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RESUMEN

Objetivo. Debido a que existen pocos estudios sobre las
implicaciones clinicas de la colonizacion por bacterias gramne-
gativas resistentes a carbapenémicos (BRC) se analizd ésta en
frotis rectales (FR) y faringeos (FF) y su relacion con la capaci-
dad de predecir infeccion/colonizacion.

Material y métodos. Se realizd un estudio transversal,
retrospectivo de los pacientes adultos hospitalizados entre
enero del 2016 y diciembre del 2019. Los aislamientos fueron
caracterizados mediante MicroScan y espectrometria de ma-
sas, aplicando los puntos de corte EUCAST 2018. La deteccion
de carbapenemasas se realizd mediante PCR y secuenciacion
Sanger; se asigno el secuenciotipo mediante MLST. La relacion
genética entre los aislados se hizo mediante electroforesis de
campo pulsado usando las enzimas Xbal, Spel o Apal.

Resultados. Se detectaron 308 (86,03 %) FR y 50
(1397%) FF positivos, teniendo el FR una sensibilidad del
850, especificidad del 100%, VPP 100% y VPN 97%. En los
FR se aislaron: 44% (n=135) Acinetobacter baumannii, 26%
(n=80) Enterobacterales (20 KPC, 29 OXA-48, 22 VIM, 2 IMP,
7 NDM), 17% (n=53) Pseudomonas aeruginosay 13% (n=40)
Stenotrophomonas maltophilia. En los FF se aislaron un 44%
(n=22) S. maltophilia, 40% (n=20) A. baumannii, 8% (n=4) P.
aeruginosa y 8% (n=4) Enterobacterales (3 VIM, 1 OXA). De
los pacientes con tomas simultaneas de FR y FF, 41 (40,6%)
tuvieron positividad en ambos frotis, 45 (44,6%) sélo en FR
y 15 (14,9%) solo en FF. En el 81,3% (n=13) de los episodios
la colonizacion precedio a la infeccion, existiendo asociacion
entre infeccion y colonizacion (p<0,001; %% vy en todos en los
que se conservo la informacion del pulsotipo los aislados de las
muestras clinicas y de los frotis fueron similares.
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Conclusiones. La probabilidad de predecir la infeccion a
través del colonizado por BRC en diferentes muestras clinicas
es factible, teniendo el FR una mayor sensibilidad para detectar
colonizacion.
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gramnegativas, colonizacion.

Infections in patients colonized with
carbapenem-resistant Gram-negative bacteria
in a medium Spanish city

ABSTRACT

Objective. Because there are few studies on the clin-
ical implications of colonization by carbapenem-resistant
gram-negative bacteria (CRB) this was analyzed in rectal
smears (RS) and pharyngeals (PS) and its ability to predict in-
fection/colonization.

Methodology. A cross-sectional, retrospective study from
adult inpatients between January 2016 and December 2019
was conducted. The isolates were characterized by MicroS-
can and spectrometry of masses applying EUCAST 2018 cut-
off points. The detection of carbapenemases was performed
by PCR and Sanger sequencing; sequencies was assigned by
MLST. The genetic relationship between the clinical isolates
was made by pulsed field electrophoresis using the enzymes
Xbal, Spel or Apal.

Results. A total of 308 (86.03%) RS and 50 (13.97%)
positive PS were detected, the RS had a 85% sensibility, 100%
specificity, 100% positive predictive value and 97% negative
predictive value. In RS, the following were isolated: 44% (n
=135) Acinetobacter baumannii, 26% (n =80) Enterobacter-
ales (20 KPC, 29 OXA-48, 22 VIM, 2 IMP, 7 NDM), 17% (n=53)
Pseudomonas aeruginosa and 13% (n=40) Stenotrophomonas
maltophilia. In the PS were isolated 44% (n=22) S. maltophil-
ia, 40% (n = 20) A. baumannii, 8% (n=4) P. aeruginosa and
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8% (n=4) Enterobacterales (3 VIM, 1 OXA). From the patients
with simultaneous RS and PS, 41 (40.6%) had positivity in both
smears, 45 (44.6%) only in RS and 15 (14.9%) only in PS. Col-
onization preceded infection in 81.3% (n=13) of the isolates;
association between infection and colonization was found
(p<0.001; %?); and the episodes where the information was
found all the isolates from the clinical samples and from the
smears were similar.

Conclusions. The probability of predicting infection
through the CRB colonized in different clinical samples is fea-
sible. The RS has a major sensibility to detect colonization.

Key words: carbapenems resistance, carbapenemases, gram-negative bac-
teria, colonization.

INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la penicilina en el siglo pasa-
do, las bacterias gram negativas han demostrado ser muy efi-
cientes para evadir la actividad antibacteriana de los antibio-
ticos betalactamicos, principalmente a través de la produccion
de betalactamasas [1]. En los ultimos 15 afos, la aparicion de
resistencia a los carbapenémicos, uno de los ultimos recursos
para el tratamiento de estas infecciones, y la produccion de
carbapenemasas, han llevado a expresar un creciente temor
por la finalizacion de la era antibiotica [2]. Tanto que la Orga-
nizacion Mundial de la Salud ha clasificado a una serie de bac-
terias gramnegativas resistentes a carbapenémicos (BRC) como
de alto riesgo para la salud humana [3].

Estudios moleculares han demostrado que la tasa de colo-
nizacion por microorganismos productores de carbapenemasas
es alta [4, 5], lo que constituye un reto para el control de in-
fecciones, el manejo clinico de los pacientes y la salud publica
[6]. Por otro lado, las infecciones por BRC, como Pseudomo-
nas aeruginosa, Acinetobacter baumannii'y Enterobacterales,
estan ampliamente distribuidas en paises tanto de escasos o
altos recursos economicos [7,8], generando importantes proce-
sos clinicos con elevada morbimortalidad [9], asi como grandes
costes para los sistemas sanitario. La colonizacion intestinal,
asi como de faringe, fosas nasales o pering, podrian servir co-
mo un importante reservorio de genes de resistencia [10, 11]
de los microorganismos que la habitan, y puede constituir un
factor de riesgo para el desarrollo de infecciones. En la actua-
lidad existen pocos estudios acerca de la colonizacion rectal y
faringea por BRC y sus implicaciones clinicas. De ahi que el ob-
jetivo de nuestro trabajo fue analizar, en los pacientes ingresa-
dos en un hospital de tercer nivel, la frecuencia y distribucion
de la recuperacion de BRC en frotis rectales (FR) y frotis farin-
geos (FF), y la capacidad de esta colonizacion para predecir el
desarrollo de enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal y retrospectivo de los pa-
cientes adultos ingresados en los servicios de Medicina Interna
y sus Especialidades, unidades de cuidados intensivos (general

y cardiaca), y Cirugia General y sus Especialidades del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada. No se establecie-
ron criterios de exclusion en la poblacion. Este hospital presta
asistencia especializada a un conjunto poblacional de 460.000
habitantes aproximadamente. Para el estudio de colonizacion,
se estudiaron microbioldgicamente las BRC de todos los FR y FF
recibidos entre enero de 2016 y diciembre de 2019 (2.892 FR y
556 FF) para estudio de “posible episodio de colonizacion por
BRC", mediante una muestra de FR, con o sin FF, por episodio.
Para el estudio de la relacion entre colonizacion e infeccion,
dentro del grupo anterior, se seleccionaron, entre enero de
2016 y julio de 2019, los episodios donde el estudio de FR y
FF precedio o coincidié al estudio de un “posible episodio de
infeccion”, mediante muestras clinicas de diferentes localiza-
ciones que fueron estudiadas mediante procedimientos habi-
tuales. Para la investigacion de las BRC aisladas se utilizaron
procedimientos descritos [12]. De forma resumida, las muestras
se sembraron en el medio de cultivo selectivo CHROMID® ESBL
(BioMérieux, l\/Iarcy—I'EtoiIe, Francia), incubando a 37°C en ae-
robiosis 48 h. Los aislamientos se identificaron con el sistema
MicroScan (Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) y espectro-
metria de masas (Maldi-Tof®, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemania). Se caracterizd la resistencia mediante el sistema
MicroScan utilizando paneles NegCombo 44, interpretado de
acuerdo con los puntos de corte clinicos definidos por el Eu-
ropean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST) [13], con posterior deteccion de carbapenemasa, si co-
rrespondia, mediante la prueba colorimétrica Neo-Rapid CARB
Kit® (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark) e inmunocro-
matografia (NG5-Test Carba, NG Biotech, Guipry-Francia, para
deteccion de KPC, NDM, VIM, IMP y OXA-48-like enzimas; y
0XA-23 mediante K-Set, Coris BioConcept, Gembloux, Bélgica).
Los aislados identificados en muestras de frotis y clinicas que
fueron resistentes a carbapenémicos se enviaron al Laboratorio
de Referencia para el tipado molecular de patdgenos nosoco-
miales y deteccion genotipica de mecanismos de resistencia a
antimicrobianos de interés sanitario del programa PIRASOA,
localizado en el Servicio de Microbiologia del Hospital Virgen
Macarena en Sevilla.

Estudio microbioldgico de los microorganismos pro-
ductores de carbapenemasas. Se investigo la sensibilidad a
ertapenem, imipenem y meropenem mediante difusion con
discos en Mueller Hinton agar vy los resultados fueron inter-
pretados de acuerdo con los puntos de corte clinicos definidos
por EUCAST [13]. La inhibicion de la actividad carbapenema-
sa [14] se estudid mediante difusion con discos, usando dis-
cos de meropenem, meropenem/ac. boronico, meropenem/ac.
dipicolinico y meropenem/cloxacilina, ademas de un disco de
temocilina (Rosco Diagnostica). La deteccién de genes de car-
bapenemasas y MLST se estudio mediante PCR con cebadores
especificos y posterior secuenciacion Sanger hasta octubre de
2018y a partir de entonces por secuenciacion masiva (lllumina
Inc, San Diego, CA, Estados Unidos). Para el analisis de las se-
cuencias se utilizo el software CLC Genomics Workbench, v10
(Qiagen). Para la deteccion de los determinantes de resistencia
se usaron las bases de datos ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/
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services/ResFinder) y CARD databases (https://card.mcmaster.
caf) y para el MLST la base de datos MLST finder 2.0 (https://
cge.cbs.dtu.dk/services/MLST).

El estudio genotipico de la relacion clonal entre los ais-
lados fue evaluado mediante electroforesis de campo pulsado
(PFGE, por sus siglas en inglés), usando las enzimas Xbal (En-
terobacterales), Spel (Pseudomonas spp. y Stenotrophomonas
maltophilia) y Apal (Acinetobacter spp.) de acuerdo con las es-
pecies. Los aislados que diferian en 2 o mds bandas en el ana-
lisis por PFGE fueron asignados a diferentes pulsotipos. Para
establecer los patrones de bandas los geles fueron analizados
con el software Fingerprinting 2.0 (BioRad). La tolerancia y la
optimizacion de la posicion de la banda se fijaron en 1%. Se
utilizé un método de agrupacion por pares no ponderados con
un algoritmo de agrupacion de media aritmética (UPGMA) pa-
ra generar un dendrograma y el coeficiente de Dice para medir
la similitud genética entre los aislados. Los patrones de PFGE
con una similitud = 90,0% se consideraron como el mismo
grupo con aislados estrechamente relacionados.

Analisis estadistico. Se realizd un analisis estadistico
descriptivo, calculando frecuencias absolutas y relativas para
las variables cualitativas. Se aplico la prueba chi-cuadrado de
Pearson para analizar la asociacion entre colonizacion e infec-
cion. Se considerd significativo un valor p<0,05. Para el analisis

de la validez de sus pruebas diagndsticas se midié sensibilidad,
especificidad y valores predictivos. Los datos se analizaron con
el software IBM SPSS Statistics 19.

Consideraciones éticas. El protocolo del estudio se llevo
a cabo con arreglo a la Declaracion de Helsinki y las considera-
ciones éticas de la investigacion epidemiologica. Debido al ca-
racter no intervencionista del estudio, ya que el material biold-
gico se utilizo solo para el diagnostico estandar de infecciones,
siguiendo las prescripciones de los médicos sin ninguna inves-
tigacion adicional a los procedimientos rutinarios, no se recabo
el consentimiento informado del paciente para el andlisis inte-
grado de los resultados, segun lo sefalado por las pautas éticas
internacionales para la investigacion relacionada con la salud
en seres humanos de la Organizacion Mundial de la Salud. No
se realizd muestreo adicional ni modificacion del protoco-
lo diagndstico de rutina por el laboratorio. Se realizaron los
analisis de datos utilizando una base de datos completamente
andnima, donde los sujetos fueron identificados sélo mediante
el Namero Unico de Historia de Salud de Andalucia (NUHSA)
y sustituidos por episodios infecciosos diferentes, ocurridos al
menos con 6 semanas de diferencia del anterior, si es que lo
hubo. La entidad que concedio el permiso para acceder y utili-
zar los datos fue la Unidad de Gestion Clinica de Microbiologia
Clinica del Hospital Virgen de las Nieves de Granada, Espafa.

Tabla 1 Bacterias resistentes a carbapenémicos aisladas en frotis rectal y faringeo a lo largo de los
anos.
Microorganismos aislados en frotis rectales, n=308 (85,03%)
Ao Enterobacterales productores de carbapenemasas P. aeruginosa A. baumannii S. maltophilia
n=80 (25,9%) n=53 (17,200) n=135(43,7%)  n=40 (12,9%)
0XA KPC VIM IMP NDM VIM IMP
n=29 (36,3%) n=20(250%) n=22(27,5%) n=2(25%) n=7(8,8%) n=8(151%) n=45 (84,9%)
2016 0 13 1 0 0 0 0 17 (12,6%) 0
2017 3 3 10 0 0 0 0 15 (1,1%) 1 (2,5%)
2018 2 1 8 2 0 3 24 46 (34,1%) 11(27,5%)
2019 24 3 3 0 7 5 21 57 (42,2%) 28 (70,0%)
Total 308
Microorganismos aislados en frotis faringeos, n=50 (13,97%)
Ao Enterobacterales productoras de carbapenemasas P. aeruginosa A. baumannii  S. maltophilia
n=4 (8,0%) n=4 (8,0%) n=20 (40,0%)  n=22 (44,0%)
OXA KPC VIM IMP NDM VIM IMP
n=1(25,0%) n=3 (75,0%) n=2 (50,0%)  n=2 (50,0%)
2016 0 0 0 0 0 0 0 3 (15,0%) 1 (4,5%)
2017 0 0 3 0 0 0 0 4 (20,0%) 0
2018 0 0 0 0 0 0 2 5 (25,0%) 8 (36,4%)
2019 1 0 0 0 0 2 0 8 (40,0%) 13 (59,1%)
Total 50
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RESULTADOS

Tasa de colonizacion por bacterias gramnegativas
resistentes a carbapenémicos. Se determind que la tasa de
colonizacion por BRC fue del 10,38% (358 frotis positivos de
un total de 3.448 frotis), encontrandose una colonizacion por
A. baumannii del 2,4% (155/3.448), Enterobacterales del 4,5%
(84 frotis positivos/3.448), S. maltophilia del 1,8% (62/3.448) y
P. aeruginosa del 1,7 % (57/3.448), mostrandose un aumento
de la frecuencia a lo largo de los afios de estudio siendo del
10,9% en el afio 2016; 11,3% en el 2017; 12,6% en el 2018 y
9,1% en el 2019.

Entre los positivos se detectaron 308 FR (86,03%) y 50
(13,97%) FF, de un total de 3.448 frotis estudiados. En la tabla
1 se exponen las BRC detectadas. En los FR los Enterobacte-
rales productores de carbapenemasas del grupo OXA-48 co-
rrespondieron a 19 Klebsiella pneumoniae, 4 Escherichia coli,
3 Citrobacter freundii, 2 Enterobacter cloacae y 1 Raoultella
ornithinolytica; los del grupo KPC a 18 K pneumoniae, 1 C.

freundii y 1 K. oxytoca; los del grupo VIM a 8 K. oxytoca, 6 E.
cloacae, 4 E. coli, 2 K. pneumoniae, 1 C. freundiiy 1 R. ornithi-
nolytica; los del grupo IMP correspondieron a 2 K. pneumoniae
y los del grupo NDM a 6 K. pneumoniae y 1 E. coli. En los FF la
carbapenemasa del grupo OXA-48 correspondio a 1 K. pneu-
moniaey del grupo VIM a 2 K oxytocay 1 K. pneumoniae. Para
determinar la rentabilidad de las muestras, en 490 episodios
con estudios de colonizacion, de 389 pacientes, se tomaron FR
y FF simultdneamente. De ellos resultaron 101 (20,6%) episo-
dios positivos, para uno o dos frotis. En la tabla 2 se indican los
resultados obtenidos en estos episodios, siento el FR la princi-
pal muestra para su recuperacion, excepto para S. maltophilia
que se recuperd en mayor medida en el FF. El FR para detectar
colonizacion mostro una sensibilidad (S) del 85%, especifici-
dad (E) del 100%, valor predictivo positivo (VPP) 100% y valor
predictivo negativo de 97%, mientras que el FF mostro una S:
55%, E: 100%, VPP 100% y VPN: 919%.

Relacion entre los microorganismos de frotis y mues-
tras clinicas. Entre enero del 2016 vy julio del 2019 se investi-

Tabla 2

Microorganismos aislados en estudios simultaneos en

frotis rectal (FR) y faringeo (FF).

Microorganismo Aislado en FRy FF Aislado solo en FR Aislado solo en FF Total
No (%) No (%) No (%)
A. baumannii 10 (50,0%) 7 (35,0%) 3 (15%) 20
P aeruginosa 5 (55,56%) 3(33,3%) 1(1,1%) 9
E.cloacae 0 (0,0%) 3 (100%) 0(0,0%) 3
E. coli 1(9,1%) 10 (90,91%) 0 (0,0%) n
K.oxytoca 3 (60,0%) 2 (40,0%) 0 (0,0%) 5
K.pneumoniae 14 (43,8%) 17 (53,1%) 1(3,13%) 32
S. maltophilia 8 (38,1%) 3 (14,3%) 10 (47,62%) 21
Total 41 (40,60%) 45 (44,550%) 15 (14,9%) 101

FR: frotis rectal, FF: frotis faringeo

Tabla 3

Numero de aislados por tipos de carbapenemasas en muestras clinicas de infeccion

Tipo de carbapenemasas

Microorganismos n=60 Total

Pseudomonas spp. ~ A. baumannii Enterobacterales
K. pneumoniae E. cloacae K. oxytoca E. coli C. freundii
KPC 0 0 8 0 0 0 0 8
OXA 1 9 8 0 0 0 0 18
VIM 3 0 2 10 8 1 1 20
IMP n 0 0 2 0 0 0 13
NDM 1 0 0 0 0 0 0 1
Total 16 9 18 12 3 1 1 60
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Tabla 4

Tipo de microorganismo productor de carbapenamasa detectado en

muestra clinica y tipo de frotis

Microorganismo Tipo de muestra Tipo de frotis Tipo de carbapenemasa ST
A. baumannnii Respiratoria Rectal 0XA-23 2
A. baumannii Respiratoria Rectal y faringoamigdalar OXA-58 2
A. baumannii Orina Rectal 0XA-23 2

E. cloacae Sangre y orina Rectal VIM-1 78
E. cloacae Orina Rectal VIM-1 78
K. oxytoca Respiratoria Rectal y faringoamigdalar VIM-1 36
K. oxytoca Sangre Rectal y faringoamigdalar VIM-1 36

K pneumoniae Orina Rectal KPC-3 258
K. pneumoniae Orina Rectal VIM-1 525
K: pneumoniae Respiratoria Rectal OXA-48 307
K. pneumoniae Orina Rectal KPC-3 258

E. coli Orina Rectal VIM-1 128
P. aeruginosa Liquido ascitico Rectal IMP 348

garon 2.416 muestras para el estudio de BRC, que incluyeron
1.819 (75,2 %) FR, 356 (14,74%) FF, 93 (3,85 %) muestras res-
piratorias, 73 (3,0 %) orinas, 32 (1,3%) frotis de piel, 26 (1,1 %)
exudados de herida, 11 (0,5%) hemocultivos, 2 (0,1%) disposi-
tivos intravasculares, 2 (0,1 %) exudados de partes blandas y
2 (0,19%) liquidos asciticos, de un total 1.525 pacientes en los
que se hizo estudios de colonizacion, con o sin muestras de
infeccion. El 10,1% (n=246) de las muestras fueron positivas
para BRC y el 89,9% (n=2.195) negativas. La mayor parte de
los positivos correspondieron a estudios de colonizacion, con
un 70,73% (n=174) de muestras positivas.

Se detectaron 61 pacientes infectados y 63 infecciones,
ya que dos pacientes presentaron dos tipos diferentes de in-
feccion. La infeccion del tracto urinario ocurrié en 24 (38,1%)
pacientes, la neumonia nosocomial en 22 (34,9%), sepsis en 11
(17,5%), infeccion de piel y partes blandas en 4 (6,4%), fascitis
necrotizante en 1 (1,6%) y peritonitis en 1 (1,6%). En la tabla 3
se muestran las especies bacterianas con el grupo de carbape-
nemasas, ademas 3 aislados de P. aeruginosa fueron BRC por
alteracion en la porina OprD.

De los 61 pacientes infectados, se recupero la informacion
sobre el tratamiento antibiotico recibido en 49 (80,3%), de los
cuales a 46 (93,9%) pacientes se les administro antimicrobia-
nos previo al diagndstico de la infeccion por BRC y 3 (6,1%)
no recibieron ninguin antimicrobiano previo. En 26 (15,9%) pa-
cientes se utilizd carbapenémicos, en 21 (12,9%) inhibidores de
betalactamasas, en 20 (12,3%) oxazolidinonas, en 18 (11,0%)
trimetoprim/sulfametoxazol, en 15 (9,2%) cefalosporinas de
amplio espectro, en 15 (9,29%) fluoroguinolonas, en 11 (6,7%)
colistina, en 8 (4,9%) daptomicina, en 8 (4,9%) aminoglucosi-
dos, en 4 (2,4%) penicilinas, en 4 (2,4%) tigeciclina, en 3 (1,8%)
macrdlidos, en 3 (1,8%) ceftozolano/tazobactam, en 2 (1,2%)

vancomicina, en 2 (1,2%) fosfomicina, en 1 (0,6%) ceftazidima/
avibactam, en 1 (0,61%) doxiciclina, y en 1 (0,61%) rifampicina.

En 26 episodios infecciosos se solicitd FR, con o sin FF. Hu-
bo correspondencia de los aislamientos en las muestras clinicas
y FR y/o FFen 16 (61,5 %) episodios de los 26. En 13 (81,3%) de
estos la colonizacion precedio a la infeccion, existiendo asocia-
cion entre infeccion y colonizacion (p<0,001), y las BRC aisla-
das fueron: 4 (21,1%) K. pneumoniae, 3 (15,8%) A. baumannii,
2 (10,5%) K. oxytoca, 2 (10,5%) E. cloacae, 1 (5,3%) P. aerugi-
nosa, y 1 (5,3%) E. coli. En todos los casos se aislo el microor-
ganismo en FR y en 3 (23,08%) en FF, ademas. En la tabla 4
se muestran los aislamientos productores de carbapenamasas
en muestras clinicas y en frotis. En los 3 episodios restantes
en los que la infeccion precedio a la colonizacion, se estudio
una muestra clinica simultanea y se aislaron 1 K. pneumoniae
KPC-3/ST258 en orina y FR; 1 K. pneumoniae OXA-48/ST308
enorinay FR;y 1 P. aeruginosa IMP-16/ST253 en muestra res-
piratoria y FR. En la figura 1 se reflejan las imagenes de las
comparaciones que se han podido realizar, en los 4 episodios
disponibles, y en todos los casos los aislados de las muestras
clinicas y de los frotis han sido idénticos o muy similares. No
se dispone de las imagenes del pulsotipo de todos los aislados
indicados anteriormente.

En 5 (19,2%) episodios de los 26, las muestras de coloniza-
cion fueron negativas. En 5 (19,2 %) episodios de los 26 no hu-
bo correspondencia entre las BRC de las muestras clinicas y los
frotis de colonizacion. Los microorganismos aislados en estos
episodios fueron: 1 A. baumanii OXA-23/ST2 en muestra res-
piratoria, con A. baumannii OXA-58/ST2 en FR; 1 A. baumanni
OXA-23/ST2 en orina, con un FR con A. baumannii OXA-58/
ST2; 1 C. freundii VIM-1 en muestra respiratoria y K. oxytoca
VIM-1/ST36 en FR; 1 E. cloacae VIM-1/ST78 en hemocultivo y
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Figura 1

S. maltophilia en FR; y 1 K pneumoniae KPC-3/ST258 en exu-
dado de herida con FR negativo.

DISCUSION

Las BRC constituyen una amenaza importante para la sa-
lud publica, por la falta de alternativas terapéuticas y la posi-
bilidad de generar brotes [15]. Los cultivos de vigilancia son
recomendados para identificar las BRC y evitar su disemina-
cion [16]. La presencia de colonizados por microorganismos
multirresistentes (MMR) gramnegativos puede llegar a ser has-
ta el 24.6% [17]. Si bien el presente trabajo no muestra una
tasa elevada de aislamientos de BRC, estos han ido en aumen-
to desde el 2016 hasta 2018, lo que guarda relacion con la
presencia de brotes por KPC descritos [5]. Ademds, en nuestro
estudio, en el 2019, hubo una disminucion en la tasa de colo-
nizacion, aunque el nimero de muestras positivas aumento, lo
que puede deberse a que se duplico el numero de estudios de
colonizacion solicitados, y demuestra el interés producido en la
institucion por los estudios de vigilancia. El frotis rectal mostro
una alta sensibilidad para la deteccion de BRC, y es el método
sugerido para los estudios de cribado de Enterobacterales re-
sistentes a carbapenémicos [18]. El FF mostro sensibilidad baja,

Dendrogramas de los perfiles genéticos y secuenciotipo de los aislados conseguidos.

pero un valor predictivo negativo muy elevado, lo cual puede
deberse al elevado numero de sujetos que no estaban coloni-
zados.

La incidencia de A. baumannii resistentes a carbapené-
micos han mostrado un aumento en los ultimos diez afios en
Espafa, las carbapenemasas predominantes son las de clase D
(OXA-23,-24 y -58) y el ST 2 [19], situacion similar a la encon-
trada en el presente trabajo. La deteccion de este microorga-
nismo, tanto en FR como FF, muestra variaciones importantes.
A nivel de la faringe es del 23% - 8200, mientras que en el
recto es del 14%-74% [15,20,21]. Nuestro trabajo demuestra
que la presencia de este microorganismo en ambas localizacio-
nes tiene porcentajes similares, pero la colonizacion rectal se
anticipo con mas frecuencia a la infeccion.

Las tasas de aislamientos clinicos de Enterobacterales pro-
ductores de carbapenemasas son del 1,7% en Espafia [15] y de
colonizacion del 2% [22], la mismas pueden variar del 13,4% al
73,1% dependiendo del pais [4,17,23-26], los microorganismos
predominantes son K. pneumoniaey E. coli [24]. En este traba-
jo la tasa de colonizacion se encuentra dentro de los valores
estimados para Espafia, y se demuestra que la deteccion de
estos microorganismos en FR juega un papel preponderante,
incluso pudiendo predecir la infeccion. La colonizacion aumen-
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ta 5 veces el riesgo de muerte y el riesgo de bacteriemias en
pacientes sometidos a trasplantes alogénicos de médula osea
[24,25,27] La muestra ideal para la deteccion de colonizados
parece ser la rectal, y asi lo determinan la mayoria de los estu-
dios de colonizacion [4,17,26], incluido el nuestro.

La tasa de aislados de Pseudomonas spp. multirresistentes
oscila entre el 1,9% y el 30% a nivel mundial y en hospitales
espafoles [15,17]. Las cifras de este estudio estan dentro de las
esperadas, aunque llama la atencién que aparece un numero
importante de casos a partir del afo 2018, con la presencia de
carbapenemasas ya reportadas en Espafa, pero el 21% de los
infectados por Pseudomonas presentd inactivacion de la OprD.
Esto es de especial importancia ya que se puede considerar un
potencial uso de antibioticos como ceftolozano/tazobactam
para el tratamiento de infecciones causadas por P. aerugino-
sa extremadamente resistentes [28]. Se detecto la presencia de
clones de alto riesgo como el ST175 [28], el clon ST348 repor-
tado en este trabajo, no ha sido descrito con anterioridad en
Espafa. La deteccion de colonizacion para P. aeruginosa mues-
tra que la orina, los hisopados nasofaringeos y el recto son
lugares frecuentes de colonizacion [16,29,30], en este trabajo
predomino la colonizacion intestinal.

La colonizacién por S. maltophilia se ha encontrado en el
tracto respiratorio superior en pacientes traqueostomizados
[31], la cavidad oral del 17% de pacientes con trasplante de
sangre del corddn umbilical [32] y del 6,9 % en pacientes con
trasplantes alogénicos de células madre [27]. Estos hallazgos
son de gran importancia, porque estuvieron relacionados con
una mayor mortalidad y un aumento en el numero de infec-
ciones incluso no relacionadas con S. maltophilia [27]. En este
trabajo fue llamativa la deteccion de portadores faringeos de
S. maltophilia, sin que se presentase ninguna infeccion por
este microorganismo, pero si colonizacion con A. baumannii,
e infeccion con E. cloacae. La presencia S. maltophilia podria
tener un efecto inmunomodulador favoreciendo las infeccio-
nes por otros agentes en pacientes inmunocomprometidos
[33], el cual puede verse potenciado por el hecho de su efecto
co-colonizador que lleva a la emergencia de resistencia anti-
microbiana, al portar esta especie plasmidos o transposones de
resistencia que facilitan la diseminacion de integrones a otras
especies bacterianas [34]. En lo que respecta la rentabilidad de
la muestra, si bien se pudo detectar en recto como en faringe,
la deteccion de esta ultima es mayor al realizar las compara-
ciones entre los dos frotis.

La eleccion del tipo de muestra para la deteccion de co-
lonizados es importante, los resultados nos muestran que de-
pendiendo del tipo de microorganismo predomina un sitio di-
ferente de colonizacion. Sin embargo, la muestra clinica exacta
para la vigilancia activa de BRC sigue sin estar definida [30].
Dependiendo del tipo de estudio, microorganismo y poblacion
estudiada, la presencia de Acinetobacter spp. en la orofaringe,
de los Enterobacterales productores de carbapenemasas en el
rectoy P. aeruginosa en orina, parecen ser los lugares mas fre-
cuentes de colonizacion [16, 30]. Nuestros resultados muestran
que hubiéramos perdido la deteccion de S. maltophilia si sélo
hubiésemos considerado las muestras de recto.

La colonizacion se sabe que es un factor de riesgo para la
infeccion y la supervivencia de los pacientes [15, 25, 27]. Exis-
te un porcentaje de pacientes cuyos estudios de colonizacion
pueden resultar negativos o con microorganismos colonizan-
tes diferentes a los causantes de infeccion [23, 25]. Las cau-
sas de estas situaciones pueden ser diversas, en este trabajo
pudieron deberse a que se tomaron muestras tras detectarse
la infeccion, con lo cual los antimicrobianos usados podrian
haber eliminado el microorganismo. También existe la posibi-
lidad de fallos en los aislamientos a pesar de los cambios en los
puntos de corte del EUCAST, los cuales no han sido diseAados
con fines de vigilancia epidemioldgica sino para diagndstico
clinico [2]; los métodos utilizados pueden no ser lo suficien-
temente sensibles al existir microorganismos en bajas concen-
traciones en los sitios de cultivo [35]. La deteccion de OXA-48,
encontrada en dos de los aislamientos clinicos con muestra de
cultivo de colonizacion negativo, podria deberse a que esta en-
zima presenta escasa actividad betalactamasa cuando no estd
acompafada de otra betalactamasa de espectro extendido vy
su capacidad de hidrolizar carbapenémicos es menor que la de
otros grupos de carbapenemasa, por lo que se pudo haber pro-
ducido falta de sensibilidad a la hora de detectar carbapene-
masas del grupo OXA-48. Hay que sedalar que también el uso
de sistemas automatizados, como MicroScan, o la espectrome-
tria de masas MALDI-TOF han demostrado producir resultados
falsos negativos [2].

Las infecciones mas frecuentes detectadas fueron las del
tracto urinario, neumonia nosocomial, infeccion de piel y par-
tes blandas y sepsis [4,6]. Los antimicrobianos utilizados de for-
ma previa a la deteccion de la infeccion han sido asociados en
la literatura con la presencia de carbapenemasas, como son los
carbapenémicos, inhibidores de betalactamasas, cefalosporinas
de amplio espectro y fluoroquinolonas [4]. No se ha descrito la
asociacion entre el uso previo de oxazolidinonas o trimetoprim/
sulfametoxazol y la presencia de BRC observada en algunos de
nuestros pacientes, los cuales posiblemente producen alte-
racion de la microbiota intestinal que facilitaria la presencia
emergente de estas bacterias o podrian estar colonizando al
paciente antes de la ingesta antibiotica, situacion que puede
requerir futuros estudios.

El uso de los pulsotipos ha sido estudiado en profundidad
para conocer e investigar brotes, existe evidencia que el mismo
clon pudo haberse hallado en dos sitios de un mismo paciente
[35], pero las publicaciones que comprueben este tipo de aso-
ciacion son escasas.

Este trabajo presenta una serie de limitaciones, en primer
lugar, es un estudio retrospectivo, que no implicd la toma sis-
tematica y secuencial de muestras de colonizacion en un solo
paciente, ni tampoco de varias muestras de frotis en un mis-
mo paciente, por lo que la presencia de otras localizaciones de
colonizacion podria estar infraestimada, por lo que se sugie-
re estudios prospectivos para demostrar la rentabilidad de las
muestras. Otra limitacion, es que no fue posible determinar los
antimicrobianos utilizados para el tratamiento de la infeccion,
de manera que podamos justificar la presencia de cultivos ne-
gativos o discordantes asociados al uso de antibidticos.
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En conclusion, el FR fue la principal muestra para la recu-
peracion de BRC, asi como mostré una mayor sensibilidad, ex-
cepto para S. maltophilia que se recuperd en mayor medida en
el FF. Por lo tanto, los estudios de colonizacion siempre deben
incluir el FR, aunque la deteccion de colonizacion proveniente de
muestras de diferentes localizaciones da mayor rentabilidad a la
positividad en los portadores. Ademas, la probabilidad de prede-
cir la infeccion a través de la colonizacion por BRC es alta.
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