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1. RESUMEN

Introduccidn

La alta prevalencia de Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC) constituye
una preocupacion a nivel mundial por las altas tasas de mortalidad asociadas y las escasas opciones
terapéuticas disponibles, lo cual ha llevado al uso de antibidticos considerados de ultimo recurso
como colistina y tigeciclina, sobre todo en regiones, como Ecuador, donde el acceso a los nuevos

antimicrobianos es limitado.

Colistina fue introducida para su uso clinico en el afio 1949, pero debido a sus efectos
secundarios, su uso se restringié para casos excepcionales. Sin embargo, su uso se esta
incrementado para el tratamiento de las EPC, por lo que la aparicidn de resistencia a este
antimicrobiano, lo convierte en un problema con impacto clinico en la Salud Publica, por lo cual es
necesario desarrollar esfuerzos para estudiar a fondo esta problematica para elaborar estrategias

gue permitan la prevencién y el control de estos microorganismos multirresistentes.

Esta tesis doctoral tiene como objetivo describir las caracteristicas microbioldgicas,
moleculares y los factores de riesgo asociados a Enterobacterales productores de carbapenemasas

y resistentes a colistina (EPC-RC), evaluando un método de laboratorio util para su deteccion.

Metodologia

Los articulos que componen esta tesis doctoral se pueden dividir en dos secciones: la
primera que estudia la prevalencia, caracteristicas microbioldgicas y moleculares de EPC-RC,
ademas de los factores de riesgo asociados; y la segunda parte que evalia un método de
laboratorio para la deteccién de la resistencia a colistina en EPC. La metodologia utilizada se va a

dividir de acuerdo con las secciones anteriormente mencionadas.

Seccion 1. Prevalencia, caracteristicas microbioldgicas y moleculares de EPC-RC, y factores de riesgo
asociados

Los articulos incluidos en esta seccidn se realizaron con aislados de EPC obtenidos durante
tres periodos de tiempo (2016, 2020 y 2022) a partir de muestras clinicas y frotis rectales en
hospitales de Ecuador. El estudio se inici6 con la seleccion de todos los Enterobacterales resistentes
a carbapenémicos (segun puntos de corte del CLSI del afio de su aislamiento), posteriormente se
confirma la resistencia a carbapenémicos con el método de difusién por disco con meropenem y
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la produccion de carbapenemasas por el método de inactivacién de carbapenémicos. Todos los
aislados de EPC fueron estudiados por el método de microdilucién en caldo para determinar la
resistencia a colistina, siguiendo la metodologia del CLSI. Se realizd el ensayo de sinergia para la
combinacion colistina/fosfomicina por el método de tablero de ajedrez en aislados de Klebsiella

pneumoniae productor de carbapenemasa.

Los datos de los pacientes con infecciones por EPC se obtuvieron de los registros médicos
electrénicos y las infecciones fueron definidas segin el Centro de Prevencidon y Control de
Enfermedades de Atlanta (CDC, por sus siglas en inglés). Para el analisis de los factores de riesgo,
los casos incluyeron los pacientes infectados o colonizados con EPC-RC y el grupo control consistié

en aquellos pacientes en los que no se aislé EPC-RC.

La caracterizacion molecular de los aislados EPC-RC incluyé la deteccion de los genes
blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaVIM y blalIMP por una prueba de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) multiple. En los aislados del afio 2020, se determinaron
las variantes de la carbapenemasa mas frecuente (KPC) por el método de secuenciacion de Sanger
y se identificd la secuencia tipo por la técnica de Tipificacion Multilocus de Secuencias (MLST, por
sus siglas en inglés). Adicionalmente, se realizaron estudios de clonalidad con ERIC-PCR y
determinacidén de resistencia plasmidica por presencia del gen mcr-1 en todos los aislados de EPC-

RC.

Seccidn 2. Evaluacién de un método de laboratorio para la deteccién de la resistencia a colistina en
EPC.

En este estudio se realizé la comparacion del método de referencia (microdilucién en
caldo) para la determinacion de susceptibilidad a colistina con el método de dilucién en agar con
una Unica concentracion de colistina (3 mg/L), evaluando la concordancia categodrica y errores

menores en aislados de EPC-RC.

Resultados
Los resultados de este trabajo realizado en aislados de EPC-RC, obtenidos en diferentes
ciudades de Ecuador, mostraron una prevalencia alta de resistencia a colistina (RC) (20,77%), la

cual se incrementé en el periodo de estudio desde un 3,73% en el 2016 hasta un 23,73% en el 2022.

Las muestras respiratorias fueron predominantes (27,40 % n=57/208), seguidas por las

bacteriemias (25,48% n=53/208). K. pneumoniae fue el microorganismo aislado con mayor
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frecuencia (89,19%, n=322/361) aunque la resistencia a colistina también se presentd en K.
aerogenes y E. cloacae. El andlisis por microorganismo permitié identificar a K. aerogenes como el

portador de mayor resistencia a colistina (52,94%; n=9).

Los aislados EPC-RC mostraron altos niveles de co-resistencia a gentamicina vy
ciprofloxacino, mientras que la sensibilidad a tigeciclina, ceftazidima-avibactam (CIMgo< 0,12 mg/L)
y meropenem-vaborbactam (CIMgo< 0,84 mg/L) fue alta (>90%). No se encontré sinergia  con la

combinacion colistina y fosfomicina en aislados de K. pneumoniae blaKPC.

El gen blakec fue el Unico involucrado en los aislados EPC-RC y no se detectd resistencia a

colistina en los aislados productores de otras carbapenemasas como NDM y OXA-48.

Los resultados del estudio de factores de riesgo demostraron una tasa de mortalidad de
42,2% en infecciones por EPC-RC y no se encontrd ninguna diferencia en la mortalidad con los
pacientes infectados por EPC-colistina sensibles. Las infecciones del tracto urinario fueron las
infecciones mas frecuentemente encontradas. La presencia de fallo renal, hemodialisis en los 3
meses previos a la hospitalizacién, la presencia de catéteres para hemodidlisis y el uso de

inhibidores de R-lactamasas son factores de riesgo independientes para EPC-RC.

El analisis de clonalidad con ERIC-PCR demostrd que el 34,47% de los aislados obtenidos
en el afio 2020 en las unidades hospitalarias de la ciudad de Guayaquil, tenian 100% de similitud y
se evidencid la presencia predominante (95,23%) de K. pneumoniae blagpc-3 ST 512. El gen mcr-1 de

origen plasmidico no fue identificado en ninguno de los aislados EPC-RC estudiados.

Los resultados del estudio con el agar colistina-3 mg/L mostraron que este método de
laboratorio tiene una excelente concordancia categérica (97,02%) con el método de referencia

para identificar los EPC-RC.

Conclusiones

Existe una alta prevalencia de resistencia a colistina en EPC en las principales ciudades de
Ecuador, la cual ha aumentado en el transcurso de los afios. La resistencia a colistina no esta
mediada por el gen de origen plasmidico mcr-1, lo cual sugiere la presencia de otros mecanismos
involucrados que requieren futuras investigaciones. Adicionalmente, los aislados de EPC-RC
detectados se consideran extremadamente resistentes por sus co-resistencias, por lo cual se debe

garantizar el acceso a los nuevos antimicrobianos disponibles debido a las altas tasas de mortalidad
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asociadas a las infecciones por EPC-RC. No se encontrd sinergia en la combinacién colistina-

fosfomicina.

La prevalencia de infeccién por EPC-RC es del 28,07%, siendo K. pneumoniae ST 512-KPC-3
la responsable de la diseminacion clonal de estos microorganismos multirresistentes, lo cual

evidencia la falta de adherencia al Plan Nacional de Resistencia Antimicrobiana en Ecuador.

Los factores de riesgo independientes asociados a la presencia de EPC-RC son la nutricidon

parenteral, hemodiilisis reciente, el uso de inhibidores de B-lactamasas y el fallo renal.

El agar Colistina 3 mg/L puede ser considerado como una buena alternativa para
llevar a cabo , en los laboratorios de microbiologia clinica con recursos limitados, la deteccidon

de EPC-RC en el ambito clinico y con fines epidemioldgicos.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral permiten comprender la problemdtica de
los EPC-RC en Ecuador y aportan datos que pueden ser utiles en regiones similares con bajos
recursos, los cuales sirven para elaborar estrategias que permitan la prevencién y control de estos

microorganismos.






2. ABSTRACT
Introduction

The high prevalence of Carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) is a worldwide
concern due to the high associated mortality rates and the few therapeutic options available, which
has led to the use of antibiotics considered as last resorts such as colistin and tigecycline, especially

in regions, such as Ecuador, where access to new antimicrobials is limited.

Colistin was introduced for its use in 1949, but due to its side effects, its use was restricted
to exceptional cases. However, its use is increasing for the treatment of CPE, so the emergence of
resistance to this antimicrobial, turns it into a problem with clinical and Public Health impact,
requiring developing efforts to thoroughly study this problematic to be able to develop strategies

that allow the prevention and control of the multidrug-resistant pathogens.

Methodology

The articles that are part of this doctoral thesis can be divided into two sections: The first
one, that studies the incidence, microbiological and molecular characteristics of CPE-RC and in
addition the risk factors associated with CPE-CR. The second part is made up of the article that
evaluates a laboratory method for the detection of colistin resistance in CPE. The methodology

used will be divided according to the sections.

Section 1. Prevalence, microbiological and molecular characteristics of CPE-RC and
associated risk factors.

The articles included in this section were carried out with CPE isolates obtained during
three time periods (2016, 2020 and 2022) from clinical samples and rectal swabs in Ecuadorian
hospitals. The study began with the selection of all Enterobacterales resistant to carbapenems
(according to CLSI breakpoints of the year of their isolation), subsequently resistance to
carbapenems was confirmed with the disk diffusion method with meropenem and
carbapenemase-production was checked with carbapenem inactivation method. All CPE isolates
were tested by the broth microdilution method to determine resistance to colistin following the
CLSI methodology. Sinergy measurements by checkboard analysis was made in colistin-fosfomycin

combination in Klebsiella pneumonie carbapenemase -producing.

Patient’s data was obtained from electronic medical records. For the analysis of risk

factors, cases included patients infected or colonized with CPE-CR and the control group consisted
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of those patients with CPE-colistin susceptible.

The molecular characterization of CPE-CR included the detection of blaKPC, blaNDM,
blaOXA-48, blaVIM and blalMP genes by multiplex PCR. In the 2020 isolates, the most frequent
carbapenemase variants (KPC) were determined by Sanger sequencing method and the
sequencetype was studied with Multilocus Sequence Typing. Additionally, clonality studies were

carried out with ERIC-PCR. The mcr-1 gene was studied in all EPC-CR isolates.

Section 2. Evaluation of a laboratory method for the detection of colistin resistance in

CPE.

In this study, a comparison of the reference method (broth microdilution ) for determining
susceptibility to colistin was carried out with the agar dilution method using a single concentration

of colistin (3 mg/L) evaluating categorical agreement and minor errors in CPE-CR isolates.

Results

The results of this work carried out on CPE-CR isolates obtained in different cities in
Ecuador, showed a high prevalence of CR (20.77%), which increased in the study period from 3.73%
in 2016 to 23.73% in 2022. Respiratory samples were predominant (27.40%; n= 57/208), followed
by bacteremia (25.48%; n: 53/208). K. pneumoniae was the most prevalent isolated microorganism
(89.19%; n:322/361) although CR also occurred in K. aerogenes and E. cloacae. The analysis by
microorganisms allowed the identification of K. aerogenes as the carrier of the greatest resistance

to colistin (52.94%; n=9).

CPE-RC isolates showed high levels of co-resistance to gentamicin and ciprofloxacin, while
susceptibility to tigecycline, ceftazidime-avibactam and meropenem-vaborbactam was high (90%).
No positive synergy was found with the combination colistin and fosfomycin in K. pneumoniae

blagpc isolates.

The blakec gene was the only one involved in the CPE-CR isolates and no resistance to

colistin was detected in the isolates producing other carbapenemases such as NDM and OXA-48.

The results of the risk factor study demonstrated a mortality rate of 42.2% in CPE-CR
infections and no difference in mortality was found with patients infected with CPE-colistin

susceptible. Urinary tract infection was the most frequently infection found, and multivariate
7



analysis showed that renal failure, hemodialysis in the 3 months prior to hospitalization, the
presence of hemodialysis catheters and the use of -lactamase inhibitors are associated with CPE-

CR.

The clonality analysis with ERIC-PCR showed that 34.47% of the isolates obtained in 2020
in the hospital’s units of Guayaquil city had 100% similarity and the predominance of K.
pneumoniae ST-512 KPC-3 was evident (95.232%). The mcr-1 gene was not identified in any of the
CPE-CR isolates studied.

The results of the study with colistin agar (3 mg/L) showed that this laboratory method

has excellent categorical agreement (97.02%) with the reference method to identify CPE-CR.

Conclusions

There is a high prevalence of CR in CPE in the main cities of Ecuador, which has increased
over the years. The absence of the gene of plasmid origin mcr-1 in the isolates tested, suggests the
presence of other mechanisms involved that require further investigations. It can be added that
CPE-CR isolates are considered extremely resistant due to their co-resistance, so access to the new
available antimicrobials such as ceftazidime/avibactam or meropenem/vaborbactam should be
guaranteed, due to the high associated mortality rates. No synergy was found in the combination

colistin-fosfomycin.

The prevalence of CPE-CR infections is 28.07%, being K. pneumoniae ST-512-KPC-3
responsible for the clonal dissemination of these multidrug-resistant microorganism, which shows
the lack of adherence to the National Antimicrobial Resistance Plan in Ecuador. Additionally, we
can mention that the independent risk factors associated with carrying EPC-RC are parenteral

nutrition, recent hemodialysis, use of B-lactamase inhibitors and kidney failures.

Colistin agar 3 ug/ml, could be considered as a good alternative for implement in clinical
microbiology laboratories with limited resources for CPE-CR detection in clinical and

epidemiological settings

The results obtained in his doctoral thesis allow us to understand the problem of CPE-CR

in Ecuador and provide data that can be useful in similar regions with low resources, which serve



to develop strategies that allow the prevention and control of these multidrug-resistant

microorganisms.
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3. ABREVIATURAS Y SIGLAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

BLEE: R-lactamasa de espectro extendido

CDC: Centro para Prevencién y prevencidon de Enfermedades de Estados Unidos, por sus siglas en
inglés

CIF: concentracion inhibitoria fraccional

CLSI: Instituto de Estandarizacion de Laboratorio Clinico, por sus siglas en inglés

CMI: concentracion minima inhibitoria

ECDC: Centro Europeo para el Control y Prevenciéon de Enfermedades, por sus siglas en inglés
EMA: Agencia Europea de Medicamentos

EPC: Enterobacterales productores de carbapenemasas

EPC-RC: Enterobacterales productores de carbapenemasas resistentes a colistina

ERC: Enterobacterales resistentes a carbapenémicos

EUCAST: Comité Europeo de Evaluacion de la Sensibilidad Antimicrobiana (por sus siglas en inglés)
EuSCAPE: Estudio Europeo de Enterobacterales productores de carbapenemasas, por sus siglas en
inglés

KPC: Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa

LA: lipido A

LPS: lipopolisacdrido

MBL: metalo- B-lactamasa

mCIM: método modificado de inactivacién de carbapenémicos

ME: membrana externa

MDR: microorganismo multirresistente

MI: membrana interna

MLST: Tipificacién multilocus de secuencias, por sus siglas en inglés

NDM: Nueva Deli metalo- B-lactamasa

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

PBP: Proteinas ligadoras de proteinas, por sus siglas en inglés

ST: Secuencia tipo
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XDR: Extremadamente resistente, por sus siglas en inglés
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4. INTRODUCCION

4.1. Generalidades de los Enterobacterales

El orden Enterobacterales corresponde a un grupo de bacilos gram-negativos, anaerobios
facultativos, no formadores de esporas, que habitan en diferentes nichos ecolégicos como el agua,

tierra y vegetacion y forman parte de la microbiota intestinal de seres humanos y animales (1).

En el transcurso de los afos, su taxonomia ha sufrido cambios importantes. Sin embargo,
se considera que las Enterobacterias se caracterizan por poseer tradicionalmente los siguientes
marcadores: tincion de gram negativa, ausencia de flagelos, antigeno comun enterobacteriano
positivo, son oxidasa negativos, catalasa positivos, tienen la prueba de nitrato reductasa positiva,
utilizan la glucosa, el manitol y la xilosa y genéticamente su contenido de guanina + citosina es del

38 al 60% (2).

El orden Enterobacterales engloba a 60 géneros bacterianos, los cuales han sido
agrupados basandose en sus relaciones filogenéticas. Es asi como su division taxondmica actual
incluye a siete familias que se describen a continuacién: Budviciaceae, Morganellaceae,
Hafniaceae, Yersiniaceae, Pectobacteriaceae, Erwiniaceae y Enterobacteriaceae (3). Las familias de
mayor importancia para la medicina humana son Enterobacteriaceae, Morganellaceae y
Yersiniaceae, las cuales estan asociadas con una gran variedad de sindromes clinicos como enteritis

transmitida por alimentos, enfermedades zoonéticas e incluso brotes de peste bubdnica (1).

La familia Enterobacteriaceae agrupa a los géneros Atlantibacter, Buttiauxella, Cedeea,
Franconbacter, Kluybera, Kosakonia, Lecleria, Lelliottia, Mongrovibacter, Pluralibacter, Raoultella,
Shinwella, Siccibacter, Trabulsiella Salmonella, Citrobacter, Shigella, Escherichia coli, Enterobacter,
Cronobacter, Klebsiella y Yokenella, de los cuales los géneros Salmonella y Shigella son reconocidos
patégenos primarios, causantes de infecciones gastrointestinales, mientras que el género
Escherichia spp., con su especie tipo Escherichia coli, y los géneros Enterobacter y Klebsiella tienen
una gran importancia en la medicina, ya que causan una variedad de infecciones en el ser humano
(1, 4). Se estima que el 70% de los aislados bacterianos de los laboratorios de microbiologia,
corresponden a la familia Enterobacteriaceae, cuyos géneros integrantes pueden causar una gran

variedad de infecciones, tanto de origen comunitario, como intrahospitalarias (1).
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4.2, Enterobacterales productores de carbapenemasas
4.2.1. Definicién

Los carbapenémicos, son un grupo de antimicrobianos que pertenecen a la familia de los
B-lactamicos. Imipenem, meropenem, ertapenem y doripenem pertenecen a este grupo y han sido
considerados debido a su amplio espectro como farmacos de uUltima eleccién para el tratamiento

de bacilos gram-negativos multirresistentes (5).

Su mecanismo de accion radica en su alta afinidad por las enzimas conocidas como PBPs
(penicillin binding proteins, por sus siglas en inglés), las cuales participan en el ensamblaje de los
peptidoglucanos. Se unen particularmente a los residuos de serina que forman parte de las PBPs y
una vez en el sitio de accién inhiben la sintesis de la pared celular durante la transpeptidacion,
impidiendo un ensamblaje adecuado, debilitando la pared celular y causando la lisis bacteriana,

por lo cual son considerados antimicrobianos con efecto bactericida (5-7).

Los Enterobacterales son considerados sensibles a los carbapenémicos, sin embargo, en
las dos ultimas décadas se ha observado un incremento en la resistencia a estos antimicrobianos
en este grupo bacteriano, lo cual constituye un grave problema de Salud Publica, por lo que la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha incluido a los Enterobacterales resistentes a los

carbapenémicos (ERC) dentro de la lista de patdgenos con prioridad critica para investigacion (8).

La resistencia a los carbapenémicos esta causada principalmente por dos mecanismos. El
primer mecanismo involucra la presencia de enzimas R-lactamasas de espectro extendido, también
conocidas como BLEEs o enzimas R-lactamasas de tipo cefalosporinas conocidas como AmpCs, las
cuales asociadas a mutaciones estructurales le confieren impermeabilidad y generan resistencia a
los carbapenémicos. El tipo de resistencia generada por este mecanismo es generalmente
considerada de bajo nivel. El segundo mecanismo de resistencia a los carbapenémicos involucra la
modificacién enzimatica del antimicrobiano a través de la produccidn de enzimas que tienen esta
capacidad, estas enzimas se conocen con el nombre de carbapenemasas y constituyen actualmente

el principal mecanismo de resistencia a los carbapenémicos (9).

De acuerdo con la clasificacion de Ambler basada en la secuencia de los aminoacidos, las
carbapenemasas estdn incluidas en tres de los cuatro grupos de esta clasificacion: Carbapenemasas

clase A, By D, cuyas caracteristicas se detallan a continuacion (10, 11):
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Carbapenemasas clase A

Las enzimas pertenecientes a este grupo comparten un grupo serina en su sitio activo el
cual le confiere las propiedades a esta enzima. Tienen localizacidn cromosdmica o plasmidica y son
inhibidas por inhibidores de B-lactamasas, incluyendo los nuevos avibactam, relebactam vy

vaborbactam (10).

Dentro de este grupo se encuentran la carbapenemasa SME (enzima de Serratia
marcescens), de origen cromosémico, IMI (B-lactamasa que hidroliza el imipenem), GES (R-
lactamasa de espectro extendido de Guyana) y la menos comunes, la enzima SFC (Serratia fonticola
carbapenemasa), BKC (Brazilian Klebsiella carbapenemasa), BIC (Bicetre carbapenemase) y FRI

(Imipenemasa francesa) (10).

En el grupo de las serin-carbapenemasas también se encuentra la KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), que es reconocida como la carbapenemasa con mayor relevancia
clinica (12). La diseminacion mundial de esta carbapenemasa ha sido asociada a la diseminacion
exitosa de un clon epidémico perteneciente a la secuencia tipo (ST) 258 y a las cepas relacionadas
al complejo clonal (CC) 258. Este clon ha sido descrito como de virulencia moderada, pero tiene co-
resistencia a otros antimicrobianos como los aminoglucésidos, quinolonas, trimetoprima vy

sulfonamidas (13).

El transposdn Tn4401 constituye el contexto genético mas frecuente del gen blagec, el
cual se encuentra delimitado por dos secuencias de insercién ISKpn6 e ISNKpn7, junto con genes
gue codifican transposasas y resolvasas, principalmente en Europa y Estados Unidos, mientras que

el Tn 1721 ha sido reportado en China (14,15).

Carbapenemasas clase B

Las metalo- R-lactamasas (MBLs), pertenecen a la clase B de la clasificacién de Ambler. Su
mecanismo de accion depende la interaccion de los R-lactamicos con iones zinc en el sitio activo
de la enzima, lo cual resulta en su caracteristica inhibicidon por EDTA, un quelante del zinc y otros
cationes divalentes. Tienen un amplio espectro de accién que incluye cefalosporinas y penicilinas,
sin embargo, excluye a los monobactamicos (p.ej. aztreonam). Este grupo de carbapenemasas no

son inhibidas por los inhibidores de R-lactamasas (10).

Las enzimas de clase B, pueden ser subdivididas en tres subclases, B1, B2 y B3, basadas
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en la secuencia de aminoacidos en el sitio activo, los ligandos de zinc, la arquitectura del asa y el
sustrato especifico. Las subclases B1 y B3 necesitan dos iones de zinc en el sitio activo, los cuales
deben estar coordinados para la actividad enzimatica y tienen un amplio espectro de accidn, que
incluye a los carbapenémicos, mientras que la subclase B2 tiene actividad exclusiva contra los

carbapenémicos (16).

Las primeras MBLs estudiadas se detectaron en bacterias oportunistas como Bacillus
cereus, Aeromonas y Stenotrophomonas maltophilia y tienen localizacion cromosdémica. Su
prevalencia es baja y esta relacionada directamente con la prevalencia de la especie productora

(10).

La primera MBL de origen plasmidico descrita fue IMP-1, obtenida de un aislamiento
clinico de P. aeruginosa en Japén en 1991 y posteriormente se describieron en otras especies como

S. marcescens (10).

En contraste con lo mencionado anteriormente, en los ultimos afos se ha observado un
incremento y diseminacién de familias de MBLs adquiridas o transferibles, las cuales incluyen a
VIM (Verona integron encode metallo-R-lactamasa), IMP (active on imipenem), GIM (German
imipenemase) y SIM (Seoul imipenemase), localizadas en integrones y que han sido incorporadas

en plasmidos o transposones, haciendo la transferencia entre bacterias muy factible (10,16).

Carbapenemasas clase D

Las enzimas de la clase D, son serino R-lactamasas, con capacidad hidrolitica para la
oxacilina, por lo cual también se conocen con el nombre de oxacilinasas. Estas enzimas tienen la
habilidad de mutar rdpidamente y expandir su espectro de actividad, por lo cual es la familia mas
diversa de R-lactamasas descritas seglin la clasificacion de Ambler (17). Las oxacilinasas mds
prevalentes de este grupo con capacidad de hidrolizar los carbapenémicos, son las enzimas OXA-

48 y OXA 181 (18).

OXA-48 tiene una estructura dimérica con dos subunidades, similar a las enzimas OXA-
10, OXA-13 y OXA-46, posee capacidad hidrolitica contra cloxacilina, oxacilina y carbapenémicos, y
no es inhibible por EDTA, caracteristicamente no tiene actividad hidrolitica contra las
cefalosporinas (17). Su transmisién ha sido asociada a plasmidos como IncL, IncA/C, IncF, ColKP3,

ColE2, IncX3, IncN1 e IncT y en contraste con otras oxacilinasas, los genes tipo blaoxa-as N0 se han
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asociado a integrones de clase 1 (17,19).

OXA-48 fue detectada por primera vez en Turquia en el 2001 (19) y actualmente, esta
enzima predomina en paises como Turquia, Oriente Medio, Africa del norte y en ciertos paises de
Europa. Incluso Turquia, ha sido considerado como un importante reservorio productor de enzimas
tipo OXA-48 (p.ej. la OXA-181 y la OXA-232), es asi como también se ha observado un incremento
en casos de coproduccién de OXA-48/NDM en diferentes huéspedesy en varios STs, como el ST 14
y el ST 307 (17, 20). La enzima OXA-232 asociada al ST 2096 en K. pneumoniae, se ha asociado con
alta mortalidad y altas resistencias antibidticas y es el clon predominante en bacteriemias en

Turquia (20).

La deteccién en el laboratorio de microbiologia de las enzimas OXA-48 constituyen un
reto, ya que tipicamente presentan bajo nivel de resistencia, por lo cual requieren de un alto grado
de sospecha, ademads que no existen pruebas de laboratorio simples basados en la sinergia y debido
a la baja expresion de esta oxacilinasa en las pruebas bioguimicas, tienen un alto nimero de
resultados falsos negativos, haciendo que estas enzimas pasen desapercibidas e impactando en la

epidemiologia y directamente en el tratamiento de los pacientes (17).

4.2.2. Epidemiologia de los EPC

En los dltimos afios el incremento de infecciones causadas ERC sobre todo aquellas
mediadas por produccién de carbapenemasas, ha causado preocupacion a nivel mundial por su
alta morbilidad y mortalidad asociadas y es asi que la OMS ha incluido a estos microorganismos
dentro de la lista de patdgenos resistentes cuya investigacion debe ser priorizada (21), de igual
manera el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC, por sus

siglas en inglés), ha considerado a los ERC como una amenaza urgente a la Salud Publica (22).

La distribucion de los EPC es muy variable y su prevalencia depende de la region
estudiada. De acuerdo con el estudio multicéntrico EUSCAPE (European survey of Carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae) que incluyé a 36 paises del continente europeo y que vigild la
resistencia mediada por carbapenemasas en K. pneumoniae y E. coli en el afio 2013-2014, estimé
la tasa de infecciones por estos microorganismos en 1,3 por 10.000 admisiones, siendo Grecia,

Italia, Montenegro, Espaia y Serbia los paises con las mayores incidencias declaradas (23).

De acuerdo a datos proporcionados por la Red Europea de vigilancia de genes asociados
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a resistencia antimicrobiana (European Antimicrobial Resistance Genes Surveillance Network,
EURGen-Net), que forma parte del proyecto de Vigilancia Europea de Enterobacterias productoras
de carbapenemasas (“European Survey of Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae”,
EuSCAPE) establecido en el 2017 por el European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), determind la situacion de EPC como preocupante, ya que 11 de los 37 paises vigilados,
mostraron un incremento alarmante en la prevalencia de estos microorganismos multirresistentes
(MDR) durante el periodo 2015 al 2018 (24). Si bien la situacidn no es homogénea para todos los
paises, Grecia, Italia, Malta y Turquia han sido catalogados epidemiolégicamente como zonas
endémicas de CPE (24). K. pneumoniae productora de KPC es la enzima mas prevalente en el
continente europeo, siendo Italia, Israel, Grecia y Portugal los paises con las mayores prevalencias,

mientras que en Turquia la enzima OXA-48 predomina ampliamente (17).

Elincremento de la resistencia a carbapenémicos en América del Norte y particularmente
en Estados Unidos, estd relacionado directamente con la emergencia y diseminacion de genes tipo
KPC, enzima que fue descrita por primera vez en el 2001 en un aislamiento en un paciente en
Carolina del Norte (25) y que se disemind rapidamente en los hospitales de la Costa Este de los
Estados Unidos. En el 2000, se desarrolld la variante KPC-3 en Estados Unidos y con ello la
incidencia se incrementé sustancialmente y es actualmente la variante mas prevalente en este pais,
la cual esta asociada genéticamente con un clon hipervirulento, el cual también es prevalente en

Israel (26).

En el Oriente Medio, una epidemia significativa de EPC tipo KPC se desarrolld,
principalmente en Israel, pais en el cual una estrategia de intervencion nacional se implemento
desde el 2007 después de numerosos brotes, con lo cual se redujo de 55,5 casos / 100.000
hospitalizaciones a 4,8, los casos de infecciones intrahospitalarias causadas por EPC (26). Sin

embargo, actualmente, este pais es considerado una zona hiperendémica para estos MDRs (27).

Las MBLs predominan en Asia, especialmente en paises como India, Pakistan vy
Bangladesh donde la enzima NDM-1 esta ampliamente distribuida. Las NDMs, incluso han sido
detectadas en las aguas residuales y agua potable en Mumbai, India, lo cual explica un poco la
magnitud del problema. En un reciente estudio realizado en Mumbai, también se demostroé que el
19,81% de las NDMs, tenian otras carbapenemasas asociadas como OXA-48 o VIM-1, agravando la

situacion (28).
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En América Latina prevalece la carbapenemasa KPC con sus diferentes variantes (12). Esta
serin-carbapenemasa ha sido descrita casi en todos los paises de la regién. La primera
carbapenemasa reportada en América del Sur, data del afio 2005 en Colombia, en dos aislados de
K. pneumoniae (29). Posteriormente en el 2008, se describe en este mismo pais la aparicidn de
KPC-3 en un paciente proveniente de Israel. Este aislado detectado era genotipicamente

indistinguible de los que causaron multiples brotes en este pais europeo (12, 30).

Brasil, también describié a partir de estudios retrospectivos, aislados de K. pneumoniae
productores de KPC, desde el 2005 en las ciudades de Sao Paulo y Floriandpolis (30) y diversos
estudios moleculares han demostrado la diseminacién predominante del complejo clonal CC

11/258 (ST 11, ST 258, ST 437 y ST 340), recolectados a partir de diversas muestras clinicas (12).

En el ultimo tiempo, Argentina ha descrito un cambio epidemioldgico importante en el
contexto clinico. En este pais predominaba la variante KPC-2, pero actualmente se reporta la
presencia de linajes mas virulentos de cepas K. pneumoniae hipermucoviscosa ST25 y ST11, junto

con la emergencia de clones de alto riesgo como el ST307, portador del gen blagpc-3(31).

Epidemiologia EPC en Ecuador

En el ano 2010 se detectd la primera carbapenemasa en Ecuador en un aislado de K.
pneumoniae productor de KPC-2 y a partir de ese momento y durante el periodo 2010-2013 se
describid la prevalencia exclusiva de esta variante en las ciudades mas importantes del pais (Quito,
Cuenca y Guayaquil) (32). En el 2013, se describe un brote nosocomial de larga duracién (2012-
2013) el cual revelé la presencia predominante de K. pneumoniae blagec.s, con predominio del ST
25y en menor proporcién el ST 258 (33). La presencia del ST25 descrito en esos afios en Ecuador,
diferia con la epidemiologia del resto de paises latinoamericanos en los que el ST 258 era descrito
como predominante (34). Durante los primeros afios subsecuentes a la aparicién de la primera
carbapenemasa, los estudios apuntaban a una diseminacidn policlonal y horizontal de estas

enzimas principalmente ligado a la presencia de K. pneumoniae blagec (33,35).

A partir del 2016, la resistencia a carbapenémicos mediada por carbapenemasas en
Enterobacterales aumenta sustancialmente en el pais llegando a alcanzar valores del 37,3%, siendo
K. pneumoniae blakec ST 258 la responsable de estas cifras y ya se habla de una diseminacién clonal

de esta cepa, prevaleciendo sobre las otras secuencias tipos previamente reportados (36).
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Actualmente, segun datos del Centro Nacional de Referencia en Resistencia
Antimicrobiana la incidencia de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos se estima en un 30%,
siendo la KPC la enzima mas prevalente, la cual ha sido detectada en diferentes Enterobacterias
como E. coli, E. cloacae, K. aerogenes, E. ammigenus. E. asburiae, K. oxytoca. En menor prevalencia
se encuentran las enzimas NDM y OXA-48, mientras que enzimas como VIM e IMP también han
sido informadas en aislados de K. pneumoniae y E. cloacae respectivamente, pero en casos

excepcionales (37-40).

La primera NDM reportada en Ecuador, fue en la ciudad de Guayaquil en un aislamiento
de Providencia rettgeri (41), mientras que la enzima OXA-48 se describid en el pais en el 2016 en
un aislamiento de K. pneumoniae ST 307 obtenida de un paciente procedente  de Ucrania (42).
En diciembre de 2017 se describe un caso de infeccion por Raoultella ornithinolytica OXA-48 el cual
origind un brote en la ciudad de Quito y Santo Domingo de los Tsachilas durante el 2017-2018 (43,
44).

Durante la pandemia de COVID-19, Ecuador fue uno de los paises que declaré un
incremento sustancial de K. pneumoniae no sensible a meropenem (39%) y se realizan los primeros
informes de aislados clinicos con coproduccién de carbapenemasas como KPC+NDM y KPC +OXA-

48 (45, 46).

4.3. Colistina
43.1. Generalidades

Colistina, también denominada Polimixina E, es un polipéptido catiénico de origen no-
ribosomal producido por Paenibacillus polymyxa (antiguamente Bacillus polymyxa), el cual fue
descubierto en Japén en 1949 (47). Es un antimicrobiano que pertenece a la familia de las
polimixinas, la cual incluye a polimixina A, B, C, D y E, de las cuales Unicamente polimixina By E
(colistina) tienen utilidad clinica. Los dos compuestos quimicos disponibles de este antimicrobiano
incluyen el metasulfonato de colistina, que es una prodroga que se utiliza para administracion

parenteral y el sulfato de colistina de administracidn oral, tépica e inhalatoria (48).

Las polimixinas comparten una estructura similar, son polipéptidos catidnicos que
consisten en un heptapéptido ciclico ligado a un tripéptido lineal, cuyo extremo N-terminal es
acilado con una cadena lateral de acidos grasos. Fue primeramente utilizada en medicina humana

y veterinaria, pero entre los aios 70 y 80, su uso médico fue vetado por su nefro y ototoxicidad ,
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sélo persistiendo el uso veterinario (47).

En los ultimos afos, su uso fue acogido como uno de los ultimos antimicrobianos
disponibles para tratar infecciones por bacilos gram-negativos multirresistentes, como
Enterobacterales productores de carbapenemasas, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos (49). Es asi como la OMS lo clasifica dentro de la categoria
de “farmacos con alta importancia en la medicina humana” (50). Es considerado por la Agencia
Europea de Medicina (The European Medicines Agency. EMA) como un antibidtico de importancia
critica para la medicina humana (Categoria B. Uso restringido), lo cual implica que su
administracién en medicina veterinaria debe estar limitada para reducir el daio a la Salud Publica.
Esta categoria incluye drogas como las quinolonas, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion.
Los antibidticos dentro de la categoria B, deben ser reservados para el tratamiento cuando
antimicrobianos de la categoria C o D no son efectivos y no existe otra alternativa, ademas que su

uso debe estar basado en los resultados de las pruebas de sensibilidad antibidtica (51).

4.3.2. Mecanismos de accién

Colistina se une primariamente a la membrana externa (ME) de las bacterias gram-
negativas, especificamente a los lipopolisacaridos (LPS). Los LPS tienen tres regiones, la mas interna
denominada lipido A (LA), la regién central de oligosacdridos y la region mas externa que
corresponde a la cadena de antigeno O. El lipido A tiene un papel fundamental en la estabilizacion
de toda la membrana externa permitiendo su enlace a las cadenas de 4cidos grasos vy
contribuyendo a la rigidez de la ME, adicionalmente es un compuesto fundamental para el
intercambio celular y la permeabilidad bacteriana. Adicionalmente, cationes divalentes como el
calcio (Ca?+) y magnesio (Mg? +) facilitan las conexiones adyacentes entre las moléculas de LPS

contribuyendo también a la estabilidad de la ME (52).

La actividad antimicrobiana de la colistina surge de los intercambios electrostaticos entre
los residuos catidnicos Dab (acido L-diaminobutirico) de colistina, los cuales son compuestos
anfipaticos que desplazan competitivamente a los cationes divalentes de calcio (Ca? +) y magnesio
(Mg? +) y permiten que la colistina se una a través de su cadena de acido graso terminal
(hidrofdbica) por enlaces electrostaticos a los grupos fosfato del LA, cargados negativamente (53,
54) La colistina tiene accién antimicrobiana a través de cinco mecanismos, que se describen

a continuacion:
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Mecanismos de lisis de la membrana celular

Este constituye el mecanismo mas clasico de accidn de la colistina, el cual ocurre por la
interaccion entre los grupos fosfatos cargados negativamente del LA y los residuos Dab de la
colistina cargados positivamente. A través de esta interaccion, los cationes divalentes como Mg2 +
y Ca2 + son desplazados y se desestabiliza el LPS, posteriormente la colistina agranda la ME e
introduce su segmento D-Leu6-I-Leu7 o su cadena de acido graso terminal hidrofébica, lo cual
aumenta la permeabilidad de la membrana, facilitando la auto captacion de colistina a través de
las zonas desestabilizadas de la ME. En Ultima instancia, la membrana interna bacteriana (Ml)
compuesta por una bicapa de fosfolipidos se dafia por el adelgazamiento de la membrana, lo que

genera el debilitamiento y pérdida de la integridad de la Ml ocasionando la lisis celular(55).

Mecanismo de contacto vesicula-vesicula

Un mecanismo alternativo que contribuye a la actividad antimicrobiana de colistina
involucra el contacto vesicula-vesicula. En este proceso, se facilita el contacto entre la capa externa
de la membrana citoplasmatica y la capa interna de la ME, a través de vesiculas de fosfolipidos
anidnicos. Esta interaccion promueve el intercambio de fosfolipidos entre vesiculas lo que lleva a
una pérdida de especificidad de la composicién de fosfolipidos y se produce una alteracion del

equilibrio osmético de la célula desencadenando la lisis celular (56).

Mecanismo de los radicales hidroxilos

Este mecanismo involucra la activacidon de la muerte celular por la via de los radicales
hidroxilos. En el interior de la célula bacteriana, colistina produce especies de oxigeno reactivos
como superoéxido (0,-), perdxido (H,0;) e hidroxilo (HO) lo cual causa estrés oxidativo, produciendo
dafio en el acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas, y lipidos. Una vez en el interior de la célula,
colistina promueve la produccién de O,-, el cual se transforma en H,0; por la enzima superdxido
dismutasa. La presencia de H,0, promueve la produccion de hierro férrico (Fe3+) por oxidacion del
hierro ferroso y dispara la reaccién de Fenton, causando la produccién de HO. Este dafio oxidativo
ocasionado por las especies de oxigeno reactivo dafia los compuestos celulares y conduce a la

muerte celular (56).

Mecanismo de inhibicion de |a via respiratoria

Este es un mecanismo secundario recientemente descubierto, el cual consiste en disparar
las enzimas respiratorias localizadas en el interior de la Ml de las bacterias gram-negativas,

especificamente la enzima respiratoria oxidorreductasa NADH tipo Il, la cual es un objetivo para la
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colistina. Esta enzima esta localizada en el sistema de transporte de electrones en el interior de la
MI pero no bombea activamente protones al interior de la MI, a diferencia de las NADH tipo I.
Colistina inhibe esta enzima estimulando la cadena respiratoria y acelerando asi su consumo. Esta
inhibicién altera el sistema de transporte de electrones bacterianos, perjudicando la funcidn

respiratoria y comprometiendo la viabilidad bacteriana (57).

Mecanismo antitoxina

Colistina interactta con el lipido A del LPS, con lo cual interactia eficazmente con la
endotoxina neutralizando la molécula de LPS e inhibiendo indirectamente su actividad. Las
endotoxinas pueden desencadenar respuestas inflamatorias tras la infeccién liberando citoquinas
como la interleucina-8 o el factor de necrosis tumoral alfa, lo cual puede conducir a shock séptico

(58).

4.3.3. Uso en medicina veterinaria

Actualmente, colistina es un antimicrobiano ampliamente utilizado en medicina
veterinaria, principalmente en cerdos para el tratamiento de infecciones intestinales causadas por
Enterobacterales. La administracién de antibidticos en animales de granja soporta su crecimiento
y su produccidn, permitiendo una exitosa ganancia de peso y densidad animal y probablemente

tenga un impacto econémico en el control de infecciones causadas por E. coli y la toxina Vero (48).

Colistina se administra por via oral en el agua la comida en la industria porcina, cuando
es utilizada con fines profilacticos. Este antimicrobiano se absorbe pobremente en el tracto
gastrointestinal, con lo cual se ejerce una presidn selectiva en la microbiota intestinal de los
animales, seleccionado microorganismos  resistentes (48). Esta practica involucra que todos los
animales, tanto enfermos como sanos estén expuestos a la droga, por lo que el uso de colistina con
fines profilacticos conlleva un alto riesgo para la emergencia de resistencia, por lo cual su uso

deberia ser limitado exclusivamente al manejo clinico en veterinaria (51).

La transmisién de aislados resistentes a colistina con produccién de MCR-1, plantea
interrogantes sobre el uso de colistina en medicina veterinaria y su impacto en la salud humana
(59). Adicionalmente, Italia, ha descrito la deteccidn de cepas de E. coli resistentes a colistina en
conejos salvajes que no habian sido tratados previamente con colistina (60), consecuentemente la
fauna salvaje también juega un rol en la transmisién de la resistencia a colistina, convirtiéndose en

un potencial reservorio en el ambiente y contribuyendo a la transmisidn a otros animales y/o al
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humano a través del agua o comida contaminada o con el contacto humano directo (59, 61).

Bacterias resistentes a colistina han sido detectadas en la naturaleza, agua, aves
migratorias y vegetales (54). Por lo tanto, la ecotoxicidad de este antimicrobiano y su impacto en
el ambiente también deben ser tomados en consideracidn. La colistina en altos niveles en el agua
de desecho de las granjas porcinas esta relacionada con la toxicidad observada en las bacterias
responsables de oxidar el amonio. La biotransformacién de sustancias xenobidticas junto con la
transformacion quimica en nitritos del agua de desecho en las plantas de tratamiento es asegurado
por las bacterias responsables de la oxidacion del amonio (62). Por lo tanto, el dafio eco toxico
causado por la toxicidad generada por la eliminacion de la colistina en las aguas residuales revela
toxicidad del ambiente. Otro efecto de la ecotoxicidad es el dafio observado en el epitelio intestinal
de la lombriz de tierra Eisenia fetida, causado también por la eliminacidon de colistina en aguas
residuales (63). Debemos recordar que los antibidticos no son metabolizados al 100% y sobre todo
con antibidticos como colistina, la cual tiene pobre absorcion oral y gran parte de la forma activa

es eliminada en heces y orina.

4.3.4. Colistina. Mecanismos de resistencia

La resistencia a colistina puede ser explicada por una variedad de mecanismos, que

basicamente se dividen de acuerdo con su origen: los de tipo cromosdmico y los de tipo plasmidico.

Resistencia cromosémica

La actividad antimicrobiana de la colistina radica en la capacidad de modificar el LPS a
través de una sustitucion catidnica. Las células pueden mitigar la interaccién de la colistina con el
LPS alterando el lipido A. Esta modificacién involucra la inclusién de restos catidnicos como la
fosfoetanolamina (PEtN) y la 4-aminio-4desxy-L-arabinosa (L-Ara4N) (64). La adicién de estos
restos catiénicos al LPS es conseguida usando los sistemas regulatorios complementarios (TCSs).
Alteraciones en este sistema, probablemente a nivel genético, conllevan a una activacion
constitutiva o desrepresion del sistema, produciendo un ndmero incrementado de estos restos
catidnicos en el LPS, lo cual produce una disminucidn de la carga negativa neta de la ME y de esta

forma inhiben la accién de la colistina (53).

Los dos componentes de este sistema regulatorio son: PmrA-PmrB (PmrAB) y PhoP-PhoQ
(PhoPQ). El sistema PmrAB esta codificado por el operéon pmrCAB y es activado por PhoPQ, sirve

como regulador clave que apoya la modificacidn de lipidos en bacterias gram- negativas . En
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condiciones de crecimiento bajo de Mg2 + o exposicidn a concentraciones subletales de péptidos
antimicrobianos catiénicos como la polimixina, se activa el sistema PhoPQ. La quinasa sensora
PhoQ fosforila la respuesta del regulador PhoP que posteriormente utiliza la proteina PmrD

activada por PhoP para activar pmrAB (65).

PmrD es una pequefia proteina que conecta los dos sistemas TCSs: PmrAB y PhoPQ. PmrD
se une a la forma fosforilada de PmrA con la consecuente activacion de PhoP. La forma fosforilada
activa  de PmrA la protege de la desfosforilacién resultante de su unién con el blanco pmrHFI-
JKLM, el cual es un operdn promotor de genes responsables de la modificacién de los LPS (65). En
Salmonella spp se ha demostrado que la multiplicacion de los genes pmrD correlaciona
positivamente con resistencia a colistina, sin embargo, no se ha descrito este mecanismo en E. coli,

ademas que PmrD no esta presente en todos los Enterobacterales (66).

En respuesta a concentraciones intracitoplasmaticas de Fe? + y pH &cido, la enzima
sensora quinasa PmrB facilita la fosforilacién del regulador de respuesta PmrA, lo cual da como
resultado la transcripcidn de genes activados por PmrA como arnBC TEFF y pmrE, lo cual facilita la
modificacién de LPS adicionando L-AradN y reprimiendo los genes de represion PmrA. Estas
modificaciones orquestadas por los sistemas PmrAB y PhoPQ ocasionan que la carga negativa de

los LPS decrezca, con lo cual previenen las interacciones electrostaticas de la polimixina (53).

En total, existen dos puntos calientes para mutaciones en el gen PmrA lo cual afecta los
aminoacidos G53 y R81 dentro del dominio del receptor del fosfato (REC) que ha sido identificado
en Enterobacterales. Mutaciones en la posicién G53 han sido confirmados experimentalmente
como mediadores en la resistencia a colistina (67). E. coliy Salmonella spp exhiben la mayoria de
las mutaciones que permiten la resistencia a la colistina en los genes PmrAB, predominantemente
en la histidina-quinasa PmrB. En contraste pocas alteraciones genéticas han sido descritas en este

punto en Klebsiella spp (68).

Se ha demostrado que la quinasa PhoQ responde a bajas concentraciones ambientales
de Mg2 +, cambios en el pH y a la presencia de péptidos antimicrobianos, los cuales resultan en la
activacién y fosforilacién del sistema regulador PhoP, el cual controla la expresién de los genes

involucrados en el sistema de transporte de Mg2 +y la modificacién de los LPS (54).
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Sistema regulador MgrB

MgrB es un péptido regulador transmembrana de 47 aminodcidos, que es producido
durante la activacién del sistema PhoPQ. Este péptido previene la fosforilaciéon de PhoP,
probablemente por la supresion de la PhoQ quinasa o promoviendo la fosfatasa. La fosforilacion
de AsPho, se ha encontrado que aumenta la transcripcién del gen mgrB. Alteraciones en el dominio
periplasmico de PhoQ, MgrB actian como un sistema inhibidor de retroalimentacién negativa del

sistema PhoPQ en diferentes bacterias (52).

Dentro de las alteraciones genéticas en el mgrB, se han descrito, mutaciones sin sentido,
missensense, deleciones de nucleétidos individuales o deleciones enteras del locus mgrB asi como
inserciones de aminoacidos o elementos de insercién. Casi cualquier posicion de este gen puede
ser alterado, lo cual lleva a una inactivacién funcional del péptido, llevando a una desregulacion

del sistema PhoPQ, lo cual activa el sistema Pmr responsable de la modificacién de los LPS (69).

Sistema CrrAB

CrrAy CrrB pertenecen a un sistema TCS, el cual ha sido investigado en el contexto de Ia
resistencia a colistina en K. pneumoniae. El rol fisioldgico de TCS es todavia desconocido. El operdn
crrAB es variablemente expresado en K. pneumoniae y ha sido también encontrado en Enterobacer
spp., pero no se lo ha encontrado en el cromosoma de E. coli. Se ha descrito que mutaciones en
CrrB incrementan la expresién de CrrC, que regula positivamente el PmrAB TCS, lo cual resulta en
una elevada transcripcion del gen pmrC y del operdn prHFIJKLM, que afecta directamente el

CrrAB TCS (53).

Mecanismos de resistencia propios de K. pneumoniae

Especificamente en K. pneumoniae, dos mecanismos de resistencia han sido descritos, los
cuales no estan basados en mutaciones genéticas. La sobreproduccion del polisacarido capsular
anidénico impide que las polimixinas alcancen su objetivo en la ME, causando resistencia.
Adicionalmente la sobreexpresion de los sistemas de eflujo como AcrAB y KPNEF, han sido
también sugeridos como mecanismos efectivos para expulsar el antibidtico desde su interior

(53,54).

Resistencia plasmidica

Antes del 2015, la resistencia a colistina era principalmente de origen cromosdémico, y no

fue hasta el afio 2015 cuando se informd por primera vez en China la presencia del gen mcr-1 en
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aislados de E. coli obtenidos de animales de consumo y su carne. Estos genes tienen localizacién
plasmidica, con lo cual se favorece la resistencia a colistina por transferencia horizontal (70). Estos
genes codifican para una enzima que pertenece a la familia de las etanolaminas transferasas,
gue provoca cambios en el LA a través de la adicion del metabolito de fosfoetanolamina,
suprimiendo de esta forma la unidn del LA con la colistina. Segun estudios realizados, |la presencia
del gen mcr puede incrementar en 4-8 veces las concentraciones inhibitorias minimas en E. coli

(71).

Después de la descripcidon de este mecanismo de resistencia en China, el gen mcr-1 ha
sido descrito en varias partes del mundo y en varias especies de Enterobacterias, adicionalmente
se han descrito multiples variantes del gen mcr-1 y ha sido notable el incremento de descripciones
de este gen en aislados de E. coli a partir de animales domésticos, principalmente cerdos y pollos,

los cuales han sido catalogados como reservorios de este mecanismo de resistencia (72).

Luego de la aparicidon del gen mcr-1, se describe en Bélgica el gen mcr-2 en E. coli y
Salmonella spp, a partir de cerdos, y pollos (73). Mcr-3 aparece en humanos y animales en E. coli,
Proteus spp. y Aeromonas spp. en paises de Europa, Asia y Sudamérica. Hasta el momento se han
descrito 10 variantes de este gen, las cuales estan distribuidas heterogéneamente alrededor del
(74,75). Comparaciones en las secuencias de las variantes descritas, reflejan variabilidad entre
ellas. Especificamente , el gen mcr-1 comparte una identidad en la secuencia aminoacidica con
mcr-2 del 81%, con mcr-3 del 34%, mcr-4 del 33%, mcr-5 del 31%, mcr-6 del 82%, mcr-7 del 29% y
mcr-8 del 31% (76). Estos genes y sus variantes se encuentran  en un 91% en aislados de E. coli,
seguido por Salmonella enterica con un 7% y K. pneumoniae con un 2% de frecuencia, aunque
también han sido descritos en Cronobacter sakazakii, Shigella sonnei, Moraxella spp., Proteus
mirabilis y otras especies de Enterobacer spp., lo cual se estima en un 0,2%, aproximadamente

(77).

El riesgo del gen mcr, esta relacionado directamente por la posibilidad de la transmision
horizontal y esto esta ligado fundamentalmente a su diseminacién a través de fuentes alimentarias

y animales, debido a la utilizacidn de este antimicrobiano en medicina veterinaria (53,74)

Entre los pldsmidos asociados a la diseminacion de los genes mcr se incluyen IncX4,
IncHI1, IncHI2, IncP, IncP, InclY, IncN, IncQ e IncY, entre los que Incl2 e IncX4 son los mas

prevalentes, incluso estos dos ultimos plasmidos han sido considerados epidémicos. La movilidad
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del gen mcr estd acompafiada por una secuencia de insercidn (IS), cuya distribucién es variable

dentro de la familia de genes mcr (53).

4.3.5. Epidemiologia de la resistencia a colistina

La resistencia global a colistina entre aislados clinicos de Enterobacterales entre 2012-
2013 era de un 1,6% con una distribucidn regional de 1,6% en Europa, 1,3% en América del Norte,
1,5% en América del Sur, Africa y Oriente Medio del 14% y Asia del 1,3%, siendo Enterobacter spp.

el género en el cual se observaba mayor resistencia, seguido por K. pneumoniae y E. coli (78).

En los afos posteriores, de acuerdo con la base de datos ATLAS, la incidencia global en el
periodo 2014-2019 se incrementé de un 2,6 a un 3,6%, siendo las regiones de Latinoamérica (2,7-

4,3%) y Asia (3,3-6,7%) las que presentaron los mayores incrementos (68).

En el 2019, la resistencia a colistina en Enterobacterales en muestras clinicas en Asia, se
estimaba en un 25,4% Entre los mecanismos de resistencia cromosdmicos que se describen se
menciona a la disrupcion del gen mgrB, asi como mutaciones puntuales en MgrB, PhoQ y PmrB

(68).

En América del Norte, la prevalencia total de resistencia a colistina entre aislados clinicos
en Enterobacterales en el 2019, fue del 10,4% para Enterobacter spp., 0,8% para Klebsiella spp. y
0,3% para E. coli, mientras que, en América del Sur, segin datos proporcionados por la base de
datos ATLAS, se estimaba la resistencia a colistina en aislados clinicos de Enterobacter spp.,
Klebsiella spp.y E. colide un 12,8%, 3,5%y 0,3% respectivamente (68). Se estima que la prevalencia
global del gen mcr-1 es de 4.6% (79).

4.3.6. Métodos diagndsticos para deteccion de resistencia a la colistina

La resistencia a la colistina se esta incrementando a nivel mundial, situacién agravada por
la presencia de los genes mcr de localizacién plasmidica por lo cual se requieren métodos de
laboratorio adecuados que permitan detectar de una manera confiable y rapida los aislados
resistentes. A continuacidn, se detallaran los métodos disponibles actualmente para determinar la

resistencia a colistina.

Métodos fenotipicos

Métodos de vigilancia utilizando medios selectivos
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Este sistema estd basado en el cultivo, por lo tanto, una de sus principales desventajas
radica en su tiempo de ejecucidon que puede requerir entre 18 a 48 h, ademads de la capacidad
limitada para identificar el mecanismo de resistencia involucrado. Sin embargo, permite detectar
todos los aislados resistentes a este antimicrobiano, incluyendo aquellos que posean mecanismos
emergentes. Entre los medios de cultivo cominmente utilizados se encuentran,
SuperPolymixinTM (Elitech-Microbio, France), CHROMagar COL-Aspe (Francia) y el LBIMR medio
(Lucie-Bardet-Jean_Marc-Rolain). La composicion de estos medios incluye anfotericina que inhibe
el desarrollo de hongos, vancomicina o daptomicina para inhibir el crecimiento de las bacterias
gram-positivas y adicionalmente concentraciones bajas de colistina que permita detectar los

aislados resistentes (52, 80).

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

Es una técnica basada en cultivo, para lo cual se requiere un cultivo puro bacteriano. La
técnica de microdilucidn en caldo es el método de referencia para obtener la CMI a colistina de
acuerdo con el Instituto de Estandarizacién en Laboratorios Clinicos de Estados unidos (CLSI, por
sus siglas en inglés) y por el Comité Europeo en Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST, por sus
siglas en inglés). A partir del 2016, estas dos organizaciones reglamentaron que las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana para colistina debian realizarse exclusivamente por esta
metodologia. Entre las recomendaciones que se indicaron, se incluia el uso de caldo Mueller-
Hinton ajustado en cationes, el uso de metasulfonato de colistina, que las cubetas para el ensayo
debian ser de poliestireno fondo plano y que ningun aditivo, en particular, el polisorbato-80 debia
ser afiadido en ninguna parte de la prueba. Esta técnica requiere de tiempo y experticia para su
ejecucion, pero existen alternativas comerciales disponibles como el sistema Sensititre (Thermo

Fisher Scientific, Estados Unidos) (81-83).

Espectrometria de masas de tiempo de vuelo de desorcidn-ionizacién laser (MALDI-TOF)

Esta metodologia ha ganado importancia actualmente, esta herramienta basada en la
protedmica permite detectar modificaciones en el espectro proteico del lipido A. Un pico especifico
de 17962 m/z es observado en el espectrémetro. En los Gltimos afios Dortet y cols., en el 2018,
Desarrollaron el MALDIxin Test, que permite detectar el fenotipo de colistina-resistente en E. coli

en 15 minutos e incluso diferenciar entre su origen cromosdémico o plasmidico (84).

Prueba de Polimixina de Nordmann, Poirel (RPNP) para Enterobacterales

Esta prueba desarrollada por Nordmann y cols., permite la deteccidn de la resistencia a
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colistina de una manera rdpida en aislados de Enterobacterales, su ejecucién demora < 2 horas, y

recae en un mecanismo basado en pH, y la deteccidn se basa en el cambio de color (85).

Prueba de colistina spot

Esta metodologia basada en cultivo consiste en inocular una suspensién bacteriana
ajustada al 0,5 Mac Farland en un agar Mueller-Hinton que contiene colistina (16 mg/L). La
interpretacion de una prueba positiva se realiza con la presencia de crecimiento. Las desventajas
de este método radican en la utilizacidn de cultivos puros para su ejecucién y requieren de 16-18

horas para obtener el resultado (86).

Métodos genotipicos

Entre los métodos disponibles actualmente se encuentra la secuenciacion de genoma
completo, el cual permite la identificacién de mecanismos desconocidos y desconocidos en un

tiempo maximo de 2 horas, dependiente del instrumento utilizado (83).

La reaccion en cadena de la polimerasa es otro método utilizado que permite la deteccion
de genes, entre las variantes descritas se encuentran PCR en tiempo real y PCR multiple que
permite detectar varias variantes de genes mcr (87). Una de las desventajas de este método, radica
en que solo permite detectar los mecanismos de resistencia ya estudiados, sin embargo, son

métodos muy sensibles, que pueden detectar incluso 10* o0 108 copias de ADN (88).

Se ha descrito también la técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP,
por sus siglas en inglés), en la cual se consigue amplificacion del ADN con una temperatura estatica.
Esta técnica permite detectar con muy buena sensibilidad y en corto tiempo los genes mcr. Zou y
cols., describieron una técnica para detectar el gen mcr-1 en Enterobacterales, obteniendo
resultados cromogénicos visuales, incluso demostraron que esta técnica era 10 veces mas sensible
gue la PCR convencional (89). Zhong y cols., desarrollaron una técnica LAMP doble que permitia
detectar los genes mcr-2 y 5 y una LAMP triple que detectaba los genes mcr-1, 3 y 4 (90). Las
ventajas de esta técnica radican en su corto tiempo de ejecucidon y que no requieren de
instrumentos especializados, potenciando su utilidad como pruebas de cribado a la cabecera del

paciente.

Entre las otras metodologias disponibles se encuentra el Microarray, el cual cuenta con
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el sistema comercial disponible CT103XL (Check MDR) que permite detectar mcr-1 y mcr-2, asi
como genes bla, entre las que se incluyen las principales carbapenemasas como GES, GIM, IMP,
KPC, NDM, OXA-23, OXA-48, OXA-58, VIM y SPM (91). Las desventajas de esta técnica radican en
su alto costo y el equipamiento necesario y la experticia requerida, ademads que solo permite
detectar los genes incorporados en la plataforma. Sin embargo, posee alta flexibilidad para

incorporar mecanismos de resistencia emergentes.
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5. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

En el afio 2017 la OMS incluyd a las EPC dentro de los 10 principales microorganismos
cuya investigacidon debe ser urgentemente priorizada debido a su alta morbi-mortalidad (92), la

cual puede alcanzar hasta el 50% segun diversos estudios (93,94).

Las escasas opciones terapéuticas disponibles para el tratamiento de las infecciones por
EPCy la poca accesibilidad en Ecuador a los nuevos antimicrobianos como ceftazidima- avibactam,
obliga a mantener el uso de viejos antimicrobianos como la colistina, para lo cual se requieren de
métodos de laboratorios que permitan determinar la susceptibilidad a este antimicrobiano de una

manera confiable.

La resistencia a colistina mediada por impermeabilidad fue descrita por primera vez en el
ano 2010, sin embargo, en el 2015, se describié la aparicidon de resistencia a colistina de origen
plasmidico en un aislado de Escherichia coli en China (70). Desde entonces este tipo de resistencia
cobré importancia por la facilidad de transmisién. Actualmente diversos estudios han descrito una

incidencia creciente de este fenotipo de resistencia a nivel mundial (75, 95).

Los estudios en Sudamérica sobre EPC-RC son escasos. El conocer los mecanismos
moleculares que generan la resistencia a la colistina, asi como los factores asociados permitira
determinar la magnitud del problema de EPC-RC en un pais de recursos limitados, como Ecuador,
lo cual permitira generar estrategias que permitan el control de la diseminacion de estos

microorganismos multirresistentes

Ademas de la resistencia creciente a colistina, existen problemas concernientes a las
metodologias utilizadas para la determinacién de la susceptibilidad a este antimicrobiano. En el
afio 2019, el EUCAST vy el CLSI estandarizaron la metodologia valida para realizar esta prueba e
identificaron exclusivamente a la microdilucion en caldo como el método de referencia. Las
alternativas comerciales son escasas, por lo que la evaluacion de un método facil y confiable, de

bajo coste para laboratorios de recursos limitados constituye una necesidad (83).
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Hipétesis

Es posible que exista una alta prevalencia de Enterobacterales productores de
carbapenemasa resistentes a la colistina, probablemente asociados a la diseminacion de un clon

exitoso de K. pneumoniae bla KPC
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6. OBJETIVOS

General

El objetivo general de esta tesis es describir las caracteristicas microbioldgicas, moleculares y los
factores de riesgo asociados a Enterobacterales productores de carbapenemasas resistentes a la

colistina (EPC-RC), evaluando un método de laboratorio util para su deteccion.

Especificos

Los objetivos especificos son:

1. Determinar la prevalencia y caracteristicas microbioldgicas de la resistencia a colistina en
Enterobacterales productores de carbapenemasas en tres ciudades grandes de Ecuador vy

observar su variacion desde el 2016 al 2022.

2. Describir la situacion clinica-epidemioldgica y los factores de riesgo relacionados con

infeccidn / colonizacién por EPC-RC en una ciudad grande de  Ecuador.

3. Describir la epidemiologia molecular de los aislados de EPC-RC.
4, Evaluar la concordancia categdrica entre la microdilucién en caldo y la técnica de dilucion
en agar.
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7. METODOLOGIA

Los cinco articulos que componen esta tesis doctoral se dividen en dos secciones: la
primera que estudia la prevalencia, caracteristicas microbioldgicas y moleculares de EPC-RC
ademas de los factores de riesgo asociados y que comprende la inclusidon de cuatro articulos y la
segunda parte que evalla un método de laboratorio para la deteccidn de la resistencia a colistina
en EPC, que incluye un solo articulo. La metodologia utilizada se va a detallar de acuerdo con las

secciones anteriormente mencionadas.

De manera general, podemos mencionar que esta tesis doctoral incluyd el analisis de
aislados de EPC-RC procedentes de diferentes unidades hospitalarias de Ecuador, los cuales fueron
obtenidos en tres momentos diferentes de tiempo. El periodo 1 ocurrié desde febrero a abril de
2016 en muestras de hisopado rectal obtenidas de las unidades de terapia intensiva en siete
hospitales de Guayaquil, el segundo periodo abarcé desde diciembre de 2019 a mayo 2020, e
incluyd 5 hospitales de la ciudad de Guayaquil y el tercer periodo de enero a mayo de 2022, que
incluyé pacientes hospitalizados en instituciones de las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca, lo

cual corresponde a las tres ciudades mas importantes del pais.

Seccion 1. Prevalencia, caracteristicas microbiolégicas, moleculares de EPC-RC y factores de riesgo

asociados.

Seleccidn de aislados microbiolégicos

Articulo 1. Se llevd a cabo un estudio multicéntrico en siete hospitales de segundo y
tercer nivel de Ecuador, durante enero a mayo del 2022. Se incluyeron todos los aislados de
Enterobacterales, P. aeruginosa y A. baumannii no sensibles a carbapenémicos, aislados en cada
unidad operativa durante el periodo de estudio obtenidos a partir de muestras clinicas con fines
diagnésticos, las cuales fueron procesadas de acuerdo con los procedimientos de cada institucidn.
Se utilizaron los puntos de corte descritos en el documento M100-S31 del CLSI para definir la
resistencia a carbapenémicos. Se incluyeron todos los aislados que tuvieran resistencia a cualquier
carbapenem estudiado (imipenem, meropenem o ertapenem). Se incluyé solo un aislado por

paciente, prefiriendo los que provenian de sitios estériles o con el mayor perfil de resistencia

Articulo 2: Se realizd un estudio multicéntrico en seis hospitales de Guayaquil, se
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incluyeron todos los aislados de Enterobacterales no sensibles a carbapenémicos identificados por
los laboratorios de cada institucién, durante el periodo comprendido entre diciembre del 2019 y

mayo del 2020.

Articulo 3: Este estudio de tipo retrospectivo, comprendié el estudio de 361 aislados
de EPC-RC obtenidos durante los tres periodos de tiempo que durd la tesis doctoral, los mismos

que se obtuvieron de diferentes ciudades de Ecuador.

Articulo 4: Este estudio se ejecutd con 10 aislados clinicos de K. pneumoniae
productores de KPC, resistentes a colistina, obtenidos durante el segundo periodo de tiempo de

estudio (2019-2020).

7.1. Seleccidn de pacientes

Los datos de los pacientes incluidos en el articulo 2, correspondientes al andlisis de los
factores de riesgo se obtuvieron de los registros médicos electrénicos. Las definiciones de infeccidon

utilizadas fueron establecidas de acuerdo con el CDC.

Los casos fueron definidos como todo paciente infectado o colonizado con EPC-RC. Los
portadores asintomaticos fueron considerados como colonizados. El grupo control consistié en

aquellos pacientes en los que no se aislé EPC-RC.

7.2. Variables clinicas analizadas

Se estudiaron las siguientes variables sociodemograficas en el articulo 2, presencia de
comorbilidades, entre las que se incluyeron: fallo renal, enfermedad cardiovascular, neoplasia,
diabetes mellitus, enfermedad neuroldgica, enfermedad pulmonar crénica, enfermedad del tejido
conectivo y para/hemi/cuadriplejia, el indice de severidad de Charlson, inmunosupresién definida
como positividad para el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), neutropenia ( contaje absoluto
de neutrofilos <500 células/pl, tratamiento con esteroides (por lo menos 16 mg de prednisona/dia
por lo menos 5 dias consecutivos), recibir quimioterapia o radioterapia, factor de necrosis tumoral

positivo en los 3 meses precedentes, historia de trasplante de médula dsea.

Se incluyé la presencia de dispositivos médicos invasivos (catéter venoso central,
drenajes externos, sonda vesical, fijadores externos, tubos de traqueostomia o gastrostomia) y

exposicién a antimicrobianos en los 90 dias previos al aislamiento de EPC-RC.
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7.3. Determinacion de produccion de carbapenemasa

Los Enterobacterales resistentes a carbapenémicos fueron cultivados en CHROMagar
Super Carba (CHROMagar, Francia) mientras que los bacilos gram-negativos no fermentadores
fueron cultivados en agar Mac Conkey para comprobar su pureza y viabilidad. Se incubaron a 37 °C

por 16-18 horas.

Se confirmé la identificacion por el sistema Vitek 2 Compact (BioMérieux, Francia) y
por pruebas bioquimicas convencionales. La resistencia a los carbapenémicos fue confirmada  por

el método de difusion por disco al meropenem, siguiendo las indicaciones del CLSI.

Se realizé el método de inactivacidn de carbapenémicos (mCIM) para Enterobacterales
y P. aeruginosa, siguiendo las recomendaciones del CLSI (81), mientras que para A. baumannii

complex, se utilizé el método descrito por Zhang Sy cols. (96).

7.4. Determinacion genotipica de carbapenemasas

Los genes blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaVIM y blalIMP fueron estudiados en todos
los bacilos gram-negativos productores de carbapenemasas confirmados por el método mCIM, con
una PCR multiple siguiendo metodologia previamente descrita (97). Adicionalmente los genes
blaOXA-23-like, blaOXA-58 y blaOXA-24/40-like fueron estudiados A. baumannii complex (98). La
extraccion del acido desoxirribonucleico se realizd por el método de columnas de silica

(Invitrogen/Thermo Fisher, Estados Unidos).

Se estudid la variable del gen (blaKPC) que fue el mas prevalente, por secuenciacion de
Sanger, para lo cual el extracto de ADN fue remitido para su estudio a Macrogen Inc (Korea)

utilizando los cebadores UNIKPCF y UNIKPCR (99).

7.5. Determinacion de resistencia a colistina y presencia de gen mcr-1

La resistencia a colistina fue determinada por el método de microdilucién en caldo, siguiendo
la metodologia descrita en el documento M07-A8 del CLSI (100). Se utilizd sulfato de colistina en
grado analitico (Sigma-Aldrich Cédigo 2700000) y caldo Mueller Hinton con ajuste de cationes
(Thermo Fisher Scientific, Reino Unido). El rango de concentraciones utilizadas fue de 0,5 a 4 mg/L
y el punto de corte para definir resistencia fue de > 4 mg/L. E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, K. pneumoniae BAA ATCC 1705 y E. coli AR Bank # 0349 fueron las cepas utilizadas para el
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control de calidad.

La presencia del gen mcr-1 fue estudiada por una PCR previamente descrita (87).

7.6. Analisis de clonalidad y MLST

El analisis de clonalidad se llevé a cabo con ERIC-PCR utilizando los primers de Versalovic
(101). Se realizé el dendograma con el método de UPGMA (tolerancia 2%) utilizando el Gel J

software. Se definié clonalidad en aquellos aislados que tuvieran > 70% de similitud.

Los grupos clonales diferentes de K. pneumoniae blaKPC positivo fueron analizados por
MLST, utilizando el protocolo descrito por el Instituto Pasteur (
htpps://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/primers-used/) y la secuencio tipo se asigné utilizando la base

de datos Klebsiella Pasteur MLST database (https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-

bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst klebsiella isolates).

7.7. Analisis de sinergia entre colistina y fosfomicina por el método de tablero de ajedrez
La deteccidn de resistencia fosfomicina se realizé siguiendo los lineamientos del EUCAST
y sus puntos de corte . Se utilizé el disco de fosfomicina 200 pg (BioAnalysis, India) y agar Mueller
Hinton (Difco, Inglaterra). Los ensayos de sinergia se realizaron con la técnica del tablero de
ajedrez , enunvolumen final de 200 pl. El rango de concentraciones utilizadas para fosfomicina
fue de 4 a 128 mg/L y el de colistina de 4 mg/L se utilizaron placas de microtitulacion de
poliuretano no tratadas con fondo redondo. A los pocillos de fosfomicina se les adiciona 25

mg/L de glucosa-6-fosfato (Sigma Chemical Co., Estados Unidos).

Los resultados se expresaron en términos de concentracion inhibitoria fraccional (CIF)
para cada antibidtico. La CIF se calculd para colistina utilizando la siguiente férmula CMlcol-fos
/CMloiistina Y para fosfomicina CMlsoscol /CMlfostomicina. EI' indice de concentracién inhibitoria
fraccional para la combinacién col/fos (ICIF) se calculé sumando ClFciistina + CIF fosfomicina. S€
considerd combinacidn sinérgica si el indice CIF era de <0,5 un IFIC = 1 la combinacién es aditiva,

valores de ICIF de 1 a 4 se consideraron indiferentes y ICIF > 4 como antagénico.

7.8. Comité de ética

Los estudios que componen esta tesis doctoral fueron realizados de acuerdo con

Ill

la Declaracién de Helsinki y fueron aprobados por el “ Comité de Etica de Investigacion en
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Seres Humanos de la Pontificia Universidad Catdlica de Ecuador (PUCE) “ [EO-26-2021]
para los aislados obtenidos en el afio 2022. El comité de Etica del “Hospital Clinica Kennedy
de Guayaquil (HCK)” [CEISH-19-0016] aprobd los estudios para los aislados obtenidos
durante el 2020 y para los aislados obtenidos en el 2016, los estudios fueron aprobados

por el “Comité de Bioética del Hospital Luis Vernaza de Guayaquil” [HLV-DOF-CE-008].

7.9. Analisis estadistico

El andlisis estadistico comprendio el uso de estadistica descriptiva e inferencial. Para las

variables cualitativas se calcularon las frecuencias absolutas (n) y relativas (%).

En el estudio de concordancia se utilizé el analisis de concordancia categérica y errores
menores. La concordancia categérica se definié si los aislados estaban clasificados en la misma
categoria por el método probado y el método de referencia (microdilucion en caldo) y se expresé
en porcentaje. El error menor fue definido cuando la microdilucién en caldo identificé a un
aislamiento como resistente y el método nuevo lo identificé como intermedio. Para las variables

cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central y variabilidad.

Adicionalmente, para el estudio de factores de riesgo se realizdé un andlisis bivariado
previo a determinar las variables a ser consideradas para un analisis multivariado. La prueba de
Mann-Whitney se utilizé para las variables cuantitativas y para las variables cualitativas se utilizé
chi-cuadrado de Pearson y la prueba de Fisher. Se realizd una regresion logistica para un analisis
multivariado para predecir resistencia a colistina. Se establecio el valor < 0,05 para determinar

significancia estadistica para comparacién de proporciones, medias y variables predictivas.

Seccion 2. Evaluacidn de un método de laboratorio para la deteccién de resistencia a colistina en

EPC

7.10. Determinacion de la resistencia a colistina por el método dilucion en agar con

concentracion Unica (3 mg/L)

Una concentracion Unica de 3 mg/L de sulfato de colistina (Sigma-Aldrich, Reino Unido) fue
afiadida al agar Mueller-Hinton (Becton Dickinson, Reino Unido). El agar fue conservado a 4°C hasta
su utilizacién y fue utilizado dentro de las 48 horas posteriores. El indculo bacteriano fue ajustado

a 0,5 McFarland, utilizando el equipo DensiChek  (BioMérieux, Francia) y se realizd una dilucién
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1/10, inoculando 10 pl de la dilucién preparada. Se procesaron tnicamente 10 aislados por caja de
Petri y se incubd a 35°C por 16-18 horas. El crecimiento de 1 o mas colonias se consideré como
positivo con un valor de CMI > 3 mg/L. Las cepas P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli Bank #0349,

fueron utilizadas para el control de calidad.
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8.2. Articulos
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Molecular epidemiology o

of carbapenem-resistant gram-negative bacilli
in Ecuador
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Abstract

Introduction Carbapenem-resistant gram-negative bacilli are a worldwide concern because of high morbidity
and mortality rates. Additionally, the increasing prevalence of these bacteria is dangerous. To investigate the extent
of antimicrobial resistance and priaritize the utility of novel drugs, we evaluated the molecular characteristics

and antimicrobial susceptibility profiles of carbapenem-resistant Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa and Aci-
netobacter baumannii in Ecuador in 2022,

Methods Ninety-five clinical isolates of carbapenem non-susceptible gram-negative bacilli were collected from six
hospitals in Ecuador. Carbapenem resistance was confirmed with meropenem disk diffusion assays following Clinical
Laboratory Standard Institute guidelines. Carbapenemase production was tested using a modified carbapenemase
inactivation method. Antimicrobial susceptibility was tested with a disk diffusion assay, the Vitek 2 System, and gra-
dient diffusion strips. Broth microdilution assays were used to assess colistin susceptibility. All the isolates were
screened for the blaype, blaypy, bldgxa 4s, blayy and blaye genes In addition, A. baunannii isolates were screened

for the blagyy >3, blagys sg and blagys 54740 gENES.

Results Carbapenemase production was observed in 96.84% of the isolates. The blayy, blayoy, and blagy, 4 genes
were detected in Enterobacterales, with blaype being predominant. The blay,, gene was detected in P geruginosa,
and blagyp 14740 Predominated in A baumannii. Most of the isolates showed co-resistance to aminoglycosides, fluoro-
quinolones, and trimethoprim/sulfamethoxazole. Both ceftazidime/avibactam and meropenem/vaborbactam were
active against carbapenem-resistant gram-negative bacilli that produce serin-carbapenemases.

Conclusion The epidemiology of carbapenem resistance in Ecuador is dominated by carbapenemase-producing
K. pneumoniae harbouring blayp.. Extensively drug resistant (XDR) P aeruginosa and A. baumannii were identified,
and their identification revealed the urgent need to implement strategies to reduce the dissemination of these strains.

Keywords Carbapenem resistance, Carbapenemase genes, Ecuador, Gram-negative bacilli
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Introduction

The increasing number of multidrug-resistant organisms
(MDROs) constitutes a major threat to health worldwide.
MDROs are linked to increasing costs and mortality rates
[1] and are an important challenge to clinicians due to
the complicated choice of treatment option [2].

The World Health Organization included carbape-
nem-resistant Acinefobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, and Enterobacterales as “priority antibiotic-
resistant pathogens’, for which the research and devel-
opment of new antimicrobial agents is critical [3]. The
dissemination of these pathogens is mainly due to high-
risk clones and is generally associated with health care-
associated infections with high mortality rates [4, 5].

The mechanisms of carbapenem resistance are diverse
but are dominated by the expression of carbapenemases.
The prevalence of carbapenemases varies according to
region [2]. In Ecuador, despite the high prevalence of
carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) (37%) and
other gram-negative rod-shaped bacteria [6, 7], there is
little information about the mechanisms involved and
the antimicrobial susceptibility profiles, including that to
recently approved antibiotics such as ceftazidime/avibac-
tam, meropenem/vaborbactam, or ceftolozane/tazobac-
tam, which constitute the first line of treatment against
carbapenem-resistant gram-negative rod-shaped bacteria
[8,9].

Thus, essential information is required to optimize the
administration of antibiotics as a lack of knowledge could
lead to the misuse of antibiotics and the rapid develop-
ment of antimicrobial resistance.

Therefore, to clarify the extent of antimicrobial resist-
ance and prioritize the utility of newly available drugs,
our goal was to determine the molecular characteristics
and antimicrobial susceptibility profiles of clinical CRE,
P aeruginosa and A. baumannii complex isolates from
Ecuador.

Methodology
A multicentre study was carried out in six hospitals in
Ecuador between January 2022 and May 2022. Clini-
cal isolates of CRE, P aeruginosa and the A. baumannii
complex were collected according to protocols estab-
lished by each institution. Carbapenem resistance was
defined when the isolate was non-susceptible to any of
the carbapenems tested according to Clinical Standards
Institute (CLSI) breakpoints [10]. Only one clinical iso-
late from each patient was studied, and there was a pref-
erence for samples from sterile sites or those with the
greatest resistance phenotype.

CRE isolates were cultured on CHROMagar Super
Carba (CHROMagar, France). P aeruginosa and A. bau-
mannii complex isolates were cultured on MacConkey
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agar (16-18 h; 35 °C) (Becton—Dickinson, England) to
check their viability and purity. Isolates were identified
with the Vitek 2 System (BioMérieux, France) and con-
ventional biochemical tests.

Carbapenem resistance was confirmed with mero-
penem disk diffusion assays using CLSI methodol-
ogy. Carbapenemase production was studied with the
modified carbapenem inactivation method (mCIM) for
Enterobacterales and P aeruginosa according to CLSL
guidelines [10]. A. baumannii complex isolates were
studied with the optimized carbapenem inactivation
method described by Zhang S. et al. [11].

Antimicrobial susceptibility testing

Susceptibility tests for ciprofloxacin, amikacin, gen-
tamicin, trimethoprim/sulfamethoxazole, tigecycline,
ceftazidime, cefepime, meropenem imipenem, ampicil-
lin/sulbactam and piperacillin/tazobactam were per-
formed using disk diffusion assays and the Vitek 2 System
(AST-N402 or AST-N401 Card) (BioMérieux, France).
Minimal inhibitory concentrations (MICs) for ceftazi-
dime/avibactam and meropenem/vaborbactam were
determined using gradient diftusion strips (Liofilchem,
Italy). MIC values and disk diffusion results were inter-
preted using CLSI breakpoints [10]. For tigecycline, the
U.S. Food and Drug Administration (FDA) breakpoints
were used (susceptible > 19 mm or <2 pg/ml) for Entero-
bacterales [12]. For meropenem/vaborvactam, European
Committee on Antimicrobial Susceptibility (EUCAST)
testing breakpoints were used for P aeruginosa (suscep-
tible <8 pg/ml) [13].

Susceptibility to ceftazidime/avibactam and mero-
penem/vaborbactam was not tested in NDM-positive
isolates.

The MIC of colistin was obtained using a broth micro-
dilution (CBM) method, as described in CLSI docu-
ment MO7-A8 [14]. Analytical grade colistin sulfate
(Sigma—Aldrich Code C2700000, batch 3.0) and Mueller
Hinton broth with cation adjustment (Thermo Fischer
Scientific, United Kingdom) were used. The concentra-
tion range was 0.5—4 pg/mL, and CLSI breakpoints were
used to define colistin resistance (MIC values >4 pg/mL)
[10]. The MIC,, and MIC,, were determined for each
antimicrobial.

Escherichia coli ATCC 25922, P aeruginosa ATCC
27853, K. pneumoniae BAA ATCC 1705 and E. coli AR
Bank #0349 were used for quality control.

Detection of carbapenemase and mcr-1 genes

The carbapenemase-encoding genes blay,- blaypy
blagyy 4s, blayyy, and blay,p were studied using mul-
tiplex polymerase chain reaction (PCR) in all iso-
lates [15]. Additionally, the blagys oz jiker Pl@oxasg and
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blaqy p 54740 1ike genes were studied in A. baumannii com-
plex isolates with a previously described multiplex PCR
method [16].

The molecular detection of the colistin-resistance gene
mecr-1 was performed via PCR [17].

Clonality study

Clonal relatedness was studied in blay,--positive K.
pneumoniae, bla,,,, positive B aeruginosa and blagy,
24ja0.Positive A. baumannii complex using ERIC-PCR fol-
lowing a previously described method [18].

Dendrograms were constructed using Gel] software
based on Dice’s similarity coefficient and the unweighted
pair group method (UPGM) (tolerance 2%). The cut-off
level for ERIC-PCR electrophoretic pattern delineation
was 80% similarity.

Results

One hundred and twenty-nine isolates were obtained for
analysis. Thirty-four were rejected for inconsistencies
in shipments or duplications (26.35%). Thus, a total of
ninety-five isolates were included in the study (73.64%).

Enterobacterales predominated among the sample
and accounted for 60 isolates studied (63.15%), with K
pneumoniae being the most frequently isolated spe-
cies (n=45; 47.36%). K. aerogenes, E. cloacae and E. coli
were also present in 16.66% (n=10), 5% (n=3) and 3.33%
(n=2) of samples, respectively. The A. baumannii com-
plex was present in 25.26% (1= 24) of the samples, and P
aeruginosa was present in 11.57% (n =11) of the samples.

Carbapenemase production was confirmed in 92 iso-
lates (96.84%). Three P aeruginosa isolates tested nega-
tive for mCIM.

Blayp was the most frequent carbapenemase-encod-
ing gene found in Enterobacterales (n=52; 86.66%).
Blaypy (n=7; 11.66%) and blay, 44 (n=1; 1.66%) were
also detected. Neither bla;,, nor bla;,, was detected in
Enterobacterales. Both ceftazidime/avibactam (MIC,
and MIC,,< =0.12/4 pug/ml) and meropenem/vaborbac-
tam (MICy, 0.064/8 pg/ml; MIC,, 0.84/8 pg/ml) were
active against all tested isolates harbouring bla;p. The
susceptibility rates to CPE were 95% and 76.67% for tige-
cycline and colistin, respectively.

Detailed information about the susceptibility patterns
of the CPE strains, K. pneumoniae strains and K. aero-
genes blay, - strains is provided in Table 1.

Tigecycline and colistin were the only drugs that K.
aerogenes bla,;,, isolates were susceptible to (n=1). E.
cloacae blay, isolates (n=2) were resistant to most of
the antimicrobials tested, except for amikacin tigecycline,
colistin, ceftazidime/avibactam and meropenem/vabor-
bactam, as observed for E. coli blayp- (n=1).

Page 3 of 9

E. cloacae blayy,, (n=1) was only susceptible to colis-
tin and amikacin.

The susceptibility profile of E. coli bla,,, , was the
most conserved. This isolate was resistant to only cip-
rofloxacin, trimethoprim/sulfamethoxazole, and cef-
tazidime. Tigecycline, colistin, ceftazidime/avibactam,
trimethoprim/sulfamethoxazole and colistin were active
against E. coli bla,p- These strains were resistant to cip-
rofloxacin, aminoglycosides and all beta-lactam antimi-
crobial agents tested.

In P aeruginosa, only bla;, was detected (n=8§;
72.72%). Three isolates lacked any of the examined car-
bapenemase genes and tested negative for mCIM. All
antimicrobials tested showed high resistance in blay;-
positive P aeruginosa. Ceftolozane/tazobactam was
active against carbapenemase-negative P. gaeruginosa.

In A. baumannii complex isolates, 66.66% (n=16) of
the patients were blagy, 5440 positive, and 33.33% (n=8)
of the patients were blagy,,; positive. blaype blayn,
blagya.s, blavyy, and blay,y were not detected in any
of the isolates. A. baumannii complex isolates were only
susceptible to colistin (95%), regardless of which gene
was present in the isolates.

Tables 2 and 3 provide comprehensive details regarding
carbapenem-resistant non-fermentative gram-negative
pathogens. The MIC values of the antimicrobials evalu-
ated are detailed in Supplementary Table 1.

None of the colistin-resistant isolates carried the mcr-1
gene.

Blay . positive P aeruginosa and bla,,. positive K.
preumoniae (n=35) isolates exhibited significant genetic
heterogenicity (Supplementary Figs. 1 and 2).

In the blagy s 5449 positive A. baumannii complex, six
electrophoretic patterns were found, and 50% of the iso-
lates belonged to only one pattern, indicating the clonal
dissemination of this microorganism (Supplementary
Fig. 3).

Four electrophoretic patterns were found in blay,..
positive K. aerogenes (8 isolates studied) (Supplementary
Fig. 4).

Discussion

Our research describes the molecular characteristics of
carbapenem-resistant gram-negative rod-shaped bacte-
ria in Ecuador. Carbapenemase production was preva-
lent in the isolates studied (96.64%), and carbapenemase
production has been described by several authors as the
main mechanism involved in carbapenem resistance
[6, 19-21].

Carbapenemase-encoding genes such as blaypc, blaypy
and blagy, ,s were detected in Enterobacterales, and
blaypc was the predominant gene. Our results are simi-
lar to those described in other Western countries, such
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Table 2 Susceptibility antimicrobial against P. aeruginosa

P aeruginosa blay,, n=8 P.aeruginosa mCIM negative n=3 P. aeruginosa
n=11

Antimicrobials Susceptible MIC5, pg/ml MICqq prg/ml Susceptible MICs, pg/ml MICgq pg/ml Susceptible

No % No % No %
AK 4 50 4 32 2 6667 16 16 6 5454
GN 2 25 =32 =32 1 3333 4 8 3 2727
cip 1 125 =4 =4 1 3333 05 =4 1 9.09
coL 4 50 2 =8 3 100.00 1 1 7 6363
CAZ/AVI NT NT NT NT 32 100.00 DD oD 32 100
MER/VAR NT NT NT NT 3 100.00 05 1 3? 100
CAZ 0 0 =64 =64 2 6667 4 =64 2 18.18
FEP 0 0 =32 =32 1 3333 8 =32 1 2.09
IMP 1] 1] =16 =16 0 000 =16 =16 0 0
MER 1] 1] =16 =16 0 0.00 =16 =16 0 0
CEF/TAZ 1] 1] > 256 >256 3 100.00 15 4 3 27.27
PTZ 0 0 =128/4 =128/4 0 000 =128/4 =128/4 0 0

NT not tested, DD Disk diffusion, AK Amikacin, GN Gentamicin, CIP Ciprofloxacin, COL Colistin, CAZ/AV] Ceftazidime/avibactam, MER/VAB Meropenem/vaborbactam,
CAZ Ceftazidime, FEP Cefepime, IMP Imipenem, MER Meropenem, CEF/TAZ, PTZ Piperacillin/tazobactam

# EUCAST Breakpoints

Table 3 Susceptibility antimicrobial against A. baumannii complex

A.baumannii complex blagy,,; n=8 A.baumannii complex blagyy4/40 1= 16 A. baumannii
complex n=24
Susceptible Susceptible Susceptible
Antimicrobials No % MIC5q pg/ml MICqq pig/ml No % MIC5q pg/ml MICgq g/ml No %
AK 0 0.00 =64 =64 0 000 =64 =64 0 0
GN 0 0.00 =64 =64 0 000 =64 =64 0 0
cip 0 0.00 =4 =4 0 000 =4 =4 0 0
SXT 0 0.00 4176 4/76 0 000 4/76 4/76 0 0
coL &° 10000 1 1 130 9286 1 1 19+ 95
CAZ 2 2500 =64 =64 2 1250 =64 =64 4 18.18
FEP 0 0.00 =32 =32 0 000 16 =32 0 0
IMP 0 0.00 =16 =16 0 000 =16 =16 0 0
MERO 0 0.00 =16 =16 0 000 =16 =16 0 0
PTZ 0 0.00 =128/4 =128/4 0 000 =128/4 =128/4 0 0
SAM 0 0.00 =32/16 =32/16 2 1250 =32/16 =32/16 2 833

AK Amikacin, GN Gentamicin, CIP Ciprofloxacin, SXT Trimethoprim/sulfamethoxazole, COL Colistin, CAZ Ceftazidime, FEP Cefepime, IMP Imipenem, MER Meropenem,
PTZ Piperacillin/tazobactam, SAM Ampicillin/sulbactam

? 6 isolates tested
b 14 isolates tested + 20 isolates tested

as the United States, Argentina, Colombia, and Brazil, In our study, we did not find bla,,, (11.47%) or
which described blay,c as the prevalent gene linked to K. blagy_4q (1.64%) genes very frequently in Enterobacte-
pneumoniae [7, 21, 22]. Our results also agree with pre- rales; these percentages are comparable to those reported
vious data published in 2022 by the National Reference in a national surveillance report [23]. However, given the
Laboratory, which described K. pneumoniae harbouring  small number of isolates, we advise using caution when
blayp- as the main cause of carbapenem resistance in  considering this information. Blay,, was detected in K.
Enterobacterales in Ecuador [23]. pneumoniae, K. aerogenes and E. cloacae. Interestingly,
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we did not find any P retfgeri isolates harbouring this
gene because this species has been shown to play a cen-
tral role in the dissemination of blayp,, in Latin America,
but infections by P rettgeri are not very common [24].
Similar to other studies, we found blagy, 45 only in E.
coli which is the main species associated with this gene
[25, 26].

The pattern observed in Ecuador is different from that
described in other countries, such as India, where NDM
is prevalent, or Turkey, where OXA-48 dominates among
CRE [26, 27].

During the COVID-19 pandemic, an increase in car-
bapenemase-producing Enterobacterales was observed;
moreover, the emergence of isolates harbouring more
than one carbapenemase gene was reported [28]. In 2021,
Ecuador reported blayp+ blaypy and blayp-+blagy, 4
associations [28, 29]. Nevertheless, we did not find any
combinations of carbapenemase genes in any of the iso-
lates studied.

Co-resistance to aminoglycosides and fluoroquinolo-
nes was observed in K. pneumoniae blaypc positive iso-
lates. This association has also been described by several
authors and is linked to horizontal dissemination [30, 31].
Genetic diversity was revealed in our isolates, suggesting
horizontal dissemination. Interestingly, our results differ
from those of previous research in which clonal circula-
tion of K. pneumoniae bla, . positive isolates was docu-
mented [18]. The differences found could be attributed to
the fact that our study was not limited to one city or hos-
pital area, such as intensive care units, where most other
research is focused.

According to our results, tigecycline could be consid-
ered a therapeutic alternative for Enterobacterales iso-
lates, independent of carbapenemase genes or the species
involved, but its use will require a previous antimicrobial
susceptibility report, as other authors have also suggested
[32].

Enterobacterales harbouring blayp- showed reduced
susceptibility to colistin, but surprisingly, all isolates har-
bouring blayp,, remained susceptible to colistin, con-
trary to the findings of other authors, who described an
increase in colistin resistance in CRE isolates harbour-
ing bla,y [33] Based on our findings, colistin may be
considered a significant therapeutic option for the treat-
ment of CRE, but a prior susceptibility report may be
needed. The mcr-1 gene was not detected in any of our
isolates, in contrast with the results of other Latin Ameri-
can studies [34-36], suggesting that resistance could be
mediated by chromosomal mutations or other mer vari-
ants that were not studied and have been described in the
region, including mer-3 or mer-5 [37-39]. Further stud-
ies are needed to understand the resistance mechanisms
involved in colistin resistance.
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New antimicrobial agents, such as ceftazidime/avi-
bactam and meropenem/vaborbactam, demonstrated
complete susceptibility in all the bla,, positive isolates.
Despite the susceptibility patterns reported by several
authors, the emergence of KPC isolates with ceftazidime/
avibactam resistance has been reported, which has been
frequently associated with mutations leading to substitu-
tions in the Q-loop of the KPC-3 variant [40, 41]. Fortu-
nately, our research did not show any resistance to this
new antimicrobial in KPC isolates, perhaps due to the
recent introduction of this antimicrobial (June 2022) in
Ecuador, although some cases of CAZ/AVI resistance
have been reported prior to drug introduction in other
countries through a salt bridge between glutamic 197 and
arginine 164 in the wild-type KPC enzyme; however, this
result was not found in this study [42].

Carbapenemase production by the blay,, gene was
detected in 63.63% of B aeruginosa isolates, and this
gene encodes a metallo-p-lactamase. Our findings are
consistent with several other authors who determined
that this gene was prevalent [43]. P aeruginosa exhibited
high rates of co-resistance to aminoglycosides, cipro-
floxacin, colistin and ceftolozane/tazobactam, rendering
these antimicrobials ineffective for empirical treatment.
OQur findings differ from those of other authors who
recommended ceftolozane/tazobactam as an effective
treatment for multidrug-resistant P aeruginosa [44]. In
contrast to our findings, Ajila et al. reported good sus-
ceptibility to ceftolozane/tazobactam in P aeruginosa
isolates recovered in 2019 in Ecuador [45]. We attributed
these conflicting findings to the molecular mechanisms
involved in the studied isolates, but these hypotheses
were not described by the authors.

In America, carbapenem resistance in A. baumannii
complex isolates is principally mediated by oxacillinases,
particularly blagy,,; and blagy, g (46, 47]. In 2016,
Nuiiez-Quezada et al. reported an outbreak of a carbap-
enem-resistant A. baumannii complex with blagy, 7, a
member of the blagy, 440 subgroup, in Guayaquil, Ecua-
dor [48]. Our research revealed that blaqy, 444 (66.66%)
was predominant in A. bawmannii complex isolates,
similar to the results of a previous report in our country;
furthermore, the same PCR pattern was observed in 50%
of the isolates, which indicates the clonal spread of this
microorganism, as has been previously reported [48].

Nevertheless, our results differ from those published
in a national surveillance report, which showed a pre-
dominance of OXA-23 in A. baumannii complex isolates
collected from 2019 to 2021. However, an increase in
OXA-24/40 was observed in 2021, with similar values to
those of OXA-23 (blagy, 53 n=129; blagy, 44,49 n=116).
In addition, we did not detect blagy, sg in our isolates,
although it has been reported previously in Ecuador [23].
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Our results also differ from the regional epidemiology
[49], where the blagy, 54,40 gene has been described only
sporadically and is mainly reported in countries such as
Taiwan, China and South Korea in Asia [50, 51].

Co-resistance to other groups of drugs is highly com-
mon in A. baumannii complex isolates, and this co-
resistance reduces the number of therapeutic options.
The extensive drug resistance (XDR) phenotype was
independent of the oxacillinase gene. The isolates only
showed 100% susceptibility to colistin, and colistin could
be considered a last resort option for these XDR isolates.

This study has several limitations. First, our results
could not be generalized to primary care hospitals or
other cities as the hospitals were not randomly selected;
instead, they included hospitals from public and private
services from the second and third levels of attention
in Ecuador’s most populous cities. Second, clinical iso-
lates of carbapenem-resistant gram-negative bacilli were
selected by each microbiology laboratory according to
their protocols and clinical requests for culture by physi-
cians; therefore, some isolates were not included. Third,
the sensitivity and specificity of the mCIM method are
greater than 90%, although there could be false-negative
results due to uncommon carbapenemase types that were
not tested in our study [52]. Finally, blagyx 43 which is
an oxacillinase previously described in A. baumannii in
Ecuador, has not been examined.

In conclusion, the epidemiology of carbapenem
resistance in the three most important cities of Ecua-
dor (Quito, Guayaquil, and Cuenca) was dominated by
carbapenemase-producing K. preumoniae harbouring
blap.. Additionally, XDR P aeruginosa and A. bau-
mannii complex isolates were also present, showing
an urgent need to implement strategies to reduce their
dissemination.
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Articulo 2

Surveillance of colistin resistance mediated by mcr-1 in Carbapenemase-
producing Enterobacterales in Ecuador through three periods from 2016
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RESUMEN

Este estudio tiene como objetivo, comprender la epidemiologia de la resistencia
a colistina en la region, a través de la identificacion del gen mcr-1 en
Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC) en el Ecuador.Se
recolectaron 361 aislamientos de EPC, durante tres momentos de tiempo,
durante el periodo 2016-2022. Se realizaron las pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana y se determind la concentracion inhibitoria minima a colistina.

Se identificaron los genes de las carbapenemasas mas frecuentes y se

determiné la presencia del gen mer-1.

K. pneumoniae fue el microrganismo aislado mas prevalentemente cbservado
(89.20%). La tasa de resistencia a colistina fue del 20,77%, observandose un
incremento en la resistencia a colistina del 3,76% al 23,74% . No se identifion
el gen mer-1 en ninguno de los aislamientos estudiados. Se observé una
amplia resistencia a los otros antimicrobianos testados en >50% de los aislados

de K. pneumoniae resistentes a colistina.

En conclusion, nuestros resultados resaltan la necesidad de implementar un
programa de administracién de antimicrobianos a nivel nacional como prioridad

urgente para evitar la diseminacion de este patégeno.

KEYWORDS

Colistin resistance, Ecuador, Carbapenemase, Enterobactarales, mcr-1
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List of abbreviations

MDR: Multidrug resistance

CPE: Carbapenemase-producing Enferobacterales

CR: Colistin resistance

CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute

CBM: Colistin broth microdilution
ATCC: American Type Culture Collection
MIC: Minimal Inhibitory Concentration
FDA: U.S Food and Drug Administration
PCR: Polymerase chain reaction

TIG: Tigecycline

AK: Amikacin

GN: Gentamicin

CIP: Ciprofloxacin

SXT: Trimethoprim/sulfamethoxazole
CAZ/AVI: Ceftazidime/avibactam

M/N: meropenem/vaborbactam
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XDR: extensively drug-resistant

1. Introduction

Multidrug resistance (MDR) in gram-negative bacilli has dramatically
increased in the last decades, especially in the Enferobacterales, becoming
a serious public health problem [1]. A predictive statistical model indicated
that antibiotic resistance was responsible for 4.95 million deaths globally,

with the highest burdens in low-resource settings [2].

Although novel antibiotics have been developed in the last five years, their
limited availability and high costs limit their use in countries with low
economic resources. This situation have forced the employment of less
effective therapeutic schemes, which include colistin and/or tigecycline, even

though they have demonstrated poor survival rates [3 4].

Colistin is a drug whose use rebounded along with the emergence of
resistance to carbapenems in gram-negative bacilli in the 1990s. Its
resistance is primarily due to mutations in the gene(s) that code for lipid A
[5]. Liu et al, reported the emergence of plasmid resistance mediated by the
mcr-1 gene in an Escherichia coli strain in 2015 [6]. Currently, ten variants of
this gene have been described, being mer-1 variant the most prevalent. This
type of resistance has a wide distribution in Enterobacterales and has been

reported from various sources, including cattle and the environment [7].
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In Ecuador, the data about colistin-resistance in carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE) is scarce. The first colistin-resistant (CR)
Escherichia coli harboring mer-1 was detected in 2016 [8], another report
has been done in animals from rural farms [9]. Thus, this is the first study in
our country that gathered information about the presence of colistin-resistant
isolates of CPE mediated by mcr-1 gene in three different periods from

various hospitals around the country, between 2016 to 2022 in humans.

. Materials and Methods

2.1.Study design
A retrospective cross-sectional study was carried out with samples or
strains collected in three different moments during a seven-year period.
The first period was between February and April 2016 in seven private
and public intensive care units in Guayaquil, Ecuador. The second period
was between December 2019 and May 2020 in five private and public
hospitals in the same city, and the third period was between January
2021 to April 2022 in five private and public hospitals in Quito, Guayaquil,
and Cuenca. Quito is the capital of Ecuador, and all these cities are the
most populated and economically important metropolises in Ecuador,
accounting for 5 095.691 inhabitants

(https://www.ecuadorencifras.gob.ec/censo-de-poblacion-y-vivienda/).

In the first period, rectal swabs were collected weekly by trained
personnel in all the intensive care patients after a signed informed
consent was obtained. For the second and third period, all the samples

with carbapenem-resistant Enferobacterales (CRE) collected by
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microbiology laboratories of each hospital were sent to our referencial
laboratory in a Stuart medium for further processing in our reference
laboratory. CRE was defined as any isolate which had a non-susceptible
category for any of the carbapenems tested, using Clinical Laboratory

Standard Institute (CLSI) breakpoints [10] .

2.2 Isolates

Three hundred and sixty-one isolates of carbapenem-resistance
Enterobacterales collected during the study were included. One isolate per
patient was studied and Enterobacterales with intrinsic colistin resistance

were excluded.

All isolates were conserved in 20% skim milk (Oxoid, United Kingdem) until
processing. Their viability and purity were checked in MacConkey agar (16-
18h; 35°C) (Becton-Dickinson, England). Identification was confirmed with
Vitek® 2 Compact System (GN-Card) (BioMérieux, France) and

conventional tests (motility, oxidase, and gram stain).

Carbapenem resistant was screened with CHROMagar Super Carba

(CHROMagar, France) and confirmed disk diffusion to meropenem following

CLSI| methodology. Carbapenemase-production was studied with the

modified carbapenem inactivation method (mCIM)[10] .

2.3. Colistin susceptibility tests
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First, surveillance of colistin resistance with agar dilution was performed
following CLSI M07-A8 and CLSI M100-S31 protocols [10,11]. Colistin
sulfate (Sigma-Aldrich. Code C2700000.Batch 3.0) and Mueller-Hinton Agar
(Becton Dickinson, United Kingdom) were used with a concentration of 3
1g/ml. Ten microliters of bacterial inoculum (approximately 1.5 x 108 UFC)

were added to the agar. The samples were incubated at 35° C for 16 to 18h.

All isolates categorized as resistant with agar dilution were confirmed with
colistin broth microdilution (CBM) to obtain the minimal inhibitory
concentration (MIC). Colistin sulphate analytical grade (Sigma-Aldrich Code
C2700000, batch 3.0) and Mueller Hinton broth with cation adjustment
(Thermo Fischer Scientific, United Kingdom) were used. The concentration
range used was 0.5 — 4 ug/ml. MIC values = 4 ug/mL were considered as
resistant according to CLSI breakpoints document M100-S31. Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 27853 and E.

coli AR Bank #0349 were used for quality control.

2.4. Antimicrobial susceptibility profile

Susceptibility tests for ciprofloxacin, amikacin, gentamicin,
trimethoprim/sulfamethoxazole, tigecycline, ceftazidime/avibactam and
meropenem/vaborbactam were performed using disk diffusion according to
CLSI guidelines [10]. Non-susceptible phenotypes for ceftazidime/avibactam
and tigecycline obtained with disk diffusion, were confirmed with agar
diffusion method to obtain MIC values. Liofilchem Etest Strips

(Liofilchem, ltaly) were used, and commercial methodology was followed .
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U.S Food and Drug Administration (FDA) breakpoints were used for

tigecycline (https://www.fda.gov/drugs/development-resources/tigecycline-

injection-products).

Multidrug-resistant (MDR) was defined as acquired non-susceptibility to at
least one agent in three or more antimicrobial categories and extensively
drug-resistant (XDR) was defined as non-susceptibility to at least one agent
in all but two or fewer antimicrobial categories [12]. A XDR phenotype was
defined when a resistant phenotype was present to one of the

aminoglycosides tested, ciprofloxacin and trimethoprim/sulphametoxazole.

E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 2785 and K. pneumoniae ATCC

700603 were used for quality control in antimicrobial susceptibility tests.

2.5.Carbapenemase and mcr-1 genes detection

Molecular identification of carbapenemase production was studied with a
multiplex polymerase chain reaction (PCR), which included blakec, blanom,
blaoxa-s, blavm, and blame genes [13]. A PCR protocol previously described

that detects mer-1 gene was used. MCR-1 Clinical Strain Z&Z1409 was

used as quality control strain [8,14].

. Results

3.1.Isolates
Three hundred and sixty-one isolates were studied. All isolates were
phenotypically confirmed as CRE at the reference laboratory, and 100 %

were positive for carbapenemase production.
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CRE Isolates were obtained more frequently in 2016 and 2020 years, with
values ranging from 36.84 % (n=133) to 46.81 % (n=169) respectively. Only
59 (16.34%) isolates were received in 2022.

Most isolates were collected from rectal swabs (42.38%; n= 153), followed
by respiratory samples (15.79 %; n=57), blood (14.68 %; n=53) and urine

(10.25 %:; n=37).

K. pneumoniae was the prevalent microorganism observed (n=322; 89.20%)
followed by K. aerogenes (n=17; 4.71 %), E. cloacae (n=11; 3.05 %), E. coli

(n=9; 2.49 %) and K. oxytoca (n=2; 0.55 %).

3.2.Colistin susceptibility test and mer-1 detection

The total rate of colistin resistance in CPE was 20.77 % (n=75). CR-CPE
increased during the three time periods investigated. A value of 3.76% (n=5)
was observed in 2016, followed by 33.14% (n=56) in 2020 and 23.72%

(n=14) in 2022.

The microorganism with the highest CR observed was K. aerogenes (52.94

% n=9), followed by K. pneumoniae 20.19 % (n=65) and E. cloacae 9.09 %

(n=1).CR was not found in any of E. coli or K. oxytoca isolates.

The highest prevalence of CR-CPE was found in respiratory samples

(50.88%, n=57). Table 1 depicts the CR proportion of CR-CPE found in the

samples according to the microorganisms involved.
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The mer-1 gene was not identified in any of the isolates studied.

3.3.Carbapenemase production

The blakec gene was predominant in the CPE studied (n=353; 97.78 %),
blanom (n=7; 1.93 %) and blaoxa-4s (n=1; 0.27 %) were also observed. The
blanom gene was detected in K. pneumoniae (n=5), K. aerogenes (n=1) and
E. cloacae (n=1) while blaoxa4s was present just in E. coli. The only

carbapenemase type involved in CR isolates was blakrc.

3.4. Antimicrobial susceptibility profile of CR-CPE

A high frequency of co-resistance to other antimicrobials was observed.
Only ceftazidime/avibactam (51 isolates tested) and
meropenem/vaborvactam (31 isolates tested) conserved 100% of
susceptibility in all CR-CPE studied. Tigecycline also remains susceptible
(90.27%) in CR-CPE. Susceptibility rates of CR-CPE to the antimicrobials

tested are detailed in table 2.

Table 2. Susceptibility profile of Colistin-resistant carbapenemase-

producing Enterobacterales

An increasing resistance trend in CR-K. pneumoniae to amikacin, ciprofloxacin,
and trimethoprim/sulfamethoxazole was observed during the three time periods

of the study
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Co-resistance to one of the aminoglycosides, fluoroquinolones and
trimethoprim/sulphametoxazole was observed in 77.58% (n=45/58) of CR-K.
pneumoniae isolates and 77.77 % (n=7/9) of CR- K.aerogenes isolates had an

XDR phenotype.

4. Discussion

The increasing trend in carbapenem-resistant Enferobacterales offers a
worldwide health challenge, since therapeutic approaches are no longer
effective, resulting in increased hospital admissions and mortality rates [15]. In
this context, old antibiotics such as colistin remain as a “last resort” treatment

option in low-income countries [1] .

Colistin resistance in Enterobacterales has been found to be on the rise
worldwide. The global frequency was 1.6% in 2013, rising to 3.6% in 2019.
According to this data, Latin America had the highest prevalence rates (6.7%)
[5]. Our findings demonstrated a similar pattern across the three time periods
investigated, describing an increased rate from 3.73 % to 23.73 % among the

isolates analyzed.

Our study focused on CPE and discovered a prevalence of colistin resistance of
21.9 %. Similar high CR values have been reported in other countries such as
Greece, Spain, and ltaly, principally in carbapenemase-producing K.
pneumoniae, with values ranging from 40.4% (2019) to 31% and 43 % (2013)

respectively. According to other writers, this tendency is mostly related with

12
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outbreaks [16]. Despite the lack of data on colistin resistance in CPE in Latin
America, Brazil reported a large CR rate (35.5%), owing primarily to KPC-2
production and mainly associated with outbreaks [17,18]. To the best of our
knowledge, despite the rising incidence of CPE in Ecuador [19], this is the first

study focused on CR surveillance in clinical isolates of CPE.

The increasing CPE prevalence in Ecuador could be attributable to clonal
spread during various outbreaks [20]. The majority of the antimicrobial
resistance reports in our country are focus on phenotypic characteristics, and
there is a paucity of evidence regarding genotypic studies (such as clonality,

plasmid characterization, mechanism of resistance and virulence) [21].

A national plan to tackle antimicrobial resistance was launched in 2019 in
Ecuador. This involves the establishment of infection control committees in
each hospital unit as well as the execution of an antimicrobial stewardship
program [22]. However, until the publication of this report, there is no official
report providing antibiotic resistance patterns in our country [23], and data on
healthcare-associated infections in each unit cannot be compared due to the
different monitoring types. This situation illustrates the scarcity of strategies and
research within the hospital units to prevent or control the spread of multidrug-
resistant microorganisms, and the important necessity for quantifying the impact
of antimicrobial stewardship programs and the infection control strategies in

each hospital included in this study.
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Antimicrobial use in the clinical and outpatient settings determined antibiotic
resistance [24]. In Ecuador, as in other Latin American countries, there is a
scarcity of data on antimicrobial consumption in the community and inside the
hospitals [25]. However, it is well known that our population obtains antibiotics
without medical prescription. This situation demenstrates a lack of regulations
that contributes to an excessive antimicrobials consumption [26], particularly
during the COVID-19 pandemic years (2020-2023) [27], when an increase in
antimicrobial resistance was observed in gram-negatives pathogens worldwide
affecting healthcare-associated infections It is worth noting that the World
Health Organization (WHQ) regards antibiotic consumption in agriculture as a
critical component in the fight against antimicrobial resistance [28]. Colistin use
in animals was forbidden in Ecuador only in 2019, although there is little

information on the adherence to this regulation [29].

Surprisingly, no mcr-1 isolates were found in our research. Neither does any of
the other MCR variants. mer-1 production has previously been reported
previously in a clinical E. coli isolate collected in Ecuador in 2016 [30], and the
few reports available are limited to animal samples and environmental sources
[31,32]. One report shows a high prevalence of colistin-resistant E. coli and K.
pneumoniae in extended spectrum beta-lactamase (EBSL ) (harboring the mer-
1 gene) with just one co-occurrence of carbapenemase genes in rural
communities in our country [33]. To the best of our knowledge, in Latin America
only mcr-1, mer-3 and mer-5 variants have been identified. The mcr-3 gene

was identified in Brazil ( E. coli isolated from pig samples) and mer-5 was
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reported in Colombia in an E. coli isolate, obtained from an human urinary

sample [34] .

The mer-1 gene is the most clinically and epidemiologically significant variant,
which its phenotypical expression is colistin resistance. Therefore, we could
presume that chromosomal mutations are the principal colistin resistance
mechanism involved in our isolates rather than plasmid origin, which is
supported by the epidemiology documented in the region. Additionally, our
collection was predominantly made up of Kiebsiella pneumoniae (89.19%), and
the mer-1 enzyme is mainly described in E. coli [35]. We believe that further
studies are required to confirm other resistance mechanisms that may be

involved.

Additionally, we did not find any difference about CR between carbapenemase
type studied, but K. aerogenes, was the microorganism with the highest
resistance rate, as described for other authors [36]. This phenomenon was
observed in one haspital unit, which could be attributable to an outbreak, but

unfortunately, we did no carried out clonality studies.

In our study, most of our isolates showed co-resistance to aminoglycosides and
fluoroquinolones. Brazil reports a 16% of ciprofloxacin resistance and 20%

gentamycin resistance in multidrug-resistant K. pneumoniae which constitutes a
frequently described phenotypic in this country [37]. Another study in Tucuman,
Argentina, describes a 100% resistance to ciprofloxacin and 22% to gentamycin

[38]. It is a very concerning situation since these isolates should be classified as
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extensively drug-resistant (XDR), according to Magiorakos et al. [12],
definitions, implying that discovering new medications should be given a high
priority in research.

Despite the limitations related to colistin susceptibility testing, the significant CR
rates found in our research imply that susceptibility testing should be necessary

before considering colistin as a therapeutic option [39,40].

A limitation of our study is that the hospitals involved were not the same in each
period analyzed, making difficult to analyze this increase in resistance per unit.
The presence of high resistance patterns to all the drugs used for CPE
treatment and the scarce available options in our country to treat them
(tigecycline, ceftazidime-avibactam or meropenem/vaborbactam could be
considered as the last resort options for treating XDR microorganisms
according to our results) shows the great importance of controlling antimicrobial
resistance within units and at a national level. The Ministry of Health should
closely monitor national politics on antimicrobial resistance, including human
medicine and the food industry and the recruitment of well-qualified infection

control teams that meet high standards levels must be the rule [41].

5. Conclusion

In conclusion, colistin resistance has dramatically increased in carbapenemase-
producing Enterobacterales in Ecuador. The absence of mcr-1 production as a
mediator of the resistance mechanism suggests the involvement of additional
factors that need further investigation. Our findings show that a national

antimicrobial stewardship programmed must be adopted immediately.
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Table 1. Colistin resistance in Carbapenemase-producing Enterobacterales according to clinical samples

K. pneumoniae K. aerogenes E. cloacae E. coll K. oxytoca
Sample type CRisolates/Total % CR____ CRisolatesiTotal % CR CRisolatesTotal % CR___ CRisolates/Total % CR n__ % Total
Unknow origin 4/8 50.00 0/0 0.00 on 000 (3] 0.00 0/0 0.00 10
Tissue 04 000 " 100.00 o 0.00 o 0.00 00 000 6
Abscess 0/0 000 mn 100 .00 an 000 o0 0.00 0/0 0.00 2
Rectal swab 6139 432 /4 0.00 w4 0.00 Y 0.00 o2 0.00 153
Urethral discharge 112 50,00 00 000 ) 0.00 00 0.00 00 o000 2
Blood 14/50 28.00 12 50.00 o 0.00 00 0.00 0/0 0.00 83
Urine 12135 34.29 (V3] 0.00 00 0.00 (3] 0.00 0/0 0.00 i
Peritoneal fluid %6 3333 00 000 ) 0.00 02 0.00 00 000 8
Surgical wounds nz2 25.00 mn 100.00 14 25.00 00 0.00 0/0 0.00 17
Catheters 216 1250 0/0 0.00 00 0.00 [ 0.00 0/0 0.00 16
Respiratory samples 21/50 4200 57 7143 00 000 oo 0.00 0/0 0.00 57
Total 65/322 20.19 a7 5294 m 9.09 w9 0.00 o2 0.00 361
Table 2. Susceptibility profile of Colistin-resistant carbapenemase-producing Enterobacterales
K. pneumoniae K. aerogenes E.cloacae
ANTIMICROBIALS 2016 2020 2022  Total 2016 2020 2022  Total 2016 2020 2022  Total CPE
Tigecyclin 5/5  46/52  6/6  57/63 0/1  8/8 8/9 171 65/72
sacycsns (100%) (88.46%) (100%) (90.48%) (0%) (100%) (88/89%) (100%) (90.27%)
25 6/52 8/63 01 18 1/9 11 10/73
Amiacne @0%) (11.53%) 2% (15/70% T (0%) (125%) (11.11%)  © (100%) (1.36%)
Gentamicine 2/4 47/52 4/6 53/62 0/1 1/8 1/9 11 55/72
(50%) (90.38%) (66.66%) (85.48%) (0%) (12.5%) (11.11%) (100%) (76.38%)
. : 2/5 2/63 o1 18 1/9 3/73
Ciprofloxacine (40%) 0/52 (0%) 0/6 (0%) 3.17) - ©0%) (125%) (11.11%) - 0/1 (0%) - (4.10%)
i cm oo pmom  GNGE | |2/52 2/58 o1 18 1/9 11
o ! P tested  (3.84%) 0/6 (0%) (3.45%) (0%) (12.5%) (11.11%) (100%) 4/6B:58%)
Not  35/35 6/6  41/a1 171 88 9/9 11 51/51
Coftazidima/avibactar tested  (100%)  (100%)  (100%) © (100%) (100%) (100%) T (00%) (100%)
Not  21/21 6/6  27/27 171 88 9/9 11 3737
Meropenem/varbobactam 4 (100%) (100%) (100%) T (100%) (100%)  (100%) (100%) (100%

n susceptible/n total isolates tested ( susceptibility percentage)
- ( notisolates during the period)
CPE Carbapenemase-producing Enterobacterales
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RESUMEN

Introduccion: La resistencia a carbapenemes por produccion de
carbapenemasa en Enterobactarales constituye un problema de salud publica,
debido a sus altas tasas de morbimortalidad, particularmente aquellas
provocadas por Klebsiella pneumoniae. A pesar de la emergencia de nuevos
antimicrobianos, en ciertas regiones su acceso continua siendo limitado,
obligando a usar terapias de salvataje con combinaciones de antimicrobianos
antiguos pero eficaces. La combinacion colistina/fosfomicina no ha sido del
todo estudiada, por lo cual nos propusimos nos propusimos estudiar “in vitro”
la sinergia de colistina y fosfomicina en aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae tipo KPC resistentes a la colistina, para determinar si en esta
combinacién podria existir sinergia y ser considerada como una opcion
terapéutica.Métodos: Se estudiaron diez aislados clinicos de K. pneumoniae
productores de KPC, resistentes a colistina con el método de tablero de
ajedréz. Se estudid la susceptiblidad antimicrobiana para varios antibioticos con
el método de difusion en disco Resultados No se encontro sinergia en la
combinacidn colistina/fosfomicina testada para ninguno de los aislados
testados. Los aislados presentaron alto nivel de resistencia a amikacina,
ciprofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol. Conclusiones: No se recomienda

el uso de la combinacion colistina/fosfomicina en aislados clinicos de KPC
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INTRODUCCION

La resistencia a carbapenemes por produccion de carbapenemasas en
Enterobacterales ha escalado a proporciones abismales a nivel mundial y es
considerada actualmente un problema de Salud Publica, por lo cual la
investigacion enfocada en estos microrganismos multidrogoresistentes (MDRs)

ha sido priorizada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) '3,

Dentro de este grupo de MDRs, las infecciones por Klebsiella pneumoniae
productora de carbapenemasa tipo KPC (KPC) ocupan un lugar importante por
sus altas tasas de prevalencia y morbimortalidad, que pueden incluso alcanzar

valores del 59%, sobretodo en paises en desarrollo 4.

Si bien, en los ultimos afios se han introducido nuevos antimicrobianos  para
tratar las infecciones ocasionadas por KPC, su accesabilidad continua siendo
limitada en ciertas regiones, lo cual obliga a volver la mirada hacia
antimicrobianos antiguos como colistina o fosfomicina utilizandolos en terapias

de salvataje8-10 .

La fosfomicina es un antimicrobiano para el cual se han reportado altas tasas
de susceptibilidad , su accion bactericida radica en inhibir la sintesis del
peptidglucano en su primera fase citoplasmatica, mientras que el principal
mecanismo de accion de la colistina consiste en alterar la permeabilidad de la
membrana externa ya que actia como un agente tensoactivo uniéndose a los

lipopolisacaridos (LPS) y generando un efecto bactericida .
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El uso de estos dos antimicrobianos se realiza Unicamente en esquemas
combinados ya que la monoterapia promueve la seleccidn de cepas

resistentes intratratamiento 911,12

La literatura cientifica existente sobre la sinergia entre colistina y fosfomicina
en aislados clinicos productores de carbapenemasas es escasa. Sin embargo,
se conoce que la colistina tiene efectos sinérgicos con drogas hidrofilicas
como la fosfomicina, ademas que adicionalmente a su principal efecto
bactericida se ha descrito que puede provocar muerte celular al fusionar la
membrana externa con la membrana citoplasmatica y por produccion de

radicales hidroxilo libres e inhibicion de enzimas respiratorias vitales 13 .

En base a la informacién disponible, nos propusimos determinar “in vitro” la
sinergia de colistina y fosfomicina (col/fos) con el método del tablero de
ajedréz, en aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae tipo KPC resistentes a

la colistina.

Métodos

Se testaron diez aislados de K. pneumoniae con las siguientes caracteristicas:
Resistentes a la colistina (no productores del gen mer-1) y a carbapenemes por
produccion de carbapenemasa tipo KPC. Los aislamientos fueron obtenidos de

diversas muestras clinicas.

Deteccidn de resistencia a colistina

La concentracion minima inhibitoria a colistina (CMI) se obtuvo por la técnica de

microdilucién en caldo de acuerdo a las guias del Clinical Laboratory Standards
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Institute documento M7A9 ™. Se utilizé un rango de concentraciones de colisitna
entre 0.5 a 8 pg/ml, definiéndose como resistente todo valor > 4 pg/ml 15,
Lo presencia del gen mcr-1 se estudid con la técnica de reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR), con metodologia previamente descrita 6.

Detecccién de resistencia a carbapenemes

La resistencia a carbapenemes se estudid con difusién por disco, utilizando
discos de meropenem (30 pg) (BioAnalysis, India) e imipenem (30 pg)
(BioAnalysis, India), siguiendo las recomendaciones del CLSI 12,

La produccion de carbapenemasa se confirmé con el método de inactivacion de
carbapenémicos Py la presencia de los genes blakec, blanom, blaoxa.as, blavim'y

blamp fue confirmada molecularmente con una PCR muiltiple 7.

Deteccion de resistencia a fosfomicina

La deteccion de resistencia fosfomicina se realizd siguiendo los lineamientos de
la European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing sus puntos de
corte '8 Se utilizé el disco de fosfomicina 200 ng (BioAnalysis, India) y agar

Mueller Hinton (Difco, Inglaterra).

Ensayos de sinergia de colistina y fosfomicina

Los ensayos de sinergia se realizaron con la técnica de tablero de ajedréz, en
un volumen final de 200 ul. El rango de concentraciones utilizadas para
fosfomicina fue de 4 a 128 pg/mly el de colistina de 4 ug/ml. Se utilizaron placas
de microtitulacion de poliuretano no tratadas con fondo redondo. A los pocillos

de fosfomicina se les adiciond 25 mg/L de glucosa-6-fosfato (Sigma Chemical
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Co., Estados Unidos) El detalle de la combinacién de concentraciones se detalla

en la Figura Suplementaria No 1.

Los resultados se expresaron en términos de concentracion inhibitoria fraccional
(CIF) para cada antibidtico. LaCIF se calculo para colistina utilizando la siguiente
férmula CMlcol-fos /CMlcolistina Y para fosfomicina CMlios-col /CM liosfomicina. El indice de
concentracion inhibitoria fraccional para la combinacion col/fos (ICIF) se calculo
sumando ClFcoiisna + CIF fosfomicina. Se considerd combinacion sinérgica si el
indice CIF era de <0,5, un IFIC = 1 la combinacién es aditiva, valores de ICIF

de 1 a4 se consideraron indiferentes y ICIF > 4 como antagénico.

Susceptiblidad antimicrobiana

Se realizo susceptibilidad antimicrobiana por difusion por disco para los
siguientes antimicrobianos: trimetoprim/sulfametoxazol, amikacina, gentamicina,
ciprofloxacina siguiendo las recomendaciones del CLSI '°. La susceptiblidad a
tigeciclina, se testé utilizando los punto de corte de la U. S Food and Drug

Administratation de los Estados Unidos °.

RESULTADOS

De las diez cepas trabajadas, el 60% correspondié a aislados provenientes de

muestras de orina. Tres cepas se aislaron del aparato respiratorio y una de un

liquido vesicular.
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El 90 % de los aislamientos tenia resistencia a fosfomicina, con valores de
CMIsoy CMlgo= 128 pg/mi.
La CMigo a la colistina fue = 8 pg/ml, en el rango de resistencia. El detalle de la

CMIs se detalla en la tabla 1.

En el 80 % de los aislados la combinacion col/fos tuvo caracteristicas
antagonicas (IFIC > 4) , incluyendo el aislado susceptible a fosfomicina. El valor
de la CFl de cada antimicrobiano y el valor del indice de concentracion inhibitoria

fraccional se detalla en la tabla. 1.

Tabla 1. Detalle de la CMI, CIF e ICIF de K. pneumoniae KPC

cmi CIF ICIF

Codigo -
Fosfomicina Colistina Fosfomicina Colistina VALOR Interpretacicn

1 =128 8 128 128 17 Antagonismo

2 =128 >=128 128 128 2 Indiferencia
3 =128 8 128 64 9 Antagonismo
4 =128 8 128 64 9 Antagonismo
5 >128 8 128 64 9 Antagonismo
6 32% 8 128 64 12 Antagonismo
8 =128 8 128 128 17 Antagonismo
9 >128 8 128 128 17 Antagonismo
11 =128 8 128 128 17 Antagonismo

12 =128 8 128 128 17 Indiferencia

CMI: concentracion minima inhibitoria: CIF: concentracién inhibitoria fraccional: ICIF: indice concentracion inhibitoria fraccional

. Sensibles

Las cepas se caracterizaron por tener un patrén de resistencia a amikacina
(90%), trimetoprim/sulfametoxazol (100%) y ciprofloxacina (100%).
Ceftazidima/avibactam, meropenem/vaborvactam y tigeciclina mantuvieron su
suceptiblidad en todos los aislados, mientras gentamicina en el 80% de los

aislados estudiados.
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DISCUSION

Actualmente, tratar las infecciones por KPC constituye un reto. Si bien, se han
desarrollado nuevos antimicrobianos, su disponibilidad continua siendo limitada
en paises en vias de desarrollo, lo cual obliga a utilizar combinaciones

antibioticas de manera empirica como terapia de salvataje 1.

Varios autores han demostrado efectos sinérgicos entre colistina y fosfomicina
con ensayos de farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD) y curva de muerte en
cepas de K. pneumoniae productoras de KPC-2 con susceptiblidad a los dos
farmacos estudiados, atribuyendo este efecto a que la colistina facilitaba la
entrada de fosfomicina al interior de la célula bacteriana aumentando su

concentracién en el sitio activo 2021,

La sinergia positiva de la combinacion colffos también ha sido demostrada en
K. pneumoniae productora de carbapenemasas tipo NDM 22, Acinetobacer
baumanii extremadamente resistente (XDR: Extremely drug resistance) 23 y
Pseudomonas aeruginosa en las cuales se demostré una mejor respuesta
microbiolégica y menor mortalidad utilizando esta combinacion versus recibiendo

monoterapia 24 .

Si bien, nuestro estudio demostré ausencia de sinergia para la combinacion
colffos para todas las concentraciones de fosfomicina probadas, podriamos
atribuir la diferencia encontrada a que en los estudios anteriormente

mencionados, se utilizaron cepas con sensibilidad a los dos farmacos
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estudiados, mientras que nuestra investigacion se enfocd en demostrar sinergia

en aislados de KPC con resistencia a ambos farmacos.

Souli et al, en el 2011, determinaron un 25% de sinergia en cuatro aislados de
KPC colistina resistente/fosfomicina sensible, con la técnica de curva de muerte
y sugirid que solo concentraciones altas de colistina ( 4 mg/L) y de fosfomina
(512 mg/L) podrian alcanzar efectos sinérgicos en cepas KPC resistentes a
colistina 2. En este estudio no probamos la concentracién de fosfomicina
anteriormente mencionada, ya que estas concentraciones superan los niveles
séricos, adicionalmente el mecanismo de resistencia involucrado en la
resistencia a colistina en el estudio previamente mencionado, se desconoce, lo
cual podria ser una variable a considerar que podria interferir en la diferencia de

los resultados obtenidos en este estudio.

Nuestros hallazgos concuerdan y refuerzan lo observado por Wang etal 22, en
el 2018, al realizar estudios de farmacocinética y farmacodinamia (PD/PD) en
una unica cepa KPC, en la cual que no se observd sinergia en la combinacion
colffos en cepas con resistencia a la colistina, incluso observé que este mismo

patron se repetia en aislados con heteroresistencia a la colistina.

El método de tablero de ajedrez utilizado para el ensayo de sinergia en este
estudio se realiza con base en la microdilucién en caldo, lo cual podria ser
tomado como una liminante, ya que la correlacion entre la microdilucién en caldo
y la dilucion en agar (método de referencia) para la determinacién de la

concentracién minima inhibitoria (CMI) a la fosfomicina en Enterobactareles es
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controvertida, aunque existen autores que justifican su uso con ciertas

precauciones, las cuales fueron seguidas en este estudio'?.

De acuerdo con nuestras observaciones concluimos que la ausencia de sinergia
“in vitro”entre colistina y fosfomicina en las cepas KPC estudiadas, sugieren que
esta combinacién terapéutica no puede ser considerada para su utilizacion en

infecciones por KPC.
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Abstract

Purpose The aim of this study was to assess the risk factors for colistin-resistant carbapenemase-producing Entero-
bacterales (CR-CPE), and describe the mortality associated with this organism, in a low-income country.

Methods A descriptive, observational, and prospective multicenter study was carried out in Guayaquil, Ecuador. All
patients with carbapenem-resistant Enterobacterales admitted between December 2021 and May 2022 were enrolled.
Infection definitions were established according to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) protocols.
The presence of carbapenemase-producing Enterobacterales was confirmed with a multiplex PCR for blage: blaygy,
blagyp, 45, blayy,, and blay,e genes. MCR-1 production was studied molecularly, and MLST assays were carried out.

Results Out of 114 patients enrolled in the study, 32 (28.07%) had at least one positive sample for CR-CPE. Klebsiella
pneumoniae ST512-KPC-3 was the most frequent microorganism isolated. Parenteral feeding, B-lactamase inhibitor
use, recent hemodialysis, and renal failure were all considered independent risk factors for carrying CR-CPE. A mortal-
ity of 41.22% was detected, but we could not find any difference between colistin-resistant and colistin-susceptible
CPE. MCR-1 production was not detected in any of the isolates studied.

Conclusion A significant burden for CR-CPE was found in a South American country that was mainly caused

by the high-risk clone K pneumoniae ST512-KPC-3 and not mediated by mcr-1 production. Its acquisition invalved
parenteral feeding, B-lactamase inhibitor use, recent hemodialysis, and renal failure as independent risk factors,
demaonstrating the critical need for infection prevention and stewardship programs to avoid dissemination to other
countries in the region.
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Introduction

The escalating proportion of healthcare-associated infec-
tions (HAI) caused by multidrug-resistant organisms
(MDROs) constitutes a major health threat worldwide.
Its economic burden is estimated at USD 1.1 billion per
year, including more than 400,000 inpatient days and
more than 10,000 deaths [1]. One of the leading causes
of MDROs (multidrug-resistant organisms) infections are
carbapenemase-producing Enterobacterales, microor-
ganisms that have shown a rapid increase in prevalence
during the last few years in developing countries [2—4].

The limited antimicrobial treatment options and insuf-
ficient development of new antibiotics against these
microorganisms have forced physicians to use “last
resort” drugs such as colistin [5]. As a consequence of
this increase use of colistin, there has been a rise in the
number of reports of colistin-resistant Enterobacte-
rales [4, 6-9]. Colistin resistance is based on two princi-
pal mechanisms: the most frequent is a chromosomally
encoded mechanism, whereas a less common form is
through plasmid-mediated colistin resistance genes, such
as mcr [10]. Although clinical experience with polymyx-
ins began 40 years ago and therapeutic use for MDROs
has dramatically increased in recent years, sparse data
exist on the baseline prevalence and risk factors for colis-
tin resistance among Enterobacterales; data from devel-
oping countries is particularly lacking [4, 8, 11].

In Ecuador, Ortega-Paredes et al. reported the first clin-
ical isolate of colistin-resistant Escherichia coli harboring
mcr-1 in 2016 [12]. Since then, mcr-1 in E. coli and Kleb-
siella pneumoniae has been described in Ecuador in ani-
mals from rural farms [13]. Therefore, this study aimed
to assess the epidemiology and risk factors associated
with colistin-resistant carbapenemase-producing Entero-
bacterales (CR-CPE) and describe the mortality in a low-
income country.

Methodology

A descriptive, observational, and prospective multicenter
study was carried out in six private and public hospitals
in Guayaquil, Ecuador. All patients admitted with car-
bapenem-resistant Enterobacterales between December
2021 and May 2022 were enrolled. Patient information
was collected from electronic medical records, and infec-
tion definitions were established according to the Cent-
ers for Disease Control and Prevention (CDC) protocols
[14].

The cases were patients infected or colonized with
CR-CPE. All asymptomatic carriers were considered as
colonized. The control group consisted of patients who
tested negative for CR-CPE. The variables studied were:
(1) sociodemographic data, (2) comorbidities, (3) Charl-
son’s severity index, (4) immunosuppression, (5) presence
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of invasive devices, (6) exposure to antimicrobials in the
90 days prior to CR-CPE screening, and (7) hospitaliza-
tion unit.

Microbiological characterization

All carbapenem-resistant Enterobacterales isolates were
identified by the relevant microbiology unit and were
collected and processed according to the protocols
established by each institution. Carbapenem resistance
was defined as an isolate categorized as intermediate
or resistant to meropenem, imipenem, or ertapenem,
according to Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) breakpoints.

Strains included for further study were stored at each
hospital unit in Stuart Medium at room temperature
until processing in a reference laboratory. Only one clini-
cal isolate from each patient was studied, with preference
given to those from sterile sites or with the highest resist-
ance phenotype observed.

All isolates received at the reference laboratory were
cultured in MacConkey agar (Becton—Dickinson, Eng-
land) (16-18 h; 35 °C) to check their viability and purity.
Bacterial identification was made using the Vitek 2 Sys-
tem (GN-Card) (BioMérieux, France) and conventional
biochemical tests.

Carbapenem resistance was screened with CHRO-
Magar Super Carba (CHROMagar, France) and con-
firmed with the disk diffusion test for meropenem and
ertapenem according to CLSI guidelines. Further charac-
terization of carbapenemase production was undertaken
with the modified inactivation carbapenem method, fol-
lowing the methodology previously described [15, 16].

Antimicrobial susceptibility profile

The minimal inhibitory concentration (MIC) of colis-
tin was determined using broth microdilution (CBM)
as described in the CLSI document M07-A9 [15]. Ana-
lytical-grade colistin sulphate (Sigma-Aldrich Code
C2700000, batch 3.0) and Mueller Hinton broth with cat-
ion adjustment (Thermo-Fischer Scientific, United King-
dom) were used. The concentration range was 0.5-8 pg/
mL, and CLSI breakpoints were used to define colistin
resistance (MIC values> 4 pg/mL) [16].

Susceptibility tests for aztreonam, ceftriaxone,
cefepime, piperacillin/tazobactam, ciprofloxacin, amika-
cin, gentamicin, trimethoprim/sulfamethoxazole, colis-
tin, tigecycline, ceftazidime/avibactam, and meropenem/
vaborbactam were performed using disk diffusion. The
results were interpreted using the CLSI breakpoints [16].
The U.S. Food and Drug Administration (FDA) break-
points were used for tigecycline (https://www.fda.gov/
drugs/development-resources/tigecycline-injection-
products): for Fosfomycin 1V, the EUCAST breakpoints
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were used (https://www.eucast.org/clinical_breakpoints).
The intermediate category was interpreted as resistant to
susceptibility profile analysis.

E. coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, and K. pneumoniae BAA ATCC 1705 were used
for quality control of the bacterial identification tests and
chromogenic agar and susceptibility tests. P aeruginosa
ATCC 27853 and E. coli AR Bank #0349 were used for
the quality control of the CBM.

Molecular carbapenemase identification and mcr-1
detection

A multiplex polymerase chain reaction (PCR) to detect
the presence of blay,c blayny blagy, 4 blayy, and
blay,p was used to confirm the carbapenemase type in all
CPE cases [17]. The mcr-1 gene was studied using a pre-
viously described multiplex PCR [18].

Clonality study

Clonal relatedness was studied in colistin-resistant
blayp-positive Klebsiella pneumoniae using ERIC-PCR,
following the methodology previously described [3]. Iso-
lates with 70% similarity in their electrophoretic pattern
were not further analyzed.

Multilocus sequence typing (MLST) and determination

of the KPC variant

KPC-positive colistin resistant K.pneumoniae with dif-
ferent electrophoretic patterns were studied with MLST
using the protocol described at https://bigsdb.pasteur.fr/
klebsiella/primers-used/ and the sequence type assigned
with the Klebsiella Pasteur MLST database (https://
bigsdb.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst
klebsiella_isolates). Additionally, for KPC variant identi-
fication, the primers UNIKPCF and UNIKPCR were used
[18]. Twenty-one strains of Klebsiella pneumoniae were
sequenced at Macrogen INC., Korea. The quality of the
chromatograms of each sequence was analyzed using
the bioinformatic tools FinchTV and SnapGene. Align-
ment of sequences was performed with MEGA 11 soft-
ware. Variants were also analyzed with the basic local
alignment search tool (BLAST) database (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGET
YPE=BlastSearch& LINKLOC=blasthome). = Sequence
type (ST) numbers were determined using the public
MLST website at (http://pubmlst.org/kpneumoniae).

Statistical analysis

The analyses were carried out with the statistical package
IBM SPSS version 28. Descriptive statistics were used,
representing the absolute and relative variables of the
qualitative variables as well as measures of central ten-
dency and variability for the quantitative variables.
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In terms of inferential statistics, a bivariate analysis was
performed to determine the variables to be considered in
the multivariate analysis. The Mann—Whitney test was
used for quantitative variables (verifying non-normality),
whereas the chi-square and Fisher Tests were applied to
qualitative variables.

Multivariate logistic regression analysis was used to
predict colistin resistance. Statistical significance of the
comparisons of proportions, means, and predictor vari-
ables was established as p <0.05.

Ethical statement

This study was approved by the “Comite de Etica del Hos-
pital Clinica Kennedy “[HCK-CEISH-19-0016]. Informed
consent was waived due to the study design.

Results

CR-CPE clinical data

Out of 114 patients enrolled in the study, 32 (28.07%) had
at least one positive sample for CR-CPE. Eleven patients
(34.38%) were colonized, and 21 (65.62%) were infected
with CR-CPE. A urinary tract infection was the most fre-
quent disease, accounting for 38.10% (n=8), followed by
ventilator-associated pneumoniae (33.33%, n=7), cathe-
ter-related bloodstream infections (9.52%, n=2), surgical
site infections (4.76%, n=1), and others (4.92%, n=3).
The median time from admission to CR-CPE detection
was 32 days. Table 1 shows the patient clinical charac-
teristics; the diseases included in the immunosuppres-
sion variable did not show any statistically significant
difference between patients with CR-CPE and colistin-
susceptible carbapenemase-producing Enterobacterales
(CS-CPE) (human immunodeficiency virus (0 (0.0%) vs.
6 (7.32%); p=0.19), neutropenia (1 (3.23%) vs. 5 (6.1%);
p=1.00), steroid use (0 (0%) vs. 2 (2.44%); p=1.00),
chemotherapy/radiotherapy (2 (6.45%) vs. 6 (7.32%);
p=1.00).

We did not find any difference between CR-CPE and
CS-CPE according to the type of unit where the micro-
organisms were isolated. These units included: intensive
care unit (14 (43.5%) vs. 42 (51.85%)), medical wards (10
(31.25%) vs. 20 (24.69%)), surgical wards (2 (6.25%) vs. 6
(7.41%)), emergency department (1 (3.13%) vs. 3 (3.7%)),
neonatal ward (0 (0%) vs. (1.23%)), neonatal intensive
care unit (1 (3.313%) vs. (7.41%)), pediatric intensive care
unit (0 (0) vs. 1 (1.3%)), post-critical care (4 (12.5%) vs. 2
(247%); p=0.48).

Univariate analysis

Renal failure diagnosis and comorbidity, hemodialy-
sis, previous infection with carbapenem-resistant Aci-
netobacter baumannii, total parenteral nutrition, and
B-lactamase inhibitor (ampicillin/sulbactam, piperacillin/
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Table 1 Clinical characteristics of hospitalized patients

Clinical characteristics Totaln=114 Colistin-resistance p-value

Yesn=32 Non=82

Age [median (IQR)] 56 (29-72) 61 (28-73) 50(29-71) 0297

Sex [n (%)]
Female 401(35.09) 8(25) 32(39.02) 0.159
Male 74 (64.91) 24(75) 50 (60.98)

Charlson [median (IQR)] 2(0-4) 2(1-6) 2(0-3) 0.143

APACHE [median (IQR)] 15(9-21) 16 (13-22) 15(6-21) 0201

Diagnostic [n (9)]
Neurological disease 35(3097) 11 (35.48) 24(29.27) 0524
Acute respiratory failure 24(21.05) 6(18.75) 18(21.95) 0.706
Chronic heart failure 14(12.28) 5(1563) 9(10.98) 0532
Renal failure 7(1491) 9(28.13) 8(9.76) 0.020°
Diabetes mellitus 3(11.4) 5(1563) 8(9.76) 0512
Immunosuppresion 31160 3 (968) 10(12.35) 1.000
Gastrointestinal disease 1(9,65) 2(6.25) 9(1098) 0725
Malignancy 8(7.02) 3(9.38) 5(6.1) 0684
Polytrauma 7(6.14) 3(9.38) 4(4.88) 0399
Sepsis 6(5.26) 1(313) 5(6.1) 1.000

Comarbidities [n (%)]
Renal failure 28(2478) 12(38.71) 16( 951) 0035°
Chronic heart failure 51{45.13) 17 (54.84) 34 (41.46) 0202
Diabetes mellitus 32(2857) 11 (3548) (25 93) 0316
Malignancy 7(15.04) 6(19.35) 1(13471) 0556
Meurological disease 6(14.16) 2 (645) 4(17.07) 0227
Immunosuppresion 3(115) 2 (p45) 1(1341) 0509
Chronic pulmonar disease 4(36) 1(3.23) 3(3.75) 1.000

Length of hospital stay [median (IQR)] 39 (20-156) 44 (21-124) 38(19-158) 0709

Mortality [n (3)] 47(41.23) 14 (43.75) 33(40.24) 0733

Guayaquil-Ecuador; ® Statistical significance p=>0.05
IQR interquartile range

tazobactam) use were considered risk factors for CR-CPE
in the univariate analysis (Tables 1 and 2).

Multivariate analysis

Our multivariate analysis showed that renal failure diag-
nosis, hemodialysis, isolation of CR-CPE in the preced-
ing 3 months, total parenteral nutrition, and p-lactamase
inhibitor use were independent risk factors for CR-CPE
(Table 3).

Carbapenemase production characterization and colistin
resistance

A total of 114 carbapenem resistant isolates were
obtained. All were characterized as carbapenemase
producers. K. pneumoniae was the most prevalent
microorganism isolated (93.50%, n=72), followed by
E. cloacae (n=3) and K. aerogenes (n=2).blay . was
the most prevalent gene found in CPE; however, one

K. pneumoniae isolate produced NDM. Thirty-two K.
pheumoniae isolates were categorized as colistin resist-
ant, and all were KPC producers. Detailed information
on susceptibility profiles is given in Table 4.

Values of minimal inhibitory concentration to colistin
are detailed in Additional file 2: Table S1. Colistin MIC
distribution.

Molecular characterization of CR-CPE

Eleven electrophoretic patterns were found in colistin-
resistant Klebsiella pneumoniae isolates (Additional
file 1: Fig S1. Dendogram of ERIC PCR results). These
were sequenced and analyzed to determine the KPC
variant and the ST. ST512, which carried the KPC-3
variant, was predominant (90.90%, n=10). Only one
isolate of ST111 with the KPC-2 variant was detected.
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Table 2 Univariate analysis risk factor for colistin-resistance carbapenemase-producing Enterobacterales

Varlables Total Colistin resistance p-value
Yes No
n=114 n=32 n==82
n (%) n (%) n (%)

Invase procedures

Mechanical ventilator 74(64.91) 23(71.88) 51(622) 0331
Central venous catheter 76 (67.26) 21(67.74) 55 (67.07) 0946
Urinary catheter 90 (79.65) 25(78.13) 65 (80.25) 0.801
Gastrostomy 16(1455) 5(1667) 11(13.75) 0.763
Tracheostomy 46 (4035) 16(50) 30 (36.59) 0.19
Nasogastric tube 74 (6491) 18(56.25) 56 (£8.29) 0226
Hemaodyalisis catheter 25(2212) 13(41.94) 12(1463) 0.007
Surgery 44(3894) 12(38.71) 32(39.02) 0976
Total parenteral Nutrition 24(2143) 2(6:67) 22(26.83) 00212
Peripherical catheter 87 (7768) 19(5333) 68(82.93) 0027
Antimicrobials
B-lactam-inhibitors 31(27.19) 13 (4063) 18(21.95) 00442
Cephalosporins 32(28.07) 8(25) 24(29.27) 0649
Aztreonam 2(1.75) 1(3.13) 1(122) 0484
Carbapenem 56 (49.12) 16 (50) 40(48.78) 0.907
Quinolone 27 (2368) 7(2188) 20 (24.39) 0777
Vancomycin 44 (386) 10(31.25) 34 (41.46) 0314
Clindamycin 17(15.18) 5(16.13) 12(1481) 1.000
Daxycycline 6(5.26) 1(3.13) 5(6.1) 1.000
Tigecycline 11(965) 4(125) 7(854) 0499
Colistin 15(13.16) 6(1875) 9(1098) 0355
Aminoglycasides 20(1754) 5(1563) 15(18.29) 0736
Trimethoprim/sulfamethoxazole 9(7.89) 2(625) 7 (854) 1.000
Metronidazol 13(114) 3(938) 100122 1.000
Macrolides 15(1351) 5(1563) 10(1266) 0761
Linezolid 10(9.01) 4(125) 6(759) 047
Microorganism isolated previous CR-CPE
ESBL E. coli 5(439) 0@ 5(6.1) 032
ESBL K. pneumoniae 2(1.75) 0(0) 2(244) 1.00
Carbapenem-resistant A. baumannii 5(439) 4(125) 1(1.22) 00218
Methicillin-resistant S. aureus 7(6.14) 3(938) 4 (488) 0399
E coli 3(263) 1(3.13) 2(244) 1.00
K pneumoniae 2(1.75) 0() 2(244) 1.00
A baumannii 4(351) o) 4(488) 020
Methicillin- susceptible 5. aureus 1(0.88) 0(0) 1(1.22) 1.00
P aeruginosa 1(0.88) 0@ 1(1.22) 100
E. cloacae 2(1.75) 0@ 2(244) 100
Otros 28(2456) 7(2188) 21 (2561) 0677
Previous exposures within 3 months
Hospitalization 47 (41.96) 14 (435) 33 (41.25) 0.809
Inmunosupression 21(1858) 8(250) 13 (16.05) 0270
Intubation 17(15.18) 4(125) 13(16.25) 0774
Invasive procedures 21(1858) 4(125) 17(2099) 029
Hemodialysis 9(804) 6(1875) 3(375) 0.016°
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Table 2 (continued)

Page 6 of 9

Chi-squared test or Fisher’s exact test
2 Statistical significance p>0.05

CR-CPE Colistin-resistant carbapenemase producing Enterobacterales, ESBL extended-spectrum beta-lactamase

None of the other carbapenemase genes studied were
positive, nor was the mcr-1 gene.

Discussion

Our 6 month surveillance confirmed a high prevalence
of CR-CPE in Guayaquil, the most populated city of
Ecuador. Reports from Brazil and other South American
countries, including one from PAHO (the Pan-American
Health Organization), have shown CR-CPE prevalence
rates ranging from 4 to 38.5% [4, 8, 11, 19, 20], with K.

preumoniae as the most frequent microorganism iso-
lated [21]. Since resistance to carbapenem in different
institutions in Ecuador is elevated, colistin has become
the first-line drug to treat infections caused by Gram-
negative pathogens, particularly in the ICU [3]. This
explains the increase in colistin use and may have con-
tributed to the increasing colistin resistance rates.

High mortality rates occur in patients infected with CR-
CPE and range from 9 to 38% [8, 20, 22—-25]. However, we
did not find statistical differences in mortality for CR-CPE

Table 3 Multivariate and Univariate analyses of risk factors associated with the development of colistin-resistant carbapenemase-

producing Enterobacterales strains

Risk factors Unlvarlate Multivarlate
OR (IC95%) p-value OR (IC95%) p-value

Renal failure diagnosis

Renal failure 3.62(1.25-1046) 0.018° 0.1(0.11-2.48) 0.03*
Previous exposure within 3 months

Hemodialysis 5.92(1.38-25.39) 0017 345(051-239) 0.03*
Invasive procedures

Hemaodialysis catheter 4.1 (1.65-10.79) 0.003% 320(077-1337) 0.110

Parenteral nutrition 0.20 (0.043-0.89) 0.034° 0.15 (0.02-0.94) 0.043°

Peripherical catheter 0.36 (0.4-0.91) 0.031# 039(0.13-1.14) 0.084
Antimicrobial use

Previous exposure to B-lactamase- 243 (1.01-585) 0.047% 267 (1.07-8.24) 0.036*

inhibitor

Guayaquil-Ecuador
"p<0.05

Table 4 Susceptibility profile of colistin-resistant and colistin-susceptible carbapenemase producing-Enterobacterales

Antiblotic K. pneumoniae E. aerogenes E. cloacae

Total Collstin-resistance Total Collstin-reslistance Total Collstin-reslstance

Yes No Yes No Yes No

n=_84 n=25 n=>54 n=3 n=1 n=2 h=3 n=1 n=2

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Meropenem 0/84(0) 0/25 () 0/54(0) 0/3(0) 0/1 (@ /2(0) 0/310) 0/1(0) 0/2(0)
Ertapenem 0/34 (0) 0725 (0) 0725 (0) 073 (0) 071 (0) w2 (0 0/3 (0) 041 (0) o2(0)
Aztreonam 0/84 (0) 0/25 (0) 0/25(0) 0/3(0) 0/1 (D) 0/2(0) 0/3(0) /1 (0) /2(0)
Piperacillin/tazobactam 0/34 (0) 0725 (0) 0/25 (0) /3 (0) 0/1 (0 w2 (0 0/3 (0) o/1(0) o2(0)
Amikacin 29/79 (36.7) 1725 (4) 28/54 (52)  3/3(100) /100000 221000 2/2(100) /1100y  2/2(100)
Gentamicin 48/79(60.75)  21/25 (B4) 27/54(50) 23 (6667) 1/10100)  1/2(50) 1/2(50) /101000 1/72(50)
Ciprofloxacin 8/78 (10.25) 0725 (0) 8/54(15) 1/3(333) 01 (o) 1/2 (50) 1/2 (50) 041 (0) 1/2 (50)
Tigecycline 31/53 (5849) 25/25(100)  26/37 (70)  1/1(100) 10000 111000 22(100)  1/1(1000  2/2(100)
Trimethoprim-sulfamethoxazole 2/33 (6.06) 1/25 (4) 1/8(13) 0/1 (@ 0/1 (0) 071 (0) 0/1(0)
Ceftazidime-avibactam 25/25 (100) 25/25 (100) 0/1 (100) 071 (100) /1 (100) 1/1(100)
Meropenem/vaborbactam 23/25 (92) 23/25(92) 1/1 (100) 1/1(100)
Fosformycin iv 5/25(20) 5/25 (20) 0/1 (100) 0/1 (%) 0/1(0) (VARV}
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vs. CS-CPE (p=0.73). However, other published reports
from Italy and Brazil did show a statistical difference in
mortality rates in patients infected with CR-CPE vs. CS-
CPE [22, 23, 25]. We hypothesized that this difference
could be due to the presence of bloodstream infections in
the Italian groups and the inclusion of neonates by the Bra-
zilian team. Bloodstream infections produce higher mor-
tality rates than urinary tract infections [22, 25-27], which
was the most frequent infection identified in our data.

Our multivariate analysis showed renal failure, hemo-
dialysis, parenteral nutrition, and p-lactamase inhibitor
use as independent risk factors associated with CR-CPE.
Other studies have described different comorbidities
associated with CR-CPE, including neurological disease
[28], chronic kidney disease [23], and Charlson score >3
[22, 23, 28]. A multi-variate analysis revealed that renal
failure was an independent predictor for CR-CPE in criti-
cally ill patients (OR 11.37, 95% IC CI 1.0-128.63) [23].
A relevant difference between studies could be that they
were undertaken with different populations, healthcare
facility levels, sample sizes, and methodologies.

Total parenteral nutrition has not been previously
recognized as an independent risk factor for CR-CPRE,
since most studies do not include this variable [5, 23, 28].
Nutrition support impacts the gastrointestinal micro-
biota, predisposing a trend towards greater abundance
for pathogenic Proteobacteria (including the families of
Enterobacteriaceae, Pseudomonas, and Klebsiella), which
differs from healthy individuals who have high abun-
dance of Bacteroidetes and Firmicutes [29].

Interestingly, isolation of carbapenem-resistant Aci-
netobacter baumannii was determined in the univari-
ate analysis as a risk factor for CR-CPE. However, we
could not find this association in the multivariate analy-
sis, probably due to the small sample size. This suggests
that controlling carbapenem use may help to mitigate the
emergence of CR-CPE [30].

Prior antibiotic exposure is considered an important
risk factor for colistin resistance [20, 21, 28, 31]. In our
study, B-lactamase inhibitors were found to be independ-
ent predictors of CR-CPE. In our country, these antimi-
crobials are frequently use in patients with community
onset infections, which could predispose multidrug-
resistant microorganism isolation [28].

We found no link between colistin-resistant isolates
and previous exposure to colistin [21, 22, 27, 28, 32].
However, the findings on this topic are still controversial
[31, 33]; one study found a protective effect for the use
of colistin—tigecycline combination therapy [34], whereas
another showed a protective effect for aminoglycosides
in acquired colistin-resistant strains [23]. In our institu-
tions, colistin is used when a CPE infection is suspected
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and confirmed. Thus, previous colistin used was not fre-
quent in our data.

The epidemiology of carbapenemase is dynamic [3,
35], and this is the first time that KPC-3 ST512 has been
reported in our country. Despite having been previously
reported, no OXA carbapenemase types were found in
this study. The clinical implications of this are significant,
since this knowledge influences the selection of empiric
antibiotics. The most prevalent STs in the clonal group
CG258 are ST512 and ST258. Notably, the emergence of
the blag,~3 gene has been related to the spread of ST512
in Italy [36], Algeria, Israel [37], and Spain [38], has been
linked to the coexistence of several K. pneumoniae sub-
populations, and is particularly associated with outbreaks.

Plasmid-mediated colistin resistance, especially related
to the mcr-1 gene, is increasing in frequency in Ecuador,
Argentina, Brazil, and Colombia [7, 12, 13] and is the
most relevant mechanism in colistin resistance; however,
it has mainly been described in E. coli [13]. Our sam-
ple was composed mostly of K. preunioniae, where this
resistance mechanism is rarely involved. Our study did
not find this mechanism of resistance in any isolations,
suggesting another mechanism could be involved. A
recent meta-analysis published by Yusof et al. evaluated
the prevalence of mutations in colistin-resistance genes
worldwide and showed that the mutation most frequently
reported was in the mgrB gene, followed by the prmB
and phoQ genes, which supported the idea that a genetic
mutation on chromosomal genes may be involved in our
resistant isolates [10]. In South America and Europe, dif-
ferent countries have found chromosomal mutations to
be the most frequent mechanism causing colistin resist-
ance [11, 22-24, 39].

This study has several limitations. First, our sample
size was insufficient and the statistical analysis did not
have the power to extrapolate the findings to the entire
population. Second, we were unable to distinguish
the colistin resistance genetic etiology, which was dif-
ferent from the mcr-1 gene. Finally, the results could
not be extrapolated to CR-CPE harboring the mcr-1
gene because non-CR-CPE strains carrying the gene
were found in our study. Despite these limitations, our
research provides important data about the risk fac-
tors associated with CR-CPE in low-income developing
nations and warns of their transferability to neighbor-
ing South American countries.

In conclusion, a significant burden for CR-CPE was
found in a South American country; this was mainly
caused by K. pneumoniae ST512-KPC-3 and parenteral
feeding, B-lactamase inhibitor use, recent hemodialysis,
and renal failure, which were all independent risk fac-
tors for carrying CR-CPE. This article demonstrated the
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critical need for infection prevention and stewardship
programs and emphasizes the importance of research-
ing other colistin-resistant mechanisms in underdevel-
oped nations, where most hospital laboratories do not
regularly screen for colistin susceptibility.
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Abstract

Background: In low- and middle-income countries, the use of colistin in therapeu-
tic regimens is common, to treat infections produced for Carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE) due to limited access to the recently discovered-approved an-
tibiotics. Furthermore, the technical limitations to perform colistin susceptibility tests
make it difficult to assess the suitability of this treatment for each patient, as well as
to monitor the rates of resistance. In the present study, we describe the use of agar
dilution using a unique colistin concentration of 3 pg/ml to discriminate isolates with
colistin resistance in CPE obtained from clinical samples.

Methods: Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) colistin broth microdilution
method and dilution agar with a colistin concentration of 3 pg/ml were performed
in 168 isolates of CPE obtained from clinical samples in Guayaquil, Ecuador. Broth
microdilution was considered our gold standard using CLSI breakpoints as reference
(=2 pg/ml intermediate and 24 pg/ml resistant). Categorical agreement was defined as
obtaining a reading within the same category with both methodologies.

Results: Isolates obtained from respiratory samples were the most prevalent (26.19%;
n = 44). Klebsiella pneumoniae was the predominant specie (94.04%; n = 158). KPC-like
carbapenemase was present in all the isolates, and interestingly, colistin resistance
was not mediated by MCR-1 production. Categorical agreement between both meth-
ods resulted in 97.02%.

Conclusion: We propose the use of dilution agar with a colistin concentration of 3 pg/
ml, as a valid method for screening colistin resistance in low- and middle-income

countries to monitor resistance and to perform epidemiological studies.

KEYWORDS
broth microdilution, Carbapenemase-producing Enterobacterales, colistin dilution agar, colistin
resistance, surveillance
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1 | INTRODUCTION

Carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) are one of our
greatest threats worldwide, and the current increasing incidence
correlates with a rise in the mortality rate due to the scarce thera-
peutic options available.>?

Since the identification of the first carbapenemase KPC-like
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) in 1996 in the United States,?
the outlook has been unfortunate. The rapid spread worldwide cor-
relates with the expansion of predominant clonal complexes and the
development of new genetic variants, as well as the appearance of
other carbapenemases such as New Delhi metallo-beta lactamase
(NDM) or the oxacillinases (OXA), mainly OXA-48.2 Altogether, cre-
ates an imperative need toward the use of old antibiotics like colistin
as well as the development of new antimicrobials.*>

Even though the recently approved antibiotics such as ceftazi-
dime/avibactam constitute the first line of treatment against CPE,
some countries have limited availability. Moreover, combined thera-
peutic regimens including colistin are broadly used.®”

The evolving resistance to colistin frightens especially certain re-
gions. After the first description of the plasmid encoded mcr (mobile
colistin resistance) gene in 2015,% nine variants have been described
in humans, environment, and food samples.’

Technical difficulties to assess susceptibility to colistin are one of
the greatest limitations for diagnostic as well as epidemiological pur-
poses. The size of the colistin molecule does not allow for its use with
the classical disc diffusion method nor diffusion by concentration
gradient. Moreover, automated methods are not recommended due
to the great variability and error when it comes to assess susceptibil-
ity of this particular antibiotic.2%!* In 2020, the Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI) approved two methods to perform colistin
resistance (CR) surveillance tests, broth disk elution and colistin agar
test based in modified agar dilution method, which consist in the
use of serial dilutions between 1 and 4 pg/ml, and finally, colistin
broth microdilution (BMD), which is still considered the reference
method.*? These methodologies require specific reagents includ-
ing the agar media containing different colistin concentrations,
posing difficulties to implement these tests as routine techniques
in every microbiological laboratory. Unlike the CLSI, the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) con-
templates the broth microdilution as the only acceptable method
for the determination of colistin susceptibility (https://www.eucast.
org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Breakpoint_table
s/v_11.0_Breakpoint_Tables.pdf) posing even more hurdles in the
detection and diagnostic of this resistance mechanism.

Some of the available commercial methodologies for the detec-
tion of CR are chromogenic media such as CHROMagar COL-APSE,
or commercial kits such as ComASP colistin, Colistin MAC test,
ColiSpot, rapid polymyxin NP test (RPNP), MICRONAUT-MIC Strip,
UMIC System and Sensitest™ Colistin, which have proven excellent
correlation with the gold standard method.*®* However, these meth-
odologies are not considered as an alternative in low-income labora-
tories due to their cost.

Based on the available information, we proposed to evaluate if
the agar dilution with a colistin concentration of 3 pg/ml allows to
differentiate isolates with colistin resistance in CPE obtained from
clinical samples.

2 | METHODS AND MATERIALS

2.1 | Bacterial isolates

One hundred and sixty-eight isolates of Enterobacterales with car-
bapenem resistance were included in this study. These isolates were
obtained from clinical samples of secondary and tertiary hospitals
units from Guayaquil, Ecuador, during between December 2019 and
May 2020. One isolate per patient was utilized, if a patient had more
than one, we selected an isolate obtained from a sterile site or the
isolate with greater resistance. All the isolates included in the study
were blaKPC positive and mcr-1 gene negative.

The isolates were collected by microbiology laboratories in each
hospital and sent to us in Stuart medium for further processing in
a reference laboratory. Samples were cultured in agar MacConkey
(Becton Dickinson) at 37°C for 16-18h to determine viability as
well as purity. Next, they were cultured in CHROMagar SuperCarba
(CHROMagar) to confirm the resistance to carbapenems. Bacterial
identification was performed using the Vitek 2 Compact System
(BioMérieux) and/or conventional biochemical assays. Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and K. pneu-
moniae BAA ATCC 1705 were used for quality control for bacterial
identification tests and chromogenic agar.

Carbapenemase type was molecularly confirmed with a multiplex
polymerase chain reaction (PCR) to detect the presence of blaKPC,
blaOXA-48, blaVIM, blalMP, and blaNDM,* and MCR-1 production
was detected with a multiplex PCR previously described.*®

2.2 | Antimicrobial colistin susceptibility

2.21 | Broth microdilution method

The minimal inhibitory concentration (MIC) of colistin was deter-
mined using broth microdilution, following the recommendations
of the CLSI document M07-A8.2* We used a concentration range
between 0.5 and 8 pg/ml Colistin sulfate analytical grade (Sigma-
Aldrich. Code C2700000.Batch 3.0) and Mueller Hinton broth with
cation adjustment (Thermo Fisher Scientific).

2.2.2 | Agar dilution with colistin 3 pg/ml (CA-3)

The protocol from the CLSI M07-A8 document was followed. A sin-
gle concentration of 3 pg/ml of colistin sulfate (Sigma-Aldrich. Code
C2700000.Batch 3.0) was added to Mueller-Hinton Agar (Becton
Dickinson). The agar was prepared and stored at 4°C and it was used
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within the next 48h. The bacterial inoculum was adjusted to 0.5
McFarland Scale using the DensiChek Equipment (BioMérieux Inc).
A 1/10 dilution was done and 10 pl of each bacterial inoculate was
cultivated. Ten samples per petri dish were placed and incubation
was done for 16-18h at 35°C. The growth of 1 or more colonies in
the agar was considered positive with a MIC >3 pg/ml. Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 and E. coli AR Bank #0349 were used for
quality control. We also included three clinical isolates of E. coli ex-
tended spectrum Beta-lactamase (ESBL) with mcr-1 positive (two ob-
tained from urinary samples and one from blood: MICs 28 pg/ml).

2.3 | Dataanalysis

The broth microdilution was considered as the reference method.
The CLSI breakpoints were used (<2 pug/ml intermediate and 24 pg/
ml resistant). The categorical agreement (CA) was defined as the
percent of the isolates classified within the same susceptibility
range by BMD (gold standard) and the method under evaluation. In
the case of conflicting results, the results obtained by microdilution
were the ones to delineate the category. Very major errors (VME)
and major errors (ME) were not identified, because a susceptible
category is not defined by CLSI. Minor errors were defined when
the BMD identified a resistance isolate and CA-3 shows an inter-
mediate result.

3 | RESULTS

Isolates obtained from respiratory samples were the most prevalent,
with 26.19% (n = 44) followed by urine and blood samples 23.80%
(n=40) and 20.23% (n = 34), respectively. The rest of the processed
samples were from catheters (8.33%; n = 14), surgical wound dis-
charges, (6.54%; n = 11), rectal swabs (4.76%; n = 8), and others

Wi LEYM

(7.73%; n = 13). Four bacterial isolates were of an unknown origin
(2.38%).

K. pneumoniae was the most frequently isolated microorgan-
ism, with 94.04% (n = 158), followed by Klebsiella aerogenes (2.38%,
n = 4), Enterobacter cloacae, and E. coli, both isolated in equal per-
centage (1.79%, n= 3).

Fifty-six colistin resistance (33.30%) and 112 (66.66%) colistin
intermediate isolates were processed (n = 168). Our results demon-
strated a categorical agreement of 97.02% (n = 163). Five K. pneu-
moniae isolates with MICs 4 pg/ml provided negative results in CA-3
(mE 2.97%).

MICs distribution of all isolates are detailed in Figure 1, and in-
terpretation results for each microorganism are detailed in Table 1.

In addition, 78.57% (n = 44) of the colistin resistant isolates
presented confluent growth in agar CA-3. In 12 isolates, the results
had to be confirmed due to the insufficient growth (<3 colonies), re-
quiring additional work. Importantly, 100% of these microorganisms
that needed to be further evaluated, presented colistin resistance
demonstrating the robustness of the method studied.

4 | DISCUSSION

The use of colistin as treatment is highly limited by the rapid increase
of CPE being isolated in different countries.* This rapid increase in
resistance creates an imperative need to implement susceptibility
tests to further evaluate the suitability of this antibiotic; however,
these susceptibility tests have rendered many limitations. Because
of this, we evaluated the Agar dilution test described in the CLSI
using one single colistin concentration (3 pg/ml).

Our results demonstrated a robust categorical agreement
(97.02%), between the use of CA-3 and broth microdilution, and
colistin resistant isolates were clearly separated. Even though
there is no susceptibility test that uses agar dilution with a single
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TABLE 1 Comparison of colistin MICs and colistin agar dilution-3pg/ml results for Carbapenemase-producing Enterobacterales

Colistin agar
dilution-3 pg/mi MIC distribution® (pg/ml)
Microorganism Result <0.5 0.5 1 2 4 28 Interpretation results
Kiebsiella aerogenes (n = 4) Negative 3 CA: 100%
Positive 1 mE= 0%
Enterobacter cloacae (n = 3) Negative 1 CA: 100%
Positive 1 1 =
Escherichia coli (n = 3) Negative 3 CA: 100%
Positive mE: 0%
Klebsiella pneumoniae (n = 158) Negative 71 5 12 16 hE CA: 96.83%
Positive 39 10 E 2ali
Total 77 5 13 17 45 11 CA: 97.02% (163)
mE: 2.97% (5)

Note: Black line represents the CLSI colistin breakpoint. Minor errors are indicated by *.

Abbreviations: CA, categorical agreement; mE, minor error; MIC, minimal inhibitory concentration.

*Results obtained by broth microdilution method.

concentration, our results are similar to those reported by other
authors, in regards to the categorical agreement, that included a
MIC between 1 and 4 pg/ml.*” Moreover, the many limitations en-
countered to test colistin susceptibility make this method a great
option to be broadly used in clinical microbiology laboratories.
Providing a great alternative for those places where there is no
other option.

In 2021, Pasteran et al. described the technique known as
Colistin Agar Spot (CAS), based on agar dilution using a single
colistin sulfate concentration (3 pg/ml) but with a simplified inocu-
lation (20-mm drop-spot of a 0.5 McFarland bacterial suspension).
They established a CA of 98.5% when compared to broth micro-
dilution for Enterobacterales.*® CAS has been used in the micro-
biology laboratory system in Argentina since 2018 with excellent
results. Giacoboni et al, and Yauri-Condor et al, in Peru, reported
similar results with CAS for Enterobacterales.'®*® The use of this
test has been extended to P. aeruginosa and Acinetobacter bauman-
nii to identify plasmid-mediated resistance to colistin using CAS
with EDTA. 422

Five isolates of K. pneumoniae with MIC 4 pg/ml gave negative
results in CA-3 (2.97% mE), which could be explained due a large
number of isolates with MIC 4 pg/ml (n = 45) was included, and this
type of errors are frequently reported to occurred near the break-
point. Errors in MIC values of 2 pg/ml were not observed, but only
17 isolates were included.?® Also, the well-known heteroresistance
phenomenon, mainly described in Enterobacter spp., could be pre-
sented in these isolates making it difficult to confront MICs interpre-
tations because it likes to produce different MICs results.?*23 This
phenomenon has been well described in Enterobacter spp.; however,
we observed it in K. pneumoniae, similar to those described by Foldes
et al.2¢ Additionally, the possibility of some technical mistakes as-
sociated with pipetting cannot be excluded, due to the fact that
our study was performed under a routinary laboratory workflow.

Despite this, mE is below 3%, a value recommended by CLSI for sus-
ceptibility tests evaluation.?”

The use of a single concentration facilitates sample-processing
allowing to save time and resources while gaining in the accuracy
of the diagnostic. To our knowledge, using a single concentration
breakpoint to determine colistin resistance is not further studied
with agar dilution. Pasteran et al. uses a concentration of 2 pg/ml
with poor results (CA: 95.9% and ME: 8.3%) for Enterobacterales.
Breakpoint concentrations to discriminate colistin-resistance iso-
lates have been mainly used in rapid colorimetric tests. Values of
3.7 pg/ml (Rapid Colistin Disk Flution, CA 98.3%, VME 5.4%),%®
3.8 pg/ml (Modified Andrade Screening Antimicrobial Test.
ASAT. Sensitivity 90.7%, specificity 100%),2° and 5 pg/ml (Rapid
Polymyxin NP Test. Sensitivity 98.3%, specificity 95.4%) have been
described to be used in these techniques with excellent perfor-
mance. However, its main disadvantage is the requirement of addi-
tional reagents and a proper pH adjustment, making them laborious
and difficult to implement in the daily routine. Even though we did
not test the colistin stability in agar, other authors have reported
that it can be used up to a week without affecting the results, being
an advantage of our method.”

Despite the limitations of the study, we believe the use of one
single colistin concentration (3 pg/ml) to determine colistin resis-
tance could be a good alternative to implement in the routine work-
flow of microbiology laboratories with limited resources, to allow
not only for a better diagnosis but also to perform epidemiological
studies for the surveillance of antibiotic resistance.
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9. DISCUSION
9.1. Prevalencia, caracteristicas microbioldgicas, moleculares y factores de riesgo asociados

a Enterobacterales productores de carbapenemasas resistentes a colistina.

La emergencia de microorganismos MDRs, como los Enterobacterales productores de
carbapenemasas, constituyen un reto para la Salud Publica mundial, debido a las pocas opciones
terapéuticas disponibles y a las altas tasas de mortalidad asociadas. En este contexto, viejos
antibidticos como colistina resultan todavia utiles, sobre todo en regiones con recursos

econdmicos limitados donde el acceso a los nuevos antibidticos es escaso.

La ultima comunicacién de la Organizacidon Panamericana de la Salud (OPS) del afio 2021
informd que la tasa de resistencia a la colistina en K. pneumoniae era del 20%, y de E. coli del 10%.
Sin embargo, estos datos no se enfocan exclusivamente en los EPC, por lo tanto, los resultados de
esta tesis permiten extraer datos relevantes acerca de esta problematica en Ecuador,

enfocandose principalmente en el estudio de la resistencia a colistina en EPC.

Los resultados de esta tesis muestran una prevalencia de 23,33% de resistencia a colistina
en EPC durante el 2022, en las tres ciudades principales del pais. La prevalencia global de 361
aislados de EPC obtenidos en diferentes ciudades de Ecuador y durante los tres periodos de
tiempo, muestra una prevalencia de resistencia a colistina alta (20,77%), la cual fue
incrementandose a través del tiempo. La prevalencia de EPC-RC en el 2016 fue de 3,73% mientras
qgue en el 2022 alcanzé valores de 23,73%. Este incremento a través del tiempo ha sido descrito a
nivel mundial, en el cual datos del 2013 reflejan una prevalencia del 3,6%, mientras que en el
2019, se observaron valores de un 3,6%, siendo Latinoamérica, la regidn con las mayores tasas de

resistencia (68).

Actualmente, prevalencias altas de EPC-RC se han encontrado en otros paises como
Grecia (20,4%), Espana (31%) e Italia (43%), principalmente en aislados KPC, estas altas incidencias
han sido asociadas principalmente a brotes (102). A pesar de las escasas publicaciones acerca de
EPC-RC en América del sur, Brasil informé prevalencias de EPC-RC de un 35,5%, principalmente

asociadas a brotes por KPC-2 (95,103).

Las altas tasas de EPC-RC evidenciadas, sugieren una falta de adherencia al plan nacional
para combatir la resistencia antimicrobiana implementado en el 2019, el cual esta alineado con

112



el Plan de Accién Mundial sobre la resistencia a los Antimicrobianos de la OMS, con una
perspectiva de Una Salud, el cual involucra no solo a unidades hospitalarias, sino a diversos
aspectos como el consumo de antibidticos o la restriccion del uso veterinario de los
antimicrobianos (104,105). El control del uso de antibidticos en la industria agropecuaria
constituye un componente critico para la OMS en la lucha contra la resistencia antimicrobiana. El
uso de la colistina en animales fue prohibido en Ecuador en el 2019, sin embargo existe poca
informacion sobre la adherencia a esta regulacién (106). Adicionalmente, se sabe que el uso de
antimicrobianos intrahospitalariamente y en la comunidad determina la resistencia antibidtica.
En Ecuador, asi como en otros paises de América Latina, el consumo de antibidticos sin
prescripcion médica es una realidad, lo cual contribuye a su excesivo consumo y a la resistencia

antimicrobiana, lo cual demuestra la falta de adherencia a las regulaciones existentes (107).

La resistencia a la colistina en este estudio se observo en las muestras clinicas de origen
respiratorio (27,40 % n=57/208) y en las bacteriemias (25,48% n=53/208) y exclusivamente en
aislados de K. pneumoniae durante los afios 2016 y 2020, pero en el 2022, se presentd también
en E. cloacae y K. aerdgenes. De manera global, el microorganismo con la mayor resistencia a
colistina fue K. aerogenes 52,94% (n=9) seguido por K. pneumoniae 20,19% (n=65) y E. cloacae
9,09% (n=1). Estas observaciones, son similares a lo descrito por otros autores, que mencionan a
K. aerogenes como la Enterobacteria con las mayores tasas de resistencia a colistina (108). El gen
blakec fue el Unico involucrado en los aislados EPC-RC y no se detectaron en los aislados EPC-RC

las otras carbapenemasas detectadas en el pais como NDM y OXA-48.

Los resultados de esta tesis mostraron que los aislados EPC-RC presentaban altos niveles
de co-resistencia a aminoglucésidos, particularmente gentamicina y ciprofloxacino. Estos
hallazgos concuerdan con lo descrito en Brasil, en el cual la co-resistencia a ciprofloxacino se
presentd en un 16% y a gentamicina en un 20% de los aislados de K. pneumoniae
multirresistentes, el cual constituye un fenotipo muy frecuente en este pais (109). Este fenotipo
de resistencia también ha sido descrito en Tucuman, Argentina, en donde la co-resistencia a
ciprofloxacino alcanza valores de 100% y un 22% a gentamicina (110). El fenotipo de resistencia
encontrado en los aislados EPC-CR corresponderia a aislados extremadamente resistentes (XDR,
por sus siglas en inglés), de acuerdo con la clasificacién de Magiorakos y cols.(111), lo cual es una
situacion alarmante para Ecuador. Sin embargo, segun los resultados de esta tesis, tigeciclina y
ceftazidima-avibactam podrian ser consideradas como una posible opcién terapéutica por sus

altas tasas de sensibilidad.
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Esta tesis también comprendid la identificacion del principal mecanismo de resistencia a
colistina con importancia epidemioldgica, el gen mcr-1 de origen plasmidico, el cual no fue
identificado en ninguno de los aislados estudiados, lo cual podria sugerir que el mecanismo de
resistencia involucrado podria ser la presencia de otras variantes del gen mcr no estudiadas o
mutaciones puntuales. Brasil e Italia, han reportado resultados similares a los encontrados en este
estudio (118-121). En América del Sur solo se han descrito las variantes mcr-1, mcr-3 y mcr-5, las
dos ultimas exclusivamente en Brasil y Colombia respectivamente (75,95), lo cual podria sugerir

que la causa de la resistencia podria ser atribuida  a mutaciones puntuales.

Publicaciones de Ecuador, Argentina, Brasil y Colombia, muestran un incremento en la
frecuencia de resistencia a colistina de origen plasmidico, especialmente relacionadas al gen mcr-
1. En Ecuador, la presencia del gen mcr-1 ha sido descrito en casos aislados de muestras clinicas,
pero fundamentalmente se han reportado en aislados de E. coli obtenidos de muestras de

animales (122,123).

Fortalezas del estudio de Epidemiologia molecular de bacilos gram-negativos resistentes a

carbapenémicos en Ecuador

Este estudio permitié obtener datos actualizados de la resistencia a colistina en EPC y
compararlos con otros bacilos gram-negativos de importancia epidemiolégica, en las tres ciudades

mas importantes del pais.

Limitaciones del estudio

Los datos obtenidos no pueden ser generalizados a otras ciudades no incluidas en el

estudio, ni tampoco hospitales con niveles primarios de atencion.

Fortalezas del estudio de vigilancia epidemioldgica de mcr-1 en aislados EPC-RC durante tres

periodos de tiempo

La principal fortaleza de este estudio es que recoge resultados de un gran nimero de
aislados de EPC obtenidos en diferentes periodos de tiempo, lo cual permite comprender de
mejor manera esta problematica a nivel nacional, ademas que es el primer estudio en el pais que

aporta con esos datos.

Limitaciones del estudio

Una de las principales limitaciones , es que las unidades hospitalarias incluidas en el

estudio no son iguales en los tres periodos de tiempo analizados, por lo tanto no permite hacer
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una comparacion en cada unidad a lo largo del tiempo. Otra limitacién, es que no se pudo

profundizar en los otros mecanismos de resistencia que podrian estar involucrados.

Debido a las pocas opciones terapéuticas disponibles para tratar las infecciones por EPC-
RC, esta tesis probo la sinergia “in vitro” con colistina y fosfomicina(col/fos) en aislados KPC, la
cual no pudo ser demostrada en los ensayos realizados, a pesar de que varios autores han descrito
efectos sinérgicos en esta combinacion realizando ensayos de farmacocinética/farmacodinamia y
curva de muerte en cepas de K. pneumoniae KPC-2 (112,113), incluso la sinergia positiva ha sido
demostrada en cepas de K. pneumoniae con carbapenemasas tipo NDM, Acinetobacter baumannii
XDR y P. aeruginosa, en los cuales se demostré con esta combinacién una mejor respuesta
microbiolégica y menor mortalidad (114-117). Las diferencias encontradas con los estudios
anteriormente mencionados pueden ser atribuidas a que no se probaron concentraciones altas
de colistina (>4 mg /L) y fosfomicina (512 mg/L) ya que superan los niveles séricos, y que se
incluyeron aislados con resistencia a los dos antimicrobianos. Los resultados obtenidos con este
estudio sugieren qgue esta combinacidn no podria ser considerada para el tratamiento de

pacientes con infecciones por KPC.

Fortalezas del estudio de sinergia entre colistina y fosfomicina en aislados clinicos de K.

pneumoniae productora de KPC

Existen pocos estudios sobre combinaciones sinérgicas entre colistina y fosfomicina para

cepas KPC, por lo tanto este estudio aporta con datos acerca de esta tematica q

Limitaciones del estudio

Los datos no pueden ser extrapolados a otras EPC que no sean exclusivamente K.

pneumoniae productora de KPCu  otro mecanismo de resistencia a colistina.

El estudio de los factores de riesgo asociados a las infecciones por EPC-RC, permitid
establecer que la prevalencia de infecciones por EPC-RC es de 28,07%, ademds de las variables
relacionadas con las infecciones por este MDR. Los resultados demostraron que aun cuando las
tasas de mortalidad son consideradas altas en pacientes con infecciones por EPC no se encontrd
ninguna diferencia entre los pacientes infectados por EPC-colistina sensible y EPC-CR. Estos
mismos hallazgos concuerdan con datos descritos en estudios similares realizados en pacientes
pedidtricos y adultos (120, 124-127). Adicionalmente, las diferentes combinaciones
antimicrobianas ensayadas para el tratamiento de las infecciones por EPC-RC en este estudio

tampoco mostraron ningun impacto en las tasas de mortalidad.
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Las infecciones del tracto urinario fueron las infecciones por EPC-RC mas frecuentemente
encontradas, sin embargo, las mas altas tasas de mortalidad se encontraron en las bacteriemias,

donde colistina, junto a otros farmacos constituye la terapia principal (124).

El conocimiento de los factores de riesgo asociados a infecciones por EPC-RC, permitiria
a los clinicos iniciar terapias antimicrobianas empiricas mas adecuadas, por lo cual es importante
analizar los factores involucrados localmente, ya que la mayoria de los estudios se ejecutan en

paises desarrollados, los cuales tienen una situacion clinica diferente (128).

El andlisis multivariado demostrd que el fallo renal, la hemodialisis en los 3 meses previos
a la hospitalizacidn, la presencia de catéteres para hemodialisis y el uso de inhibidores de R-
lactamasas estan asociados con EPC-CR. Otros investigadores han demostrado asociacion entre
EPC-CR y enfermedad neurolégica (129), insuficiencia renal crénica (120,130), otras
comorbilidades (120), uso previo de carbapenémicos (89,99). Adicionalmente, la literatura
muestra una asociacion entre EPC-CR y uso de inhibidores de R-lactamasas (130), terapia
antimicrobiana multiple, larga estancia hospitalaria (120,130,132) y dispositivos invasores
(120,130). Las diferencias encontradas entre estos autores y este estudio ,podria radicar en las
diferentes poblaciones incluidas en cada estudio, los niveles de complejidad de las instituciones

de salud, tamafio muestra y metodologias utilizadas.

Portar otros microorganismos MDRs podria ser un factor de riesgo para adquirir EPC-CR,
pero en este estudio no se pudo probar esa hipdtesis, asi como el contacto previo con otro
paciente portador de EPC-CR, el cual ha sido considerado como una variable independiente
asociada a la adquisicion de EPC-RC (133). Tampoco se identificd asociacion entre el uso previo
de colistina. Sin embargo, los hallazgos con respecto a este tdpico son controversiales (130,134).
Incluso hay un estudio que ha encontrado un efecto protector en el uso de la combinacién
tigeciclina-colistina en terapia combinada (135) y otro que muestra un efecto protector en el uso

de aminoglucésidos para adquirir cepas resistentes a la colistina (120).

La epidemiologia molecular de los aislados EPC-RC analizada en es estudio es muy similar
alo descrito por otros paises ya que los resultados obtenidos en este trabajo sugieren la presencia
de brotes en las unidades hospitalarias estudiadas, lo cual se evidencia en el estudio realizado con
los aislados del 2020 en la ciudad de Guayaquil, donde el andlisis de clonalidad demostré que el

34,47% de los aislados tenian 100% de similitud y se evidencid la presencia predominante
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(95,23%) de K. pneumoniae blaxpcs ST 512 resistente a colistina. Este hallazgo concuerda con lo
descrito en otros estudios que sugieren la diseminacién clonal de KPC en Ecuador (36), ademas
que , este estudio permitio evidenciar la presencia predominante en los aislados EPC-RC de la

combinacion KPC-3 ST 512, descrita por primera vez en Ecuador .

Fortalezas del estudio factores de riesgo asociados a las infecciones por EPC-RC

Entre las fortalezas de este estudio se puede mencionar el andlisis molecular de los
aislados de EPC-RC, comprendiendo la dindmica de las cepas involucradas, describiendo por
primera vez la presencia de K. pneumoniae ST512-KPC-3 ademds de demostrar la diseminacion
clonal de los aislados en la ciudad de Guayaquil, adicionalmente se puede mencionar que provee
valiosa informacién asociada a EPC-CR en paises de bajos recursos econémicos, advirtiendo del

riesgo de transmision entre paises cercanos en Sudameérica.

Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones de este estudio es el tamafio muestral utilizado , por lo que no se
pueden inferir los hallazgos a toda la poblacién  ecuatoriana, ademas que tampoco se pueden

extrapolar a cepas de EPC-CR portadoras del gen mcr-1.

9.2. Evaluacion de un método de laboratorio util para su identificacion.
Las escasas opciones terapéuticas disponibles para el tratamiento de las infecciones por
EPC y la poca accesibilidad a los nuevos antimicrobianos disponibles como ceftazidima-
avibactam, obliga a mantener el uso de viejos antimicrobianos como la colistina, a pesar del
incremento en sus tasas de resistencia, por lo cual es necesario un método de laboratorio que

permita determinar la susceptibilidad a este antimicrobiano de una manera confiable.

Los resultados del estudio con el agar colistina-3 pg/ml (97,02%), mostraron que este
método de laboratorio tiene una excelente concordancia categdrica con el método de referencia
para poder separar claramente los aislados de EPC resistentes a la colistina. La concordancia
categérica encontrada en este estudio es muy similar a la obtenida por otros investigadores que
testaron metodologias similares en paises como Argentina y Peri (86, 136). Una ventaja del
método probado en este estudio con un método similar descrito en el 2021 por Pasteran y cols.,
(86) es que puede utilizar la metodologia recomendada por el CLSI para la inoculacidn bacteriana

en el agar.
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En este estudio se incluyeron aislados con MIC de 4 mg/L, lo que generd un 2,97% de
resultados falsos negativos, sin embargo este tipo de errores son frecuentemente descritos
cuando las MICS se encuentran muy cerca de los puntos de corte (137), pero son menores al 3%

recomendado por el CLSI para este tipo de métodos (138).

La alta concordancia categorica, los escasos errores menores observados, ademas de su
facil implementaciéon en la rutina del laboratorio, sugieren que este método podria ser
considerado como una excelente opcidn para ser utilizada en laboratorios de microbiologia con

recursos limitados.

Fortalezas del estudio Cribado de resistencia a colistina con el agar Colistina 3 mg/L en

Enterobacterales productores de carbapenemasas

Este estudio constituye el Unico en el pais que utiliza aislados clinicos locales para probar

una metodologia de laboratorio.

Limitaciones del estudio Cribado de resistencia a colistina con el agar Colistina 3 mg/L en

Enterobacterales productores de carbapenemasas

Los resultados no pueden ser extrapolados a otros microorganismos no testados en el

estudio, ni tampoco a otros mecanismos de resistencia a la colistina no probados.
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10. CONCLUSIONES

1. Existe una alta prevalencia de resistencia a colistina en Enterobacterales productores de
carbapenemasas en las principales ciudades de Ecuador, la cual ha aumentado

significativamente en el transcurso de los afios.

2. La resistencia en Enterobacterales productores de carbapenemasas no esta mediada por
el gen mcr-1de origen plasmidico, lo cual sugiere la presencia de otros mecanismos involucrados

gue requieren una investigacion mas profunda.

3. Los aislados  Enterobacterales productores de carbapenemas resistentes a colistina se
clasifican como extremadamente resistentes, ya que presentaron una elevada co-resistencia a
otros antimicrobianos, por lo cual se requiere que los nuevos antimicrobianos, como ceftazidima-

avibactam o meropenem-vaborbactam, sean accesibles para su uso.

4, No se recomienda la utilizacién de la combinacion de colistina-fosfomicina debido a la

falta de sinergia.

5. Las infecciones por EPC-RC alcanzan un 28,07% y se produjeron predominantemente en
infecciones del tracto urinario, con una tasa de mortalidad del 42,2%. La nutricién parenteral,
hemodialisis reciente, el uso de inhibidores de B-lactamasas y el fallo renal se pueden considerar

como factores de riesgo independientes asociados a la portacién de EPC-RC.

6. K. pneumoniae ST 512-KPC-3 es la responsable de la diseminacién clonal de la resistencia
a colistina en Enterobacterales en las unidades hospitalarias de la ciudad de Guayaquil, Ecuador.

evidenciando la necesidad de fortalecer el Plan Nacional de Resistencia Antimicrobiana en el pais.

7. El Agar Colistina 3 pug/ml puede ser considerado como una buena alternativa para
implementar en los laboratorios de microbiologia clinica con recursos limitados para la deteccidn
de EPC-RC, ademas de que podria ser utilizado en estudios epidemioldgicos de vigilancia de

resistencia antimicrobiana.
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