacion entre e nivel de
expresion del gen ampC y e valor de la CMI a doripenem, encontrando una relacién
directa entre la resistencia a doripenem y la hiperproduccion de AmpC (Riera y cols,
2011). En concordancia con esta observacion, en nuestro estudio, las 2 cepas que
presentaron mayor nivel de expresion de ampC con respecto a la cepa control (las cepas
CUN-46 y CUN-64) mostraron una CMI a doripenem >32 pg/ml. Sin embargo, a
diferencia de Riera y colaboradores, no nos fue posible definir una asociacién entre €l
nivel de expresion de ampC y €l valor de la CMI a doripenem, ya que la mayoria de los

aislamientos sel eccionados presentaron dicho valor de CMI.

Por otro lado, Riera y colaboradores relacionaron los sistemas de expulsion
activa, con unaresistencia a doripenem, aunque no de alto nivel sino moderada (Rieray
cols, 2011). A diferencia de lo encontrado en nuestro estudio y de lo publicado en €
trabgo de Davies, Riera y colaboradores detectaron una prevalencia significativa de la
sobreexpresion del sistema MexAB-OprM (31,7%), muy similar a la detectada para
MexXY-OprM (33,3%). A diferencia de lo comentado para la hiperproduccion de
AmpC, la sobreexpresion de sistemas de expulsion activa no se correlaciond con un
valor de CMI a doripenem més elevado: paralas tres bombas analizadas €l pico maximo
de prevalencia correspondi6 al rango de CMIs 8-16 pg/ml, no >32 pg/ml. En nuestro
estudio tampoco se pudo establecer ninguna asociacion entre la sobreexpresion de mexB
y € valor de la CMI & doripenem. Esto fue debido, por un lado, por la elevada CMI a
doripenem de todos los aislamientos y, por € otro, porque sdlo se detectd
sobreexpresion de mexAB en 2 aidamientos (CUN-9 y CUN-61), que ademés

presentaron niveles de expresion de mexB muy similares.

Riera y colaboradores no estudiaron € posible efecto de la combinaciéon de
varios mecanismos de resistencia en la susceptibilidad de los aislamientos clinicos a
doripenem, aunque dicho efecto si fue evaluado en una coleccion de mutantes
isogénicos (Rieray cols, 2011). Este estudio mostré que la mutacion que ocasionaba la
pérdida de OprD producia solo resistencia de ato nivel a imipenem (los valores de la
CMI a imipenem, meropenem Yy doripenem fueron >32, 4 y 1,5 pg/ml,
respectivamente). Por el contrario, en nuestro estudio, encontramos hasta un 50% de
cepas resistentes a los carbapenems cuyo Unico mecanismo de resistencia era la

ausenciade OprD.
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En relacion a papel de las bombas de expulsién en la resistencia a doripenem,
tanto € citado trabgo de Riera (Rieray cols, 2011) como & de Mustag (Mushtag y cols,
2004) coinciden en describir que la sobreexpresion de mexB tiene un efecto mucho mas
notorio en la resistencia a meropenem que a doripenem. Esta observacion esta en
consonancia con nuestro estudio, ya que las Unicas 2 cepas resistentes a doripenem que
sobreexpresaron esta bomba, poseian simultaneamente los dos mecanismos de
resistencia con mas relevancia en la resistencia a doripenem (alteracion de OprD e
hiperproduccion de AmpC). En conjunto, estos resultados sugieren que, efectivamente,

el papel de MexAB-OprM en laresistencia a doripenem reviste pocaimportancia

Se han publicado otros trabajos que analizan |os mecanismos de resistencia a los
carbapenems, sin evaluar doripenem. Gutiérrez y colaboradores presentaron los datos
obtenidos en un estudio multicéntrico en € que se evaluaron los mecanismos de
resistencia de 236 aislamientos de PANSC recogidos en el afio 2003 (Gutiérrez y cols,
2007). Al igua que en nuestro estudio, el mecanismo mayoritario fue la ausencia de
OprD, que se detectd en 9 de los 10 clones seleccionados aeatoriamente para este
estudio, seguido de la hiperproduccion de AmpC (53,8% de todos los clones). En las
cepas sensibles a meropenem no se detectd ningln aislamiento que sobreexpresara
bomba MexAB-OprM, y sblo e 30% de las cepas resistentes aimipenem y meropenem
expresaron niveles altos de este sistema de expulsion (Gutiérrez y cols, 2007). Esto
vuelve a poner de manifiesto el papel secundario de MexAB-OprM en la resistencia a

carbapenems.

En relacion con € meropenem, nuestro estudio muestra que los 2 aislamientos
gue presentaron valores mas bajos de CMI a este antibiotico fueron las cepas CUN-16 y
CUN-36 (8 y 1 pg/ml, respectivamente), caracterizadas por presentar como Unico
mecanismo de resistencia la ausencia de OprD. Sin embargo, € hecho de que otras
cepas que compartian este Unico mecanismo de resistencia presentaran val ores mas altos
de CMI a meropenem (16, 32 y >32 ug/ml) no permite asociar la ausencia de OprD con

unabagja CMI a meropenem.

Otro estudio similar es €l publicado por Rodriguez-Martinez y colaboradores en
el que, como en nuestro trabajo, se describid que la ateracion de OprD era €

mecanismo mayoritario (100%) de resistencia a carbapenems, seguido de la
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hiperproduccion de AmpC (78,1%) (Rodriguez-Martinez y cols, 2009b). La ateracion
de OprD se evalud tanto estudiando las mutaciones en los genes que codifican esta
porina como determinando e nivel de expresion de oprD mediante PCR atiempo rea y
SDS-PAGE. El screening de hiperproduccion de AmpC se realiz6 determinando la CMI
a cefdotina en presencia y ausencia de cloxacilina La posterior medida
espectrofotométrica de la hidrdlisis de cefalotina, imipenem y meropenem mostro que €
84% de | as cepas sel eccionadas con base en e citado screening presentaban fenotipo de
cefalosporinasa de amplio espectro. La prevalencia de los sistemas de expulsion activa
fue superior a la encontrada en nuestras cepas, y predominé MexXY -OprM, seguido de
MexAB-OprM 'y MexCD-Oprd (37,5%, 31% y 28% de aslamientos que
sobreexpresaban mexY, mexD y mexB, respectivamente). A diferencia de nuestro
estudio, no se detecté ninguna cepa productora de carbapenemasa y solo 4 (12,5%)
presentaron como Unico mecanismo de resistencia la alteracion de OprD. De acuerdo
con nuestros resultados, la combinacién de mecanismos mayoritaria fue la coexistencia
de ateracion de OprD e hiperproduccion de AmpC (25%), seguido de las cepas que
acumulaban los siguientes cuatro mecanismos. alteracion de OprD, hiperproduccion de
AmpC y sobreexpresion simultanea de dos bombas (MexXY-OprM + MexCD-OprJ
(18,75% de cepas), MexAB-OprM + MexCD-OprJ, (6,25% de cepas) y MexAB-OprM
+ MexXY-OprM (6.25% de cepas) (Rodriguez-Martinez y cols, 2009b).

Otro aspecto que requiere especia mencion es e fenotipo de resistencia
expresado por las 4 cepas productoras de laMBL VIM-2 detectadas en nuestro estudio.
Como era de esperar alavista de los datos de otros autores, estos 4 aislamientos (CUN-
3, CUN-52, CUN-85 y CUN-140) fueron los que presentaron mayor valor de CMI
frente imipenem (>256, >256, 128 y 256 pg/ml, respectivamente) y meropenem (256,
128, 256 y 64 pg/ml, respectivamente). Sin embargo, a diferencia de lo descrito en
numerosos trabgj os, destaco la variabl e susceptibilidad a doripenem que mostraron estos
4 aisamientos. Asi, € valor de la CMI de este antibiético en las cepas CUN-3 y CUN-
52 fue >32 pg/ml, mientras que la cepa CUN-85 presenté una CMI de 8 pg/ml y la cepa
CUN-140 so6lo de 1 pg/ml. Este ultimo valor se encuentra dentro de la categoria de
sensibilidad siguiendo los criterios més restrictivos de interpretacion de la
susceptibilidad para este antibiético, la normativa EUCAST. Nuestro hallazgo contrasta

con lo publicado por la practicatotalidad de los trabaj os sobre la materia.
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Se han publicado diversos trabgos que evaluan la actividad de los carbapenems
frente a cepas de PA productoras de MBL. En € estudio de Mushtaq y colaboradores se
incluyeron cepas clinicas de PA procedentes de Canada, Reino Unido y Japon,
productoras de las MBL tipo IMP-1 (1 cepa), IMP-7 (4 cepas), VIM-2 (4 cepas), VIM-4
(3 cepas), VIM-10 (2 cepas) y VIM-like (2 cepas) (Mushtaq y cols, 2004). Todas ellas
mostraron resistencia de ato nivel a los tres carbapenems. Unicamente 1 aislamiento,
productor de IMP-7, presentdé una CMI a doripenem de 4 pg/ml, un valor considerado
como categoria intermedia segun EUCAST vy resistente segun FDA. Sin embargo, esta
cepa presentd un fenotipo de resistencia que difiere del mostrado por la cepa CUN-140
ya que los valores de CMI para imipenem y meropenem fueron 16 pg/ml para el
aislamiento productor de IMP-7, mientras que para la cepa CUN-140 fueron de 256 y

64 ng/ml para imipenem y meropenem, respectivamente.

Castanheira 'y colaboradores llevaron a cabo un estudio durante el periodo 2003-
2007 en € que andlizaron 73 cepas de PA productoras de MBL de distintas clases (13
IMP, 23 VIM y 37 SPM-1) procedentes Europa, Norteamérica, América Latinay la
region Asia-Pacifico (Castanheira y cols, 2009). Ninguno de los tres carbapenems
estudiados (imipenem, meropenem y doripenem) presentd actividad frente a estas cepas
(CMlsp >8 pg/ml). Davies y colaboradores evaluaron las 3614 cepas de PA aisladas en
Estados Unidos durante un Programa de Vigilancia de la Resistencia llevado a cabo
entre los afios 2007 y 2009 (Davies y cols, 2011). Unicamente detectaron 4 cepas
productoras de carbapenemasas, todas ellas resistentes a doripenem. Uno de los
aislamiento era productor de KPC-5 (CMI a imipenem, meropenem y doripenem >32
ug/ml). De los 3 restantes, productoras de MBL, 2 fueron productoras de las MBL clase
VIM-1/-2 y 1 VIM-7, y presentaron valores de CMI a doripenem de 16, 16 y >32 ug/ml,
respectivamente. No obstante, Davies y colaboradores no publicaron los valores de la

CMI obtenidos para los otros carbapenems.

Tam y colaboradores evaluaron 235 cepas de PA de las que sdlo 33 fueron
multirresistentes (Tam y cols, 2010). De ellas, 1 Unica cepa fue productorade MBL y su
valor de CMI a doripenem fue >32 pg/ml. En este estudio, a diferencia de los anteriores,
se evalud la coexistencia junto a la MBL de bombas de expulsion activa, pero no se
encontrd evidencia de sobreexpresion de tales sistemas en la cepa productora de MBL.
Este resultado sugiere que la accion de las MBL es suficiente para hidrolizar a

antibiotico y hacerlo ineficaz, lo que concuerda con nuestras propias conclusiones a la
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vista del fenotipo de las cepas CUN-3, CUN-52 y CUN-85. En cambio, la cepa CUN-
140 presentd, ademas de la accion carbapenemasa, la alteracién de la porina OprD,
aunque no la sobreexpresion de MexAB-OprM ni la hiperproduccion de AmpC. En
Espafia, en € estudio multicéntrico de Riera y colaboradores desarrollado durante los
afios 2008 y 2009, se evaluaron 175 aislamientos clinicos de PANSC (Riera y cols,
2011). Doce cepas (6,9%) fueron productoras de MBL: 2 VIM-2, 9 VIM-20y 1 VIM-
13. De nuevo, todas €ellas presentaron resistencia de alto nivel tanto a doripenem como a
imipenem y meropenem, con valores de CMI >32 pg/ml para los 3 carbapenems, en

contraste con lo encontrado en € aislamiento CUN-140.

S6lo Jones y colaboradores encontraron un 6,7% de sensibilidad a doripenem en
su andlisis de 15 cepas productoras de MBL, lo que se traduce en 1 Unica cepa sensible
(Jones y cols, 2004b). Esta coleccion de 15 aislamientos productores de MBL provenia
de Italia, Polonia, Brasil, Estados Unidos y Japon, y contaba con las principales MBL
(IMP, VIM y SPM). En este trabajo no se presta atencion a esta cepa ni se proporcionan
datos como lugar de su aislamiento, valor de CMI a los carbapenems estudiados
(imipenem y meropenem) y método de determinacion de esta CMI, etc. La unica
informacion Gtil en relacion con nuestro estudio es que la cepa era sensible al doripenem
y que e punto de corte empleado para la interpretacion de la susceptibilidad de
doripenem fue e inicialmente considerado como vdalido para los autores, es decir,

aislamientos con valor de CMI <4 ng/ml (Jones y cols, 2004b).

Ademas de la deteccién del gen codificante de MBL, en nuestro estudio
realizamos distintas pruebas fenotipicas para estudiar el comportamiento de la expresion
génica. En primer lugar se redlizaron las pruebas fenotipicas de screening de MBL
comentadas anteriormente. Las 4 cepas presentaron resultados positivos en estas
pruebas, demostrando que e gen no sdlo estaba presente sino que ademés se expresaba.
Seguidamente, quisimos investigar si €l bajo valor de CM1 a doripenem mostrado por la
cepa CUN-140 era debido a una baja expresion génica. Para ello se cuantifico € nivel
de expresion del gen mediante PCR en tiempo real. Por carecer de una cepa salvaje que
expresara el gen blay -2 en condiciones basal es para poder usarla como referencia, solo
se cuantificd la expresion del gen codificante de la MBL con respecto a gen
housekeeping. Tanto la extraccion como la determinacion se realizaron por triplicado
obteniendo resultados reproducibles. En contra de lo que podiamos esperar, la cepa que

presentd mayor nivel de expresion fue la cepa CUN-140, seguida de CUN-85, CUN-3y
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CUN-52. Al no detectar una modificacién en la expresion génica que pudiera ser
responsable de una menor produccion enzimatica en la cepa CUN-140, se cuantifico la
actividad de la MBL producida por esta cepa y se compard con la del resto de
aislamientos. En esta prueba si se obtuvieron resultados que se gjustaban mas a los
valores de CMI obtenidos, ya que la actividad enzimética presentada por las cepas
CUN-3 y CUN-52 fue notablemente superior ala de las cepas CUN-85 y CUN-140.

Ante estos resultados podriamos plantear la hipétesis de que, aungue €l
fragmento amplificado mediante PCR convencional y posteriormente secuenciado
corresponde a una MBL de la clase VIM-2, adguna region del gen podria estar
modificada impidiendo o reduciendo la funcionalidad de la enzima. Hay que tener en
cuenta que la region amplificada para la deteccion y cuantificacion de VIM-2
corresponde a un fragmento conservado de 380 pb, mientras que € tamafio del gen
completo es superior a 3500 pb (Poirel y cols, 2000; Rodriguez y cols, 2010). La
dteracion de la porina junto a la accion enzimética adquirida, débil pero presente,
podria explicar la resistencia mostrada a imipenem y meropenem. Sin embargo, para
confirma esta hipotesis seria necesario secuenciar € gen vim-2 completo y analizar la
existencia de algun tipo de mutaciones que pudieran hacer que la enzima hidrolizara con

menor eficacia a doripenem gque a meropenem.

Otra hipotesis que podriamos formular para explicar este distinto
comportamiento de la cepa CUN-140 frente a doripenem y meropenem seria la
posibilidad de que un tratamiento previo con carbapenems hubiera podido seleccionar
una resistencia a meropenem pero no a doripenem. Sin embargo, este microorganismo
se a6 de una herida de abrasion en cuello de un paciente de 13 afos tras un accidente
de trafico ocurrido sdlo una semana antes de su aislamiento. Aunque el paciente estuvo
ingresado en la Unidad de Vigilancia Intensiva, circunstancia que veremos se considera
factor de riesgo para adquision de PANSC, no recibid ningln tratamiento antibiético
previo que pudiera seleccionar mutantes resistentes. Ademas, esta hipétesis estaria en
conflicto con el escaso potencia que se ha descrito de los carbapenems para sel eccionar
cepas resistentes a doripenem (Jones y cols, 2004b; Mushtaq y cols, 2004). En este
contexto, Mustag y colaboradores describieron que era necesaria la combinacion de
varios mecanismos de resistencia para desarrollar resistencia de alto nivel a meropenem

o doripenem, lo cua esinfrecuente que suceda durante €l tratamiento in vivo.
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Shigemi y colaboradores evaluaron € efecto del consumo de carbapenems sobre
la susceptibilidad de PA (Shigemi y cols, 2009). Para €llo recogieron €l consumo
antibidtico de cinco carbapenems (imipenem, meropenem, doripenem, biapenem y
panipenem) durante e periodo comprendido entre 2006-2008, y evauaron la
susceptibilidad antibidtica de las 640 cepas de PA aidadas en este periodo. Estos
autores describieron la existencia de una correlacién significativa entre el consumo de
meropenem Yy doripenem y e aumento de la resistencia a meropenem en las cepas de
PA. Sin embargo, esto no se demostro para € resto de los carbapenems estudiados.
Shigemi y colaboradores destacaron €l hecho de que e 43,3% de |as cepas resistentes a
meropenem presentaron resistencia cruzada a imipenem, frente a 5,6% de las cepas no
sensibles a imipenem con resistencia cruzada para meropenem. En esta linea, en un
estudio previo llevado a cabo por nuestro grupo cuyos resultados no se incluyen en este
trabajo, analizamos & impacto del consumo de meropenem en la seleccion de cepas de
PA y en el aumento de la resistencia a los carbapenems de las mismas (periodo 2004-
2008). Se concluyo que € tratamiento intrahospitalario con carbapenems no contribuy6
a un aumento significativo en el niUmero total de aislamientos de PA pero si se observo
gue € aumento del consumo de meropenem habia contribuido significativamente a la
seleccion de cepas de Pa-ncsc (Aguinagay cols, 2009).

Sakyo y colaboradores evaluaron la potencia de los carbapenems para prevenir
la aparicion de mutantes de PA resistentes en una coleccion de 144 aislamientos clinicos
de PA (Sakyo y cols, 2006). Los mutantes seleccionados por la presion gercida por
imipenem y meropenem generaron resistencias en la expresion reducida de OprD, lo
gue causo una disminucion de la sensibilidad aimipenem, meropenem y doripenem. Sin
embargo, los resultados de este trabgjo mostraron que para generar resistencia a
meropenem y doripenem los mutantes debian combinar |a sobreexpresion de MexAB-
OprM a la reduccién de la expresion de la porina OprD, y esta combinacién de
mecanismos de resistencia se detectd con menos frecuencia durante la terapia con
carbapenems. Por tanto, aungque es necesario controlar e consumo de meropenem y
doripenem por la repercusion que puede conllevar sobre la aumento de la resistencia
tanto a ellos mismos como al resto de los carbapenems, |a seleccidn de cepas resistentes
durante el tratamiento con meropenem y doripenem es menos frecuente que con
imipenem ya que, en general, se ha descrito necesaria la combinaciéon de distintos

mecani Smos de resistencia para afectar a meropenem y doripenem.
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En resumen, la pérdida de la porina OprD aumenta € valor de la CMI a
doripenem, indicando que el antibidtico puede utilizar esta porina para penetrar en €
periplasma bacteriano. Otros estudios han revelado |a necesidad de la combinacion de
varios mecanismos para generar resistencia a dori penem. En nuestra coleccion de cepas,
seria necesario evaluar la presencia de los mecanismos descritos como menos
prevalentes, tales como la expresion del sistema de expulsion activa MexXY-OprM o la
produccion de carbapenemasas de la clase A, para poder definir plenamente el papel de
la porina OprD y del sistema MexAB-OprM. En concordancia con otros trabgjos, la
hiperproduccion de la cefal osporinasa cromosomica AmpC tiene mucha importancia en
la resistencia generada a doripenem. Dado que los mecanismos descritos provienen
generalmente de estudios in vitro, seria necesario profundizar en el conocimiento de

estos mecanismos con mayor precision y entender sus efectos en la préactica clinica.

Por otro lado, se ha descrito la primera cepa productora de MBL sensible a
doripenem. Seria necesario secuenciar € gen completo VIM de dicha cepa para poder
esclarecer e porqué de la sensibilidad a este carbapenem por parte de una cepa

productorade MBL.

5.5.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA
ADQUISICION DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A
CARBAPENEMS

El aumento de la resistencia a los carbapenems ha llevado a que la vigilancia
de la aparicion de estas resistencias y la mejora de los métodos de deteccion de las
mismas adquieran una gran importancia como areas de investigacion en € campo de la
Microbiologia Clinicaa. No menos notable es la atencién que recae sobre €
conocimiento de los factores de riesgo (FR) asociados a la adquisicion de PANSC. Para
poder disefiar e implementar intervenciones que preserven la utilidad de los
carbapenems en €l futuro, es necesario comprender la epidemiologia de las infecciones
causadas por PANSC y @ impacto de la praxis clinica sobre los aislamientos. Asi, en
nuestro trabajo hemos analizado las variables asociadas a la aparicion de aislamientos

de PANSC con €& objetivo de ayudar a clinico en su labor diaria de vigilar la
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sensibilidad antibidtica garantizando € empleo del tratamiento més eficaz para cada

paciente.

Entre los factores de riesgo de colonizacion o infeccion por PANSC descritos
en la literatura destacan e consumo reciente de antibidticos, principalmente
carbapenems y quinolonas, la estancia previa en UCI, un mayor nimero de dias de
ingreso hospitalario previos a aislamiento indice, un mayor nimero de dias de
hospitalizacion previa a ingreso o consulta en € que se registra € aislamiento indice y
el uso de catéter urinario (Akinci y cols, 2005; Aloush y cols, 2006; Cao y cols, 2004;
Defez y cols, 2004; Eagye y cols, 2009; Falagas y col, 2006; Furtado y cols, 2009;
Harris y cols, 2002a; Kohlenberg y cols, 2010; Lautenbach y cols, 2006; Lepelletier y
cols, 2010; Lodise y cols, 2007; Miliani y cols, 2011; Montero y cols, 2010; Nouér y
cols, 2005; Ohmagari y cols, 2005; Onguru y cols, 2008; Paramythiotou y cols, 2004;
Pefla y cols, 2007a; Pefia y cols, 2009; Scarsi y cols, 2006; Seguin y cols, 2006;
Tacconelli y cols, 2009; Talony cols, 1998; Tamy cols, 2010; Zavascki y cols, 2005).

Como veremos a continuacion, estos andlisis presentan diversas limitaciones,
como la heterogeneidad en la definicion de las variables y en la seleccidn de los grupos
control. A esto se afiade la distinta epidemiologia de los aislamientos microbiol 6gicos,
su correspondiente tasa de resistencia y las distintas actitudes clinicas adoptadas, que
son tan variadas como distintos son |os centros hospitalarios e incluso los facultativos a
cuidado de sus pacientes. Por €llo, es recomendable tener precaucion al extrapolar los
resultados de otros estudios a propio hospital. Siguiendo las recomendaciones
formuladas por otros autores, que consideran gue la aparicion de microorganismos
resistentes generalmente reflgja la practica clinica local, es necesario identificar los FR
especificos de cada institucion (losifidis y cols, 2008; Lodise y cols, 2007). Por tanto,
cuantificar el riesgo a que esta sometido cada paciente constituye una herramienta muy
atil en la préctica clinica, tanto para ayudar en la prescripcion de un tratamiento
empirico adecuado como en latoma de decisiones del mangjo del paciente.

La primera cuestion que se debe resolver a la hora de plantear un estudio de
caracterizacion de FR es como se disefia € estudio para que proporcione informacion
rigurosa. La mayoria de las publicaciones bien emplean la metodologia caso-control,

bien investigan brotes. En nuestro trabajo escogimos la primera de estas opciones, ya
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gue € objetivo era estudiar lo que acontecia en los aislamientos obtenidos en nuestro
hospital en circunstancias ordinarias con e fin de orientar a clinico en la
implementacion de unas buenas précticas en la rutina médica. Por € contrario, la
deteccion de un brote sucede solo de manera esporadica y de su estudio no es fécil

derivar conclusiones aplicables en € diaadia de un hospital.

La problemética que se presenta a la hora de disefilar correctamente estos
estudios queda excelentemente definida por Rodriguez-Bafio y colaboradores en su
trabajo sobre los FR implicados en el desarrollo de bacteriemia de origen comunitario
por E. coli productor de beta-lactamasa de espectro ampliado (Rodriguez-Bafio y cols,
2010). Estos autores sefialan que € disefio de este tipo de estudios se plantea como un
verdadero reto donde la clave para realizar una adecuada seleccion de las poblaciones
caso y control esta en plantearse la siguiente pregunta: ¢cudl es objetivo concreto de mi

estudio? El disefio correcto sera aquél que permita responder a esta pregunta.

Clasicamente, los estudios caso-control Unicamente comparaban dos grupos de
poblacion: la poblacion de cuyos pacientes procedian los aislamientos caracterizados
por una resistencia o conjunto de éllas, y la que presentaba los mismos aislamientos
pero con fenotipo sensible. Sin embargo, en nuestro trabgjo este planteamiento
tedricamente sOlo podria contestar a la siguiente cuestion: “entre los aislamientos
clinicos de PA, ¢cudles son los riesgos asociados a la resistencia a los carbapenems en
un aislamiento?’. Por tanto, este modelo podria sobrestimar la asociaciéon entre la
exposicion previa al grupo antimicrobiano definitorio de la resistencia en € grupo caso
y su consumo para la adquisicion de este patron de susceptibilidad (Harris y cols,
2002b; Montero y coals, 2010).

Para evitar este sesgo, se decidio la inclusion en los estudios de un grupo
adiciona de pacientes control que englobara a todos |os potencia mente expuestos a los
mismos riesgos, generalmente seleccionados aleatoriamente entre todos los que
presentaban caracteristicas demogréficas o clinicas similares a las de los pacientes
incluidos en e grupo caso (Kaye y cols, 2005). Dado que no es técnicamente viable
estudiar una poblacion completa, una seleccién aleatoria de la misma es muy probable
gue incluya pacientes no infectados, que habran recibido tratamientos farmacol 6gicos o
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no farmacol 6gicos distintos a los de |os pacientes en |os que se sospecha o confirma una
infeccion.

En nuestro estudio, a diferencia de lo publicado anteriormente, quisimos analizar
los FR implicados en el desarrollo de PANSC, pero no enfrentando este grupo frente a
la poblacién general, sino frente a una grupo en el que todos los pacientes desarrollaran
infeccion en un momento dado. Esto fue debido a que la pregunta que buscaba
responder nuestro estudio era la siguiente: “Entre aquellos pacientes que han
desarrollado una infeccion, ¢qué factores han conducido a la adquisicion de PANSC?”.
En esta linea, definimos como segundo grupo control aquél que incluia pacientes en los
gue se confirmd infeccidn o colonizacion en e mismo lugar que los pacientes caso, pero
por un microorganismo distinto a PA. El propdsito era asemejar las condiciones a las
gue se sometian los pacientes ya que, con mucha probabilidad, un paciente que ha
desarrollado una infeccion previamente ha mostrado unos signos clinicos que han
conducido a facultativo a adoptar unas medidas distintas a las de una paciente no
infectado, fundamentalmente en términos de tratamiento antibiotico empirico, es decir,

consumo antibiotico previo a aislamiento objeto de estudio.

De este modo, los pacientes de la poblacion control 1 (aislamiento de PASC) y
los pacientes de la poblacion control 2 (aislamiento distinto a PA), se empargjaron con
un paciente incluido en e grupo caso, segun € lugar de infeccion y e ambito de
adquisicion del microorganismo indice. Ademas, los emparejamientos se realizaron
gjustando temporalmente |os aislamientos, sel eccionando aleatoriamente € més cercano
a momento del aislamiento del correspondiente microorganismo caso. Esta medida se
adopto con € fin de que las modificaciones realizadas en los formularios del hospital y
en los protocolos de mango de los pacientes -que varian temporalmente segun las
innovaciones clinicas- afectaran en lamenor medida posible a factor desencadenante de
la adquisicién de resistencia. Asimismo, de forma no intencionada, el grupo caso y los
grupos control se igualaron en otros factores como € sexo y la gravedad de la

enfermedad del paciente en el momento del aislamiento.

Los aidamientos de PA presentan una problematica adicional que debe ser
considerada a la hora de disefiar un estudio de FR. La linea que marca la diferencia

entre los pacientes infectados y colonizados por estos microorganiSmos no siempre es
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nitida. No menos complicado resulta deducir con certeza la implicacion clinica, sobre
todo de aquellos que presentan un ato nivel de resistencia y/o afectan a huéspedes
inmunodeprimidos. Por tanto, al disefiar nuestro estudio, la pregunta que nos
planteamos para definir nuestro estudio fue la siguiente: ¢debemos incluir Unicamente
aquellos pacientes en los que se podia demostrar la existencia de una infeccién, o bien
incluir también otros pacientes que habian adquirido este microorganismo resistente y
gue no presentaban infeccion probada?. Algunos andlisis epidemiol6gicos, como € de
Bonten y colaboradores, han postulado que en muchas ocasiones las infecciones son

secundarias a una col onizacion endégena de los pacientes (Bonten y cols, 1999).

Por otro lado, Pefla y colaboradores afirman que conocer e nivel de
colonizacion de un individuo respecto a un determinado microorganismo es esencial
para el disefio de estrategias especificas y eficaces de control, sobre todo en casos de
transmision cruzada (Pefia y cols, 2007d). Asi, estos autores consideran que € ambiente
y los individuos colonizados por estos microorganismos actlian como reservorios y son
continuas fuentes de infeccion para otros individuos susceptibles. Un gemplo de esto
podria ser la transmision de microorganismos asociados a una colonizacion transitoria
de las manos del persona sanitario (Pefia y cols, 2007a). Sin embargo, €
mi croorgani Smo que centra nuestro estudio con poca frecuencia solo raramente ocasiona
infecciones graves en personas sanas y no se encuentra como microbiota normal en
individuos inmunocompetentes. Precisamente, las tasas de colonizacion por PA
aumentan en pacientes hospitalizados, especialmente cuando este ingreso es
prolongado, o0 los pacientes han recibido terapias antibidticas de amplio espectro
(Flamm y cols, 2004). No resulta, por tanto, extrafio que sea ésta la poblacion méas
susceptible a padecer posteriormente una infeccion por PA y que afronte este desafio
con menos posibilidades de éxito, tanto por e debilitamiento de su respuesta inmune,
como por €l limitado nimero de opciones terapéuticas disponibles. Todo lo anterior nos
llevd ajustificar la inclusién en nuestro estudio no solo de los pacientes con infeccién
confirmada, sino también de aguellos en los que e aislamiento revelaba una

colonizacion.

En resumen, decidimos disefiar nuestra evaluacion de FR como un estudio
retrospectivo caso-control-control en e que comparamos los potenciales factores que
pudieran ocasionar un riesgo parala adquisicion de PANSC frente a dos grupos control:

los infectados o colonizados por PASC vy los infectados o colonizados por otros
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microorganismos distintos a PA. El estudio realizado sobre los aislamientos obtenidos
en € periodo comprendido entre los afios 2002 y 2009 incluyd 597 pacientes, 199 en
cada uno de los grupos. El nimero de aislamientos estudiados por afo oscilé entre los
11 obtenidos en & 2003 y los 47 del 2006. En este afio, la prevalencia de PANSC fue
del 22,5%, considerablemente superior aladel resto de afios evaluados.

En concordancia con lo publicado en otros trabajos, 10s lugares mas frecuentes
de los aislamientos indice fueron tracto respiratorio, heriday orina (Akinci y cols, 2005;
Aloush y cols, 2006; Defez y cols, 2004; Harris y cols, 1999; Lautenbach y cols, 2006;
Montero y cols, 2010; Onguru y cols, 2008; Park y cols, 2011; Wang y cols, 2006). En
nuestro caso, la mayoria de los pacientes con aislamiento de PA (PASC o PANSC)
procedian de los servicios de Oncologia Médica y Radioterapia o Neumologia. Esto es
caracteristico de PA, considerado un patégeno mayoritariamente asociado a neumoniay
oportunista. No obstante, € elevado porcentaje de pacientes oncol 6gicos incluidos en €
estudio es un reflgjo del alto nimero de enfermos de este tipo que se tratan en nuestro
hospital. Por la misma razdn, no es de extrafiar que la mayoria de los aislamientos
distintos a PA tuvieran su origen también en pacientes procedentes del servicio de
Oncologia Médicay Radioterapia.

En buena correspondencia con la mayoria de los trabajos, en los tres grupos de
estudio predominaron los varones de edad media avanzada, oscilando la mediana de
edad entre los 60-65 afios (Carmeli y cols, 1999b; El Amari y cols, 2001; Harris 'y cols,
1999; Lodise y cols, 2007; Marray cols, 2006; Pefiay cols, 2007b; Pefiay cols, 2009;
Suérez y cols, 2009; Tam y cols, 2010). Para evaluar la variable edad, muchos estudios
engloban a los pacientes en dos grupos para lo que se establecen un punto de corte que
en encuentra dentro del intervalo 60-65 afos (Cao y cols, 2004; El Amari y cols, 2001;
Kohlenberg y cols, 2010; Lodise y cols, 2007; Vitkauskiené y cols, 2010; Wang y cols,
2006). Sin embargo, aun siendo cas una constante la edad avanzada en los pacientes
incluidos en estos andlisis de FR, de acuerdo a lo encontrado en nuestro estudio, pocos
son los trabgjos que concluyen que esta variable es un FR para adquisicion de PA
(Defez y cols, 2004; Oliver, 2009; Tacconelli y cols, 2009).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la gravedad de

la enfermedad de los pacientes en el momento del aislamiento objeto de estudio. Como
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ya se comentd, para cuantificar € nivel de gravedad decidimos aplicar € indice de
Charlson, que proporcion6 un valor de 2 para la moda de los tres grupos en estudio.
Idealmente, uno de los criterios de emparejamiento de los casos y los controles podria
ser la gravedad de la enfermedad del paciente, cuantificada segun los indices APACHE
I, SAPS o Charlson (Mentzelopoulos y cols, 2007; Montero y cols, 2010; Ohmagari y
cols, 2005; Paramythiotou y cols, 2004). No obstante, esto no siempre es posible y
muchos estudios no logran hacer este emparegjamiento. Por otro lado, son pocos los
trabajos que describen la variable “gravedad de la enfermedad” como un factor para
adquisicién de microorganismos resistentes (Park y cols, 2011; Pefia y cols, 2007a;
Scarsi y cols, 2006).

S apenas se encuentran estudios que sefidlen como FR a alguna de las
variables demogréficas y patoldgicas de los pacientes, bien distinto es lo que sucede
para las caracteristicas relacionadas con la hospitalizacion. Otro tanto ocurre con los
considerados por la bibliografia como potenciales FR extrinsecos y con €l consumo de
antibioticos previo a aislamiento. Paraintentar detectar FR de este tipo que pudieran ser

especificos de nuestrainstitucion, construimos un model o de regresion logistica

En la seleccion de dichas variables nos enfrentamos a otra dificultad propia de
este tipo de estudio: la gran heterogeneidad existente en la definicion de las variables
clinicas analizadas por los distintos trabajos. Para evitar en nuestro trabajo esta posible
ambigledad decidimos precisar bien dos de los aspectos mas importantes, por un lado,
el tiempo de exposicién previa para considerar a una variable como FR y, por € otro, €

punto de corte empleado para categorizar las variables cuantitativas.

En primer lugar, ¢cud es el minimo tiempo de exposicion previa a una variable
para considerarla FR? El criterio que se establezca sobre dicha duracién influird en la
determinacion de la mayoria de las variables incluidas en esta parte dd estudio,
incluyendo los dias de ingresos previos durante el afio anterior, dias de ingreso previos
al aidamiento indice, dias de ingreso previos en UCI, dias de uso de ventilacion
mecanica, dias de uso de traqueostomia, dias de uso de catéter venoso central, dias de
uso de catéter urinario, dias de uso de sonda nasogéstrica, dias de uso de drengje, terapia
renal sustitutiva mediante hemodidlisis o hemofiltracion, consumo de beta-lactamicos

junto a IBL, consumo de carbapenems, consumo de aminoglucésidos y consumo de
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fluorquinolonas. Todas estas variables, excepto la primera, se considerarian como “de
exposicion reciente’. Sin embargo, €l criterio “reciente” resulta ambiguo a tenor de la
falta de acuerdo mostrada por los distintos grupos de estudio. Por g emplo, paramedir €l
riesgo que supone € consumo previo de antimicrobianos se ha considerado sdlo el
tratamiento administrado durante los 7 dias previos a aidlamiento (Defez y cols, 2004),
durante los 14 dias previos a aisamiento indice (Harris y cols, 2002a; Kohlenberg y
cols, 2010), durante a menos 24 (Onguru y cols, 2008) 6 48 horas (Marray cols, 2006;
Zavascki y cols, 2005) en los 14 dias previos, durante mas de 48 horas en las 3 semanas
previas (Furtado y cols, 2009), durante a menos 72 horas los 15 dias previos
(Vitkauskiené y cols, 2010), durante los 90 dias previos (Ohmagari y cols, 2005) y el
administrado en el mismo ingreso en & que se obtenia e aislamiento objeto de estudio,
sin especificar duracion del mismo (Eagye y cols, 2009). Esta variacion la podriamos
extender al resto de potenciales FR descritos. Sin embargo, 30 dias se establece como €l
intervalo de tiempo mas aceptado como “riesgo reciente” (Gasink y cols, 2007; Kang y
cols, 2003; Lautenbach y cols, 2006; Lodise y cols, 2007; Pefiay cols, 2009; Suarez y
cols, 2009; Suarez y cols, 2010; Tacconelli y cols, 2009); por esto, y por considerarlo un
valor con plausibilidad clinica, 30 dias fue € periodo que consideramos en nuestro
estudio como indicativo de riesgo reciente.

La definicion del periodo de tiempo considerado como “riesgo no reciente” ha
suscitado menos controversia. Con esta variable se pretende discernir si e hecho de que
el paciente haya estado en contacto con € ambito hospitalario durante un periodo mas
amplio puede definirse como un riesgo para la adquisicion de resistencias, es decir,
¢padece € mismo riesgo un paciente que anteriormente a estos 30 dias considerados
como “riesgo reciente” ha sido hospitalizado en repetidas ocasiones, que € paciente
cuyo primer ingreso es en el que se aisla el microorganismo indice?. Este periodo se ha
descrito como 30 dias (Tacconelli y cols, 2009), 6 meses (Defez y cols, 2004) o, lo més
habitual, 12 meses (Eagye y cols, 2009; Harris y cols, 2002a; Ohmagari y cols, 2005;
Zavascki y cols, 2005); éste ultimo fue € criterio temporal que empleamos en nuestro
estudio.

Por otro lado, nos planteamos cuantificar €l potencial riesgo que podia implicar
el estar expuesto a un determinado factor pero, a diferencia de la mayoria de |os trabajos
publicados, no unicamente valorando s se ha estado expuesto 0 no a ese factor, sino

cuantificando la magnitud de exposicion. Por gemplo, no examinar Unicamente Si un
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paciente ha usado catéter venoso central durante los 30 dias previos a aislamiento
indice, sino cuantos dias |o ha usado. Para llevar a cabo este andlisis, se computaron €l
nimero de dias que los pacientes habian estado expuestos durante € mes anterior a
aisamiento indice tanto a los factores relacionados con la hospitalizacion, como a
aquellos considerados como potenciales FR extrinsecos. De manera similar, se procurd
aplicar este concepto para cuantificar € grado de exposiciéon a los agentes
antimicrobianos. Aunque a priori parece indudable que no puede gercer la misma
presion antibi6tica la administracion de una Unica dosis de un tratamiento que la de, por
gemplo, 3 dosis diarias mantenido durante 2 semanas, la mayoria de los estudios
Gnicamente consideran la variable dicotomica “si/no” para considerar la exposicion a
los distintos antibioticos. En nuestro estudio, intentamos cuantificar la exposicion total a
los antimicrobianos en funcion de la dosis administrada, el intervalo de dosificacion y el
nimero de dias totales de consumo. Asi consideramos que este parametro permitio
valorar con mayor precision la presion antibidtica a la que estuvo expuesto cada

paciente.

Por ultimo, estas variables continuas se dicotomizaron segin un punto de corte,
a partir del cual se consider6é gue aumentaba €l riesgo de adquisicion de PANSC.
Algunos de | os trabaj os que emplean esta herramienta establecen como punto de corte la
mediana de los valores obtenidos. Por e contrario, en nuestro estudio y de acuerdo con
lo publicado recientemente por Miliani y colaboradores (Miliani y cols, 2011),
consideramos como punto de corte € valor del percentil 75, constatando que resultara
clinicamente coherente. La razén de emplear € percentil 75 en lugar de la mediana fue
la de intentar atenuar €l efecto alabaa que podrian gjercer todos aquellos pacientes que

no habian estado expuestos alavariable.

Finalmente, y tomando todos estos factores en cuenta, se construyeron dos
modelos de regresion logistica. El primero de ellos analizd a qué riesgos estaban
expuestos |os pacientes con aislamiento de PANSC respecto a los que tenian el fenotipo
sensible de PA, mientras que € segundo evalud los FR de los pacientes con aislamiento
de PANSC con respecto a los que presentaban un aislamiento distinto de PA. Aunque
estos dos andlisis se realizaron independientemente uno del otro, las conclusiones a las
que llegaron coincidieron en gran medida, destacando el papel del consumo antibiotico

previo paralaadquisicion de estos microorgani Smos resi stentes.
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Asi, para ambos grupos de controles detectamos que la adquisicion de PANSC
estaba significativamente asociada con la exposicién a los agentes antimicrobianos, en
concreto carbapenems, fluorquinolonas, aminoglucosidos y piperacilina-tazobactam. Se
observo que, comparando los pacientes de los grupos caso y control 1, e riesgo de
adquisicion de PANSC era 2, 3,5 y 4 veces superior tras € consumo de carbapenems,
aminoglucosidos y fluorquinolonas, respectivamente. Sin embargo, enfrentado |os
pacientes caso con |os pacientes control 2, el riesgo era 5, 6 y 14 veces superior tras e
consumo de fluorquinolonas, carbapenems y aminoglucdsidos, respectivamente. En
cambio, € papel de piperacilina-tazobactam en la adquisiciéon de PANSC fue muy
superior para el grupo control 1 (aproximadamente un riesgo 7 veces superior) que para

el grupo control 2.

Dado que estos datos estén asociados a un consumo, y considerando las pautas
antibidticas més frecuentes para estos grupos antibiéticos (1 gramo cada 8 horas para
carbapenems, 500 mg cada 24 horas para fluorquinolonas y 2-4g cada 4-6 horas para
piperacilina/tazobactam) se consideraria FR haber consumido carbapenems y
fluorquinolonas durante un tiempo superior a 4 dias, y piperacilina-tazobactam durante
mas de 5 dias. Estas conclusiones serian mas complicadas de obtener para los
aminoglucosidos ya que las pautas de dosificacion son variadas y generalmente

monitorizadas segun lafuncidn renal del paciente.

Numerosos son los estudios que constatan estos resultados, siendo
incuestionable & efecto que gercen los antibidticos en € desarrollo de las resistencias.
Por €ello, practicamente la totalidad de los estudios evalUian dicho efecto y concluyen en
sefidar a determinados grupos de antibioticos como FR desencadenante de la
resistencia. Por ggemplo, Falagas y Kopterides [levaron a cabo unarevision sobre los FR
descritos en la literatura para € aislamiento de A. baumannii y PA multirresistentes
(Falagas y Kopterides, 2006). Destacaron como principd FR e uso previo de
antibidticos, en concreto de carbapenems y fluorquinolonas, seguido de cefalosporinas
de tercera generacion y beta-lactdmicos de amplio espectro. En los estudios sobre los
FR implicados en la colonizacion por PANSC, destaco el uso previo de imipenem en los
pacientes portadores de estos microorganismos en e tracto gastrointestinal (Lepelletier
y cols, 2010) y e uso previo de carbapenems y fluorquinolonas en pacientes
colonizados por PANSC en € tracto respiratorio (Pefia y cols, 2007a). Ademas, en

estudios |levados a cabo en pacientes infectados o colonizados por PANSC en unidades
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no especificas, se describié como FR para la adquisicién de estos microorganismos €l
uso previo de fluorquinolonas (Lautenbach y cols, 2006; Pefia y cols, 2009), e uso
previo de imipenem, piperacilinaltazobactam, vancomicina y/o aminoglucésidos (Harris
y cols, 2002a), y el uso previo de imipenem, piperacilina/tazobactam, vancomicina y/o
vancomicina més imipenem (Onguru y cols, 2008). Por udltimo, en los estudios
realizados en UCIs, €l uso de fluorquinolonas (Kohlenberg y cols, 2010) o, de un modo
mas amplio, e ndmero de antibidticos administrados previos a aislamiento (Furtado y

cols, 2009), también fueron sefialados como FR.

Dos estudios que emplearon una metodologia similar a la nuestra (caso-control -
control) detectaron también una asociacion entre el consumo antibiético y laadquisicion
de resistencia de PA a carbapenems. En €l trabgjo llevado a cabo por Zavascki y
colaboradores, se compard un grupo caso (PANSC) con dos grupos controles (control 1:
no aislamiento de Pa, control 2: aislamiento de PASC) (Zavascki y cols, 2005). El uso
previo de carbapenems se establecié como FR en ambos grupos. Ademas, para el grupo
1 también se reveld6 como FR & consumo de carbapenems sin vancomicina y €
consumo de carbapenems con vancomicina. En un estudio llevado a cabo por e grupo
espafiol de Montero y colaboradores, se estudiaron los pacientes con aislamientos de PA
multirresistente comparandolos con aquellos con aislamientos distintos de PA o
aisamientos de PASC (Montero y cols, 2010). De nuevo, estos autores obtuvieron
resultados que concordaban bien con los de nuestro (carbapenems, fluorquinolonas y

penicilinas anti-Pa).

Igualmente, nuestro estudio también permitié deducir que los pacientes méas
vulnerables a la adquisicion de PANSC eran los que habia usado catéter urinario
durante un periodo superior a 3 dias. Respecto a ambos grupos control, esta variable
supuso un riesgo 2,5 y 4 veces superior de adquisicion de PANSC, respecto a las
poblaciones control 1 y control 2, respectivamente. Nuevamente, estos datos coinciden
con lo publicado por otros grupos gue destacan la relevancia del uso de sonda vesical en
la adquisicién de PANSC (Defez y cols, 2004; Eagye y cols, 2009; Park y cols, 2011,
Pefiay cols, 2009).

Dos variables resultaron ser signficativas Unicamente cuando se confrontaron 10s
grupos caso y control 2. En primer lugar, la ventilacion mecanica no solo se describe
como € factor méas importante de adquiscion de neumonia nosocomial (Trouillet y cols,

1998), sino que ademas esta bien constatado su papel en la adquisicion de PANSC. Asi

193



Discusion

son varios los estudios que, de acuerdo con € nuestro, destacan la relevancia de este
factor en €l desarrollo de resistencias (Aloush y cols, 2006; Cao y cols, 2004; Park y
cols, 2011).

Por otro lado, en nuestro estudio observamos que la mayoria de |os aislamientos
de los pacientes caso (PANSC) eran nosocomiaes (131 aislamientos, 65,83%). Aunque
dentro de los criterios de emparegjamiento del grupo caso con los dos grupos control se
incluyo e ambito de aislamiento (nosocomial/comunitario), posteriormente se evalud s
los casos de adquisicion en € ambito comunitario estaban asociados a la asistencia
sanitaria 0 eran estrictamente comunitarios, tal y como describieron Rodriguez-Bafio y
colaboradores en el estudio anteriormente citado (Rodriguez-Bafio y cols, 2010). En €
ano 2002, Friedman y colaboradores publicaron un trabgo, referencia de muchos
posteriores, en € que planteaban la necesidad de disefiar un nuevo esguema que
permitiera diferenciar entre las infecciones adquiridas estrictamente en la comunidad y
aquéllas asociadas a la atencién de la salud y hospitaaria (Friedman y cols, 2002). Esta
propuesta surgio en respuesta a cambio detectado en €l perfil de la atencion sanitaria de
los pacientes y, en consecuencia, de adquisicion de las infecciones. Cada vez con mas
frecuencia, los pacientes con enfermedades complicadas, como pacientes oncol 6gicos o
con insuficiencia renal, son atendidos en entornos ambulatorios. Clasicamente, las
infecciones adquiridas por estos pacientes se clasificaban como comunitarias. En la
actualidad se acepta que los pacientes que reciben cuidados sanitarios en su domicilio,
los que residen en residencias de ancianos y centros de rehabilitacién, asi como los
oncoldgicos o afectos de insuficiencia renal cronica gque reciben sus tratamiento en los
hospitales de dia, estan expuestos a un mayor riesgo de adquisicion de infecciones.
Ademas, los FR de estos pacientes son mas similares a los del ambito nosocomia que
los de aquellos pacientes que no tienen ningun tipo de relacion con e ambito
hospitalario, es decir, los que adquieren la infeccion en un ambito estrictamente
comunitario (Friedman y cols, 2002). Por tanto, en la actualidad la mayoria de los
trabgjos incluye la asistencia sanitaria como criterio que debe considerarse para la
adecuada clasificacion de los pacientes en relacion a su ambito epidemiolgico (Lodise
y cols, 2007; Pefiay cols, 2009; Suarez y cols, 2009; Suérez y cols, 2010; Taccondlli y
cols, 2009).

En nuestro estudio, aunque se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos caso (asistencia sanitaria en 48 pacientes, 24,12%) y
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control 1 (30 pacientes, 15,07%), y los grupos caso y control 2 (23 pacientes, 11,56%),
en € modelo fina de regresion Unicamente se encontré significacion cuando se
comparé e aislamiento de PANSC con respecto a la infeccion/colonizacion por otro
microorganismos. En esta comparacion, se detectd que la asistencia sanitaria en €
ambito comunitario era un factor de riesgo muy relevante para € aislamiento de
PANSC, ya que suponia un riesgo cercano a cuatro veces superior. De este modo, en
nuestros pacientes pudimos comprobar que un microorganismo considerado
clasicamente nosocomial como PA, puede también transmitirse durante las sesiones de
cuidados médicos que reciben los pacientes con asistencia sanitaria. De hecho, nuestro
estudio muestra que es superior € riesgo de adquisicion de resistencia por parte de
quien recibe asistencia sanitaria con respecto a un paciente estrictamente comunitario,
que € riesgo a que se enfrenta un paciente hospitalizado con respecto a mismo tipo de
asistencia sanitaria. Por tanto, nuestro trabajo confirma que la asistencia sanitaria esta
mucho més cercana epidemiol dgicamente a ambito nosocomia que a comunitario, o
que degja patente la necesidad de analizar este ambito de maneraindependiente a ambito

comunitario en futuros estudios epidemiol 6gicos.

El segundo objetivo de nuestro trabajo fue analizar los FR asociados a la
mortalidad por PANSC. Para ello, se estudio € total de la poblacidn en la que se habian
aislado estas cepas, es decir, los pacientes pertenecientes a grupo caso del estudio de
FR expuesto previamente. También para este estudio se aplicé un disefio metodol 6gico
caso-control, aunque en esta ocasion, los pacientes del grupo caso fueron aquéllos que
fallecieron por causa atribuible al aislamiento de PANSC (n=14 pacientes); € resto,

185, seincluyeron en e grupo control.

De nuevo encontramos discrepancia en la definicion de determinadas variables,
como, por eemplo, qué se entiende por “mortalidad atribuible a un determinado
microorganismo”. Como ya se ha comentado, PA afecta principa mente a pacientes con
los mecanismos de defensa alterados, o a enfermos pluripatol égicos y, por lo general,
sometidos a maniobras clinicas que implican procedimientos invasivos y una fuerte
presion antibidtica. Con todo esto, no resulta sencillo discernir cudndo e paciente ha
fallecido como consecuencia de la infeccién ocasionada por € microorganismo objeto
de estudio o cuando ha fallecido por complicaciones derivadas del curso de su

enfermedad. Seguramente ambos procesos se complementen, es decir, que la
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enfermedad de base se complique a causa de la infeccién y que la infeccion se vea
agravada por la patologia subyacente. Deimitar ambos eventos resulta

extraordinariamente comple o y, con toda probabilidad, un proceso algo subjetivo.

La mayoria de los trabajos consideran la mortalidad como aquélla ocurrida
durante el ingreso del paciente (Aloush y cols, 2006; Eagye y cols, 2009; Lautenbach y
cols, 2006; Osih y cols, 2007; Paramythiotou y cols, 2004; Scarsi y cols, 2006; Wang y
cols, 2006), otros incluyen laregistrada alos 14 (Marray cols, 2006) o alos 30 dias del
ultimo aislamiento de PANSC (Kang y cols, 2003; Suérez y cols, 2009; Vitkauskiené y
cols, 2010). Suarez y colaboradores, en su trabao sobre la influencia de la resistencia a
los carbapenems en PA aisladas en casos de bacteriemia, consideran la mortalidad
cuando se produce dentro de los 7 dias posteriores a aislamiento y en ausencia de otra
causa que justifique e fallecimiento (Suérez y cols, 2010). Cao y colaboradores (Cao y
cols, 2004) y Pefiay colaboradores (Pefiay cols, 2007b) dan un paso més y Unicamente
consideran la mortalidad atribuible alainfeccion.

Las tasas de mortalidad descritas por diversos autores entre los pacientes con
aislamientos de PANSC oscilaron entre el 30% (Lautenbach y cols, 2006; Eagye y cols,
2009) vy d 40% (Suarez y cols, 2009). Para los aislamientos considerados
multirresistentes o panresistentes se han publicado tasas que oscilan entre e 25%
(Aloush y cols, 2006) y aproximadamente el 45% (Paramythiotou y cols, 2004; Wang y
cols, 2006). La tasa més baja, un 9%, se detectd en los pacientes cuyo aislamiento de
PA multirresistente se hallaba colonizando €l tracto respiratorio (Lodise y cols, 2007) y
la més alta en los pacientes con aislamientos de PA productorade MBL en muestras de
sangre (Marra y cols, 2006). En los trabgjos de Cao y Pefia (Cao y cols, 2004; Pefiay
cols, 2007b), se registré6 una mortalidad cruda (no asociada a aislamiento del
microorganismo indice) en torno a un 10% superior que la directamente atribuible al
aislamiento resistente de PA. Asi, en € estudio de Cao y colaboradores la mortalidad
crudafue del 54,5% vy la atribuible a aislamiento del 45,4%, mientras que en € trabago
de Pefia y colaboradores los correspondientes valores fueron del 46% y 33%,
respectivamente. Més notable fue la diferencia registrada en € trabgo de Pefia y
colaboradores en un brote de cepas de PA productoras de VIM-2: lamortalidad total fue
del 27% mientras que la atribuible a aislamiento fue solo del 2,70%.

En nuestro trabajo tuvimos en consideracion tanto la mortalidad cruda como la

atribuible a la infeccion por PANSC, mientras que en e estudio de los FR Unicamente
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se considerd € segundo tipo de mortalidad. Para dar robustez ala valoracién de PANSC
como causa del falecimiento del paciente, larevision de las historias se realiz6 por dos
especialistas y, en caso de desacuerdo, intervino un tercer especialista. Nuestro estudio
concluy6 que la mortalidad cruda era del 17,6%, mientras que la asociada era del 7,0%.
De este modo, en nuestra serie, se detecto una mortalidad inferior a la presentada en los
anteriores trabgj os.

El andlisis univariable revelé que € aidamiento de PA multirresistente y un
mayor nimero de dias de ingreso previos a aislamiento suponian un riesgo 3 y cas 4
veces superior de mortalidad atribuible a PANSC. Ademas, la administracion de
farmacos que conllevan la disminucion de la respuesta inmunitaria de los pacientes,
como son la quimioterapia y 1os inmunosupresores, demostraron implicar un riesgo
cercano a5y 6,5 veces superior de mortalidad atribuible a PANSC. En esta ocasién no
fue posible llevar a cabo € andlisis multivariable ya que € tamafio muestral era

insuficiente.

Nuestro estudio sefialé que dos de los factores que a priori podrian gercer una
gran influencia en la mortalidad no resultaban estadisticamente significativos: e haber
recibido un tratamiento empirico ineficaz y la gravedad de la enfermedad del paciente.
En e estudio de Kang y colaboradores sobre bacteriemia por PA, estos dos factores
(tratamiento empirico ineficaz y aumento del APACHE Il score), si fueron detectados
como significativos en e aumento de la mortalidad de los pacientes (Kang y cols,
2003). En la misma linea, en el trabajo de Vitkauskiené y colaboradores sobre la
bacteriemia por PA, un tratamiento empirico adecuado y administrado a tiempo
demostro disminuir €l riesgo de mortalidad alos 30 dias més de 10 veces con respecto a
cuando éste no se administra en el momento correcto (Vitkauskiené y cols, 2010). En el
estudio de Lautenbach y colaboradores, un mayor indice de Charlson también supuso un
riesgo superior de mortalidad por PA resistente a imipenem, pero con una asociacion
muy inferior a la presentada en los anteriores trabajos (Lautenbach y cols, 2006). Sin
embargo, Suarez y colaboradores, en su serie de casos de bacteriemia por PA resistente
a imipenem, no detectaron una asociacion estadisticamente significativa entre un
tratamiento empirico ineficaz 0 una mayor gravedad de la enfermedad y un aumento de
la mortalidad, o que esta de acuerdo con nuestras conclusiones (Suarez y cols, 2009).

Por ultimo, otros dos trabgjos centrados exclusivamente en e estudio de los
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aisamientos de PA (Osh y cols, 2007) o PANSC (Su&ez y cols, 2010) en
hemocultivos, no encontraron asociacion entre el tratamiento empirico ineficaz y un

mayor riesgo de mortalidad.

Existen distintos indices para cuantificar la gravedad de la enfermedad del
paciente (SAPS, Charlson, APACHE II, etc) y en la literatura se emplean distintos
criterios para considerar eficaz un tratamiento antibiético empirico (el administrado 24
horas antes de la extraccion de la muestra, el administrado desde e momento de la
extraccion de la muestra hasta lainformacion del antibiograma, el administrado desde 8
horas antes de la extraccion de la muestra hasta la informacion del antibiograma, etc);
sin embargo, aun existiendo heterogeneidad en la definicion o cuantificacion de estas
variables, las diferencias de criterio en este caso no parecen suficientes como para
judtificar la elevada variabilidad de resultados que hemos descrito en los citados
trabajos. Por tanto, es necesario tener en cuenta otros aspectos, como por g emplo qué se
entiende como un “tratamiento eficaz”. Los trabgjos afirman que un tratamiento es
eficaz cuando a menos uno de los antibidticos administrados en los tiempos
anteriormente citados demuestra ser sensible in vitro, una vez se informa e
antibiograma. Pero, ¢podemos afirmar que, por gemplo, un tratamiento con
piperacilina/tazobactam o amikacina es eficaz cuando, aun dentro del criterio de
sensibilidad, e valor de su CMI oscila entre 64 y 16 pg/ml. Y esto sucede
repetidamente en nuestros aislamientos y, probablemente, en los del resto de series
estudiadas.

Por otro lado, es razonable admitir que resulta complicado administrar un
tratamiento empirico eficaz cuando €l aislamiento que se obtiene es PANSC ya que este
tipo de resistencia, generalmente, suele ir acompariada de insensibilidad a otros grupos
antibioticos. Como hemos comentado, €l hecho de que un aislamiento de PANSC sea
ademés multirresistente supone un riesgo superior de mortalidad en e paciente. Sin
embargo, de nuevo encontramos mucha disparidad de resultados a este respecto. Asi,
Kang y colaboradores presentan un riesgo estadisticamente significativo 4 veces
superior cuando el aislamiento es multirresistente (Kang y cols, 2003), mientras que
Suérez y colaboradores obtienen un resultado no significativo en € andlisis univariable
(Suérez y cols, 2009).
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Las principales limitaciones de nuestro estudio son la dificultad para compararse
con otros publicados anteriormente debido a criterio de seleccion de los pacientes
incluidos en e grupo control 2, la heterogeneidad en la definicion de las distintas
variables y el no haber distinguido entre los aislamientos causantes de la infeccion o
colonizacion. Consideramos que € disefio de nuestro estudio es € que megjor se adapta
a planteamiento anteriormente expuesto, de acuerdo a lo comentado en los apartados
correspondientes. Ademas, el tratarse de un centro mayoritariamente oncoldgico
conlleva que las caracteristicas de |os pacientes probablemente difieran de las presentes
en pacientes de hospitales centrados en otras especialidades. Por ello, debemos ser
conscientes que las conclusiones obtenidas para nuestro centro, deben extrapolarse con

prudenciay siendo conocedores de |a variabilidad de conceptos existentes.

En conclusion, los programas de vigilancia de la resistencia se consideran el
primer paso para detectar e aumento de microorganismos no sensibles a los
tratamientos antibidticos y sirven de guia para seleccionar € antimicrobiano méas
adecuado. Nuestro estudio muestra que diversos antimicrobianos ain mantienen una
adecuada actividad frente a PA destacando amikacina y piperacilina/tazobactam como
los mas activos y, en el extremo opuesto, gentamicina, ciprofloxacino y aztreonam
como los menos activos. Sin embargo, detectamos un aumento en la resistencia para la
mayoria de los antibidticos analizados (gentamicina, tobramicing, ceftazidima,
piperacilina-tazobactam y ciprofloxacino). Ademés, alin encontrandonos por debajo de
las tasas de resistencia presentadas por otros centros, especialmente alarmante resulto el
aumento de laresistencia a los carbapenems a lo largo del periodo de estudio (del 4,4%

al 11,5% paraimipenem, y del 5,4% a 12,3% para meropenem).

La resistencia a este grupo antibidtico estd mediada por diversos mecanismos
entre |os que destaca la produccion de metal o-beta-| actamasas tanto por la facilidad para
diseminar como por e amplio espectro de resistencia que generan. A pesar de su
repercusion, las distintas sociedades no han descrito un método sencillo y econdémico
aplicable en los laboratorios clinicos. Segun lo obtenido en nuestro estudio, la
combinacion de los tests de sinergia del doble disco y de los discos combinados
proporciarian cifras de sensibilidad y especificidad cercanas a 100%.
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Por otro lado, € aumento de la resistencia a los antibiéticos existentes pone de
manifiesto la necesidad del desarrollo de nuevos farmacos capaces de vencer estos
mecanismos. Doripenem es un nuevo carbapenem que se ha descrito como e més activo
frente aPA. En estalinea, en nuestro estudio doripenem presentd unatasa de resistencia
inferior a imipenem y meropenem en un 28,6%-11,9% y 26,2%-10,7% de las cepas.
Esta discrepancia de resultados es debida a la heterogeneidad de los puntos de corte
establecidos por las distintas sociedades (CLSI, EUCAST y FDA) para clasificar alos
microorganisSmos en las categorias de susceptibilidad (sensible, intermedio y resistente)
segun sus valores de CMI. Dado que esta variedad de criterios ocasiona confusion en la
préctica clinica, se plantea como necesaria la unificacion por parte de las sociedades,
facilitando asi la seleccion y consiguiente prescripcion antibidtica para €l tratamiento de
las infecciones por microorganismos, especidmente cuando éstos presentan un

antibiograma con multiplicidad de resistencias.

No sblo es importante vigilar la resistencia de los nuevos antibioticos
introducidos en los formularios clinicos, sino que ademés en necesario ahondar en €l
conocomiento de los mecanismos la ocasionan. En nuestro estudio, la pérdida de la
porina OprD demostro ser e principal mecanismo por € que PA desarrollabaresistencia
a los carbapenems, seguido de la combinacién de ésta junto a la hiperproduccion de la
cefalosporinasa AmpC. La sobreexpresion de la bomba de expulsion activa MexAB no
se correlaciond con la manifestacion de resistencia, ya que solo en conjunto con la
dteracion de OprD y la hiproproduccion de AmpC consiguié desarrollar resistencia
frente a estos antibi 6ticos. Seria necesario completar los estudios analizando la actividad
de otras bombas de expulsion activa para conocer la relavancia de estos sistemas en la
resistencia a los carbapenems, especiamente doripenem. Ademés, detectamos cuatro
cepas productoras de metal o-beta-lactamasas VIM-2, entre las que destaco € hallazgo
de la primera cepa descrita sensible a doripenem (CMI 1 pg/ml) productora de una

metal o-beta-lactama VIM-2 activa.

Nuestros resultados contribuyen a una meor comprension del efecto del
tratamiento antibiotico en la adquisicion de los microorganismos resistentes a los
antibidticos y en € desarrollo de infecciones por patégenos resistentes. El riesgo
asociado a consumo antibidtico también esta estrictamente relacionado con estancias
prolongadas en € hospital 0 e uso de dispositivos invasivos (especialmente sonda

vesica e intubacion orotragueal). Ademas, es necesario considerar la asistencia
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sanitaria, en auge en nuestros dias, como un &mbito més cercano a nosocomia que a

comunitario alahorade tratar a pacientes que provienen de estos cuidados.

Seria muy interesante poder disponer de la informacién sobre el estado de
colonizacion por patogenos resistentes de los pacientes, pues esto podria permitir la
implementacion de un protocolo de descolonizaciéon de los pacientes de alto riesgo,
como los enfermos oncol dgicos, transplantados o sometidos aterapia cronicade didisis.
Serian necesarios estudios que confirmaran estos resultados y validaran los potenciaes
beneficios, en términos relativos tanto a la saud del paciente como a costes
econdémicos. Ademnias, la ciclica introduccion y retirada de los antibiéticos en los
formularios de los hospitales se ha indicado como uno de los métodos para controlar la
resistencia a estos agentes. Se considera que la rotacion ciclica del consumo de
antibioticos reduce la aparicion de resistencias, pero es necesaria la implementacion de
otras medidas més estrictas del control de la infeccidn para conseguir una disminucion

de las infecciones adquiridas en el hospital o0 asociadas a cuidados sanitarios.

Por tanto, son necesarias muchas intervenciones, como regular € uso de
antimicrobianos mediante la restriccion del formulario y las actividades de formacion e
informacion. Esperamos que | os resultados presentados en nuestro estudio aporten Util y
beneficiosa informacién que repercuta en una disminucién de la tasa de infeccion por

microorgani smos resistentes, de la que sin duda el mayor beneficiado sera el paciente.
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Conclusiones

1.- El porcentgje de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a
imipenem y meropenem ha aumentado del 4,4% a 11,5% y dd 5,4% a 12,3%,
respectivamente, durante el periodo comprendido entre enero de 2002 y diciembre de
2009. El perfil antibiotico mostrado por las cepas de P. aeruginosa sensibles y no
sensibles a los carbapenems es marcadamente distinto para todos los antimicrobianos
analizados (amikacina, gentamicina, tobramicina, aztreonam, ceftazidima, piperacilina-
tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem y meropenem). En los aislamientos
sensibles alos carbapenems la tasa de actividad de todos |os antimicrobianos analizados
fueron iguales o superior a 90%, excepto para aztreonam (78%). En cambio, para los
aislamientos no sensibles a carbapenems las tasas de sensibilidad oscilaron entre el 29%

(ciprofloxacino) y el 91,9% (amikacina).

2.- Se ha detectado un aumento de la resistencia lineal y estadisticamente
significativo a lo largo del periodo de estudio para € global de aislamientos de P.
aeruginosa en la mayoria de los antimicrobianos estudiados (gentamicina, tobramicina,
aztreonam, ceftazidima, piperacilina-tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem y
meropenem), una tasa de susceptibilidad mantenida para los aislamientos de P.
aeruginosa sensibles a los carbapenems, y un aumento de la resistencia lineal y
estadisticamente significativo para ceftazidima y piperacilinaltazobactam en los

aislamientos no sensibles alos carbapenems.

3.- Todos los métodos fenotipicos evaluados para la deteccion de cepas
productoras de metal o-beta-lactamasas (test de la microlucion simple, E-test MBL, test
de sinergia con doble disco y test de los discos combinados) proporcionan un 100% de
sensibilidad en los resultados, siendo € test de discos combinados empleando imipenem
como sustrato y 372,5 pg de EDTA el que proporciona mayor especificidad. La
combinacion de la técnica de los discos combinados en las condiciones citadas junto a
test de sinergia con discos de imipenem y EDTA, sencilla en su gecucion e
interpretacion, proporcionavalores de sensibilidad y especificidad del 100%.

4.- En funcion de los puntos de corte establecidos segun las normativas de CLSI,
EUCAST y FDA, se ha obtenido que del 28,6% a 11,9% de las cepas no sensibles a
imipenem si lo fueron a doripenem, y del 26,2% a 10,7% de las cepas no sensibles a
meropenem si |o fueron a doripenem.
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5.- La alteracion de la expresion de la proteina de membrana externa OprD ha
sido el mecanismo de resistencia mas frecuente entre los aislamientos analizados de P.
aeruginosa no sensibles a los carbapenems (87,5%), seguido de la hiperproduccion de
AmpC (33,3%), siendo la sobreexpresion MexAB-OprM un mecanismo minoritario
(8,3%). La hiperproduccion de la cefal osporinasa AmpC o |a sobreexpresion del sistema
de expulsion activo MexAB-OprM no generan resistencia a los carbapenems por si

solos, aunque si pueden hacerlo combinados entre ellos y/o con la alteracion de OprD.

6.- Se han detectado cuatro aislamientos productores de metal o-beta-lactamasas,
todos ellos del tipo VIM-2, y se ha descrito |a primera cepa productora de metal o-beta-
lactamasa sensible a doripenem (CM1 1 pg/ml).

7.- El uso de catéter urinario durante un tiempo superior a 3 dias, el consumo de
piperacilina-tazobactam superior a 128000 mg, €l consumo de carbapenems superior a
12500 mg, & consumo de fluorquinolonas superior a 2000 mg y €l consumo de
aminoglucosidos superior a 700 mg, como factores de riesgo para la adquisiciéon de P.
aeruginosa no sensibles a carbapenems. Ademas, e contacto con € ambiente
hospitalario (nosocomial o asociado a cuidados sanitarios) y la ventilacion mecanica
durante un tiempo superior a 2 dias también se han establecido como un factores de
riesgo, pero unicamente cuando los grupos a contrastar eran los aislamientos de P.
aeruginosa (P. aeruginosa no sensibles a los carbapenems versus P. aeruginosa

sensibles a los carbapenems).

8.- El ingreso hospitalario un tiempo superior a 13 dias durante los 12 meses
previos a aislamiento indice, e aislamiento de P. aeruginosa multirresistente, la
administracion de quimioterapiay € consumo de inmunosupresores durante los 30 dias
previos a aislamiento, se han establecido como factores predictivos de la mortalidad

asociada a aislamiento de P. aeruginosa no sensibles alos carbepenems.
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Anexo

Anexo. Tabla 1. Pacientes o cepas incluidos en los diferentes estudios.

A) CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE AISLAMIENTOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES
A LOSCARBAPENEMS

A.1) ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA DE LOSAISLAMIENTOSCLINICOSDE
Pseudomonas aeruginosa

Todos los aislamientos consecutivos de PA obtenidos en la CUN durante € periodo 2002-2009. SAlo se consider6 el primer aislamiento por
paciente. Se clasificaron en tres grupos: 1) Total de aislamientos de PA, 2) Aislamientos de PASC, 3) Aislamientos de PANSC.

A.2) ESTUDIO DE LOSMETODOSFENOTIPICOSDE DETECCION DE METALO-BETA-LACTAMASAS

Cepas de PANSC recogidas durante el periodo 2002-2009 en el Servicio de Microbiologia de la CUN. Primer aislamiento por paciente o cepas
procedentes del mismo paciente pero con distinto patron de sensibilidad antibiética.

A.3) ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A DORIPENEM

Cepas de PANSC recogidas durante el periodo 2002-2009 en el Servicio de Microbiologia de la CUN. Primer aislamiento por paciente o cepas
procedentes del mismo paciente pero con distinto patron de sensibilidad antibiética.

A.4) CARACTERIZACION DE LOSMECANISMOS DE RESISTENCIA EN AISLAMIENTOS CLiNICOS DE Pseudomonas
aeruginosa NO SENSIBLESA LOSCARBAPENEMS

Cepas de PANSC no sensibles a doripenem (segun los criterios establecidos por EUCAST), no relacionadas clonalmente y cepas productoras
de metal o-beta-lactamasas recogidas durante el periodo 2002-2009 en € Servicio de Microbiologia de la CUN.

B) ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A INFECCION POR Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A
CARBAPENEMS

* Caso: Todos los pacientes que tuvieron aislamiento de PANSC en la CUN durante periodo 2002-2009.

* Control 1: Pacientes con aislamiento de PASC emparejados con los pacientes caso segiin origen del aislamiento (muestra), ambito de aislamiento y
momento de recogida de la muestra.

* Control 2: Pacientes con aislamiento distinto a PA emparejados con los pacientes caso segun origen del aislamiento (muestra), ambito de aislamiento y
momento de recogida de la muestra.

(CUN) Clinica Universidad de Navarra; (PA) P. aeruginosa ; (PASC); P. aeruginosa sensible a carbapenems; (PANSC) P. aeruginosa no sensible a carbapenems.
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Anexo. Tabla 2. Antibiogramade las cepas incluidas en el estudio de métodos fenotipicos para deteccion de metal o-beta-lactamasas.

Antibi int etad in CL S|
Cepa Afo Paciente Muestra(a) Servicio (b) niiblograma fnter prerado segun ©

CAZ FEP TZP PIP ATM I PM MPM GM ™ AN CIP

CUN-1 2005 Pac-47 Herida CXP S8 S8 S64 S16 R>64 R>16 R>16 S4 S<1 S8 R>4
CUN-2 2006 Pac-46 Herida CXG | 16 S8 S64 S32 R>64 R>16 R>16 S<1 S<1 S<2 S<0,25
CUN-3 2006 Pac-50 Esputo NCX R >64 | 16 S64 S32 R32 R>16 R>16 R>16 R>16 R>64 R>4
CUN-5 2006 Pac-50 Esputo NCX R>64 R>64 S64 R>128 116 R>16 R>16 R>16 R>16 R>64 R>4
CUN-6 2006 Pac-53 Nasofar NCX S4 S<1 S<4 S64 | 16 R 16 R 16 S<1 S<1 S<2 S0,5
CUN-7 2006 Pac-33 Bas CXC S4 R 32 S8 S64 | 16 R>16 R>16 |8 S<1 | 32 S05
CUN-8 2006 Pac-9 Esputo MI S4 S8 S<4 S<4 S<1 R>16 R>16 R>16 S4 R >64 S1
CUN-9 2003 Pac-30 Esputo Ml R>64 R32 R>128 R>128 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-10 2006 Pac-38 Bas ucCl | 16 S8 S64 S32 | 16 R>16 18 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-11 2006 Pac-22 Bas CXC R 32 | 16 S64 S32 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-14 2005 Pac-20 Esputo NML R >64 | 16 S64 R>128 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-15 2005 Pac-40 Lig pleural AP | 16 S8 S64 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S4 R>4
CUN-16 2006 Pac-45 Orina NEF R 32 |16 S64 S64 | 16 R>16 18 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-18 2006 Pac-7 Bas CXC | 16 S8 S64 S32 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-19 2007 Pac-55 Orina UCl R 32 S8 R>128 S32 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-20 2007 Pac-13 Bas UCl S4 S2 S16 S32 | 16 R>16 18 S4 S<1 S<2 R4
CUN-22 2008 Pac-59 Orina GIN R 32 S8 S64 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-24 2007 Pac-15 Esputo HEM R >64 | 16 S64 R>128 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-26 2007 Pac-41 Drengje CXG R 32 |16 S64 R>128 116 R>16 R16 R>16 R>16 R64 R>4
CUN-27 2006 Pac-49 Esputo HEP | 16 S8 S64 S64 | 16 R >16 18 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-29 2008 Pac-62 Bas ucl | 16 116 R>128 S32 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R>4
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Anexo. Tabla 2. Antibiograma de las cepas incluidas en € estudio de métodos fenotipicos para deteccion de metal o-beta-|actamasas (continuacion).

Cepa Afio Paciente Muestra (a) Servicio Antibiograma inter pretado segin CL Sl (c)

(b) CAZ FEP TZP PIP ATM IMI  MPM GM ™ AN CIP
CUN-31 2006 Pac-21 Herida NEF | 16 | 16 S64 S64 | 16 R >16 |8 R>16 R>16 S16 R >4
CUN-32 2006 Pac-10 Bas CXC | 16 S8 S64 S64 R32 R>16 R>16 R>16 R>16 R>64 R>4
CUN-36 2006 Pac-23 Esputo CXG S<1 S<1 S<4 S<4 S<1 |18 S0,5 S<1 S<1 S<2 |2
CUN-39 2002 Pac-18 Esputo NRL R 32 | 16 S64 S32 | 16 S4 |18 S4 S<1 S4 R4
CUN-41 2006 Pac-32 Esputo ORL R >64 116 R>128 R>128 R>64 R>16 R>16 S<il S<1 S<2 |2
CUN-42 2007 Pac-12 Herida ORL | 16 S4 S32 S32 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-44 2006 Pac-38 Esputo HEP R>64 R>64 S64 R>128 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R >4
CUN-46 2006 Pac-24 Esputo CXC | 16 S8 S64 S32 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R >4
CUN-51 2006 Pac-39 Esputo URO R 32 | 16 S64 R>128 116 R >16 |8 R>16 R>16 S16 R >4
CUN-52 2004 Pac-37 Orina URO R>64 R32 S64 S32 R32 R>16 R>16 R>16 R>16 R>64 R>4
CUN-53 2006 Pac-52 LCR NCX S4 S2 S8 S8 S4 R>16 R16 S4 S<1 S4 S<0,25
CUN-54 2007 Pac-27 Drengje URO R >64 S8 S64 S32 R32 R>16 R>16 R>16 R>16 132 R>4
CUN-55 2007 Pac-56 Esputo NML S4 S4 S<4 S8 S4 R>16 R16 S4 S<1 S8 |2
CUN-57 2007 Pac-4 Esputo NEF | 16 S8 S64 S32 R32 R>16 R16 18 S<1 S16 S<0,25
CUN-60 2007 Pac-56 Herida NML R >64 | 16 S64 S64 R 32 |18 |8 S2 S<1 S4 R >4
CUN-61 2007 Pac-48 Absceso CXP R>64 R>64 R>128 R>128 R>64 R>16 R>16 R16 S4 132 R>4
CUN-64 2008 Pac-26 Bas UCl R >64 116 R>128 R>128 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R >4
CUN-65 2008 Pac-16 Esputo DIG R 64 S8 R>128 R>128 116 R>16 R>16 R>16 R>16 R©64 R>4
CUN-66 2003 Pac-29 Orina NEF | 16 S8 S64 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-69 2008 Pac-1 Ba NRL R >64 116 R>128 R>128 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 R>64 R>4
CUN-70 2008 Pac-28 Bas CXC R>64 R>64 R>128 R>128 R>64 R>16 R16 R>16 R>16 S16 R >4
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Anexo. Tabla 2. Antibiograma de las cepasincluidas en € estudio de métodos fenotipicos para deteccion de metal o-beta-|actamasas (continuacion).

Cepa Afio Paciente Muestra (a) Servicio Antibiograma inter pretado segin CLSI (c)

(b) CAZ FEP TzZP PIP ATM IMI  MPM GM ™ AN CIP
CUN-71 2006 Pac-51 Esputo ORL R32 116 S64 S64 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-72 2006 Pac-34 Bas ucl | 16 116 S64 S32 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-76 2008 Pac-63 Esputo ucl R 64 S8 R>128 S32 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-78 2008 Pac-61 Bas ucl R32 116 S32 S64 116 R>16 R16 R>16 S<l1 S16 R>4
CUN-81 2008 Pac-43 Esputo Ml R>4 R64 R>128 S64 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-82 2008 Pac-65 Orina Ml | 16 S8 S64 S64 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-84 2008 Pac-19 Orina NRL R>64 R32 R>128 R>128 R32 18 R 16 S2 S<1 S4 R >4
CUN-85 2008 Pac-57 Herida NRL | 16 116 S16 S32 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-86 2008 Pac-66 Herida ONC R>64 R32 R>128 R>128 116 R>16 R16 S4 S<1 S8 S<0,25
CUN-87 2007 Pac-77 Herida CXP R 64 S8 R>128 R>128 116 18 S4 R>16 R>16 132 S1
CUN-88 2008 Pac-6 Orina Ml | 16 116 S64 S64 R32 R>16 R16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-89 2006 Pac-21 Herida NEF | 16 116 S64 S32 116 R>16 R16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-92 2009 Pac-5 Bas Ml | 16 S8 S64 S32 R>64 R>16 R>16 R>16 S<l1 R>64 S1
CUN-93 2009 Pac-67 Drenaje CXG | 16 116 S64 S32 116 R16 R16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-95 2009 Pac-31 Esputo NML S8 sS4 S8 S16 116 R16 S2 sS4 S<1 S16 S1
CUN-96 2009 Pac-2 Esputo NML R>64 R32 R>128 R>128 116 R>16 S4 I8 S2 132 R>4
CUN-98 2009 Pac-36 Orina Ml S8 S8 R>128 R>128 116 R>16 R16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-100 2009 Pac-27 Orina URG | 16 S8 S64 S32 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-103 2009 Pac-70 Bas ucl R>64 R>64 S64 R>128 R>64 18 R>16 18 S<1 S16 R>4
CUN-105 2009 Pac-42 Exudnasa  ORL S4 S2 S<4 S<4 S4 R>16 R16 S<l S<1 S<2 S<025
CUN-106 2009 Pac-71 Bas ucl | 16 116 S64 R>128 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
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Anexo. Tabla 2. Antibiograma de las cepas incluidas en € estudio de métodos fenotipicos para deteccion de metal o-beta-|actamasas (continuacion).

~ . Muestra Servicio Antibiograma inter pretado segin CL Sl (c)
Cepa Afo Paciente

(a) (b) CAZ FEP TZP PIP ATM IMI  MPM GM ™ AN CIP
CUN-107 2009 Pac-54 Orina ONC | 16 | 16 S64 R>128 116 R>16 R16 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-108 2009 Pac-3 Esputo NML S4 S8 S8 S16 | 16 R>16 R16 S4 S<1 S8 S1
CUN-110 2009 Pac-60 Heces UCl R>64 116 S64 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-111 2009 Pac-68 Herida HEP R 64 S8 S64 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R >4
CUN-112 2009 Pac-44 Esputo CXT | 16 | 16 S64 S64 | 16 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-115 2009 Pac-64 Esputo HEP R 32 S8 S64 S32 | 16 R>16 R 16 R>16 R>16 S4 R>4
CUN-117 2009 Pac-8 Drenge UCl R 32 116 R>128 R>128 116 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-118 2009 Pac-76 Clv CXC | 16 116 R>128 R>128 116 18 R>16 R>16 R>16 S8 R >4
CUN-119 2009 Pac-11 Herida CXP S4 S8 S64 S64 R 32 |18 S4 S4 S<1 S8 R>4
CUN-120 2009 Pac-75 Bas ucCl | 16 116 R>128 R>128 R32 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-128 2009 Pac-58 Herida FLEB S4 S8 S8 S8 | 16 R 16 R 16 S2 S<1 S<2 R>4
CUN-129 2009 Pac-69 Herida CXG S4 S2 S8 S16 S2 R>16 18 S<1 S<1 S<2 S<0,25
CUN-130 2009 Pac-3 Esputo NML S2 S2 S<4 R>128 S2 R>16 S4 S<1 S<1 S16 S<0,25
CUN-131 2009 Pac-25 Orina ONC R 32 R32 R>128 R>128 R>64 R>16 R>16 R>16 R>16 S8 R>4
CUN-133 2009 Pac-74 Herida CXP R 64 S8 R>128 R>128 116 R>16 R>16 S<i1 S<1 S<2 S<0,25
CUN-134 2009 Pac-14 Ligasc ONC R 64 116 R>128 R>128 R>64 R>16 S2 S<1 S<1 S<2 R>4
CUN-138 2009 Pac-17 Esputo PED S8 S8 S32 S64 R>64 |8 R>16 S<1 S<1 S<2 R>4
CUN-139 2009 Pac-35 Esputo NRL | 16 S8 S64 R>128 |16 R>16 R>16 R>16 R>16 S16 R>4
CUN-140 2009 Pac-73 Herida NCX R 64 | 16 S64 S64 S2 R>16 R>16 R>16 R>16 R>64 S<0,25
CUN-144 2009 Pac-2 Esputo NML R 64 116 R>128 R>128 R>64 R>16 R16 |18 S2 S16 |2
CUN-147 2009 Pac-72 Sangre CAR S8 | 16 R 32 S32 R32 R>16 R>16 S4 S<1 S8 S05
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Anexo. Tabla 3. Susceptibilidad a los carbapenems analizados de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa incluidas en el estudio de susceptibilidad a doripenem.

Cepa Afo Paciente . CMI (pg/ml) .
Imipenem  Meropenem Doripenem

CUN-1 2005 Pac-47 64 32 8
CUN-2 2006 Pac-46 32 16 2
CUN-3 2006 Pac-50 >256 256 >32
CUN-5 2006 Pac-50 64 32 >32
CUN-6 2006 Pac-53 32 16 2
CUN-7 2006 Pac-33 128 128 8
CUN-8 2006 Pac-9 64 32 4
CUN-9 2003 Pac-30 64 32 >32
CUN-10 2006 Pac-38 64 16 16
CUN-11 2006 Pac-22 64 32 32
CUN-14 2005 Pac-20 64 32 16
CUN-15 2005 Pac-40 32 32 16
CUN-16 2006 Pac-45 32 8 32
CUN-18 2006 Pac-7 32 32 8
CUN-19 2007 Pac-55 32 16 4
CUN-20 2007 Pac-13 16 8 1
CUN-22 2008 Pac-59 64 32 16
CUN-24 2007 Pac-15 32 32 16
CUN-26 2007 Pac-41 32 16 16
CUN-27 2006 Pac-49 32 16 8
CUN-29 2008 Pac-62 64 64 >32
CUN-31 2006 Pac-21 32 32 8
CUN-32 2006 Pac-10 32 32 16
CUN-36 2006 Pac-23 8 1 >32
CUN-39 2002 Pac-18 2 8 2
CUN-41 2006 Pac-32 16 8 8
CUN-42 2007 Pac-12 32 32 8
CUN-44 2006 Pac-38 64 64 >32
CUN-46 2006 Pac-24 64 32 >32
CUN-51 2006 Pac-39 64 16 32
CUN-52 2004 Pac-37 >256 128 >32
CUN-53 2006 Pac-52 64 32 4
CUN-54 2007 Pac-27 32 32 0,25
CUN-55 2007 Pac-56 64 32 2
CUN-57 2007 Pac-4 64 16 8
CUN-60 2007 Pac-56 32 32 8
CUN-61 2007 Pac-48 32 32 >32
CUN-64 2008 Pac-26 64 32 >32
CUN-65 2008 Pac-16 32 32 0,75
CUN-66 2003 Pac-29 32 64 8
CUN-69 2008 Pac-1 64 32 >32
CUN-70 2008 Pac-28 32 16 >32
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Anexo. Tabla 3. Susceptibilidad a los carbapenems analizados de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa incluidas en e estudio de susceptibilidad a doripenem
(continuacion).

Cepa Afo Paciente . CMI (ng/mb) .
Imipenem  Meropenem  Doripenem
CUN-71 2006 Pac-51 32 16 8
CUN-72 2006 Pac-34 128 16 8
CUN-76 2008 Pac-63 32 16 16
CUN-78 2008 Pac-61 32 32 16
CUN-81 2008 Pac-43 32 16 16
CUN-82 2008 Pac-65 32 32 0,25
CUN-84 2008 Pac-19 8 16 16
CUN-85 2008 Pac-57 128 256 8
CUN-86 2008 Pac-66 32 16 >32
CUN-87 2007 Pac-77 16 8 8
CUN-88 2008 Pac-6 16 32 8
CUN-89 2006 Pac-21 64 32 >32
CUN-92 2009 Pac-5 32 16 1
CUN-93 2009 Pac-67 32 32 >32
CUN-95 2009 Pac-31 16 2 1
CUN-96 2009 Pac-2 32 16 >32
CUN-98 2009 Pac-36 64 16 8
CUN-100 2009 Pac-27 32 32 >32
CUN-103 2009 Pac-70 16 16 1
CUN-105 2009 Pac-42 64 16 2
CUN-106 2009 Pac-71 64 16 4
CUN-107 2009 Pac-54 64 16 >32
CUN-108 2009 Pac-3 64 16 >32
CUN-110 2009 Pac-60 64 32 8
CUN-111 2009 Pac-68 64 32 16
CUN-112 2009 Pac-44 64 8 >32
CUN-115 2009 Pac-64 128 16 16
CUN-117 2009 Pac-8 32 32 >32
CUN-118 2009 Pac-76 32 16 >32
CUN-119 2009 Pac-11 8 8 2
CUN-120 2009 Pac-75 32 32 16
CUN-128 2009 Pac-58 8 8 0,75
CUN-129 2009 Pac-69 16 4 4
CUN-130 2009 Pac-35 32 16 >32
CUN-131 2009 Pac-25 32 32 >32
CUN-133 2009 Pac-74 32 16 >32
CUN-134 2009 Pac-14 32 2 2
CUN-135 2009 Pac-72 32 32 8
CUN-138 2009 Pac-17 8 32 2
CUN-139 2009 Pac-35 64 32 4
CUN-140 2009 Pac-73 256 64 1
CUN-144 2009 Pac-2 128 16 1
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Anexo. Tabla 4. Servicio de procedencia de los pacientes incluidos en el estudio de
factores de riesgo para adquisicion de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a
carbapenems.

Gruposde estudio
Servicio solicitante Caso Control 1 Control 2
n % n % n %

Alergologia 1 0,5 0 0 2 1,0
Anatomia Patol 6gica 1 0,5 0 0 0 0

Anestesiay Cuidados Intensivos 9 45 12 6,0 6 3,0
Areade Terapia Celular 3 15 2 10 1 05
Cardiologia 7 35 8 4,0 6 3,0
Cirugia Cardiaca 14 70 15 75 7 35
Cirugia Genera y Digestiva 8 40 10 50 21 106
CirugiaOra y Maxilofacial 2 1,0 2 10 1 0,5
Cirugia Ortopédicay Traumatologia 5 2,5 8 40 4 2,0
CirugiaPlastica 5 2,5 1 0,5 3 15
CirugiaToré&cica 4 2,0 2 10 4 2,0
CirugiaVascular 0 0 0 0 1 0,5
Dermatologia 2 10 6 3,0 6 3,0
Aparato Digestivo 2 10 2 10 2 10
Endocrinologiay Nutricion 3 15 0 0 1 0,5
Area de Enfermedades Infecciosas 3 15 0 0 1 05
Flebologia 4 2,0 3 15 4 2,0
Ginecologiay Obstreticia 3 15 4 2,0 6 3,0
Hematologiay Hematoterapia 3 15 3 15 9 45
Hepatologia 17 85 7 35 10 50
Medicina de Familia 0 0 2 1,0 2 1,0
Medicina Interna 15 75 14 70 16 80
Nefrologia 7 35 4 2,0 5 25
Neumologia 22 111 16 80 12 6,0
Neurocirugia 7 35 3 15 1 0,5
Neurologia 8 40 2 10 10 50
Oncologia Médicay Radioterapia 21 106 40 20,1 31 156
Otorrinolaringologia 7 35 12 6,0 5 25
Patologia Mamaria 0 0 0 0 1 0,5
Pediatria 5 2,5 9 4,5 6 3,0
Psiquiatria Clinicay Psicologia 0 0 0 0 3 15
Reumatol ogia 0 0 0 0 1 0,5
Urgencias 4 2,0 6 3,0 9 45
Urologia 7 35 6 3,0 2 10
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Anexo. Tabla 5. Cirugias y procedimientos invasivos por grupos en e estudio de
factores de riesgo de adquisicion de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a los

carbapenems.
Gruposdeestudio
Cirugias Caso (n=83) Control 1 (n=62) | Control 2 (n=50)

n % n % n %
Cardiaca 3 3,6 4 6,5 0 0
Dermatoldgica 1 1,2 0 0 0 0
Digestivalabdominal 21 25,3 9 14,5 19 38,0
Ginecolgica 0 0 2 3.2 5 10,0
Maxilofacial 2 2,4 2 3,2 3 6,0
Neurocirugia 11 13,3 3 4.8 1 2,0
Ortopédicay Traumatol gica 5 6,0 10 16,1 7 14,0
Otorrinolaringol dgica 3 3,6 8 12,9 2 4,0
Plastica 84 2 3,2 2 4,0
Torécica 12 145 6 9,7 5 10,0
Transplante 8 9,6 3 4.8 3 6,0
Urolégica 1 1,2 2 3.2 0 0
Vascular 9 10,8 11 17,7 3 6,0

Grupos deestudio
Procedimientosinvasivos Caso (n=50) Control 1 (n=54) | Control 2 (n=64)

n % n % n %
Arteriografia 0 0 2 3,7 2 31
Broncoscopia 3 6,0 2 37 3 47
Cateterismo 3 6,0 7 13,0 2 3,1
Colocacion ostomia 10 20,0 2 3,7 2 31
Colocacion reservorio subcutdneo 0 0 2 37 1 1,6
Colocacién/revision drenaje 9 18,0 9 16,7 10 15,6
Quimioembolizacién portal 2 4.0 1 1,9 0 0
Endoscopia digestiva baja 4 8,0 9 16,7 26 40,6
ERCP 3 6,0 3 5,6 2 3,1
Gastroscopia 4 8,0 7 13,0 3 47
Implantaci én marcapasos 2 4.0 0 0 1 1,6
Toracocentesis 1 2,0 0 0 6 9,4
Otras 9 18,0 10 18,5 6 94

(ERCP): Colangiopancreatografia Retrograda Endoscopica.
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Anexo. Tabla 6. Origen de las muestras y motivo de ingreso de los pacientes que fallecieron por causa atribuible a Pseudomonas aeruginosa no sensibles
alos carbapenems.

~ Muestra primer Muestras aislamientos : .
Caso Afio . ; . Motivo deingreso
aislamiento posteriores
Pac2 2002 Herida Sangre, bilis, bas, esputo, heces, Fallo multiorgdnico en paciente diabético, con pancreatitis cronica,

liquido ascitico, herida gangrena de Fournier y colecistitis gangrenosa.

Insuficiencia respiratoria por sobreinfeccion de paciente con enfermedad
Pac-3 2002 Esputo (Esputo) pulmonar obstructiva crénica 'y bronquiectasias, hepatocarcinoma, Cirrosi
hepatica por virus C.

Deterioro del estado general a raiz de infarto extenso de arteria cerebral
Pac-27 2003 Esputo (Esputo) media izquierda, con hemiplgia derecha, afasia, incontinencia de
esfinteres.

Disnea progresiva de minimos esfuerzos, ortoponea, edema importante en

Pac-58 2005 Esputo (Espuito) extremidades inferiores de 48 horas de evolucion.

Catéter intravascular, sangre,

Pac-75 2006 Drengje biliar herida, esputo, (drengje biliar)

Shock séptico.

Deterioro de la funcién renal, administracion de tratamiento antibiético

Pac-78 2006 Exudado nasal Heces, biopsia seno maxilar . . . .
intravenoso por infeccion por P. aeruginosa.

Pac-92 2006 Esputo Aspirado bronquial, sangre Leucemia de células plasméticas. Pancitopenia severa.
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Anexo. Tabla 6. Origen de las muestras y motivo de ingreso de |os pacientes que fallecieron por causa atribuible a Pseudomonas aeruginosa no sensibles
alos carbapenems (continuacién).

~ Muestra primer M uestras aislamientos . .
Caso Ano . ; ) Motivo deingreso
aislamiento posteriores
Pac-116 2006 Herida Aspirado bronquial, lavado Insuficiencia respiratoria
broncoalveolar, esputo
, Esputo, exudado nasofaringeo, Poliangeitis microscopica con afectacion respiratoria (hemorragia alveolar),
Pac-133 2007 Orina . . ; L S . : .
lesiones mucosa oral, (orina) renal (insuficienciarenal) y digestiva (rectorragias). Polineuropatia.
Pac-146 2007 Esputo Cirrosis etilica con hepatocarcinoma multifocal .
Pac-152 2008 Orina Sepsis de origen pulmonar.
Empeoramiento del estado general en paciente con enfermedad pulmonar|
Pac-166 2008 Esputo pbstruct!va (?ronl ca, flprllaC| qn aurlculgr 'cronlca, carci homa de pglmon
intervenido, insuficiencia respiratoria cronica. Ma manejo de secreciones.,
Multiples neumonias aspirativas.
Pac-563 2009 Orina Exudado vaginal, sangre Suboclusion intestinal.
Pac-568 2009 Liquido ascitico Distension abdominal y fiebre.
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Anexo. Tabla 7. Causas inmediata, intermedia y fundamental de los pacientes con mortalidad atribuible a Pseudomonas aeruginosa no sensibles a los

carbapenems.
Caso Causainmediata Causaintermedia Causa fundamental
Pac-2  Shock cardiogénico Fallo multiorganico Sepsis
Pac-3 Parada cardiorrespiratoria Insuficiencia respiratoria EPOC
Pac-27 Fallo respiratorio de causainfecciosa Accidente cerebrovascular, insuficienciarenal M etapl asia miel oide agnogénica
Pac-58  Insuficiencia respiratoria aguda Insuficiencia _(enal cronica, -|nsuf|C|enC|a cardiacs
severa, alteracion ventilatoria mixta severa
Pac-75 Bradicardiaseveralasistolia Shock séptico Tumor viabiliar
Pac-78 H|pqpot 'a det_erlo_rf) del nivel de conciencia Infeccion por P. aeruginosa resistente Linfoma NK
y posible broncoaspiracién
Pac-9? Paradacardiaca Shqck séptico por ba_lcno gram negativo en Mldomg multiple convertido a leucemia de células
paciente con pancitopenia plasméticas
Pac-116 Neumonia con distrés respiratorio Inmunosupresion por tratamiento de linfoma
Pac-133 Insuficiencia respiratoria y rena con fallo Poliangeitis microscopica con  inmunosupresion:
multiorganico neumonia por P. aeruginosa
Pac-146 Shock septlco. de Pr.l gen pulmonar por neumonia Cirrosis etilica con hepatocarcinoma multifocal
con fallo multiorganico
Pac-152 Atelectasia completa sobrinfectada. de pulmon Carcinoma epidermoide de lengua metastésico
derecho
EPOC, fibrilacion auricular cronica, carcinoma de
Parada  cardiorrespiratoria  secundaria  a pulmén intervenido, insuficiencia respiratoria cronica,
Pac-166 insuficiencia respiratoria cronica agudizada por mal mango de secreciones, multiples neumonias
sobreinfeccion por P. aeruginosa aspirativas, portador de sonda nasogétrica, infecciones
repetidas por bacilos gram negativos
Pac-563 Insuficienciarespiratoria Exudado vaginal, sangre Carcinoma de ovario estadio 1V
Pac-568 Fallo multiorganico Sepsis Tumor de Klastkin
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