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UNA EXPERIENCIA EXITOSA

Editorial

Hace cerca de 10 anos, concebimos la idea de convertir los datos de los laboratorios de microbiologia
en algo de mayor impacto. En agosto del ano 2008, creamos un grupo interinstitucional y multidisciplinario,
conformado por 13 hospitales del area metropolitana del Valle de Aburra en Antioquia - Colombia, con el fin
de fortalecer el conocimiento de la resistencia a los antibiéticos, vigilar la aparicion de nuevos mecanismos
de resistencia y estandarizar los procedimientos en los laboratorios de microbiologia.

Varios hechos ahora nos llenan de orgullo y satisfaccion:

° Para el ano 2017 participaron 34 instituciones hospitalarias y 8 laboratorios clinicos ambulatorios.

° La Organizacion Mundial de la Salud en sus ultimas declaraciones define como prioritario para la conten-
cion del problema mundial de salud publica, trabajar en estas actividades que ya nosotros realizamos hace
muchos anos.

° GERMEN fue seleccionado como una de las experiencias exitosas a ser presentadas en el foro Anual de
la Asociacion Colombiana de Hospitales y Clinicas en el ano 2017, recibiendo por parte de los asistentes un
reconocimiento especial.

° Nuestro trabajo, visualizado a través de las publicaciones, ha transcendido fronteras y en el mes de Junio
de 2017, fuimos invitados a Miami a presentar la experiencia de GERMEN en el foro “Development of the
Regional Guidelines for Implementing Antimicrobial Stewardship Programs in Latin America and the Carib-
bean, organizado por Florida International University.

° En el mes de octubre de 2017, igualmente nos invitaron a presentar la experiencia en el foro “Utilizacion
de datos para incitar medidas sobre la implementacion de la gestion de antibidticos en Sudamérica, realiza-
do en Lima, Perd, con la participacion de la OMS, OPS, CDC y representantes de los Ministerios de Salud de
cada pais.

Esperamos como grupo Multidisciplinario e Interinstitucional, continuar contribuyendo a nivel de cada
hospital, y, en el ambito local, regional y mundial, con la prevencion y control de uno de los mayores proble-
ma de salud publica en el mundo, la resistencia a los antibioticos.

Agradecemos a cada una de las personas de los Laboratorios e Instituciones que con su trabajo lo hacen
posible.

Carlos Robledo R, MD.
Director GRUPO GERMEN
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PROGRAMA DE VIGILANCIA DE
RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS
EN EL DEPARTAMENTO DE ANTIOQUIA

El Programa de Vigilancia de Resistencia a los Antimicrobianos consiste en la recoleccion anual de la informacién de
los resultados de identificacion y pruebas de sensibilidad a antibiéticos de los microorganismos aislados de muestras
de pacientes atendidos en instituciones hospitalarias y laboratorios clinicos del Area Metropolitana del Valle de
Aburray de la region del Oriente Antioqueno. A la fecha, El Grupo GERMEN ha colectado y analizado la informacién de
10 anos consecutivos, para un total de 622.473 aislamientos.

°Informacién de microorganismos y su comportamiento de la sensibilidad a antibiéticos
La informacion de los microorganismos y su sensibilidad a los antibi6ticos es obtenida en los labora-
torios de microbiologia de las instituciones hospitalarias empleando los procedimientos de rutina 'y
mediante el uso de sistemas automatizados como: 78,1% Vitek 2 Compact (BioMérieux, Marcy-I'Etoi-
le, Francia), 18,8% MicroScan WalkAway (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, Estados Unidos) y 3,1% BD
Phoenix (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos); en dos laboratorios, se cuenta

’ademés con equipos de espectrometria de masas MALDI-TOF para la identificacion de microorganis-

‘4 mos. Todos los laboratorios tienen programas de control de calidad internos periddicos para las prue-
bas de sensibilidad a antibiéticos empleando cepas ATCC® de referencia y participan en programas
de control de calidad externos nacionales y/o internacionales.

°Recoleccioén y auditoria de la informacion
La informacion es recolectada anualmente y a las bases de datos de cada institucion se les aplica
un protocolo de auditoria que contempla la revision de campos de datos completos de cada registro,
la normalizacion de los tipos de localizacion y la verificacion via telefénica de resultados infrecuen-
tes de sensibilidad a antibidticos, con base en la guia para el analisis y la presentacion de resultados
acumulativos de pruebas de sensibilidad, M39-A4 del Instituto de Estandares Clinicos y de Labora-
torio (CLSI, en inglés).

°Analisis de informacion

La informacion es analizada anualmente usando WHONET®, un programa informatico disenado por
Organizacion Mundial de la Salud para el manejo y analisis de la informacion de los laboratorios de
microbiologia (www.whonet.org). Para los perfiles de sensibilidad a antibioticos se analiza sélo el
primer aislamiento por paciente y se excluyen los aislamientos obtenidos de cultivos de vigilancia
epidemiologica (muestras de hisopado rectal, faringeo y fosas nasales), asi como controles de calidad
0 muestras ambientales. La interpretacion de las concentraciones inhibitorias minimas o halos de
inhibicion para cada antibiotico se realiza con los puntos de corte del CLSI vigentes para el periodo
analizado.

°Divulgacion de informacion
Se realizan reuniones académicas con el personal del laboratorio de microbiologia y comités de
control de infecciones de las instituciones participantes para la presentacion y discusion de los perfi-
les de sensibilidad a antibi6ticos analizados en la region. Esta informacion se divulga periédicamen-
te en la pagina web: www.grupogermen.org, en eventos académicos, publicaciones en revistas
indexadas y a través de otros medios de comunicacion y redes sociales.

-

El Grupo GERMEN ha colectado y analizado

la informacioén de 10 ahos consecutivos, para
un total de 622.473 aislamientos
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Epidemiologia de las Neumonias Asociadas al
Ventilador, en adultos internados en las Unidades

de Cuidados Intensivos del Valle de Aburrd

y Rionegro, Grupo GERMEN, anos 2014 - 2016

Elaborado por:
Francisco Molina Saldarriaga MD.
Médico Internista, Intensivista

Magister Epidemiologia
Coordinador UCI - Clinica Bolivariana y SOMA
Medellin - Colombia

Se presentan los microorganismos relacionados con
Neumonias Asociadas a la Ventilacion Mecanica (NAV),
que fueron aislados a partir de muestras del tracto
respiratorio de pacientes adultos internos en las
diferentes unidades de cuidado intensivo de institucio-
nes hospitalarias del Area Metropolitana del Valle
de Aburra y del municipio de Rionegro, Antioquia, entre
los anos 2014 y 2016. Se considerd el primer aislado
de cada paciente, y s6lo se analizaron los microorga-
nismos que segln los lineamientos del protocolo de
vigilancia de infecciones asociadas a dispositivo del
Instituto Nacional de Salud fueron considerados agen-
tes etiologicos de NAV.

El dltimo informe del Grupo Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica de las Unidades de Cuidados Intensi-
vos de Colombia - GRUVECO, publicado hace siete
anos (1), que incluyd informacion de 39 unidades de
cuidado intensivo en ocho ciudades de Colombia

Tabla 1. Microorganismos mas frecuentes aislados de pacientes adultos
con Neumonias Asociadas al Ventilador en Unidades de Cuidados
Intensivos del Valle de Aburrd y municipios vecinos
Grupo GERMEN, afos entre 2014 y 2016.
Microorganismo Nimero de Porcentaje

aislamientos (%)

Klebsiella pneumoniae 68 25,3

Pseudomonas aeruginosa 64 23,8
Staphylococceus aureus 22 8,2
Stenotrophomonas maltophilia 18 6,7
Enterobacter cloacae 17 6,3
Escherichia coli 13 4.8
Serratia marcescens 11 4,1
Acinetobacter baumannii 9 3,3
Klebsiella oxytoca 6 2,2
Especies de Candida 5] 1,9
Proteus mirabilis 5] 1,9
Enterobacter aerogenes 5 1,9
Otros microorganismos 26 9,7

TOTAL DE MICROORGANISMOS 269 100,0

(O

entre los anos 2007 a 2009, reportd que los gérmenes
mas frecuentes en NAV fueron Pseudomonas aerugi-
nosa (23,4%), Klebsiella pneumoniae (19,7%),
Staphylococcus aureus (12,1%) y Escherichia coli (5%).
Para los anos 2014 y 2016, el Grupo GERMEN reporta
que Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aerugino-
sa siguen siendo los microorganismos mas frecuentes.
El tercer lugar en frecuencia lo ocupa Staphylococcus
aureus pero comparativamente con informes previos
ha disminuido en su proporcion. Stenotrophomonas
maltophilia, una bacteria que se caracteriza por resis-
tencias intrinsecas a multiples antibioticos, incluyendo
carbapenémicos, se presenta en el cuarto lugar dentro
de las etiologias de la NAV en esta poblacion (Tabla 1).

Con relacion al comportamiento de la sensibilidad a
antibiéticos, entre el 2014 y 2016, se encontraron
diversos mecanismos de resistencia en los microorga-
nismos analizados. Se encontré una alta proporcion de
aislamientos productores de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) en Klebsiella pneumoniae
(21%) y en Escherichia coli (31%). La sensibilidad de
los antibidticos mas usados para evitar el uso de
carbapenémicos como son piperacilina/ tazobactam y
cefepime en Klebsiella pneumoniae fue del 69,7% y
69,4%, respectivamente (Tabla 2). Esta sensibilidad ha
caido de forma importante desde el informe publicado
en el 2010, en el cual la sensibilidad fue del 76,37%
para piperacilina/tazobactam y del 85,27% para
cefepime, lo cual indica el incremento de aislamientos
que expresan mecanismos de resistencia tales como la
produccion de enzimas BLEE y AmpC.

Se observé una produccion de enzimas carbapenema-
sas del 10,2% en Kiebsiella pneumoniae y 11,7% en
Enterobacter cloacae, determinada por un resultado
positivo en la prueba de Hodge modificada y en la
prueba de sinergismo con acido bordnico realizadas en
los laboratorios de microbiologia. Un 12,4% de los
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa tuvieron un
perfil de resistencia compatible con la produccion de
enzimas carbapenemasas, de los cuales sbélo uno
presento6 un resultado positivo a la prueba de sinergis-
mo entre el carbapenémico y acido etilendiaminote-
traacético o EDTA, sugiriendo asi la presencia de



enzimas metalobetalactamasas. Frente al informe de
GRUVECO, se observa entonces el incremento en la
resistencia a los carbapenémicos en los Gltimos anos,
ya que entre 2007 y 2009 era menor del 9% en Kleb-
siella pneumoniae, pero en ese entonces se descono-
cia si tal comportamiento era por multiples mecanis-
mos de resistencia o por la produccion de estas
enzimas carbapenemasas.

En contraste, la proporcion de Staphylococcus aureus
resistente a oxacilina (SAMR) fue del 13,6% en esta
poblacion, lo que significa que SARM sblo representa
el 1,1% de los gérmenes causales de NAV. Comparado
con el informe de GRUVECO de hace 7 anos, se obser-
va una disminucién importante ya que, en ese enton-
ces, SAMR representd el 4,1% del total de agentes
causales de NAV. Estos hallazgos sugieren que el uso
empirico inicial de la vancomicina puede no ser una
conducta adecuada en este grupo de pacientes.

Teniendo en cuenta que los principales gérmenes
aislados corresponden a bacterias gram negativas, con
alto potencial de resistencia, se sugiere seguir las
directrices de la Guia Nacional de Neumonia Asociada
al Ventilador, la cual recomienda el uso de un betalac-
tamico diferente a un carbapenémico, como piperacili-
na/tazobactam o cefepime de acuerdo al que tenga

mejor sensibilidad local, sumado a un aminoglucésido,
este (ltimo a pesar de su regular penetracion pulmo-
nar, es el antibiético con mayor sensibilidad y da mayor
posibilidad de acierto terapéutico. Sélo en caso de
encontrar cocos gram positivos en el gram de las
muestras obtenidas para el diagnéstico, se sugiere la
adicion de vancomicina o linezolid. Una recomenda-
cion adicional, para las UCI que tengan Stenotropho-
monas maltophilia como microorganismo causal en
mas del 20% de las NAV, se debe usar el trimetoprim/-
sulfametoxazol de forma empirica. Se debe seguir
implementando estrategias de de-escalamiento, con
base en el microorganismo y las concentraciones
inhibitorias minimas encontradas en el antibiograma.

Finalmente, se deben reforzar las medidas de preven-
cion de NAV, dentro de éstas se ha promovido la aplica-
cién de un conjunto de intervenciones conocido como
el "paquete de ventilador". Este paquete incluye varios
componentes: 1.) elevacion de la cabecera de la cama
a entre 30 y 45 grados, 2.) la interrupcion diaria de la
sedacion y la evaluacion diaria de disposicion a retirar
la intubacién, 3.) lavados bucales cada 8 horas con
clorhexidina, 4.) La medicion cada 6-8 horas de la
presion del manguito traqueal, 5.) El uso de tubos de
succién subglética y 6.) La profilaxis de la trombosis
venosa profunda y de la Ulcera péptica.

En conclusion, los bacilos gram negativos siguen
siendo los microorganismos mas frecuentes de
la NAV, con un incremento importante de sus

mecanismos de resistencia. El incremento en la

proporcion de aislamientos de Stenotrophomo-
nas maltophilia  observado, puede ser una

consecuencia del alto uso de antibioticos.

Encuentre las referencias de este articulo al
finalizar esta version ampliada del Boletin Grupo

Tabla 2. Sensibilidad a antibiéticos (%) de los dos microorganismos mas
frecuentes en Neumonias Asociadas al Ventilador en pacientes adultos en
Unidades de Cuidados Intensivos del Valle de Aburré y municipios vecinos.

Grupo GERMEN- ainos entre 2014 y 2016
Nombre del antibiético %S Klebsiella % Pseudomonas
pneumoniae (n; 68) | aeruginosa ( n: 64)
Ampicilina/ sulbactam 58,3 -
Piperacilina/tazobactam 69,7 65
Ceftazidima 72,1 79,7
Ceftriaxona 71,6 -
Cefepima 69,4 81,2
Aztreonam 85,7 80
Doripenem 89,1 68,2
Ertapenem 90,2 -
Imipenem 88,7 76,3
Meropenem 89,7 68,3
Amicacina 97,1 93,8
Gentamicina 82,1 82,8
Ciprofloxacina 80,9 82,8
Trimetoprim/sulfametoxazol 100 =
Colistina 97,7 100
Tigeciclina 84,9 -

GERMEN.
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Endocarditis Infecciosa:

Puntos clave para el diagndstico por el laboratorio

Elaborado por:
° Liliana Franco, Médica Microbiéloga, Clinica Cardio VID.
° Cristian Garcia Rincén, Médico Internista, Especialista en

Enfermedades Infecciosas, Clinica Universitaria Bolivariana.

° Gustavo Roncancio Villamil, Médico Internista, Especialista en
Enfermedades Infecciosas, Clinica Cardio VID.

Medellin- Colombia

La historia del diagnéstico por laboratorio de la
Endocarditis infecciosa (El) ha pasado por varias
etapas, resumidas en la Tabla 1 (1, 2). A pesar del
avance en el conocimiento de la etiologia y fisiopatolo-
gia de esta enfermedad, de la disponibilidad de antimi-
crobianos de amplio espectro, y de la mayor facilidad
para acceder a recursos tecnologicos para su diagnosti-
co, la mortalidad hospitalaria, en general, se mantiene
por encima del 15%, siendo superior a 30% en el primer
ano en series recientes (3), datos que senalan que no
ha habido cambios significativos en el abordaje de esta
enfermedad en las Ultimas 3 décadas (4). Al respecto,
la tabla 2 ilustra algunos de los cambios en el perfil de
la El en el mundo que podrian explicar la poca mejoria
de los desenlaces en esta entidad.

El diagnoéstico de la El requiere integrar datos clinicos,
de laboratorio y ecocardiograficos. Tal vez en ninguna
otra enfermedad la presencia de cultivos positivos
tiene tanta importancia como en la El (7). El tipo de
microorganismo detectado y sus patrones de suscepti-
bilidad en la comunidad definen el tipo y duracion de
los antimicrobianos (menor tiempo en estreptococos y
mas tiempo en caso de infeccion micoética), pronoéstico
(peor pronéstico en infeccion por S. aureus), y necesi-
dad de cirugia (mucho mas necesaria en S. aureus y
compromiso por Candida) (8). Para el diagnéstico, uno
de los criterios mayores incluye la presencia de hemo-
cultivos positivos. Los criterios actuales (Duke modifi-
cados) para determinar su positividad para un diagnos-
tico definitivo de endocarditis son (9):

1° Microorganismos tipicos compatibles con El con al
menos 2 hemocultivos separados, como los siguien-
tes: Streptococcus viridans, Streptococcus gallolyticus
(S. bovis), o grupo HACEK, o Staphylococcus aureus

Tabla 1: Hitos en la historia del diagnéstico de la endocarditis infecciosa

Ao Autor Publicacion Hito
1674 Lazare Opera Médica Universa Primera descripcion de vegetaciones y hallazgos
Riviere clinicos de la enfermedad en valvula adrtica de
necropsia.
1825 Jean Traité cliniques des maladies du coeur et des gros | Describe el término “endocarditis” y los estados
Baptiste vaisseaux anatomopatologicos de la misma
Bouillaud

1870 Emanuel
Fredrik Ark, 1870, 14: 15-16.

'Endocarditis (Mycosis endocardii)', Nord. Med.

Plantea origen infeccioso de la endocarditis. Sugirio
que “particulas parasitarias” pueden penetrar a

Hagbarth través de la piel, entrar al sistema circulatorio y
Winge diseminarse a las valvulas cardiacas
1872 Hjalmar Virchows Arch Path Anat. 1872;56:407-14. Describe cocos en “cadena” en vegetaciones en
Heiberg mujer de 22 anos que muere por cuadro febril de 2

semanas de duracion

1878 Theodor
Albrecht
Edwin Klebs | 1878;9:52

Weitere Beitrage zur Enststehungsceshichte der
endocarditis. Arch Exp Pathol Pharmacol.

Propone que todos los casos de endocarditis son de
etiologia infecciosa

XIX

Siglo | Louis Pasteur (1822-1895) y Robert Koch (1843-1910)

Desarrollo de la microbiologia y técnicas para
realizacion de hemocultivos, favoreciendo el
entendimiento de la diseminacion intravascular de
muchos microorganismos

1900 William Gulstonian Lectures

Osler

Sefala a la tincion de Gram como la mejor manera
de identificar cocos gram positivos

1910 Hugo
Schottmuller | Artunterscheidung der pathogenen

20, 697-9.

Endocarditis lenta. Zugleich ein Beitrag zur

Streptokokken. Munch med Wschr. 1910;57:617-

Primero en aislar “Streptococcus viridans” en
valvulas cardiacas de pacientes con endocarditis




Ano Autor

Pelletier LL
Jr,,
Petersdorf
RG.

Durack DT

Publicacion

Infective endocarditis: A review of 125 cases from
the University of Washington hospitals, 1963-
1972. Medicine (Baltimore) 1977; 56:287.

Durack DT, Lukes AS, Bright DK. New criteria for
diagnosis of infective endocarditis: Utilization of
specific echocardiographic findings. Duke
Endocarditis

Service. Am J Med 1994 Mar;96(3):200-9.

Hito

Emite criterios diagnosticos de endocarditis

Criterios de Duke para el diagndstico de
endocarditis infecciosa

2001 Millar B Scand J Infect Dis. 2001;33(9):673-80. Molecular | Senala el papel de los estudios de biologia
diagnosis of infective endocarditis-- a new Duke's molecular en el diagnéstico de la endocarditis
criterion

0 enterococo adquirido en la comunidad, en ausencia
de un foco primario; o

2° Microorganismos compatibles con EI en hemoculti-
vos persistentemente positivos definidos como:

- Al menos 2 muestras de hemocultivos positivos toma-
dos en forma separada por >12 horas, 0

- En tres o la mayoria de 4 hemocultivos separados
(con la primera y la dltima muestra separados
por 1 hora).

- 2- Microorganismos compatibles con El en hemoculti-
VOS persistentemente positivos.

3° Un unico hemocultivo positivo para Coxiella burnetii
o un titulo de anticuerpos IgG de fase | > 1:800.

En general, en la El predominan los cocos gram positi-
vos como los microorganismos mas frecuentes (10). En
un estudio ambispectivo realizado en Medellin
evaluando pacientes con endocarditis infecciosa con
hemocultivos positivos en varias instituciones de
Medellin, entre 2012 y 2016 (11), se encontré en
general que los microorganismos mas frecuentes son
los estreptococos sensibles a penicilina, tal como se
reporta en la mayoria de series suramericanas (4, 10),
sin embargo en algunas instituciones, dependiendo de
su localizacion y complejidad, se encontré predominio
de S. aureus. La tabla 3 relne y contrasta los agentes
etiologicos de El segln la localizacion. Se hace necesa-
rio tener un perfil epidemioldgico local a la hora de

de establecer tratamientos empiricos, y se recomienda
tener en cuenta que la etiologia cambia de acuerdo al
tipo de valvula comprometida (natural vs protési-
ca)(12). En la tabla 4 se presentan los resultados de un
estudio hecho en Medellin con respecto a la etiologia y
tipo de El. Debe tenerse en cuenta que existen microor-
ganismos de dificil cultivo o no cultivables como
Coxiella burnetti, Bartonella spp, Tropheryma whipplei,
que representan entre 2 y 5% de las etiologias de las
endocarditis (13).




Tabla 2: Cambios en el perfil de la endocarditis infecciosa

Siglo XX

Transicion Siglo XX-XXI

Siglo XXI >

Poblacion mas

Jovenes

Anciano

Anciano fragil, inmunosuprimido

afectada
Principal factor Valvulopatia reumatica Pacientes sometidos a cambio valvular Mayor frecuencia de casos asociados a la
de riesgo previa, Mala Higiene quirdrgico, marcapasos, usuarios de drogas IV, atencion de la salud, uso masivo de
dental pacientes en hemodialisis e dispositivos de estimulacion intracardiaca
inmunosuprimidos (resincronizadores, cardiodesfibriladores,
marcapasos), aumento en las indicaciones y
realizacion de TAVI (trans-aortic valve
implantation) y otros procedimientos
percutaneos, ademas de los dispositivos de
asistencia circulatoria (ECMO, CENTRIMAG,
etc)
Etiologia Estreptococos de la Valvula nativa: S. aureus Aumento en prevalencia de S. aureus
principal cavidad oral Valvula protésica: S. aureus y Staphylococcus resistente a oxacilina en la comunidad,
coagulasa negativa aumento de bacilos gram negativos
Base Hallagos semiolégicos Criterios de Duke modificados Los criterios de Duke empiezan a perder
diagnéstica tipicos relevancia ante la mayor frecuencia de
endocarditis en dispositivos, en
inmunosuprimidos, infeccion micoética, y en
ninos, situaciones en las que tienen menor
sensibilidad.
Imagenes Ecocardiograma Ecocardiograma transtoracico (TT) Realizacion temprana de ecocardiograma TT/
transtoracico (usualmente Ecocardiograma transesofagico (TE) TE, uso de ecocardiografia 3D, angioTAC
tardio por la cardiaco, PET/CT y SPET/CT
disponibilidad)
Laboratorio Hemocultivos para Hemocultivos para aerobios y anaerobios, Hemocultivos, biologia molecular,
clinico aerobios serologia para Coxiella identificacion por espectofotometria de masas

(MALDI-TOF)

Tratamiento

Principalmente con

Aumento en uso de cefalosporinas y
vancomicina, nuevas opciones para gram

Orientado y seguido por equipos
multidisciplinarios, incluyendo cardiologo,

médico betalactamicos
parenterales en tiempos positivos (linezolide, daptomicina, cirujano cardiovascular, ecocardiografista,
prolongados (> 4-6 cefalosporinas de 52 generacion), incremento microbiologo e infectélogo.
semanas). en el uso de la antibioticoterapia parenteral en Uso de combinaciones a altas dosis para
casa para completar tratamiento (4 - 6 tratamiento de bacilos gram negativos
semanas). multiresistentes, nuevas opciones para cocos
gram positivos (lipoglicopéptidos), aumento en
el nimero de pacientes que pueden recibir
tratamiento oral por menor nimero de dias
Tratamiento Raras veces, usualmente Aumento en el nimero de pacientes Mayor cantidad de pacientes.
quirdrgico después del tratamiento intervenidos quirurgicamente, principalmente Puntajes de prediccion de mortalidad e
antibiético en indicaciones emergentes (falla cardiaca impacto disponibles.
refractaria, sepsis refractaria, vegetaciones de
gran tamano, infeccion por S. aureus)
Profilaxis Masiva Restringida Ajustada
antimicrobiana
Tabla 3: Etiologia de la endocarditis infecciosa
Modificado de Murdoch et al., 2009, Garcia et al, 2017 (10,11).
Caracteristicas Cohorte Norte Sur Europa Otros Medellin
endocarditis Total América América N= 1213 N=717 N=140
N=2781 N =597 N=254
S. aureus 31% 43% 17% 28% 32% 33%
SCN 11% 12% 7% 13% 9% 11%
Estreptococos 28% 17% 40% 31% 32% 37%
Enterococos 10% 13% 8% 9% 10% 9%
HACEK 2% 0,3% 2% 2% 2% 5%
Hongos 2% 3% 1% 1% 1% 1%
Polimicrobiano 1% 1% 0,4% 1% 1% 3%
Cultivos negativos 10% 7% 20% 10% 9% No aplica

Otros 4% 4% 5% 5% 4% 2%

La identificacion de los agentes antimicrobianos es esencial para el tratamiento 6ptimo
del paciente. La falta de identificacion microbiolégica puede llevar a un inicio tardio o

inefectivo de la terapia antimicrobiana, influyendo en la morbimortalidad (5, 6).




De acuerdo a la localizacion geografica y a la institu-
cion en donde se valora al paciente se pueden encon-
trar endocarditis con hemocultivos negativos (desde
10% hasta 60%), siendo la causa mas frecuente el uso
de terapia antimicrobiana previa antes de la toma de
hemocultivos (5). Dado que el prondstico y el trata-
miento de la El dependen en gran parte de encontrar el
microorganismo responsable, deben realizarse todos
los esfuerzos necesarios para definir la etiologia (6, 14,
15), para esto se recomienda lo siguiente:

° Tener un volumen suficiente y adecuado de sangre
en las botellas de hemocultivo. Esencialmente se reco-
mienda 10 mL de sangre por botella.

Las guias americanas y europeas sugieren tomar 3
sets de hemocultivos (cada set con dos botellas aero-
bias y una anaerobia), mientras que las guias britani-
cas sugieren dos sets, siempre previos al tratamiento
antimicrobiano, no existe una recomendacion clara y
estandar en el intervalo requerido para la toma de los
hemocultivos. Para nifos, las guias IDSA sugieren
tener en cuenta el peso corporal y la volemia para
determinar el volumen de sangre a cultivar (16).

por 7 dias y después tomar nuevos hemocultivos. Se
recomienda este tiempo con el fin de que el indculo
bacteriano aumente y pueda ser detectado en los
hemocultivos. Sin embargo, esta recomendacion de
autores britanicos no ha sido probada en estudios
clinicos (18).

° Los estudios actuales senalan que la recomendacion
de extender el tiempo de incubacion de los hemoculti-
vos por mas de 5 dias, no debe continuarse, pues
alargar la incubacién mas alla de este tiempo no ha
demostrado que aumente el aislamiento de bacterias,
hongos y microorganismos exigentes, como los del
grupo HACEK (5).

° Ante la emergencia de estreptococos nutricionalmen-
te deficientes, y variantes de colonias pequenas de
Staphylococcus, Streptococcus y Pseudomonas, los
laboratorios de microbiologia deben tener protocolos
estandarizados que permitan utilizar los medios de
cultivos para la deteccion de estos microorganismos.
Para esto es indispensable una comunicacion con el
médico (5, 7, 13).

° Muchos microorganismos no pueden ser detectados

Tabla 4: Etiologia de la endocarditis infecciosa en 5 instituciones de Medellin, 2012-2016 (11)

Total Adquirida en comunidad IAAS Hospitalaria IAAS no Hospitalaria
SCN 7,9% 4,3% 0,7% 2,9%
S. aureus 33,6% 17,1% 5,7% 10,7%
SAMS 28,6% 14,3% 5,7% 8,6%
SAMR 5,0% 2,9% 0,0% 2,1%
Estreptococos 37,9% 33,6% 0,0% 4,3%
ENnterococos 10,0% 5,7% 1,4% 2,9%
BGN 10,0% 6,4% 2,1% 1,4%
Candliaa albicans 0,7% 0,0% 0,0% 0,7%
TOTAL 140 (100%) 67,1% 10,0% 22,9%

° Una sola botella positiva, en la mayoria de los casos
no permite hacer el diagnostico definitivo de endocar-
ditis y siempre debe correlacionarse estrictamente con
la clinica. Ante la duda en el diagnéstico, lo ideal es
aumentar la sensibilidad de los hemocultivos tomando
mas muestras del paciente. Un aislamiento en un
hemocultivo no siempre significa que la bacteria esta
causando una infeccion. La tabla 5 muestra el signifi-
cado clinico del valor de un hemocultivo positivo para
especies de cocos gram positivos.

° En casos de endocarditis subaguda o crdnica algu-
nos autores proponen suspender los antimicrobianos
por los hemocultivos, dentro de estos se encuentran

bacterias intracelulares y varias especies de hongos.
En estos casos, debe tenerse en cuenta que existe
disponibilidad en el medio de estudios seroldgicos y de
biologia molecular que permiten su deteccion. El
algoritmo adjunto senala la indicacion para la realiza-
cion de estas pruebas. Cuando se emplean pruebas
serolégicas, estas aumentan la posibilidad de encon-
trar el diagnostico etiol6gico en 8% de las situaciones
clinicas. Si se emplean cuando los hemocultivos son
negativos, identifican 77% de las causas (13-15).
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Tabla 5: Significado clinico de los hemocultivos positivos
Modificado de Weinstein et al, 1997 (17).
Microorganismo Porcentaje de aislamientos por categoria
Verdadero patégeno Contaminante Desconocido
Staphylococcus aureus 87.2% 6.4% 6.4%
Estafilococos coagulasa-negativa 12.4% 81.9% 5.8%
Streptococcus pneumoniae 100% 0% 0 %

Estreptococos del grupo Viridans 38,0% 49.3 % 12.7%
Otros estreptococos 67.7% 19.4% 12.9%
Enterococcus spp. 69.9% 16.1% 14.0%

°Qcasionalmente los microorganismos pueden quedar secuestrados dentro de las vegetaciones o en los émbolos
sépticos. Si estas se extraen en cirugia deben enviarse a cultivo, a sabiendas de que el rendimiento de estos cultivos
es bajo (5).

° Existen causas no infecciosas de endocarditis como la endocarditis trombética no infecciosa (NITE por sus siglas en
idioma inglés), también conocida como endocarditis marantica, y la endocarditis de Libman-Sacks de los pacientes
con lupus eritematoso sistémico (4).

¢ Algunas recomendaciones adicionales senaladas por IDSA en el contexto de bacteriemia y endocarditis incluyen:
desinfeccion del sitio de venopuncién con clorhexidina al 2%, tener en cuenta que los retrocultivos (hemocultivos
tomados a través de catéteres) tienen tasas altas de falsos positivos; y no se recomienda refrigerar la sangre antes
de la incubacion (16).

Algoritmo diagnostico en endocarditis infecciosa
Modificado de Liesman et al. (5)

3 sets de hemocultivos negativos

Si se realiza escision quirlrgica de la valvula ) . .
l Serologia Coxiella burnetti

Serologia Bartonella
Estudio histopatolégico PCR Tropheryma whipplei
de la valvula

Positivo Negativo
(_Positivo ) C vo )

Si se realiza escision quirlrgica de la valvula Si se realiza escision qluirl]rgica de la valvula
- o Estudio histopatologico
Estudio hlsto’patologlco de la vaulvula,
de la valvula Gramy cultivo de la
valvula, estudio
molecular.

Encuentre las referencias de este articulo al finalizar esta version ampliada del Boletin Grupo GERMEN.
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Utilidad de la Identificacidon directa de microorganismos
a partir de muestras de orina y hemocultivos positivos

utilizando la espectrometria de masas MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight)

Elaborado por:
Elizabeth Sierra Alzate
Microbidloga y Bioanalista

Estudiante de Microbiologia Clinica
LABMEDICO - Laboratorio Médico de Referencia
Medellin - Colombia

La espectrometria de masas MALDI-TOF (Desorcion/lo-
nizacion laser asistida por una matriz con deteccién de
masas por tiempo de vuelo), es un sistema que permite
el analisis de proteinas para la identificacion exacta de
bacterias (incluyendo micobacterias), mohos y levadu-
ras, a partir del cultivo puro. Su principal ventaja es la
identificacion rapida de un microorganismo, su bajo
costo por prueba (aunque la inversiéon en el equipo
puede ser considerable), ademas de la utilizacion de
pocos reactivos y consumibles, lo que la hace amigable
con el medio ambiente.

Su utilidad para la identificacion de microorganismos
ha sido demostrada, lo cual hace de esta tecnologia
una opcion de uso cada vez mas frecuente en los labo-
ratorios de microbiologia alrededor del mundo. Mas
recientemente, diferentes estudios han evaluado el
rendimiento y la utilidad del MALDI-TOF para la identifi-
cacion de microorganismos directamente de muestras
biolégicas, como orinas, sangre y liquido cefalorraqui-
deo. Las ventajas de la identificacion directa desde las
muestras van desde la rapidez en proporcionar un
resultado de identificacion hasta el potencial impacto
en la instauracion de una terapia antimicrobiana
temprana y adecuada, en la disminucion de la morbi-
mortalidad y la disminucion de los dias de estancia
hospitalaria de los pacientes.

Una evaluacion de la identificacion directa de microor-
ganismos a partir de muestras de orina y hemocultivos
positivos de pacientes de la Clinica El Rosario - Mede-
llin se realiz6 en LABMEDICO, utilizando la tecnologia
MALDI-TOF (VITEK® MS, bioMérieux) siguiendo proce-
dimientos de preparacion de muestra ya descritos.
Desde febrero de 2017 a septiembre de 2017 se han
procesado 115 orinas (91 positivas y 24 negativas),
y 110 hemocultivos positivos directamente por
MALDI-TOF. De forma paralela estos resultados se com-
pararon con la identificacion a partir del cultivo puro
utilizando la misma tecnologia.

° Orinas

Del total de orinas positivas para cultivo, el 79,1% de
los aislamientos fueron identificados por el método
directo. De los urocultivos negativos, el 100% fueron
negativos por el método directo. El 100% de las orinas
con identificacion directa tuvieron un resultado concor-
dante con respecto a los resultados del cultivo.

El 83,3% de las bacterias gram negativas y el 28,5% de
las bacterias gram positivas tuvieron una identificacion
de forma directa por MALDI-TOF (Tabla 2). El 100% de
las orinas que se identificaron directamente, presenta-
ban un recuento de mas de 100.000 UFC/mL.

Tabla 1. Microorganismos n (%)
identificados directamente por
MALDI-TOF MS
Bacterias gram negativas 70/84 (83,3)
Escherichia coli 51/61 (83,6)
Klebsiella pneumoniae 10/11 (90,9)
Enterobacter cloacae/asburiae 1/1 (100)
Enterobacter aerogenes 1/1 (100

(100)
Morganella morganii 1/1 (100)
(100)

Proteus mirabilis 4/4 (100
Pseudomonas aeruginosa 1/2 (50)
Citrobacter freundii 0/1 (0)
Citrobacter koseri 0/1 (0)
Mixto* *E. coli / K. pneumoniae 1/1 (100)
Bacterias gram positivas 2/7 (28,5)
Staphylococcus epidermidis 1/1 (100)
Streptococcus agalactiae 1/3 (33,3)
Enterococcus faecalis 0/3 (0)
Total 72/91 (79,1)

Se midieron 2 tiempos durante el proceso de identifi-
cacion en 35 muestras de orina: 1) el tiempo promedio
de identificacion directa, es decir, desde la fecha/hora
en que el urocultivo fue ingresado en el laboratorio
hasta el reporte de la identificacion el cual fue de 7,2
horas, y 2) el tiempo promedio de identificacion a partir
del cultivo, es decir, a partir de la fecha/hora en que se
ingreso el urocultivo al laboratorio hasta el reporte de
fecha/hora en que el urocultivo fue ingresado en el
laboratorio hasta el reporte de la identificacion el cual
fue de 7,2 horas, y 2) el tiempo promedio de identifica-
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cion a partir del cultivo, es decir, a partir de la
fecha/hora en que se ingresé el urocultivo al laborato-
rio hasta el reporte de la identificacion final a partir del
urocultivo, el cual fue de 30,2 horas. La diferencia en
los tiempos indica que utilizando el método directo
puede generar un resultado de identificacion 23 horas
antes que el método que utiliza la identificacion por
MALDI-TOF a partir del cultivo.

°Hemocultivos

El 72,7% de los hemocultivos positivos tuvo una identi-
ficacion utilizando el método directo, el 26,3% no
fueron identificados. El 98,8% de los hemocultivos con
identificacion directa tuvieron un resultado concordan-
te con respecto a la identificacion hecha a partir del
cultivo.

El 91,4% de las bacterias gram negativas y el 39,5% de
las bacterias gram positivas tuvieron una identificacion
correcta al utilizar el MALDI-TOF directamente desde la
botella de hemocultivo (Tabla 2).

Se evaluaron 2 tiempos durante el proceso de identifi-
cacion en 50 hemocultivos procesados: 1) el tiempo
promedio de identificacion directa, es decir, calculado
desde la fecha/hora en que el sistema BacT/ALERT®
3D detect6 el hemocultivo como positivo hasta el

reporte de la identificacion directa fue de 5,9 horas, y
2) el tiempo promedio de identificacion a partir del
cultivo, es decir, a partir de la fecha/hora calculado
desde la fecha/hora en que el sistema BacT/ALERT®
3D detectd el hemocultivo como positivo hasta el
reporte de la identificacion final desde el cultivo, fue
28,8 horas. Esto indica que utilizando el MALDI-TOF de
forma directa desde la botella de hemocultivo que
indicoé positividad, se pueden reportar resultados de
identificacion 22.9 horas mas rapido comparado con
el proceso de identificacion a partir del subcultivo.

Los datos presentados, aunque preliminares, confir-
man la utilidad del sistema MALDI-TOF para generar
identificaciones mas rapidas cuando se utiliza directa-
mente en muestras de orina y hemocultivos. Los datos
también muestran que su utilizacion tiene un mejor
desempeno en la identificacion de bacterias gram
negativas. La incorporacion de MALDI-TOF en la identi-
ficacion de microorganismos directamente desde las
muestras clinicas en los laboratorios de microbiologia
mejora la oportunidad en el diagnostico, y tiene el
potencial de generar un impacto positivo en el manejo
adecuado del paciente.

Tabla 2. Microorganismos identificados directamente n (%)
por MALDI-TOF MS

Bacterias gram negativas 64/70(91,4)
Escherichia coli 28/32 (87,5)
HAlebsrelia pneumoniae 19/19 (100)
Alebsrella oxytoca 2/2 (100)
Pseuaomonas aerygrinosa 5/6 (83,3)
Proteus mirabilis 3/3 (100)
Entewbacter cloacae asburiae 1/1 (100)
Burkholderia arboris 0/1 (0)
Bacteroldes 17ag7/es 1/1 (100)
Haemophilus influenzae 5/5 (100)
Bacterias gram positivas 15/38 (39,5)
Staphylococcus aureus 9/14 (64,2)
Staphylococcus epraermials 0/5 (0)
Staphylococus homin/s 2/4 (50)
Staphylococcus haemolyticus 0/1(0)
Streptococcus agalactiae 2/2 (100)
Streptococcus pnewmoniae 0/6 (0)
Sitreptococcus gallolticus ssp. Pasteurianus 0/1 (0)
Streptococcus constellatus 0/1(0)
Streptococcus anginosus 0/1 (0)
Micrococeus luteus 0/1 (0)
Mixto* *£. /aecalis/S. aureus 2/2 (100)
Levaduras
canadiaa albicans 1/2 (50)
Total 80/110(72,7)

O
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Caracteristicas clinicas, epidemiologicas y moleculares
de las infecciones por Klebsiella pneumoniae resistente

a carbapenémicos y colistina en Medellin
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Grupo de Investigacion en Microbiologia
Escuela de Microbiologia- Universidad de Antioquia
Medellin- Colombia

El aumento de la resistencia a carbapenémicos en
bacilos gram-negativos ha renovado el interés por el
uso de la colistina en la practica clinica, debido a que
este antibidtico es una de las Ultimas alternativas
eficaces para el tratamiento de infecciones multi-resis-
tentes. Sin embargo, la re-introduccion de la colistina
ha promovido la emergencia de la resistencia a este
antibidtico. Inicialmente, se reconocio que la resisten-
cia a colistina estaba mediada por mecanismos cromo-
sémicos relacionados con mutaciones, inserciones y
deleciones en el gen mgrB, un regulador negativo del
sistema de dos componentes denominado PhoPQ. La
activacion de PhoPQ conduce a la adicion de molécu-
las cargadas positivamente en el lipido A, lo que dismi-
nuye la afinidad de la colistina por su blanco [1]. Sin
embargo, en el 2015 se reportd un mecanismo de
resistencia a colistina mediado por un plasmido porta-
dor del gen mcr (por su sigla en inglés- mobile colistin
resistance). Este gen codifica una fosfoetanolami-
no-transferasa que al modificar el lipido A conduce a la
pérdida de afinidad por el antibiético [2]. EI descubri-
miento de este mecanismo de resistencia adquirida
generd una alerta global, debido a que resistencia
mediada por plasmidos presenta un mayor potencial
de diseminacion entre bacterias. Considerando la
situacion de la resistencia a carbapenémicos en Mede-
llin, y la emergencia de resistencia a colistina, el propo-
sito de este trabajo es describir las caracteristicas
clinico-epidemiolégicas y moleculares de las infeccio-
nes por K. pneumoniae resistente a carbapenémicos y
colistina en instituciones hospitalarias de Medellin.

En un estudio transversal realizado en cuatro institu-
ciones hospitalarias de la ciudad durante 2012-2014
[3], se detectaron 32 pacientes infectados por K. pneu-
moniae resistente a carbapenémicos y colistina. Entre
estos, 27 aislados pertenecian al grupo clonal (GC)
258, que incluye los ST258 y ST512, ambos clones
asociados a la resistencia a carbapenémicos y reporta-
dos frecuentemente a nivel mundial y en Colombia,

particularmente en la ciudad de Medellin [3,4]. Con
relacion a los mecanismos de resistencia a carbapené-
micos, se detectd la carbapenemasa KPC-3 (n=26,
81,25%) y KPC-2 (n=4, 12,50%).

Con respecto a los mecanismos de resistencia a colisti-
na no se detect6 el gen plasmidico mer-1. Para estu-
diar el mecanismo de resistencia a colistina cromosé-
mico, se realizd secuenciacion del gen mgrB en los 32
aislados y se encontrd que cinco presentaron diferen-
tes mutaciones e inserciones en mgrB relacionadas
con resistencia a colistina (Tabla 1). La secuenciacién
de genoma completo en tres aislados identificd la
presencia de un fragmento de 8.1 Kb insertado en la
secuencia del gen mgrB, que posteriormente fue
confirmada por PCR en 19 aislados [5]. La inactivacion
de mgrB debido a elementos de insercion (IS) ha
demostrado ser una causa frecuente de resistencia a
colistina en K. pneumoniae en otros estudios [6-8]. El
analisis de la secuencia del fragmento de 8.1 Kb identi-
fico un elemento de insercion denominado ISKpn25
presente en diversos plasmidos, incluyendo pKpQIL,
reconocido por su capacidad de albergar el gen KPC.
Estos resultados sugieren que la insercion de ISKpn25
en mgrB ocurrié probablemente mediante transposi-
cion o recombinacion homologa entre el plasmido
pKpQIL portador de KPC y el cromosoma de K. pneu-
moniae.

Es importante resaltar que los 19 aislados con la inser-
cion ISKpn25 en mgrB, pertenecieron al GC258, se
recuperaron de la misma institucion hospitalaria (Hos-
pital C) entre 6/2012 y 5/2014 (Figura 1), y el analisis
mediante PFGE revel6 que los aislados tuvieron patro-
nes estrechamente relacionados. Este hallazgo sugiere
que la inactivacion de mgrB pudo haber sido un evento
Unico que posteriormente se diseminé de manera
exitosa en una institucion hospitalaria. Consistente con
los resultados de este estudio, brotes importantes de
K. pneumoniae ST258 y ST512 portadores de KPC-3
resistente a colistina han sido reportados en ltalia,
Grecia y Estados Unidos [9-11].

Al comparar las caracteristicas clinicas de los pacien-
tes infectados por el clon con la insercion ISKpn25 y
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los pacientes infectados por otros clones resistentes a
colistina se encontrd que en general las caracteristicas
clinicas fueron similares. Se resalta que los pacientes
infectados por el clon ISKpn25 eran adultos mayores
(mediana de edad 63 anos, RIC 54 - 76 vs 46 anos RIC
26 - 62, p=0,04) y tenian una mayor frecuencia de
ventilacién mecanica (42% vs 7.69%, p=0,05). Al com-
parar las caracteristicas clinicas de los pacientes infec-
tados por el clon resistente a colistina con la insercién
ISKpn25 (n=19) y pacientes con infecciones por aisla-
dos sensibles a colistina recuperados en la misma
institucion hospitalaria durante el periodo de estudio
(n=34), se observé un mayor nimero de dias de hospi-
talizacion previo a la toma de muestra, mayor frecuen-
cia de estancia en unidad de cuidados intensivos (UCI)
y uso de dispositivos médicos (Tabla 2).

Los resultados de este trabajo demostraron que la
resistencia a colistina en K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos fue consecuencia principalmente de

la expansion de un clon ST512 (o SLV) que adquiri6 el
elemento moévil ISKpn25 en mgrB, probablemente
mediante recombinacién con un plasmido portador de
KPC (pKpQIL) presente en los aislados. Estos hallaz-
gos, sumado a estudios anteriores [6,7], sugieren que
mgrB es un sitio frecuente de recombinacién, en
donde la insercion de diferentes elementos moviles
origina resistencia a colistina. Se recomienda mante-
ner el monitoreo de cepas resistentes a colistina y
carbapenémicos usando métodos genotipicos que
contribuyen a la rapida identificacion de clones de alto
riesgo y la caracterizacion de los pacientes infectados
para reconocer los factores responsables de la disemi-
nacion clonal. Los hallazgos de este trabajo resaltan la
importancia de fortalecer las medidas de control de
infecciones para evitar nuevos casos de transmision.

Tabla 1. Caracteristicas de los aislados de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos y colistina, Medellin, afos 2012-2014

ce/2012
KL043 10/2013 KPC-3 ISKpn25 Amk-Gen-Cip-Tig Intra-abdominal
KLO64 05/2014 KPC-3 ISKpn25 Amk-Gen-Cip-Tig Intra-abdominal

m“ 04/2013 KPC-2 codon de parada Gen-Cip-Tig Intra-abdomal
KP0OO1 “ 06/2012 KPC-3 1S5-like (+74 nt) Amk-Cip-Tig

ST: sequence type; Amk: amikacina; Gen: gentamicina; Cip: ciprofloxacina; Tig: tigeciclina. *Variante de un solo locus del ST512
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes infectados con A. pneumoniae resistente a carbapenémicos segin la
resistencia a colistina provenientes del Hospital C, afos 2012-2014

 Vemhoénmencn | 50er) | Bu2in | 0o%
 Cmervenosocews | 130829 | 1esay | 0o
om0 | iG0 | oms

aNUmero de dias entre la admision al hospital y la fecha de toma de muestra para cultivo.

b Definida de acuerdo a los criterios CDC (CDC/NHSN Surveillance Definitions for Specific Types of infections, 2014)
¢ Paciente hospitalizado en UCI al momento de la toma de muestra

dDispositivos presentes al momento o0 48 horas antes de la toma de muestra.

e Colonizacion previa por K. pneumoniae resistente a carbapenémicos.

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

Figura 1. Distribucion de aislados de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos y colistina,
segln el mecanismo de resistencia a colistina, en el Hospital C durante el periodo de estudio 2012-2014.

3
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Encuentre las referencias de este articulo al finalizar esta version ampliada del Boletin Grupo GERMEN.
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Introduccion

La candidiasis invasiva representa mas del 70% de las
infecciones flingicas en pacientes hospitalizados, con
un alto impacto en la morbilidad y mortalidad. Debido
a la importancia de las equinocandinas como antifin-
gicos de primera linea en infecciones graves por Candi-
da spp., es crucial conocer la epidemiologia de estas
infecciones y la precision de los métodos de laboratorio
disponibles para identificar y discriminar las diferentes
especies, asi como de aquellos empleados para deter-
minar la sensibilidad a las equinocandinas. Este estu-
dio se realizd con el fin de establecer la concordancia
entre los resultados de identificacion de especies obte-
nidos por espectrometria de masas MALDI-TOF y la
identificacion molecular; comparar las concentracio-
nes inhibitorias minimas (CIM) para caspofungina y
anidulafungina obtenidas por dilucion en caldo e Etest,
y finalmente, determinar la presencia de mutaciones
en las regiones denominadas “hot spots” de los genes
FKS en Candida spp. que pueden resultar en CIM
elevadas para estos antiflingicos y posteriores fallos
terapéuticos.

Materiales y métodos

Se analizaron 147 aislamientos de Candida spp. prove-
nientes de pacientes con candidemia que fueron reco-
lectados en un estudio previo realizado por el

(OF:

Grupo GERMEN en 15 instituciones hospitalarias de
Medellin, en 2010-2011. La identificacion de las espe-
cies se realizO por espectrometria de masas MAL-
DI-TOF (Vitek MS®) empleando la base de datos IVD
version 2.0, asi como por secuenciacion de los domi-
nios D1/D2 del gen 28S rARN.

Para determinar la sensibilidad a equinocandinas se
empled el método de referencia de diluciéon en caldo
del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI, en inglés), y el método epsilométrico de difusion
en agar Etest®. Para la interpretacion de las CIM se
utilizaron los puntos de corte del CLSI del 2012
(M27-S4). El control de calidad se realizd con las cepas
de referencia ATCC C. krusei 6258 y C. parapsilosis
22019. La secuenciacion del ADN en busca de muta-
ciones en FKS1y FKS2, implicadas en la resistencia a
equinocandinas, se realizd en el Instituto de Investiga-
cion en Salud Pulblica de la Universidad Rutgers en
Nueva Jersey, Estados Unidos.

Resultados
Las especies mas frecuentes fueron Candida albicans

(40,8%), Candida parapsilosis (23,1%) y Candida tropi-
calis (17,0%). Se encontro una concordancia global del
99,3% entre los resultados de identificacion de espe-
cies; ya que MALDI-TOF MS no pudo identificar Candida
auris (Tabla 1).

La sensibilidad global para anidulafungina y caspofun-
gina por dilucién en caldo fue de 98% y 88,4% respecti-
vamente, mientras que por el método Etest fue de
93,9% y 98,6%. Se encontraron diferencias en el com-
portamiento de sensibilidad a anidulafungina por
ambos métodos para C. parapsilosis con un 97,1% por
microdilucion en caldo y 79,4% por Etest. En contaste,
la sensibilidad a caspofungina de C. glabrata fue supe-
rior por Etest comparado con el método de referencia,
con 100% vs. 20% respectivamente (Tabla 2).

La concordancia general por categorias entre ambos
métodos fue del 91,8% para anidulafungina y 89,9%
para caspofungina. Sin embargo, se observaron
diferencias importantes en la concordancia de acuerdo
a la especie de Candida y a la equinocandina probada
(Tabla 3).



Tabla 1. Desempeiio de MALDI-TOF MS frente a la identificacion molecular por secuenciacion
del ARN ribosomal (region D1/D2) en Candida spp.

 Calbicans | 60| 408 | Calbicans | 60 | 100 |
C. guilliermondii C. guilliermondii

Meyerozyma guilliermondii | 3 2,04 C. guilliermondii 3 100
complex (Meyerozyma
guilliermondii / M. caribbica)

Candida duobushaemulonii /| 1 0,68 C. haemulonii 1 100
pseudohaemulonii

Tabla 2. Resultados de sensibilidad a anidulafungina y caspofungina
por microdilucién en caldo (MIC) e Etest

+ | o [ oo [ 00 | oo |
T | s | 7| 0o | o0 |
" [ o0 | oo [ 00 | oo |

! | 10 ]| 00 | 60 | 00 |
gA’{leiﬁgfri);?sii complex _ “-
(n=10)
R | 00 ] 00 | 00 | 00 |
|| 00 ] 00 | 383 | 333 |
T B
R | 00 | 00 | 00 | 00 |
L 0 0 20

* Susceptible (S), Intermedio(l), Resistente (R).
**C. lusitaniae, C. intermedia, C. auris, C. duobushaemulonii/ pseudohaemulonii
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Tabla 3. CIMso, CIMgo porcentaje de concordancia por categorias para equinocandinas
por microdilucién en caldo (MIC) y Etest

MIC 0.03 0.064

C. parapsilosis (n=34)

MIC 0.03 0.03

C. glabrata (n=10)

wic

C. krusei (n=3)

Total

Etest 0.008 2

No se encontraron mutaciones que condujeran a cam-
bios de aminoacidos en genes FKS; sin embargo, 54
aislamientos presentaron polimorfismos en los hot
spots secuenciados; 46 (85%) tenian mutaciones
silentes principalmente en el FKS1 HS1 y ocho (15%)
en FKS1 HS2. La mayoria de las mutaciones sinénimas
FKS1 HS1 se encontraron en C. albicans (82%), mien-
tras que las mutaciones en el FKS1 HS2 se encontra-
ron sélo en aislamientos de C. tropicalis.

Discusion y conclusiones

La identificacion de especies de Candida es importan-
te debido a las diferencias en los perfiles de sensibili-
dad antiflingica que dependen de la especie, con
consecuencias directas en la eleccion del tratamiento
antifingico. Segln este estudio, MALDI-TOF es una
excelente alternativa para la identificacion rutinaria de
aislamientos clinicos de Candida spp. en laboratorios
de microbiologia diagnéstica. La Unica especie que no
pudo ser identificada por el método MALDI-TOF fue
C. auris pues en el momento del estudio no estaba
incluida en la base de datos IVD versién 2.0 acoplada

@18

0.064 0.5

al programa Myla (bioMérieux, Durham, NC). Reciente-
mente, la compafia lanzé una nueva version de la
base de datos (VITEK® MS RUO SARAMIS V.4.14.0)
que incluye C. auris en el sistema RUO.

Con respecto a los métodos de sensibilidad a antifingi-
cos, las discrepancias globales encontradas entre el
método de microdilucion estandar y el E-test fueron
inferiores a lo que CLSI establece como aceptable
(£1.5% para errores muy importantes y <3% para
errores importantes), lo que apoya el uso de Etest de
forma rutinaria debido a su facil integracion en el flujo
de trabajo de laboratorio; sin embargo, se debe tener
precaucion al interpretar los resultados de sensibilidad
a equinocandinas cuando los aislamientos de especies
diferentes de C. albicans son predominantes.

Finalmente, se necesitan estudios prospectivos para
conocer la evolucion de la resistencia a equinocandi-
nas en aislamientos clinicos de Candida spp., ya que
SU uso creciente podria tener un impacto en las tasas
de resistencia.
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