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La libertad de la
terapia secuencial
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® Biodisponibilidad oral del 100%'
p

9 Permite la terapia secuencial de via intravenosa a via oral,
sin cambiar la dosificacion y sin cambiar de medicamento?




IV/Oral

LY VOXID

{linezolid

NOMBRE DEL MEDICAMENTO: Zyvoxid 600 mg comprimidos recubiertos con pelicula, Zyvoxid 100 mg/5 mi granulado para suspensidn oral, Zyvoxid 2 mg/ml solucion para perfusion. COMPOSICION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA:
Comprimidos recubiertos con pelicula: Cada comprimido contiene 600 mg de linezolid. Granulado para suspension oral: Cada 5 ml contienen 100 mg de linezolid, tras su reconstitucion con 123 ml de agua. Salucidn para perfusidn: Cada mi
contiene 2 mg de linezolic, Cada bolsa de perfusion de 300 ml contiene 600 mg de linezolid. Para consultar 1a lista de excipientes, ver lista de excipientes. FORMA FARMACEUTICA: Comprimidos recubiertos con pelicula: Comprimidos
blancos, ovales con “ZYVOXID 600 mg” impreso en una cara. Granulado para suspensidn oral: Granulado blanco o amarillo palido con sabor a naranja. Polvo para solucidn para perfusidn: Solucion para perfusion. Solucion isotdnica,
transparente, de incolora a amarilla. DATOS CLINICOS: Indicaciones terapéuticas: Neumonia nosocomial. Neumonia adquirida en fa comunidad, Zyvoxid estd indicado para el tratamiento de la neumonia nosocomial y de la neumonia
adaquirida en la comunidad, cuando se tenga la certeza o se sospeche que estén causadas por bacterias grampositivas sensibles a linezolid. Para determinar si Zyvoxid es un tratamiento adecuado, deben tenerse en cuenta los resultados de
las pruebas microbiokigicas o la prevalencia de resistencia entre las bacterias grampositivas a los antibioticos. Linezolid no es activo frente a infecciones causadas por microorganismos gramnegativos. Si se sospecha o se tiene la certeza de
que existe una infeccion por microorganismos gramnegativos, se debe iniciar simultineamente un tratamiento especifico frente a microorganismos gramnegativos. Infecciones complicadas de piel y tefidos blandos (ver Advertencias y
precauciones especiales de emplec). Zyvowid esta indicado para el tratamiento de infecciones complicadas de piel y tejidos blandos slo cuando las pruebas microbiologicas muestren que fa infeccidn estd originada por bacterias grampositivas
sensibles a este antibidtico. Linezolid no es activo frente a infecciones causadas por microorganismos gramnegativos. Linezolid solo debe ser usado en pacientes con infecciones complicadas de piel y tefidos blandos en los que se sospeche
03¢ tenga la certeza de co-infeccion por microorganismos gramnegativos, si no hay otras altemativas terapéuticas disponibles (ver Advertencias y precauciones especiales de empleo). En estas circunstancias, debe iniciarse concomitantemente
tratamiento frente a mlcmntgammos ga'amnegamm £l tratamiento om linezolid debe iniciarse Unicamente en el dmbito hospilalario y tras fa valoracitn por un médico especialista, como un microbiologo o un especialista en enfermedades
Infecciosas. Deberdn te Jaciones &5 sobre el terianos. Posologia y forma de administracion: Para iniciar el tratamiento con Zyvoxid se puede utilizar tanta la solucion para
perfusidn como los compnm:dos sawhnerlns con pelncuia 0 la suspensidn oral. Los pax:lentas que inicien e} tratamiento con la formulacion parenteral pueden pasar a cualquiera de las presentaciones orales, cuando esté indicado clinicamente.
En este caso no se requiere ajuste de dosis, ya que la biodisponibilidad oral de linezolid es aproximadamente del 100%. Duracidn y dosificacidn recomendada para el tratamiento en adultos: La duracion del tratamiento depende del
microorganismo, del lugar de la Infeccidn, de la gravedad y de la respuesta clinica del paciente. Las recomendaciones sobre la duracion del tratamiento que se indican a continuacion reflejan las utilizadas en los ensayos clinicos. Para algunos
tipos de infeccidn, puede ser conveniente prescribir fratamientos mas cortos, aunque esto no se ha evaluado en ensayos clinicos. La duracion maxima del tratamisnto es de 28 dias, No se ha establecido 1a sequridad y eficacia de linezolid
cuando se administra durante periodos superiores a 28 dias (ver Advertencias y precauciones especiales de emple), Las infecciones asociadas a bacteriemia no requieren aumentar la dosis recomendada ni fa duracion del tratamiento, Las
dosis recomendadas son idénticas para la solucidn para perfusion, los comprimidos y el granulado para suspension oral y son las siguientes: (ver tabla) Nifios: Los datos de seguridad y de eficacia de finezolid en nifios y adolescentes (<18
afios edad) son insuficientes para establecer recomendaciones de dosis. Por consiguiente, no se recomienda

&l uso de linezolid en este grupo de edad hasta gue se disponga de més datos. Ancianos: No se requiere

Infecciones Dosis Duracién del tratamiento ajuste de dosis. Pacientes con insuficiencia remll Nc se leqmere ajuste de GDSIS (ver Admartenclas ¥

Weinana noascorii precauciones especiales de empleo). Paciente ciencla es decir, CLo, Mo
L INRLT ) 600 ma 2 veces al dia 10414 i Gonsetalive se requiere Un ajuste de dosis en estos pacientes. Ya que se desmnoce fa relevancia cllmca que o la
I"*[’“'“.""'a adq“'“l‘.’a 2 “"GE"““_‘”'“":"‘_‘:G _— 0 : ? exposicion de estos pacientes a concentraciones altas (nasta 10 veces) de los dos metabolitos principales de
AECCAAGS COMEHCACaS 08 PieLy Tejiias landos linezolid, este medicamento se utilizara con especial precaucidn en los pacientes con insuficiencia renal grave

y se adminisirard (nicamente si el beneficio esperado supera el posible riesgo. Dado que aproximadamente un
30% de la dosis de linezolid se elimina durante 3 horas de hemodidlisis, linezolid se administrara después de la didlisis en los pacientes que reciban dicho tratamiento. Los metabolitos principales de linezolid se eliminan en parte por la
hemadidlisis, pero las concentraciones da sus metabolitos son considerablemente més elevadas tras fa didlisis que las que se observan en pacientes con funcion renal normal o insuficiencia renal leve o moderada. Por tanto, linezolid se utilizard
con especial precaucion en pacientes con insuficiencia renal grave sometidos a didlisis y solamente si el beneficio esperado supera al posible riesgo. Hasta el momento, no hay experiencia en la administracidn de linezolid con pacientes en
didlisis peritoneal ambulatoria continua (DPAC) o fratamientos alternativos para la insuficiencia renal (diferentes de la hemodialisis). Pacientes con insuficiencia hepatica: No se requiere ajustar la dosis. Sin embargo, debido a que la
experiencia clinica en estos pacientes es limitada, se recomienda utilizar linezolid solamente si el beneficio esperado supera el posible riesgo (ver Advertencias y precauciones especiales de empleo). Forma de administracidn: La dosis
recomendada de linezolid se debe administrar por via infravenosa u oral dos veces al dia. Wa de administracidn oral: Los comprimidos recubiertos con peficula pueden tomarse con o sin alimentos. La suspension oral puede tomarse con o sin
alimentos. 30 mi de suspension reconstituida (es decir, seis cucharadas de 5 mi) corresponden a una dosis de 600 ma. Wa de administracion intravenosa: La solucidn para perfusion se debe administrar durante un periodo de 30 a 120 minutos.
Contraindicaciones: Hipersensibilidad a linezolid o a alguno de los excipientes (Lista de excipientes). Linezolid no debe usarse en pacientes que estén tomando medicamentos que inhiban las monoamino oxidasas A o B (p.gj. fenelzina,
isocarboxazida, selegiling, moclobemida) ni durante las dos semanas siguientes a la toma de dicha medicacion. A menos que se disponga de los medios necesarios para realizar un estrecho control y monitorizacidn de 1a tension arterial,
linezolid no se administrard a pacientes con las siguientes condiciones clinicas basales o que estén en tratamiento con los siguientes medicamentos: - Pacientes con hipertensién no controlada, feocromocitoma, sindrome carcinoide,
tirotoxicosis, trastomo bipolar, alleraciones psicoafectivas, estado confusional agudo. - Pacientes que tomen cualquiera de estos medicamentos: inhibidores de la recaptacidn de serotoning, antidepresivos triciclicos, agonistas del receptor
5-HT, de serotonina (triptanos), simpaticomimeéticos de accion directa o indirecta (incluyendo broncodilatadores adrenérgicos, pseudoefedrina y fenilpropanclamina), vasopresores (p.ej. epinefrina, norepinefrina), farmacos dopaminérgicos (p.gj.
dopamina, dobutamina), petidina o buspirona. Los datos de los estudios en animales sugieren que linezolid y sus metabolitos pueden pasar a la leche matema, por lo que la lactancia debe interrumpirse antes y durante Ia administracion del
tratamiento (Embarazo y lactancia). Advertencias y precauciones especiales de empleo: Linezolid es un inhibidor reversible y no selectivo de la monoamino oxidasa (IMAQ); sin embarge, no ejerce ningln efecto antidepresivo a las dosis
empleadas para el tratamiento antibacteriano. Apenas se dispone de datos de estudios de inferacciones farmacoldgicas y de seguridad de linezolid sobre el riesgo de inhibicidn de la MAD en pacientes que reciben linezolid y presentan
patologias subyacentes y/o reciben tratamiento concomitante con farmacos que incrementan este riesgo. For eflo, no se recomienda utilizar linezolid en dichas circunstancias, a menos que sea posible una estrecha observacion y monitorizacion
del paciente (ver Contraindicaciones e Interacciones con otros medicamentos y ofras formas de interaccidn). Debe advertirse a los pacientes que no consuman grandes cantidades de alimentos ricos en tiramina (ver Interacciones con ofros
medicamentos y otras formas de interaccion). La suspensidn oral reconstituida contiene una fuente de fenilalanina (aspariamo) equivalente a 20 mg por cada 5 mi de suspension. Por tanto, esta formulacion puede ser perjudicial para pacientes
con fenilcetonuria. La suspensidn contiene también sacarosa, manitol y 1,7 mg/mi de sodio. Por tanto, los pacientes con intolerancia hereditaria a la fructosa, malabsorcidn de plucosa-galactosa o insuficiencia de sacarosa-isomaltasa, no
deben tomar este medicamento. La suspension oral contiene manitol, lo que puede tener un ligero efecto laxante. La suspensidn oral contiene 8,5 myg de sodio por cada 5 ml, lo que debe ser tenido en cuenta en pacientes con dietas pobres
en sodio. Se han notificado casos de mielosupresion (incluyendo anemia, leucopenia, trombocitopenia y pancitopenia) en pacientes tratados con linezolid. En los pacientes en los que se realizd seguimiento, se ha visto que los pardmetros
hematologicos se normalizan cuando s interrumpe el tratamiento. El riesgo de estos efectos parece asociarse con la duracidn del tratamiento. La trombocitopenia puedsa presentarse con mas frecuencia en pacientes con insuficiencia renal
grave, sometidos o no a didlisis. Por lo tanto, se recomienda realizar un estrecho control del hemograma en pacientes con: anemia previa, granulocitopenia o trombocitopenia; que reciban medicacion concomitante que pueda disminuir los
niveles de hemogiobina y el recuento de hematies o afecte de forma adversa el recuento o la funcidn plaquetaria; que presenten insuficiencia renal grave; o que reciban més de 10-14 dias de tratamiento. Linezolid debe administrarse
tinicamente a aquefios pacientes en s que se pueda realizar un estrecho control de los niveles de hemoglobina, recuento sanguineo y de plaquetas. Si durante el tratamiento con linezolid se produce mielosupresion grave debe interrumpirse
el tratamiento, a menos que la continuacion del mismo se considere absolutamente necesaria, en cuyo caso, se realizard un sequimiento exhaustivo de los pardmetros hematologicos y se deben implantar las medidas terapéuticas apropiadas.
Se recomienda ademas, un hemograma completo semanal (inciuyendo hemoglobina, plaguetas, recuento leucocitario absoluto y formula) a los pacientes que reciban linezolid, independientemente de su hemograma basal, En estudios de uso
compasivo, s& notificd una mayor incidencia de anemia grave en pacientes que estaban siendo tratados con linezolid durante periodos de tiempo superiores a la duracion méxima de tratamiento recomendada de 28 dias. Estos pacientes
requirieron con mayor frecuencia transfusion sanguinea. También se han notificado durante la experiencia post-comercializacion casos de anemia que requirieron transfusion sanguinea, siendo mayor el nimero de casos en los pacientes que
recibieron linezolid durante més de 28 dias. Se han notificado casos de acidosis léctica con el uso de linezolid. Los pacientes que desarmollen signos o sintomas de acidosis metabdlica incluyendo nduseas o vomitas recurrentes, dolor abdominal,
nivel bajo de bicarbonato o hiperventilacion mientras estdn siendo tratados con linezolid deben recibir atencion médica inmediata. En un estudio abierto en pacientes graves con infecciones vasculares relacionadas con catéter se observo un
exceso de mortalidad en los pacientes tratados con linezofid frente a aquellos tratados con vancomicina/dicloxacilina/oxaciiing [78/363 (21,5%) frente a S8/363 (16,0%)]. El principal factor que influyd en la tasa de mortalidad fue el estatus
basal de infeccidn por grampositivos. Las tasas de mortalidad fueron similares en los pacientes con infecciones causadas exciusivamente por microorganismos grampositivos (odds ratio 0,96; IC 95%: 0,58-1,59), pero fue significativamente
superior (p = 0,0162) en el brazo de linezolid para los pacientes infectados con cualguier otro microorganismo o en los que no se aisid ningln microorganismo basal (odds ratio 2,48; IC 95%: 1,38-4,46). Bl mayor desequilibrio ocurid durante
el tratamiento y dentro de los 7 dias siguientes a la interrupcidn del farmaco en estudio. En el brazo de linezolid, hubo mds pacientes que adquirieron infecciones por microorganismos gramnegativos durante el estudio y que fallecieron por
Infecciones causadas por microorganismo gramnegativos y por infecciones polimicrobianas., Por lo tanto, linezolid slo debe ser usado en pacientes con infecciones complicadas de piel y tejidos blandos en los que se sospeche o se lenga la
certeza que tienen una co-infeccidn por microorganismos gramnegativos si no hay otros tratamientos alternativos disponibles (ver Indicaciones terapéuticas). En estas circunstancias, debe iniciarse tratamiento concomitante frente a
microorganismos gramnegativos. Los ensayos clinicos controlados no incluyeron pacientes con lesiones d pie diabético, tlceras de decdbito, lesiones isquémicas, quemaruras graves o gangrena. Por consiguiente, sé poses una experiencia
limitada de la utilizacion de linezolid en el tratamiento de estas patologias. Linezolid se debe usar con especial precaucion en pacientes con insuficiencia renal grave, inicamente i el beneficio esperado se considera superior al posible riesgo
(ver Posologia y forma de administracion). Se recomienda que linezolid se administre a pacientes con insuficiencia hepatica grave sdlo si se considera que el beneficio esperado supera el posible riesgo (ver Posologia y forma de administracion).
Se han notificado casos de colitis pseudomembranosa con casi todos los antibacterianos, incluyendo linezolid. Por tanto, es importante tener en cuenta este diagnostico en pacientes que presenten diarrea fras la administracion de cualquier
antibacteriano, Si se sospecha o confirma una colitis asociada al antibitico, puede estar justificado interrumpir &l linezolid v se deben tomar las medidas oportunas. No se han evaluado en ensayos clinicos los efectos del tratamiento con
linezolid sobre fa flora normal. Ocasionalmente, el uso de antibidticos puede producir el sobrecrecimiento de microorganismos no sensibles. Aproximadamente el 3% de los pacientes que recibieron linezolid a las dosis recomendadas durante
los ensayos clinicos, presentan candidiasis asociada al tratamiento. En casos de sobreinfeccion durante el fratamiento, se deben tomar las medidas adecuadas. No se ha establecido la seguridad ni la eficacia de linezolid cuando se administra
més de 28 dias. Se han notificado casos de neuropatia optica y periférica, gue en ocasiones progresa hasta la pérdida de la visidn en pacientes tratados con Zyvoxid; estos casos han ocurrido fundamentalmente en pacientes tratados durante
periodos superiores a la duraciin maxima recomendada de 28 dias, Se debe advertir a todos los pacientes que comuniquen sintomas de alteracion visual, tales como cambios en la agudeza visual, cambios en Ia vision de los colores, vision
borrosa o defectos en el campo visual. En tales casos, se recomienda evaluar la funcidn visual lo antes posible y debe consultar al oftaimdlogo si fuera necesario. La funcion visual debe ser monitorizada regularmente, en cualquier paciente
tratado con Zyvoxid por un periodo superior a los 28 dias recomendados. La continuacion del tratamiento con Zyvoxid en pacientes que han sufrido neuropatia Gptica o peritérica, debe ser valorada frente a los posibles riesgos. Se han notificado
casos de convulsiones en pacientes tratados con Zyvoxid. En la mayoria de estos casos, se notifico un historial previo de convulsiones o de factores de riesgo para las mismas. Se debe aconsejar a los pacientes que informen a su médico si
tienen antecedentes de convulsiones. En los estudios realizados en ratas adultas macho con niveles de exposicion a linezolid similares a los esperados en humanos, e observo una disminucion reversible de la fertilidad y una morfologia
espermitica andmala. Se desconocen los posibles efectos de linezolid sobre el sistema reproductor masculino humano. Interaceion con otros medicamentos y otras formas de interaccion: Linezolid es un inhibidor reversible no selectivo
de la monoamino oxidasa (IMAQ). Los datos de los estudios de interaccidn farmacoldgica y de seguridad de linezolid administrado a pacientes sometidos a tratamientos concomitantes con riesgo de inhibicion de la MAD son muy limitados.
Por lo tanto, no se recomienda utilizar linezolid en estas circunstancias, a menos que se realice una estrecha observacion y control del paciente (ver Contraindicaciones). Linezolid aumentd el efecto hipertensivo producido por la pseudoefedrina
y &l hidrocloruro de fenilpropanolamina en voluntarios sanos normotenses, La administracion simultdnea de linezolid con pseudoefedrina o hidrocloruro de fenilpropanolamina produjo incrementos medios de la tension arterial sistilica def orden
de 30-40 mmHg, comparados con los 11-15 mmHg que produce linezolid solo, los 14-18 mmiHg que produce la pseudoefedrina o la fenilpropanolamina solas y los 8-11mm Hg que produce el placebo. No se han realizado estudios similares
en pacientes hipertensos. Se recomienda que si se administra linezolid con farmaces con efectos vasopresores (incluyendo agentes dopaminérgicos), se titulen las dosis de éstos cuidadosamente hasta alcanzar la respuesta deseada. En
voluntarios sanos, se estudio el potencial de interaccion farmacologica de linezolid con dextrometorfano. Se administraron dos dosis de 20 mg de dextrometorfano con una diferencia de 4 horas, con o sin linezolid. En los sujetos sanos que
recibieron linezolid y dextrometorfano no se observaron efectos del sindrome serotoninérgico (confusion, delirio, inquietud, tembilor, rubor, diaforesis, hiperpirexia). Durante la experiencia postcomercializacidn: se ha notificado el caso de un
paciente gue experimentaba sintomas similares a los del sindrome serotoninérgico, durante fa toma de linezolid y dextrometorfano, que se resohvieron con la inferrupeidn de ambos tratamientos. Se han comunicado muy raramente casos de
sindrome serotoninérgico, durante el uso clinico conjunto de linezalid con inhibidores de la recaptacion de la serotonina, (ver Contraindicaciones y Reacciones adversas). No se observd una respuesta presora significativa en los sujetos que



recibieron linezolid y menos de 100 mg de tiramina. Esto suglere que sdlo es necesario evitar la ingesta de cantidades excesivas de alimentos o bebidas de alto contenido en tiramina (p.ej. queso curado, extractos de levadura, bebidas
alcohdlicas no destiladas y productos de soja fermentada como salsa de soja). Linezolid no es metabolizado de forma detectable por el sistema enzimético del citocromo P450 (CYP) ni inhibe ninguna de las isoformas humanas de CYP
clinicamente significativas (142, 2C9, 2C19, 206, 2E1 y 3A4). De forma similar, linezolid no induce las isoenzimas PA50 en ratas. Por tanto, no se esperan interacciones farmacologicas inducidas por CYP450 con linezolid. La administracion
simultdnea de warfarina y finezolid (en estado estacionario), produjo una reduccion del 10% del INR (International Normalized Ratio) méximo medio y una disminucion del 5% del AUC del INR. Los datos procedentes de pacientes que han
recibido warfarina y linezolid son insuficientes para evaluar la relevancia clinica, si existe, de estos hallazgos. Embarazo y lactancia: No se dispone de datos suficientes sobre el uso de linezofid en mujeres embarazadas. Los estudios en
animales han mostrado toxicidad reproductiva, Existe un riesgo potencial en humanos. Linezolid no debe utilizarse durante el embarazo, a menos que sea claramente necesario, Es decir, solamente si el beneficio potencial supera al posible
riesgo. Los datos de animales sugieren que linezolid y sus metabolitos pueden pasar a la leche materna por lo que 1a lactancia debe interrumpirse antes y durante todo el tratamiento. Efectos sobre la capacidad para conducir y utilizar
maquinas: Se debe advertir a los pacientes que pueden presentar mareos mientras reciben linezolid, y s& les debe aconsejar no conducir ni utilizar maguinaria en estos casos. Reacciones adversas: La informacion presentada se basa en
los datos obtenidos de los ensayos clinicos en los que mas de 2.000 pacientes adultos recibieron las dosis recomendadas de linezolid hasta un maximo de 28 dias. Aproximadamente un 22% de pacientes experimentd reacciones adversas;
las notificadas con mayor frecuencia fueron diarrea (4,2%), nduseas (3,3%), cefalea (2,1%) y candidiasis [principalmente oral (0,8%) y vaginal {1,1%), ver tabla a continuacion). Las reacciones adversas relacionadas con el farmaco notificadas
con mas frecuencia y que obligaron a interrumpir & tratamiento fueron cefalea, diarrea, nduseas y vomitos. Alrededor de un 3% de pacientes dejaron el tratamiento por presentar una reaccion adversa relacionada con el fArmaco. Las siguientes
reacciones adversas a linezolid fueron consideradas graves en casos aislados: dolor abdominal localizado, accidentes isquémicos transitorios, hipertensidn, pancreatitis  insuficiencia renal. Durante los ensayos clinicos, se notific un Gnico
caso de arritmia (taquicardia) relacionado con el farmaco. En ensayos clinicos controlados en los que se administrd linezolid durante periodos de hasta 28 dias de tratamiento se notifico anemia en menos def 0,1% de los pacientes. En un
programa de uso compasivo de pacientes con infecciones que supongan una amenaza para la vida y con co-morbilidades subyacentes, el porcentaje de pacientes que desarmoflaron anemia cuando recibieron linezolid = 28 dias fue del 2,5%
{331.326) comparado con el 12,3% (53/430) cuando fueron tratados durante > 28 dias. La proporcion de casos notificados
de anemia grave relacionados con la medicacion y que requirieron transfusidn sanguinea fue del 9% (3/33) en pacientes

Reacciones adversas del farmaco con frecuencia = 0,1% tratados < 28 dias y del 15% (8/53) en aquelios tratados durante més de 28 dias. Experiencia post-comercializacion:

. Trastormos de fa sangre y def sistema finfatico: Anemia, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia, pancitopenia, y

Infecciones °,’“'%“?°'°“§s — e mislosupresion {ver seccion 4.4). Entre los casos de anemia notificados, hubo més pacientes que requirieron transfusion
Frecuentes: Candmlaag (especialmente candidiasis oral y vaginal) o infeccidn flingica. sanguinea cuando fueron tratados con linezolid durante periodos de tiempo superiores a la duracion maxima de tratamiento
Poco frecuentes: Vaginitis. recomendada de 28 dias (ver Advertencias y precauciones especiales de empleo). Trastornos del sistema inmunoldgico:

Anafilaxia. Trastornos del metabolismo y de la nufricidn; Acidosis lctica (ver Advertencias y precauciones especiales de

Trastornos de la sangre y del sistema linfatico empleq). Trastornos del sistema nervioso: neuropatia periférica, convulsiones, sindrome serotoninérgico. Se han notificado

Poco frecuentes: (frecuencia notificada por el personal sanitario) Eosinofilia, leucopenia, casos de neuropatia periférica en pacientes tratados con Zyvoxid. Estos casos han ocurrido principalmente en pacientes
neutropenia, trombocitopenia. tratados durante periodos de tiempo que superan la duracion maxima recomendada de 28 dias (ver Advertencias y precauciones

especiales de emplea). Se han notificado casos de convulsiones en pacientes tratados con Zyvowid. En la mayoria de estos
Trastornos psiquidtricos casos se ha confirmado un historial previo de convulsiones o de factores de riesgo para las mismas (ver Advertencias y
Poco frecuentes: Insomnio. precauciones especiales de emplec). Se han nolificado casos de sindrome serotoninérgico (ver Contraindicaciones e

Interacciones con otros medicamentos y otras formas de interaccion). Trastornos oculares: neuropatia dptica: Se han notificado
Trastornos del sistema nervioso casos de neuropatia dplica, que en ocasiones evoluciona hasta la pérdida de la vision, en pacientes tratados con Zyvoxid; estos

casos se han desarrollado principalmente en pacientes tratados durante periodos de tiempo que superan la duraciin méxima
de tratamiento recomendada de 28 dias (ver Advertencias y precauciones especiales de empleo). Trastornos de fa pigl y del
fgjido subcutdneo: Angioedema, se han recibido nolificaciones de trastomos cutdneos , como los descritos en el sindrome de

Frecuentes: Cefalea, percepcion errénea del sabor (sabor metalico).
Poco frecuentes: Mareos, hipoestesia, parestesia.

Trastornos oculares Stevens Johnson. Sobredosis: No se conoce un antidoto especifico. No se han notificado casos de sobredosis. Sin embargo,
= la siguiente informacion puede ser dtil: Se aconsejan Instaurar medidas de soporte junto con el mantenimiento del filtrado

Poco frecuentes: Vision borrosa. glomerular. Aproximadamente el 30% de la dosis de linezolic se elimina durante 3 horas de hemodialisis, pero no se dispone
stornos berinto de datos de eliminacion de linezolid por didlisls peritoneal o hemoperfusion, Los dos metabolitos principales de linezolid
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\ A medicamento estd sujeto a seguimiento adicional, lo que agilizara la deteccién de
nueva informacion sobre su seguridad. Se invita a los profesionales sanitarios a notificar las

——
sospechas de reacciones adversas. Ver la seccion 4.8, en la que se incluye informacion sobre D’F’CL ’R
como notificarlas.

1. NOMBRE DEL MEDICAMENTO

DIFICLIR 200 mg comprimidos recubiertos con pelicula

2. COMPOSICION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA

Cada comprimido contiene 200 mg de fidaxomicina.

Para consultar la lista completa de excipientes, ver seccién 5.1.

3. FORMA FARMACEUTICA

Comprimido recubierto con pelicula. Comprimidos con forma de capsula, de color blanco a blanquecino, con “FDX" grabado en un lado y “200"
en el otro lado.

4. DATOS CLINICOS

4.1 Indicaciones terapéuticas

DIFICLIR esta indicado en adultos para el tratamiento de infecciones por Clostridium difficile (ICD), también conocidas como diarreas asociadas a
C. difficile (DACD).

Deben tenerse en cuenta las recomendaciones oficiales sobre el uso de agentes antibacterianos.

4.2 Posologiay forma de administracion

Posologia

Adultos y pacientes de edad avanzada (= 65 anos de edad)

La dosis recomendada es 200 mg (un comprimido), administrado dos veces al dia (una vez cada 12 horas) durante 10 dias.

Poblacion pedidtrica

No se ha establecido todavia la sequridad y eficacia de fidaxomicina en nifios menores de 18 afios. No se dispone de datos.

Insuficiencia renal

No se considera necesario realizar ajustes de dosis. Debido a que los datos clinicos son limitados para esta poblacion, DIFICLIR se debe utilizar con
precaucion en pacientes con insuficiencia renal grave (ver seccion 4.4).

Insuficiencia hepdtica

No se considera necesario realizar ajustes de dosis. Debido a que los datos clinicos son limitados para esta poblacion, DIFICLIR se debe utilizar con
precaucion en pacientes con insuficiencia hepdtica de moderada a grave (ver seccion 4.4).

Forma de administracién

DIFICLIR es para administracion por via oral. DIFICLIR puede tomarse con o sin alimentos,

4.3 Contraindicaciones

Hipersensibilidad al principio activo o a alguno de los excipientes incluidos en la seccion 5.1.

4.4 Advertenciasy precauciones especiales de empleo

5e han notificado reacciones de hipersensibilidad incluyendo angioedema grave. Si durante el tratamiento con Dificlir tiene lugar una reaccion
alérgica grave, se debe interrumpir el tratamiento con el medicamento y adoptar las medidas adecuadas.

Algunos pacientes con reacciones de hipersensibilidad notificaron antecedentes de alergia a macrolidos. Fidaxomicina se debe usar con pre-
caucion en pacientes con alergia conocida a macrdlidos.

Debido a los datos clinicos limitados, fidaxomicina se debe utilizar con precaucion en pacientes con insuficiencia renal grave o con insuficien-
cia hepdtica de moderada a grave. Debido a los datos clinicos limitados, fidaxomicina se debe utilizar con precaucién en pacientes con colitis
pseudomembranosa, con ICD fulminantes o que impliquen riesgo vital. No existen datos en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
concomitante. Fidaxomicina se debe utilizar con precaucion en estos pacientes debido al riesgo de una mayor absorcion y al riesgo potencial
de reacciones adversas sistémicas. No se recomienda la administracion concomitante de inhibidores potentes de la glucoproteina P, tales como
ciclosporina, ketoconazol, eritromicina, claritromicina, verapamilo, dronedarona

y amiodarona (ver seccion 4.5).

Descripcion de la poblacién de pacientes incluidos en ensayos clinicos

En los dos ensayos clinicos realizados en pacientes con ICD, el 47,9% (479/999) de los pacientes (poblacion por protocolo) eran = 65 anos de edad
y el 27,5% (275/999) de los pacientes fueron tratados con antibiéticos concomitantes durante el periodo del estudio. El veinticuatro por ciento
de los pacientes cumplieron al inicio al menos uno de los tres siguientes criterios de puntuacion de la gravedad: temperatura corporal > 38,5 °C,
recuento de leucocitos > 15.000 o valor de creatinina = 1,5 mg/dl. Los pacientes con colitis fulminante y los pacientes con multiples episodios de
ICD (definido como maés de un episodio previo dentro de los 3 meses anteriores) fueron excluidos de los estudios.

4.5 Interaccion con otros medicamentos y otras formas de interaccion

Efecto de los inhibidores de la gp-P sobre fidaxomicina

Fidaxomicina es un sustrato de la gp-P. La administracion concomitante de dosis Gnicas del inhibidor de la gp-P ciclosporina A y de DIFICLIR en
voluntarios sanos provocéd un aumento de la C v el AUC de fidaxomicina de 4 veces y 2 veces respectivamente, y un aumento dela C_ y el
AUC del principal metabolito activo OP-1118 de 9,5 veces y 4 veces respectivamente. Como no esta clara la relevancia clinica de este aumento
de la exposicion, no se recomienda la administracion concomitante de inhibidores potentes de la gp-P, tales como ciclosporina, ketoconazol,
eritromicina, claritromicina, verapamilo, dronedarona y amiodarona.

Efecto de fidaxomicina sobre los sustratos de la gp-P

Fidaxomicina puede ser un inhibidor de leve a moderado de la gp-P intestinal. DIFICLIR (200 mg dos veces al dia) tuvo un efecto reducido pero
no clinicamente relevante sobre la exposicion a la digoxina. Sin embargo, no se puede descartar un efecto mas amplio sobre sustratos de la gp-P
con menor biodisponibilidad, mas sensibles a la inhibicion de la gp-P intestinal, como el etexilato de dabigatran.

Efecto de fidaxomicina sobre otros trasportadores

Fidaxomicina no tiene un efecto clinicamente significativo sobre la exposicién de rosuvastatina, un sustrato de los trasportadores OATP2B1 y
BCRP. La administracion concomitante en personas sanas de 200 mg de fidaxomicina dos veces al dia, con una dosis tnica de 10 mg de rosuvas-
tatina, no tuvo un efecto sobre el AUC, | de rosuvastatina. La C_ de rosuvastatina aumentd aproximadamente un 17%, lo que indica, que no se
puede excluir un aumento en la tasa de absorcion.

4.6 Fertilidad, embarazoy lactancia

No hay datos disponibles relativos al uso de fidaxomicina en mujeres embarazadas. Los estudios en animales no sugirieron efectos perjudiciales
directos ni indirectos en términos de toxicidad para la reproduccion. Como medida de precaucion, es preferible evitar el uso de DIFICLIR durante
el embarazo.

Lactancia

Se desconoce si fidaxomicina y sus metabolitos se excretan en la leche materna. Aunque no se prevén efectos en nifos/recién nacidos lactantes
puesto que la exposicion sistémica a fidaxomicina es baja, no se puede excluir el riesgo en recién nacidos/nifos. Se debe decidir si es necesario
interrumpir la lactancia o interrumpir el tratamiento con DIFICLIR tras considerar el beneficio de la lactancia para el nifo y el beneficio del
tratamiento para la madre.

Eertilidad

Fidaxemicina no tuvo efectos sobre la fertilidad cuando se evalué en ratas.



4.7 Efectos sobre la capacidad para conducir y utilizar maquinas

La influencia de DIFICLIR sobre la capacidad para conducir y utilizar maquinas es nula.

4.8 Reacciones adversas

Resumen del perfil de sequridad

El perfil de sequridad de DIFICLIR se basa en los datos de 564 pacientes con ICD tratados con fidaxomicina en estudios de fase 3.

Las reacciones adversas mas frecuentes relacionadas con el tratamiento fueron vomitos (1,2%), nauseas (2,7%) y estrenimiento (1,2%).

Resumen tabulado de reacciones adversas

La tabla 1 recoge las reacciones adversas asociadas a la administracion de fidaxomicina dos veces al dia en el tratamiento de la infeccion por
C. difficile, notificadas en al menos dos pacientes, presentadas seguin el sistema de clasificacion por 6rganos. La frecuencia de las reacciones adver-
sas se define de la siguiente forma: muy frecuentes (=1/10); frecuentes ( 21/100 a <1/10); poco frecuentes ( 21/1.000 a <1/100); raras ( =1/10.000
a <1/1.000); muy raras (<1/10.000), frecuencia no conocida (no puede estimarse a partir de |os datos disponibles). Las reacciones adversas se
enumeran por orden decreciente de gravedad dentro de cada intervalo de frecuencia.

Tabla 1: Resumen de las reacciones adversas segtin la clasificacién
de 6rganos del sistema MedDRA

Clasificacion de 6rganos del sistema s
Poco frecuentes Frecuencia no conocida
MedDRA

} reacciones de
Trastornos del sistema inmunolégico erupcion, prurito hipersensibilidad
(angioedema, disnea)
Trastornos del metabolismo y de la
nuticién disminucién del apetito
Trastornos del sistema nervioso mareo, cefalea, disgeusia
vimios ribumens distensién abdominal,
Trastornos gastrointestinales AR ﬂatulenc}a;;s::uedad de

aumento de la alanina

Trastornos hepatobiliares aminotransferasa

Notificacidn de sospechas de reacciones adversas

Es importante notificar sospechas de reacciones adversas al medicamento tras su autorizacion. Ello permite una supervision continuada de la
relacion beneficio/riesgo del medicamento. Se invita a los profesionales sanitarios a notificar las sospechas de reacciones adversas a través del
Sistema Espanol de Farmacovigilancia de Medicamentos de Uso Humano: www.notificaRAM.es..

4.9 Sobredosis

No se han notificado casos de sobredosis aguda.

5. DATOS FARMACEUTICOS

5.1 Lista de excipientes

Nucleo de los comprimidos:

Celulosa microcristalina, almidon pregelatinizado, hidroxipropil celulosa, butil hidroxitolueno, glicolato sédico de almidon, estearato de magnesio.
Recubrimiento:

Alcohol polivinilico, didxido de titanio, talco, polietilenglicol, lecitina (de soja).

5.2 Incompatibilidades

No procede.

5.3 Periodo de validez

3anos.

5.4 Precauciones especiales de conservacion

No requiere condiciones especiales de conservacion.

5.5 Naturalezay contenido del envase

Frascos de HDPE de 30 ml cerrados mediante sellado por induccion, con tapén de polipropileno a prueba de ninos; 20 comprimidos recubiertos
con pelicula por frasco.

Frascos de HDPE de 60 ml cerrados mediante sellado por induccion, con tapén de polipropileno a prueba de ninos; 60 comprimidos recubiertos
con pelicula por frasco.

Blisters alu/alu unidosis precortados de 100x1 comprimido recubierto con pelicula (10 comprimidos recubiertos con pelicula por lamina blister;
10 laminas blister por envase).

Blisters alu/alu unidosis precortados de 20x1 comprimido recubierto con pelicula (10 comprimidos recubiertos con pelicula por lamina blister; 2
laminas blister por envase).

Puede que solamente estén comercializados algunos tamanos de envases.

5.6 Precauciones especiales de eliminacion

La eliminacion del medicamento no utilizado y de todos los materiales que hayan estado en contacto con él se realizara de acuerdo con la nor-
mativa local.

6. TITULAR DE LA AUTORIZACION DE COMERCIALIZACION

Astellas Pharma Europe B.V. - Sylviusweg 62 - 2333 BE Leiden - Paises Bajos

7. NUMERO(S) DE AUTORIZACION DE COMERCIALIZACION

EU/1/11/733/001-004

8. FECHA DE LA PRIMERA AUTORIZACION/RENOVACION DE LA AUTORIZACION

05/12/201

9. FECHA DE LA REVISION DEL TEXTO

06/2014

10. PRESENTACIONES Y PRECIO

Dificlir 200 mg comprimidos recubiertos con pelicula, 20 comprimidos (blisters unidosis precortados). PVL: 1.500 € PVP: 1.555,91 € PVP. IVA:
1.618,15 €. Medicamento sujeto a prescripcion médica. Dispensacion hospitalaria sin cupén precinto. Financiado por el Sistema Nacional de
Salud. Para mas informacion consulte la ficha técnica completa. La informacion detallada de este medicamento esta disponible en la pagina web
de la Agencia Europea de Medicamentos http://www.ema.europa.eu/.
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RESUMEN

La enfermedad de Noma es una patologia gangrenosa
agresiva orofacial que dafia a tejidos duros y blandos de la boca
y de la cara.

A'lo largo de los siglos ha estado presente en todo el pla-
neta, aunque en la actualidad ha desaparecido practicamente
de los paises desarrollados, afectando casi siempre a nifios de
los lugares mas desfavorecidos, especialmente en el continente
africano.

Es un proceso multifactorial en el que intervienen factores
como la malnutricion, las enfermedades debilitantes (infeccio-
nes sistémicas bacterianas o viricas, inmunodepresion asociada
al VIH, etc)) y las infecciones intraorales.

La necrosis tisular caracteristica la origina una infeccion
polimicrobiana. Algunas de las especies que se han aislado de
las zonas afectadas son: Fusobacterium necrophorum, Prevo-
tella intermedia, Prevotella melaninogenica, Fusobacterium
nucleatum, Bacteroides fragilis, Bacillus cereus, Trueperella
pyogenes, espiroquetas, etc.

Sin tratamiento es letal en poco tiempo, y los pacientes
que sobreviven presentan graves secuelas que dificultan su
vida y sus relaciones interpersonales.

El objetivo de esta revision es unificar la informacion exis-
tente y promover un mayor conocimiento y concienciacion de
la poblacion.
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Noma/Cancrum oris: a neglected disease

ABSTRACT

Noma is an aggressive orofacial gangrenous pathology
that damages hard and soft tissues of the mouth and the face.

Throughout the centuries it has been present around the
globe, but nowadays it has practically disappeared from de-
veloped countries and mainly affects children from the most
disadvantaged places, especially in Africa.

Noma disease is a multifactorial process; malnutrition,
debilitating diseases (bacterial or viral systemic diseases, HIV-
associated immunosuppression, etc.) and intraoral infections
are some of the factors implied.

The characteristic tissue necrosis is produced by a poly-
microbial infection. Fusobacterium necrophorum, Prevotella
intermedia, Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nuclea-
tum, Bacteroides fragilis, Bacillus cereus, Trueperella pyogenes,
spyrochetes, etc, are some of the species that have been isola-
ted from the affected areas.

Without treatment, noma is lethal in a short period of
time, and the patients that survive show severe sequelae that
hinder their life and interpersonal relationships.

The aim of this paper is to unify the existing information
and to promote wider knowledge and awareness among the
population.

Keywords: Noma, cancrum oris, gangrenous stomatitis
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INTRODUCCION

La enfermedad de Noma, también conocida como can-
crum oris o estomatitis gangrenosa es una patologia gangre-
nosa agresiva orofacial que dafa a tejidos duros y blandos de
la boca y la cara, dejando en la mayoria de los casos severas
secuelas a los supervivientes que les impiden llevar una vida
normal y que afecta principalmente a los nifios'>.

Su origen es incierto se cree que estd causada por una
combinaciéon de factores como la malnutricidn, las enferme-
dades debilitantes (infecciones sistémicas bacterianas o viricas,
inmunodepresion asociada al VIH, etc.) y las infecciones intrao-
rales*®. Es un proceso no recurrente™ y no transmisible™. Sin
tratamiento es letal en poco tiempo, y los pacientes que so-
breviven presentan graves secuelas que dificultan su vida y sus
relaciones interpersonales'? ',

A'lo largo de los siglos ha estado presente en todo el pla-
neta, en la actualidad ha desaparecido practicamente de los
paises desarrollados, afectando casi siempre a nifios de los
lugares mas desfavorecidos, especialmente en el continente
africano' 6. Estd clasificada por la Organizacion Mundial de
la Salud con el codigo A69.0 (Other spirochaetal infections)'.

Es, sin lugar a dudas, una enfermedad olvidada cuya
causa continua sin esclarecerse. La patogenia del Noma es
compleja y multifactorial, algunos investigadores y organiza-
ciones han trabajado para tratar de darla a conocer y asi po-
der ponerle freno. El contexto economico, social y educativo
en los paises que mads la sufren y la falta de interés por parte
de la salud publica dificultan que la situacion mejore''8. El
Noma se puede considerar como un indicador bioldgico de
multiples violaciones de los derechos humanos, incluido el
derecho a la alimentacion®.

El objetivo de esta revision es colaborar a unificar la informa-
cion existente sobre el Noma y promover un mayor conocimiento
y concienciacion internacional y nacional en los paises afectados.

HISTORIA

"Noma"es la forma latina del término griego "vopn", tra-
ducido como “devorar" (nomein), utilizado en la antigliedad
para referirse a los pastos o, de forma metaférica, para desig-
nar un proceso que se expande con rapidez'2'3°,

En la literatura antigua pueden encontrarse diversas re-
ferencias a esta palabra. El historiador griego Polibio (siglo I
d.C.) escribia: "la herida se hizo un noma", refiriéndose a una
herida que se hacia cada vez mayor. En el Nuevo Testamento
(Segunda Carta a Timoteo 2, 17) puede leerse la frase "Y su
palabra se propagara como gangrena”. Hipocrates, Celso y Ga-
leno utilizaron el vocablo noma para referirse a enfermedades
de rapida progresion, aunque no se hacia referencia expresa a
una gangrena facial™.

En 1351, el cirujano flamenco Jan Yperman mencionaba,
en el capitulo de enfermedades orales de su obra Cyrurgie, el
término "water canker"™.

Sin embargo, no fue hasta 1595 cudndo Carolus Battus
describio por primera vez, de forma clinica, el mal de Noma en
su Handboeck der Chirurgijen, indicando el caracter rapido y
progresivo de este tipo de Ulcera; recomendando a los médicos
a no ser negligentes en su tratamiento™®.

A partir del afio 1600, la enfermedad fue apareciendo de
manera mas habitual en escritos de autores europeos. El bri-
tanico Arnoldus Boot (médico y estudioso de lenguas clasicas)
utilizo por primera vez el término "cancrum oris” en su libro
Observationes medicae de affectibus omissis. Cornelis van de
Voorde, un cirujano holandés, aplico en 1680, como sindnimo
de "devorar”, la palabra "noma" de modo especifico a las ul-
ceras en los tejidos blandos y humedos de los nifios, especial-
mente en la boca. Esto puede leerse en su libro Nieuw Lichten-
de Fakkel der Chirurgie of Hedendaagze Heel-Konst, en el cual
se oponia al uso de "water canker” o0 "mouth canker" ya que el
proceso era diametralmente diferente a uno canceroso'>™°,

En 1794 el inglés J.A. Symmonds observd que el sarampion
precedia en muchas ocasiones a este tipo de lesiones, cuestion
que seria confirmada por otros autores en los siglos posterio-
res. Un afo después, Gabriel Lund, presentd en la Academia
Real de las Ciencias de Suecia, un analisis de once pacientes
afectados con Noma. Solo uno de ellos sobrevivio, y Lund dis-
tinguio cuatro estadios en el curso de la enfermedad, ademas
de comprobar que todos ellos eran nifos (de entre 1y 10 afos)
procedentes de lugares pobres y con marcada malnutricion. A
pesar de que hasta finales del siglo XVIII la mayoria de autores
solo proponian como tratamiento medidas higiénicas y farma-
cologicas, en el afio 1781 Leendert Stelwagen suturd con éxito
una lesion atribuible a la enfermedad utilizando la misma téc-
nica de cierre que para el labio leporino'™,

A partir de 1800 se produjeron importantes avances mé-
dicos y sociales. En varias publicaciones cientificas se reflejo el
interés por el contexto en que vivian los enfermos de Noma?.
Adolph Richter, en el aflo 1828, elabor6 algo sin precedentes:
una revision de la enfermedad de Noma a lo largo de todos los
siglos previos, titulada Der Wasserkrebs der Kinder, que seria
el unico libro acerca del tema hasta la fecha y en los 173 afos
posteriores. En 1848, el francés J. Tourdes concretd la defini-
cion de noma, que aun se utiliza en la actualidad: "una en-
fermedad gangrenosa que afecta a la boca y la cara de los
nifios que viven en condiciones pobres de higiene y que sufren
enfermedades debilitantes, especialmente fiebre eruptiva, co-
menzando con una ulcera en la mucosa oral que rdpidamente
se extiende hacia afuera y destruye los tejidos blandos y duros
de la cara. Casi siempre es fatal'*. En el periodo entre 1854
y 1859, se elaboraron en Amsterdam las primeras tablas de
mortalidad™. El holandés Von Eichstorff Talma aprovecho este
hecho para realizar un listado de sindnimos para denominar la
enfermedad en su tesis académica Over ulcus®. La presencia
de tantos términos para denominar una sola patologia pone
de manifiesto que el cancrum oris podia verse de forma comun
en Europa y Estados Unidos. La cirugia también experimento,
sobre todo en Alemania, un gran desarrollo, describiéndose en
el pais diversos tratamientos quirurgicos extensivos. En 1872,
el finlandés J. A. Estlander utilizd su propio método de re-
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murieron como consecuencia de la severa mal-

Tabla 1 Mortalidad por cancrum oris en el siglo XIX en Europa L 1416

i y nutricion que presentaban'e.

(modificado de Tempest'?). _ _
Michael Tempest, considerado el padre
fundador de la cirugia facial reconstructiva en
Autor Aio Ne total de casos Muertes % Mortalidad pacientes con Noma' realizd una revision sobre
Tourdes 1848 239 176 73 la enfermedad, que incluia una recopilacion de
Barthez y Rilet e e . - datos de'dlstmtosj autores sobre la mortalidad
que causo en los siglos XIX'y XX, concretamente
Bruns 1859 413 290 70 hasta 1966, fecha de publicacion de su escrito
Springer 1904 88 83 94 Cancrum oris (tablas 1, 2 y 3). La tabla 3 pone
de manifiesto la gran importancia que tuvo el
desarrollo de la antibioterapia en el descenso de

. . . 1 12
Tabla 2 Mortalidad por cancrum oris en el siglo XX en casos la mortalidad™.
no tratados (modificado de Tempest). En las ultimas tres décadas del siglo XX, la
atencion hacia esta patologia fue decreciendo,
N ) ) y practicamente ningun cientifico contribuyo a
Autor Afio Pais % Mortalidad . . Lo
seguir avanzando en las investigaciones. Hubo,
Fu-Tang-Chu y Chuan-Fan 1936 China 56 sin embargo, algunas excepciones como la de
Osler 1938 Revision 75 Cyril Enwonwu, un nigeriano que, conociendo
el problema que suponia la enfermedad para
Stansky y Peache 1941 Filipinas 88 P , . g . P . . . _p

su pais, se implicd en diversas investigaciones
Stones, Farmer y Lawton 1954 Revision 80 sobre el Noma desde diversos puntos de vista,
Durand 1959 Revision EE.UU. 75 llegando a publicar en las revistas mas presti-

construccién labial en dos pacientes con secuelas por Noma'.
Después del afio 1880, la enfermedad fue desapareciendo gra-
dualmente de Europa y Norteamérica, debido al descenso de
las condiciones de pobreza e inanicion incluso entre los colec-
tivos mas desfavorecidos, resultante de una mejora general en
el nivel de nutricion, educacion y atencidn sanitaria'.

Los descubrimientos de Pasteur y Koch tuvieron un gran
impacto en la ciencia, y sentaron las bases para el desarrollo de
la microbiologia y la microbiologia médica, respectivamente.
Numerosos investigadores, siguiendo los postulados de este ul-
timo, trataron de descubrir un tedrico agente “bacillus nomae”
desde principios de siglo. Fue M.J. Stewart (Inglaterra) quien,
en 1912, concluyo que la enfermedad era una infeccion opor-
tunista originada por la microbiota normal de la boca. Estudios
posteriores identificaron a los microorganismos causales como
Borrelia vincenti 'y Fusiformis fusiformis, desapareciendo mas
tarde la identidad del primero y reclasificandose el segundo
como Fusobacterium nucleatum',

Durante la | Guerra Mundial hubo un gran desarrollo de
la cirugia facial por parte de profesionales plasticos como
Harold Gillies y Jan Esser. La devastacion dejada por la Gran
Guerra, con sus consecuentes infecciones y epidemias, movio
a muchos cientificos a investigar tratamientos. En el campo
de la quimioterapia antiinfecciosa se desarrollaron el prontosil
(1939, Gerhard Domagk) vy la penicilina (1945, Fleming, Florey
y Chain)™,

La efectividad de las terapias antimicrobianas frente a
cancrum oris se puso de manifiesto durante e inmediatamente
después de la Il Guerra Mundial. En los campos de concentra-
cion alemanes de Bergen-Belsen (Adelsberger, 1945) y Aus-
chwitz (Dawson, 1945) aparecieron enfermos por noma que

giosas?*2,

La tabla 4 muestra la mortalidad, segun dis-
tintos autores, en pacientes de algunos paises africanos que
recibieron tratamiento antibidtico. Comprende datos entre
1950 y 1996, y de nuevo se vuelve a resaltar el gran avance
marcado por el descubrimiento de los antimicrobianos'™.

NOMA EN LA ACTUALIDAD

En la actualidad, la enfermedad ha desaparecido practica-
mente del mundo desarrollado, salvo algunos casos comunica-
dos a finales del siglo XX en pacientes con SIDA/VIH y terapia
inmunosupresora o en otros con Sindrome de Inmunodeficien-
cia Combinada Severa. Sin embargo, en los lugares mas pobres
del mundo (especialmente en Africa) sigue siendo un grave y
olvidado problema de salud, sobre todo infantil®222930-32,

La enfermedad de Noma fue designada como cuestion
prioritaria por la OMS en 1994, después de varios brotes pre-
ocupantes descritos por organizaciones no gubernamentales
que trabajaban en Africa. Aquel afio se inicié una campafia
global contra la enfermedad (International Network Against
Noma) y un programa de accion piloto resultante de la union
entre el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos y la
Universidad de Maryland®*-.

En el continente africano la enfermedad tiene un gran
impacto social por la elevada mortalidad en nifios y las secue-
las que produce. La incidencia varia segun las distintas zonas,
siendo mayoritaria en paises subsaharianos como Niger, Nige-
ria, Senegal o Burkina Faso. Toda esta zona, conocida como "el
cinturén de noma", se caracteriza por sus condiciones dridas
y calurosas, una poblacion eminentemente pobre y continuos
periodos de hambruna. A pesar de ello, la salud publica de es-
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dica durante la fase aguda

Tabla 3 Efecto del tratamiento farmacoldgico en la mortalidad por cancrum oris de la enf dad. La dificul
(modificado de Tempest'?) € fa eniermedad. La dificul-

’ tad de obtener un conjunto

de datos reales radica en

Autor Afio Pais Reduccion de mortalidad (%) Tratamiento diversos problemas que im-
Eckstein 1940 Turquia 80-90 8 Penicilina, sulfonamida piden descubrir, en muchas
ocasiones, nuevos casos de

Tupas y Jongco 1946 Filipinas 70-100 = 6-7 Penicilina noma, como son: el inade-
Struthers 1947 China 75 5-10 Penicilina, sulfonamida cuado manejo de los regis-
Reynaud 1950 Afganistan 80~ 48 Penicilina tro§ sanitarios en muc_hos
paises, los errores en el diag-

Boulnois y Rabedaoro 1950 Madagascar 75-80 > 25 Penicilina, ac. ascorbico nostico temprano de la pa-
Phan-Dinh-Tuan 1960- 62 Vietnam 80 12 Penicilina tologia, la rapida evolucion

de la enfermedad, por la que

muchas veces los pacientes
mueren antes de poder ser atendi-
dos vy registrados, la tendencia de los
familiares a no recurrir a la atencion

médica hasta que las ulceras estdn

Tabla 4 Mortalidad por noma agudo en Africa con tratamiento
antibidtico en la segunda mitad del siglo XX (modificado de
Baratti-Mayer").

Autor Afios Pais Casos % Mortalidad Tratamiento
Boulnois y Rabedaoro 1950 Madagascar 73 0 Penicilina, dc. ascorbico
Jelliffe 1949-51 Nigeria 53 30 Penicilina
Tempest 1962-65 Nigeria 250 8 Antibiéticos, sulfonamidas
Adekeye y Ord 1978-82 Nigeria 13 0 Antibioticos
Bourgeois et al. 1981-93 Senegal 73 10 Sin especificar
Oginni et al. 1982-96 Nigeria 133 0 Sin especificar

demasiado avanzadas, las costumbres
nomadas de muchos pueblos, que di-
ficulta el registro de la poblacion, el
habitat remoto en que algunos viven,
que impide el acceso a la atencion
médica o la exclusion social de los
pacientes®*4,

Este ultimo punto, la margina-

tas naciones sigue sin prestar suficiente atencion al problema
debido a que el tipo de poblacion en el que se presenta esta
considerado una lacra para la sociedad®.

Sin embargo, aunque el mayor nimero de casos se pre-
senta por estos lugares, también afecta ocasionalmente a pai-
ses de otros continentes*®3,

A pesar de conocerse los paises donde estd presente, la
magnitud de esta patologia y su tendencia epidemiologica son
dificiles de determinar. La falta de datos estadisticos imposi-
bilita establecer unos valores claros en cuanto a incidencia y
prevalencia.

En 1997, Barmes et al. estimaron, tras investigaciones
realizadas en Africa, que la incidencia anual de noma era de
140.000 nifos (1-7 casos por cada 1000 nifos, mas de 12 por
cada 1000 en las comunidades mas afectadas). De éstos, en
torno a un 80% morian por la enfermedad o complicaciones
asociadas a la misma. La prevalencia en 1997 fue de 770.000
personas. La tasa de mortalidad sin tratamiento farmacoldgico
se cree que estd en torno al 90%'®.

Fieger et al. realizaron un estudio similar en 2003, esta-
bleciendo que en el noreste de Nigeria 6.4 de cada 1000 nifios
enfermaban anualmente. Extrapolando estos resultados, se es-
timo una incidencia de 25600 casos para los paises proximos al
desierto del Sahara?*“.

Todos estos resultados de prevalencia, incidencia y morta-
lidad son, en realidad, una mera aproximacion, debido a que se
calcula que sdlo un 10% de los pacientes reciben atencion mé-

cion que sufren los afectados por
parte de sus comunidades, hace com-
plicado detectar un gran numero de casos, evitar el empeora-
miento o la muerte y mejorar la reinsercion de los individuos
curados. Normalmente tienden a ser apartados de su vida coti-
diana, siendo escondidos o aislados con los animales. Se debe,
muchas veces, a que la aparicion de las gangrenas se consi-
dera un signo demoniaco o una maldicion para la familia. Por
tanto, los nifios conviven con la enfermedad vy sus secuelas en
un medio hostil y con poca esperanza de ser integrados en la
colectividad®™.

Actualmente, algunas organizaciones no gubernamenta-
les e instituciones cientificas de Europa y los Estados Unidos
promueven iniciativas para dar a conocer la enfermedad, po-
der contribuir a la sensibilizacion social y a la mejora de las
vidas de los que la padecen. Su labor, ademds de poner en
marcha programas de prevencion, tratamiento, educacion e
incluso acogida temporal de nifios en otros paises, es tratar de
transferir a los pacientes a hospitales bien equipados o hacer
posibles las intervenciones quirurgicas necesarias en hospitales
locales. Algunas de estas asociaciones son: Fundacion Campa-
ner (www.fundacioncampaner.com), Stop Noma for Children
((www.stopnoma.org), Gesnoma (www.gesnoma.org), Sentine-
lles (www.sentinelles.org), NoNoma (www.nonoma.org)®.

ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

A pesar de que a dia de hoy la etiologia real sigue siendo
un misterio, existen numerosos factores determinantes facil-
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mente observables en un afectado por noma®%’. Como origen,
queda descartada una necrosis de origen arterial puesto que
no existe relacion anatomica entre el tipo de lesion observada
y la topografia vascular. Las microtrombosis capilares podrian
tener un papel, pero mas bien secundario a la infeccion*?®.

Microbiologia de la enfermedad de noma. En estos
momentos se sabe que los factores de riesgo son la pobreza,
la desnutricion, la falta de higiene oral, la proximidad residen-
cial a ambientes insalubres y la convivencia con ganado, y las
enfermedades infecciosas, en particular el sarampion vy las de-
bidas a la familia Herpesviridae. Por otra parte es evidente que
las infecciones y la desnutricion deterioran el sistema inmu-
nologico. Todos estos factores estan en torno al desarrollo del
Noma'*8,

La cavidad oral estd habitada por una gran cantidad de
bacterias comensales. Esto, sumado a la dificultad de realizar
cultivos en el laboratorio y a la imposibilidad de reproducir la
enfermedad, en condiciones controladas, en animales de ex-
perimentacion, supone limitaciones importantes a la hora de
determinar si realmente existe una etiologia primaria micro-
biologica®®,

Se piensa que la necrosis tisular caracteristica la origina
una infeccion polimicrobiana debido a su forma de presenta-
cion y al particular hedor que desprenden las lesiones. Algunas
de las especies que se han aislado de las zonas afectadas son:
Fusobacterium necrophorum, Prevotella intermedia, Prevote-
llamelaninogenica, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides

fragilis, Bacillus cereus, Trueperella pyogenes, espiroquetas,
etc.10,20,27,61,62.

Falkler et al. (1999) determinaron que las bacterias anae-
robias eran las mas frecuentemente aisladas, siendo Prevote-
lla intermedia el microorganismo predominante en los nifos
desnutridos comparados con los nifios sanos. Los estudios de
la microflora en los lugares con lesiones activas de Noma, Fu-
sobacterium necrophorum fue el mas frecuente seguido de
Prevotella intermedia, estreptococos alfa hemoliticos y Acti-
nomyces spp. También se aislaron Peptostreptococcus micros,
Veillonella parvula, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
Spp.24,61.

Los microorganismos son mayoritariamente anaerobios,
formando la mayoria de ellos parte de la microbiota oral nor-
mal. Pero también se han encontrado en las gangrenas bacte-
rias tipicas del suelo, de origen animal que podrian contribuir
en gran medida a la infeccion. Sin embargo, teniendo en cuen-
ta que habitualmente las muestras se han obtenido de lesio-
nes en fase avanzada y que muchas de estas bacterias estdn
presentes en bocas de individuos sanos, no se podrian tomar
como el principal agente causal de la patologia sino como re-
presentacion de una sobreinfeccion. Por lo tanto, aunque no
cabe duda de su importante papel en el desarrollo, la presencia
de bacterias por si misma no es suficiente para que el Noma se
produzca'02027.63,

Huyghe et al en 2013 publicaron la presencia de las espe-
cies comunmente recuperadas en las infecciones purulentas, y
fueron identificadas como una microbiota que normalmente

coloniza las lesiones orales ulceradas. Estos datos corroboran
que el Noma tiene las caracteristicas de una infeccion oportu-
nista, donde se aprecian modificaciones en el equilibrio entre
bacterias debido a alteraciones de las defensas del huésped.
Estos cambios microbianos son cuantitativos y no sélo cualita-
tivos Por tanto no es posible hablar de una infeccion bacteria-
na clasica sino de un proceso oportunista?.

Nayak et al, en 2013, describen un caso de Noma neona-
torum en el que se aisla P. aeruginosa sensible a ofloxacino,
ciprofloxacino, amikacina y clindamicina y resistente a genta-
micina®.

El empleo de técnicas moleculares de diagnostico micro-
bioldgico ayudara a conocer la etiologia microbioldgica de la
enfermedad de Noma38:206365,

Factores socioecondmicos. La enfermedad de Noma no
ha sido descrita en nifios sanos ni de clases sociales acomoda-
das, por lo que se deduce que la pobreza es un importantisimo
factor de riesgo. De ella derivan muchos otros aspectos que
alteran la salud y contribuyen al desarrollo de la patologia. El
mas importante es la malnutricion*926:6,

Ya en las primeras descripciones de cancrum oris se consi-
deraba a los déficits alimentarios elementos muy nocivos para
la enfermedad. La falta de aportacion proteica a la dieta y los
déficits de vitamina A y otros micronutrientes como el zinc y el
acido ascorbico son particularmente importantes ya que afec-
tan al sistema inmune general y local y tienen consecuencias
directas sobre los tejidos periodontales y la flora bucal®. Ade-
mas, en los paises en que la enfermedad es mds prevalente, no
suele existir una alimentacion equilibrada ya que los alimentos
que ingieren los nifos son de baja calidad, poco variados, se
preparan en condiciones de antihigiénicas, etc. A todo esto hay
que anadir que la lactancia tampoco se realiza de una forma
adecuada, ya que durante los dos primeros afios se alimenta a
los nifos con leche materna para después interrumpirla brus-
camente y pasar a una dieta solida?2233068,

Otro aspecto a tener en cuenta es que la mayoria de los
casos descritos en Africa ocurren en la estacion seca, cuando la
comida escasea y el sarampion alcanza sus maximas cotas. Este
factor, y otros como la falta de medios sanitarios y educativos,
el dificil acceso a fuentes de agua salubre, la proximidad de las
viviendas al ganado o un estilo de vida nomada, son predomi-
nantes en los paises en que el Noma deja su mayor numero de
victimas333839.69,

Salud oral y sistémica. Una higiene oral deficiente, que
surge como consecuencia natural de la situacion socioecond-
mica de la poblacion, es una condicion esencial que predispone
a la aparicion de gingivitis ulcerativa necrotizante, lesion fre-
cuentemente precursora de noma’®.

Ciertas enfermedades infecciosas como la malaria, el sa-
rampion o las causadas por Herpesviridae también ocasionan
inmunosupresion y disfunciones que pueden facilitar la enfer-
medad. De éstas, el sarampion suele ser la patologia que mas
frecuentemente antecede a la aparicion de la enfermedad. A
pesar de que existe una vacuna, su aplicacion en los paises en
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vias de desarrollo no estd extendida. Esta enfermedad exante-
matica que cursa con una importante inmunosupresion y pro-
voca déficit de aprovechamiento de la energia y alteraciones
de la vitamina A. Los nifios con este cuadro suelen sufrir sin-
dromes como kwashiorkor o marasmus, y lesiones ulcerativas
muy destructivas que pueden progresar a noma'2247071,

También se ha sugerido que la infeccion por VIH/SIDA po-
dria estar relacionada, ya que en las ultimas décadas la pre-
valencia de gingivitis ulcerativa necrotizante asociada a esta
patologia se ha incrementado a nivel mundial*’%74,

Otros factores. Tempest, en su revision Cancrum Oris',
menciona otros factores como la edad, la etapa predominante
son los niflos menores de 6 afos, y no suele aparecer en adul-
tos. En la actualidad, esta afirmacion sigue manteniéndose. En
cuanto al sexo no se han encontrado evidencias que demues-
tren que un sexo se vea mas afectado que otro'2™. Otro factor
que ha sido descrito es la acatalasemia, en 1952 se informo
de 16 casos procedentes de Japon en los que todos los pa-
cientes carecian de enzima catalasa®. La acatalasemia o en-
fermedad de Takahara es una enfermedad que se caracteriza
por la ausencia de la enzima catalasa en los peroxisomas que
ocasiona una disminucion o una menor actividad de la sintesis
de la enzima catalasa, que tiene como funcidn, entre otras, la
reduccion del agua oxigenada producida en el organismo co-
mo defensa contra una invasion microbiana, principalmente de
anaerobios®. Sin embargo, no ocurria lo mismo en pacientes
procedentes de Nigeria, por lo que no seria un dato concluyen-
te. También se ha invocado la incidencia estacional como un
factor determinante en la aparicion de la enfermedad pero el
Noma aparecia en distintas estaciones en los diferentes paises
donde se ha estudiado, no estd demostrado que tenga inci-
dencia sobre esta patologia por si misma. Sin embargo pue-
de existir una explicacion relacionada con las estaciones y es
que en algunas de ellas es muy acuciante la falta de recursos
alimentarios o se incrementa la aparicion de ciertas enferme-
dades. Estos dos hechos siguen claramente unos ritmos esta-
cionales'?,

CARACTERISTICAS CLINICAS

Por lo general, puede definirse el cuadro clinico de la si-
guiente manera: un agente desencadenante produce lesiones
iniciales que evolucionan hacia las primeras manifestaciones
de Noma, con posterior establecimiento de necrosis v, final-
mente, resolucion de las heridas con graves secuelas cicatri-
ciales'?54,

Las lesiones necrotizantes que produce esta enfermedad
son bien conocidas, pero los estadios iniciales son dificiles de
caracterizar, y las descripciones de las lesiones agudas, claras
e imprecisas. Suele afectar a niflos con placa dental bacteriana
cuya respuesta inmune se ve debilitada por alguno de los fac-
tores mencionados anteriormente®**7°,

Existen varias teorias sobre cual es el principal desenca-
denante, puesto que en la mayoria de los casos la enfermedad
ya estd bien establecida cuando el paciente acude a consulta.

Como se mencionado anteriormente, el sarampion (u otras en-
fermedades viricas) podria ser precursor de Noma al producir
lesiones necroticas orales en niflos malnutridos, que derivarian
en cuadros mas graves®$275, Sin embargo, existe un consenso
general y se piensa que la enfermedad va precedida por el de-
sarrollo de un cuadro de gingivitis aguda necrotizante. Se trata
de una gingivitis general o localizada que comienza con edema
e inflamacion y que deriva rapidamente a necrosis de las papi-
las interdentales, con sangrado espontaneo y dolor. Otras ma-
nifestaciones son mal olor o mal sabor, fiebre o hipersialorrea.
El punto de inflexion para saber cuando esta patologia deriva a
cancrum oris se establece cuando comienza la exposicion 6sea
en |a boca&31,62,75,76.

En los paises desarrollados, la gingivitis aguda necroti-
zante no es muy frecuente (menos del 1% de las lesiones pe-
riodontales), y se presenta sobre todo en adultos jovenes con
poca higiene oral, fumadores y déficit de vitaminas. Sin em-
bargo, en las naciones en vias de desarrollo es una enferme-
dad especialmente comun en nifios, y si no se trata de forma
adecuada (la antibioterapia suele ser necesaria) es muy posible
que derive en periodontitis necrotizante y posterior estomatitis
necrotica con resorcion dsea o incluso noma®3'7,

Fase aguda. No se conoce con exactitud su duracion ni
tampoco sus manifestaciones clinicas. Los pacientes suelen
describir fiebre, taquicardias y apatia, pero estos datos no son
lo suficientemente consistentes para establecer un diagndsti-
co certero. Normalmente las historias médicas de los pacientes
muestran infecciones en un pasado muy reciente. El primer
signo reconocible de lo que propiamente se denomina Noma
es el edema en la mejilla y/o zona gingival. Se inicia cuando la
estomatitis necrotizante presente en la zona premolar se com-
plica y se extiende de forma muy rapida hacia la superficie de
la mejilla y los labios, afectando a la piel facial. En los dias su-
cesivos aparece un drea grisacea en la parte externa de la me-
jilla. Rapidamente se vuelve necrotica, con color negro y forma
conica. Esta lesion, que incluye tanto tejido duro como blando,
se desprende. El hueso queda expuesto y en muchas ocasiones
la necrosis es tan profunda que la mandibula se destruye total-
mente. La sintomatologia incluye manifestaciones muy simi-
lares a las de la gingivitis aguda necrotizante junto con otras
mas generales como debilidad, fiebre, deshidratacion, anemia e
inanicién4,25,39,62,75,77.

El cuadro deriva muy rapidamente a infecciones secun-
darias, y muchos nifios mueren en esta fase debido a sepsis,
neumonia por aspiracion o de inaccion por la incapacidad de
alimentarse®.

Secuelas. Tras la curacion de la enfermedad quedan cica-
trices fibrosas muy caracteristicas, de mayor o menor tamafo,
que producen graves desfiguraciones faciales y serios proble-
mas bucales: maloclusiones, trismus, alteraciones dentales,
incontinencia salival, defectos en la fonacion y en la deglu-
cion’879, Se ha intentado clasificar las secuelas en multitud de
ocasiones, pero la forma aceptada en la actualidad por la OMS
es la propuesta por Montadon®, que determina cuatro tipos
de lesiones: |. Localizada en la mejilla y la comisura bucal. Es la
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mds comun y en algunos casos se presenta de forma bilateral.
Il. Abarca el labio superior y, en muchos de los casos la nariz y
el paladar. A veces se observa solamente la pérdida del septum
nasal. lll. Afecta al labio inferior, y a veces también a la mandi-
bula y el suelo bucal. IV El tipo mas agresivo. Incluye mejillas,
labios, maxilar, paladar, etc. Pudiendo incluso extenderse a la
nariz y las cuencas oculares.

¢COMO HACER FRENTE A LA ENFERMEDAD?

Prevencion. Es imprescindible llevar a cabo medidas
apropiadas. Aunque el riesgo de desarrollar noma es pequefo,
sus consecuencias son muy graves. Mantener una higiene bu-
codental adecuada vy llevar una alimentacion completa y equi-
librada son las pautas principales para prevenir no solo ésta,
sino muchas patologias infecciosas. También es importante el
evitar el contacto con animales y el tener acceso a agua de
bebida potable. Sin embargo, en los paises mas afectados por
esta enfermedad no existe la cultura ni, en la mayoria de los
casos, la posibilidad economica de cumplir estas condiciones
ya que la erradicacion de la pobreza es desgraciadamente una
utopia.

Hay que tener en cuenta que la poblacion, e incluso los
profesionales sanitarios, tienen un conocimiento muy limitado
sobre el Noma. Las principales medidas que deben tomarse pa-
ra evitar que los estadios iniciales empeoren son: 1. Las campa-
fas informativas a todos los niveles: nacional, regional y local,
para conseguir que los profesionales sanitarios, los familiares
de los nifios e incluso ellos mismos, puedan conocer como de-
ben cuidar su salud y evitar este tipo de problemas; 2. Progra-
mas de salud publica con el fin de hacer registros rutinarios
de nifios en riesgo, poniendo en marcha tratamientos adecua-
dos tras la deteccion de los sintomas 3. Entrenamiento de los
profesionales sanitarios (médicos, dentistas, enfermeros ) para
ensefarles a reconocer las lesiones tempranas*’*8'.

Diagnostico. Es otro de los aspectos fundamentales para
hacer frente a la enfermedad. Existen diversas enfermedades
que deben tenerse en cuenta a la hora de realizar un diagnos-
tico diferencial como: Noma neonatorum (es un cuadro similar
al Noma que afecta a neonatos y nacidos pretérmino), Ecthyma
gangrenosum, Leishmaniasis mucocutanea, Ulcera de Buruli, En-
fermedades periodontales necrotizantes asociadas a VIH, Angina
agranulocitica, sifilis, lesiones cancerosas orales, etc®3'7®,

Para diagnosticar la enfermedad en sus estadios tempra-
nos, es muy importante tener en cuenta: historia reciente de
fiebre con exantema o enfermedad debilitante, Glcera oral con
exposicion osea, salivacion excesiva, mal aliento, debilidad y
retraso en el crecimiento. El diagnostico de un caso bien esta-
blecido no presenta dificultad debido a lo caracteristico de las
Ulceras que se producen®82,

Tratamiento. Cuando la patologia bucal aiin no ha evo-
lucionado a noma, debe tratarse al paciente con antibioticos y
analgésicos. Es necesario que el paciente utilice enjuagues y un
cepillo dental suave que eliminen el tejido necrotico superficial
y la placa bacteriana, para evitar el avance de la lesion®*".

Los pacientes con Noma deben ser ingresados en el hospital
para estabilizarlos. El abordaje terapéutico debe incluir medidas
encaminadas a corregir la deshidratacion y el balance electroliti-
co, suplementos nutricionales si es posible via oral, en caso con-
trario se hara via enteral y registro diario del peso. Asi mismo, si
las condiciones del enfermo lo permiten, deberan establecerse
medidas higiénicas orales a base de colutorios con clorhexidina.
Se instaurara un tratamiento con antimicrobianos adecuados
(metronidazol, penicilina, clindamicina) y de las enfermedades
de base asociadas®'#-%, Ademas, se ha debe vendar diariamente
la lesion con gasas bafadas en un antiséptico. Deben evitarse
intervenciones invasivas, ya que podrian empeorar el problema.
Solo se pueden retirar dientes o tejidos cuando estén sueltos y el
paciente se haya estabilizado. Cuando la cicatrizacion comienza,
se empiezan a realizar ejercicios de fisioterapia que se continua-
ran tras la cirugia. Es la forma de evitar una probable constric-
cion bucal que podria dificultar la operacion y la posterior nor-
malizacion de la vida del enfermo®-#.

La cirugia no suele considerarse hasta por lo menos un
afo después de la curacion, a no ser que las secuelas impidan
la alimentacion. En todo caso, nunca se procederd a ella hasta
la completa cauterizacion de la herida. No existe un procedi-
miento quirurgico estandar, ya que depende de la extension,
localizacion y severidad de las lesiones, de la disponibilidad de
recursos técnicos y de la experiencia del equipo médico. En la
obra Cancrum oris de Tempest (1966) se describen diferentes
técnicas utilizadas en aquellos momentos para solucionar las
secuelas de noma'. Los tres dafios mas importantes a corregir
son el Trismus, la pérdida persistente de saliva y los defectos
externos mutilantes'5478-8087.88

Tras la intervencion, debe realizarse un seguimiento post-
quirdrgico durante al menos 2 afos. Los resultados estan, a dia
de hoy, a afios luz de ser perfectos, pero a pesar de ello permi-
ten al paciente mejorar la funcionalidad, la estética y facilitar
su reinsercion en la sociedad'5478-8087,

CONCLUSIONES

La enfermedad de noma, a pesar de haber estado presente
en todo el mundo a lo largo del tiempo, devasta hoy funda-
mentalmente al Africa subsahariana. Al hacer un recorrido por
la historia, se observa un decreciente interés hacia los enfer-
mos por parte de la salud publica y los investigadores, conside-
randose un problema secundario a la hora de tomar decisiones
sanitarias y economicas.

Existen muchas cuestiones sin resolver para llegar a tener
un completo conocimiento de la enfermedad y poder obtener
soluciones. Aumentar los conocimientos epidemioldgicos, etio-
logicos y fisiopatoldgicos contribuiria a alcanzar grandes lo-
gros en la prevencion, el diagndstico y el tratamiento.

Sin embargo, el punto clave para frenar el Noma parece
radicar en la mejora de las condiciones de vida de los ciudada-
nos mas pobres mediante medidas educativas, higiénicas vy ali-
mentarias. Esto, junto con el aumento la concienciacion social
y la implantacion de programas de vigilancia epidemioldgica
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supondria la tabla de salvacion para uno de los colectivos olvi-
dados. Por suerte, y aunque no sea suficiente, existen numero-
sas organizaciones, y algunos investigadores, que dedican sus
esfuerzos a tratar de cambiar la situacion.
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RESUMEN

Introduccion. La monoterapia con inhibidores de la pro-
teasa (IP) potenciados (IP/r) podria ofrecer eficacia antiviral,
disminuyendo interacciones medicamentosas, toxicidad y cos-
tes. El objetivo de este estudio fue determinar la eficacia de la
monoterapia con darunavirfritonavir (DRV/r) y lopinavir/rito-
navir (LPV/r) en un escenario de "vida real".

Métodos. Se analizaron retrospectivamente todos los pa-
cientes infectados por VIH tratados con DRV/r o LPV/r en mo-
noterapia. Se incluyeron los que antes de iniciar esta estrategia
tuvieran carga viral indetectable en dos controles consecuti-
VoS, sin trastornos neurocognitivos, ni coinfeccion con el virus
de la hepatitis B.

Resultados. Se incluyeron 60 pacientes. La mediana (IQR)
de seguimiento fue de 66 semanas (33-118). La proporcion de
fallos virologicos (IC95%) fue del 6,3% (1,7-20,2) y del 25,0%
(12,7-43,4) en pacientes tratados con DRV/r y LPV/r, respec-
tivamente (p= 0,0424). La proporcion de éxitos terapéuticos
(1C95%) fue del 90,6% (80,5-100) en el grupo de DRV/r y del
60,7% (42,6-78,8) en el de LPV/r (p=0,0063). No se detectaron
mutaciones de resistencia a IP. Seis pacientes con dislipemia
normalizaron los niveles. La mediana de reducciéon del coste
terapéutico mensual fue de 410 (IQR 242-416) euros/paciente.

Conclusion. La monoterapia con IP/r es una estrategia
efectiva en pacientes evaluados en un escenario de "vida real".
Este estudio demuestra diferencias a favor de DRV/r en térmi-
nos de éxito terapéutico, aunque estos resultados deben ser
confirmados en estudios prospectivos. Si bien este trabajo no
fue disefiado para evaluar perfil metabolico ni costes, también
se ha observado un impacto positivo de la monoterapia en am-
bos términos.

Palabras clave: lopinavir, darunavir, inhibirores proteasa, VIH, terapia
antrirretroviral altamente activa
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Boosted protease inhibitor monotherapy in
HIV-infected patients: results of a study in a
real life setting

ABSTRACT

Background. Boosted protease inhibitor monotherapy
may offer antiviral efficacy while reducing drug interactions,
costs and toxicity. The aim of this study was to assess the ef-
ficacy of darunavir[ritonavir (DRV/r) and lopinavir/ritonavir
(LPV/r) monotherapy in a real life setting.

Methods. A retrospective analysis of all HIV infected pa-
tients, who had initiated DRV/r or LPV/r monotherapy, was
performed. Patients whose HIV viral load had remained unde-
tectable for at least two consecutive follow-up visits and who
had no neurocognitive disorder or hepatitis B co-infection,
were included.

Results. Sixty patients were included. The median (IQR)
time to follow-up was 66 (33-118) weeks. The proportions
(Cl95%) of patients with virological failure were 6.3% (1.7-
20.2) and 25.0% (12.7-43.4), respectively, in the DRV/r and
LPV/r groups (p= 0.0424). The proportions (CI95%) of patients
with therapeutic success were 90.6% (80.5-100) in the DRV/r
group and 60.7% (42.6-78.8) in the LPV/r group (p=0.0063).
No protease inhibitor mutations were detected. During the
follow-up, 6 patients with dyslipidemia normalized their lipid
values. The median monthly cost was 410 (IQR 242-416) euros
per person lower for the monotherapy than for the combined
antiretroviral therapy.

Conclusions. Boosted protease inhibitor monotherapy
was effective in a real life setting. This study showed differ-
ences in favour of DRV/r as compared with LPV/r in terms of
therapeutic success; however prospective studies are needed
to confirm these results. Finally, although this study was not
specifically designed to detect benefits in terms of costs and
lipid profile, it shows evidence of a positive impact of mono-
therapy in these fields.

Key words: lopinavir, darunavir, HIV protease inhibitors, HIV, Highly Active
Antiretroviral Therapy.
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INTRODUCCION

El tratamiento antirretroviral combinado (TARc), usual-
mente compuesto por la combinacion de tres farmacos de dos
clases distintas, es una estrategia exitosa que significo un gran
avance en el manejo de pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH).

Si bien la utilizacion del TARc de forma regular redujo la
morbi-mortalidad, debe ser empleado de forma cronica, por su
incapacidad para erradicar definitivamente al VIH. Por ello la
toxicidad a largo plazo, las interacciones medicamentosas y los
costes se han convertido en elementos claves a considerar.

El éxito de un tratamiento no solo debe definirse en tér-
minos de supresion viral efectiva, sino que debe establecerse
a partir de un balance entre eficacia y tolerancia en relacion a
otras alternativas terapéuticas'.

El cambio a monoterapia de mantenimiento con un inhi-
bidor de la proteasa (IP) potenciado con ritonavir (IP/r), podria
ofrecer la oportunidad de mantener la eficacia antiviral (por
su potencia y barrera genética), reduciendo la complejidad del
tratamiento, los riesgos de toxicidad, las interacciones medi-
camentosas, el coste y preservando opciones terapéuticas fu-
turas.

Segun un metanalisis la estrategia de monoterapia de
mantenimiento con IP/r presenta un incremento de riesgo ab-
soluto de fallo viroldgico del 10 al 13% por afio. A pesar de su
eficacia levemente inferior al tratamiento estandar, el riesgo
de desarrollo de resistencia es minimo vy los fallos virologicos
usualmente son resueltos con la re-introduccion de dos in-
hibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucleosidos
(ITIAN)2.

Si bien existe evidencia actual indicando que en una gran
proporcion de pacientes la monoterapia con IP/r logra un con-
trol virologico efectivo, aun no existe consenso acerca de su uti-
lizacion. En este aspecto las guias de la European AIDS Clinical
Society (seguin sus siglas en inglés, EACS) y las recomendaciones
del Grupo de Estudio de SIDA (GESIDA) reconocen que la uti-
lizacion de monoterapia con lopinavir/ritonavir (LPV/r) o daru-
navir/ritonavir (DRV/r) son opciones posibles ante intolerancia a
los ITIAN o para simplificacion del tratamiento en pacientes sin
historia previa de fallo terapéutico a IP y con supresion de la
carga viral en los Ultimos 6 meses®*. Sin embargo, las guias del
departamento de salud y servicios humanos de Estados Unidos
comentan que no se dispone de evidencia suficiente para reco-
mendar monoterapia con IP/r de rutina fuera de ensayos clini-
cos®. Por su parte, la International Antiviral Society (seguin sus
siglas en inglés: IAS) no recomienda la utilizacion de monotera-
pia con IP/r sin embargo hace mencion de que aproximaciones
terapéuticas libres de ITIAN podrian ser consideradas®.

El objetivo principal del trabajo fue determinar la eficacia
de la monoterapia con IP/r (DRV/r y LPV/r) en pacientes infec-
tados por el VIH en un escenario de "vida real". Como objetivos
secundarios se evaluaron factores de riesgo asociados al fallo
viroldgico, comportamiento del perfil lipidico y reduccion de
costes respecto al TARc.

METODOS

Se realizd un estudio de cohorte retrospectivo en todos
los pacientes adultos infectados por el VIH que se encontraban
en seguimiento por la Unidad de Enfermedades Infecciosas de
un hospital terciario que hubieran recibido, al menos por un
dia, monoterapia con LPV/r o DRV/r durante el periodo com-
prendido entre junio de 2005 y abril de 2013. Se incluyeron
aquellos que, previamente al inicio de la misma, tuvieron su-
presion virologica en dos controles consecutivos, sin diagnds-
tico de hepatitis B, ni trastornos neurocognitivos y hubieran
otorgado su consentimiento. Se analizaron todos los pacientes
con al menos un control de carga viral posterior a la indicacion
de monoterapia. Se realizd el andlisis global de la poblacion,
por subgrupos de tratamiento (LPV/r y DRV/r) y por tiempo de
tratamiento con monoterapia superior a 48 semanas.

Se determino la proporcion de fallos virologicos (ARN del
VIH-1 plasmético superior a 50 copias/mL, confirmado en dos
determinaciones consecutivas) y de éxitos de tratamiento, de-
finiendo como fracaso terapéutico al desarrollo de fallo virolo-
gico, discontinuacion o modificacion del tratamiento de cual-
quier causa. También se determind el tiempo al primer rebrote
virologico confirmado, los factores de riesgo asociados al fallo
virologico, la proporcion de viremias de bajo nivel desarrolla-
das durante el sequimiento (deteccion de ARN del VIH-1 ma-
yor a 50 y menor a 400 copias/mL con resolucion espontanea),
el comportamiento del perfil lipidico y la reduccion de costes
respecto al TARc.

Para expresar las variables continuas se utilizaron estadis-
ticos descriptivos (n, media, IC95%, rango, mediana e interva-
los interquartilos-IQR) y para las categoricas las frecuencias y
porcentajes.

Las comparaciones de las variables cuantitativas se reali-
zaron con el test de t-Student o prueba Wilcoxon Rank Sum
segun condiciones de aplicabilidad, mientras que las compara-
ciones de las cualitativas se llevaron a cabo con el test de Chi
cuadrado y F Fisher. El tiempo al fallo virologico fue analizado
mediante el método de Kaplan-Meier. La variable principal de
resultado fue la proporcion de éxitos de tratamiento. Fsta se
comparo entre los dos grupos del estudio con un test bilateral
de Chi cuadrado con nivel de significacion de 0,05. El andlisis
estadistico se ha realizado con el paquete software Statistix
8.0.

RESULTADOS

Se identificaron 73 pacientes que habian recibido mo-
noterapia con LPV/r o DRV/r dentro de una cohorte de 1025
pacientes infectados por VIH en seguimiento activo. Sesenta
de ellos cumplieron criterios de inclusion, 32 fueron tratados
con DRV/r (31 con 800/100 mg una vez al dia 'y 1 con 600/100
dos veces por dia) y 28 con LPV/r (800/200 mg divididos en dos
tomas diarias). La mediana de edad al inicio de la monotera-
pia fue de 43,5 afios (rango de 27 a 73 afos) y el 65% fueron
hombres. Las caracteristicas demograficas y basales de los gru-
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pos de tratamiento fueron comparadas, demostrando diferen-
cias estadisticamente significativas en el recuento de linfocitos
T CD4+ (nadir vy al inicio de la monoterapia), en la proporcion
de pacientes estadio CDC categoria C y en la proporcion de
pacientes tratados previamente con regimenes basados en IP.
También hubo diferencias en la mediana de triglicéridos, aun-
que no asi en el diagndstico de hipertrigliceridemia (tabla 1).

El IP/r mas utilizado en combinacion fue LPV/r (52,3%),
mientras que la combinacion de ITIAN utilizada con mas fre-
cuencia fue emtricitabina/tenofovir en el 56,7% de los casos.
De los 28 pacientes del grupo de monoterapia con LPV/r, el
86% recibia LPV/r como parte de su terapia combinada, mien-
tras que de los 32 pacientes del grupo de DRV/r, 43,8% recibie-
ron DRV/r previamente.

En cuanto al criterio para el inicio de monoterapia, 13 pa-
cientes la iniciaron por presentar efectos adversos, 8 (62%) de
ellos eran tratados con esquemas basados en inhibidores de
la transcriptasa inversa no analogos. El resto la iniciaron por
estrategia de simplificacion, excepto en un caso que fue por
decision del paciente.

La mediana de sequimiento fue de 66 semanas (IQR 33 a
118). Dos pacientes se perdieron en el sequimiento v tres falle-

cieron, uno por complicaciones relacionadas con cirrosis hepa-
tica y dos por complicaciones cardiovasculares (todos tratados
con LPV/r). Alo largo de todo el sequimiento el 15% de los pa-
cientes (IC95% 8,1 a 26,1%) presentd fallo viroldgico, 2/32 (6,3%
- 1C 95% 1,7 A 20,2) en pacientes tratados con DRV/r y 7/28
(25,00 - 1C95% 12,7 a 43,4) en tratados con LPV/r (p=0,0424). El
tiempo medio hasta el primer rebrote virologico confirmado fue
de 71,2 semanas (IC 95% 13,1 a 129,4 semanas), 31,5 para DRV/r
y 82,6 para LPV[r (p=0,4642). En todos los casos se consiguid
nuevo control viroldgico con la reintroduccion del TARc y no se
detectaron mutaciones de resistencia a IP.

En 5 pacientes se modifico el tratamiento por un mo-
tivo diferente al fallo virologico (tres por efectos adversos y
dos porque el médico lo creyo indicado), de modo que la pro-
porcion de pacientes tratados con éxito (sin fallo viroldgico,
modificacion o discontinuacion del tratamiento) fue de 90,6%
(80,5-100) y de 60,7% (IC95% 42,6-78,8) en los grupos de
DRV/r y LPV[r, respectivamente (p=0,0063) (figura 1).

De los pacientes incluidos, 49 tuvieron un seguimiento
superior a 48 semanas; 22 de ellos tratados con DRV/r y 27
tratados con LPV/r. Las caracteristicas basales no presentaron
diferencias con respecto a los pacientes seguidos por menos

de 48 semanas, excepto en que no se de-

Tabla 1
la proteasa utilizado

Caracteristicas basales de la poblacion segun

mostro diferencia significativa entre los
tratados con DRV/r y LPV/r con respecto
al estadio CDC y la proporcién de tratados
previamente con regimenes basados en IP.

inhibidor de

Darunavir/r N= 32

Lopinavir/r N= 28 Todos los fallos virolégicos y fracasos te-

Edad en afios - Mediana (rango) 425 (27 a 59)
Sexo masculino - N (%) 20 (62,5)
CD4+ T-celfuL - Mediana (IQR)

Nadir® 226(139-324)

Basales® 603 (511-826)
VIH ARN log,, copias/mL (basal)- Mediana (IQR) 4,6(3,8-49)
Estadio CDC - C - N (%) 5(156)
Serologia anti-VHC positiva - N (%) 14 (438)
Esquema previo basado en IP- N (%) 20 (62,5)
Duracion de infeccion VIH - Mediana afios (IQR) 14(5-22,8)
Afios de tratamiento previo - Mediana afos (IQR) 7.5 (2-15,8)

Supresion viral previa - Mediana meses (IQR) 30,5 (15,5-63,8)
Perfil lipidico-Mediana en mg% (IQR)

Colesterol total 188 (158-207)

LDL (low density lipoprotein) 100 (80-121)

HDL (high density lipoprotein) 47 (42-55)

Triglicéridos® 116 (86-172)
Diagnéstico de hipertrigliceridemia® - N (%) 4(125)

445 (32a73) rapéuticos descritos han sido observados
en este subgrupo que estuvo en segui-
19 (67,9) . , i
miento mas alld de 48 semanas, de mo-
do que la proporcion de fallos virologicos,
127 (27-198) considerando Unicamente a los integran-
469 (269-606) tes de este subgrupo, fue de 9,1% (IC95%
2,52a27,8)yde 259% (IC95% 13,2 a 44,7)
44(32-49) en los tratados con DRV/r o LPV/r, respec-
11(393) tivamente. Paralelamente, la proporcion
15(536) de éxitos terapéuticos en los tratados con
DRV/r fue del 86,4%, mientras que en los
24858) tratados con LPV/r fue del 59,3%.
14(85-205) Durante el sequimiento 10 pacientes
115 (6-14) presentaron viremias de bajo nivel con re-
35 (103-59,8) solucion espontanea (5 pacientes en cada
grupo de tratamiento). Solo un paciente
desarrollé posteriormente fallo virologico
204 (159-226) que requirio por ello la reintroduccion del
113 (72-135) TARc, y ninguno requirid modificacion del
49(39-67) tratam|en.to por otra causa. La adherencia
al tratamiento recogida tanto durante el
155 (124-314) TARc, como durante la monoterapia con
9(32,1) IP/r, fue en todos los casos superior al 80%.

IQR: rango interquartil. IP: Inhibidores de la proteasa. VHC: virus de la hepatitis C.

*Caracteristicas con diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.
*Hipertrigliceridemia (seguin valores superiores al percentil 90, esperados para sexo y edad, obtenidos de Na-

tional Health and Nutrition Examination Survey -NHANES I1I).

El incremento medio del recuento
de linfocitos T CD4+ fue de 30 cel/ul, sin
diferencias significativas entre los subgru-
pos de tratamiento (p 0,4542).
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Figura 1 Tiempo hasta el fracaso terapéutico. La figura muestra el tiempo hasta el

fracaso terapéutico (fallo viroldgico, modificacion o discontinuacion del
tratamiento por cualquier causa) en pacientes tratados con monoterapia
de mantenimiento con DRV/r o LPV/r durante 128 semanas de sequimiento

inicial.

De los factores de riesgo descritos que predisponen al fa-
llo virologico (adherencia, carga viral previa al TARc, niveles de
hemoglobina basal, tiempo de duracion del TARc previo a la
simplificacion, tiempo de carga viral indetectable previo al ini-
cio de la monoterapia, nadir de linfocitos T CD4+ y recuento
basal de linfocitos T CD4 )7-'°, en este estudio solo se asocia-
ron significativamente al fallo viroldgico la carga viral previa al
TARc (p=0,0176) y el nadir en el recuento de linfocitos T CD4+
(p=0,0137).

Debe mencionarse que en la serie no se identificaron pa-
cientes con insuficiencia renal y en solo uno de ellos se descri-
bid la presencia de sintomas neurologicos inespecificos (olvi-
dos frecuentes).

Antes de iniciar la monoterapia solo 1 de los 60 pacientes
presentd hipercolesterolemia-LDL y 13/60 pacientes (4 en el
grupo DRV/ry 9 en LPV/r) presentaba hipertrigliceridemia, se-
gun valores de LDL y triglicéridos correspondientes al percentil
90, esperados para raza, sexo y edad, obtenidos del Estudio Na-
cional de Salud y Nutricion (seguin siglas en inglés, NHANES Il
National Health and Nutrition Examination Survey). Durante el
seguimiento pudo observarse que 5 de los pacientes con hiper-
trigliceridemia (4 en tratamiento con LPV/r) y el paciente con
hipercolesterolemia-LDL (en tratamiento con DRV/r) normali-
zaron los niveles de lipidos.

Para determinar el nivel de reduccion de costes con la uti-
lizacion de esta estrategia se realizo un analisis de los costes de
los TARc previos y de la monoterapia. Para ello se consideraron
solo los precios de los esquemas terapéuticos y no el coste de-
rivado de la ocurrencia de fallos viroldgicos (estudio genotipico
de resistencias) y/o efectos adversos. Los costes de cada pauta
se calcularon a partir del precio de venta del laboratorio mas el

4% del impuesto sobre el valor anadido (IVA) con la reduccion
obligatoria del 7,5%, obtenidos del documento de consenso
de GESIDA/PNS de 2013% La mediana de reduccion del coste
mensual fue de 410 euros (IQR 242-416 euros), sin diferencias
significativas en los dos grupos de tratamiento (p=0,4830).

DISCUSION

La modificacion del régimen terapéutico en pacientes in-
fectados por VIH que han logrado supresion virologica es una
practica habitual, mediante la cual se intenta mejorar la adhe-
rencia o conveniencia, preservar opciones terapéuticas futuras,
reducir la toxicidad, evitar interacciones medicamentosas y re-
ducir costes'.

Actualmente se plantean tres indicaciones principales
para la realizacion de un cambio de estrategia terapéutica en
pacientes con supresion virologica, éstas son: el cambio por to-
xicidad documentada, la modificacion para prevenir toxicidad
a largo plazo y el cambio por simplificacion®.

En pacientes con buena adherencia al tratamiento, sin
historia de fallo terapéutico con IPy sin coinfeccion con el vi-
rus de la hepatitis B, el cambio a monoterapia con IP/r podria
constituir una estrategia valida. Sin embargo, alin no es una
practica globalmente aceptada’®®.

Hasta ahora se han publicado varios ensayos clinicos eva-
luando la estrategia de monoterapia de mantenimiento con
[P1-16; sin embargo, existen pocos estudios disponibles realiza-
dos en el contexto de la practica clinica habitual'’'®,

La proporcion de fallos virologicos (6,3% y 25% en los tra-
tados con DRV/r y LPV/r respectivamente) hallada en este estu-
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dio se asemeja tanto a la publicada en los ensayos clinicos'®
que comunican fallos entre el 15-20% para LPV/r y entre 12-
31% para DRV/r (considerando los resultados en semana 144
del estudio MONET)'™, como a los publicados en estudios en
la practica clinica habitual. Entre ellos, en 2012 Santos y col.
mostraron en pacientes tratados con DRV/r una proporcion de
fallos virologicos del 9,8%, mientras que Molto y col. en 2007
describieron un porcentaje del 25,5% en tratados con LPV/r'",
Si bien en estos ultimos dos estudios mencionados no habia
una comparacion directa entre los farmacos, puede apreciarse,
al igual a lo observado en el actual estudio, que la proporcion
de fallos virologicos descritos es superior en la estrategia con
LPV/r. En este aspecto, y considerando que los pacientes trata-
dos con LPV/r fueron seguidos por mas tiempo, se realizo un
sub-analisis del grupo de pacientes con seguimiento superior a
las 48 semanas, manteniéndose la diferencia de eficacia entre
los dos IP/r.

Con respecto a las caracteristicas basales de la poblacion
incluida en este estudio, cabe destacar que la proporcion de
mujeres (35%) y coinfectados con el virus de la hepatitis C
(VHC - 48%) fue superior a la mayoria de los ensayos clinicos
publicados. Sin embargo, en los dos estudios realizados en la
practica clinica habitual, la proporcion de mujeres fue de 43%
y 33 %, y la coinfeccion con VHC del 49% y el 24%, lo que se
asemeja mas a la poblacién incluida en el presente estudio'”'®.

De los factores de riesgo descritos que predisponen al fa-
llo virologico (adherencia, carga viral previa al TARc, niveles
de hemoglobina basal, tiempo de duracion del TARc previo a
la simplificacion, tiempo de carga viral indetectable previo al
inicio de la monoterapia, nadir de linfocitos T CD4+ y recuen-
to basal de linfocitos T CD4 )7-'° solo la carga viral previa al
TARc (p=0,0176) y el nadir en el recuento de linfocitos T CD4+
(p=0,0137) demostraron asociacion significativa con el fallo
virologico. Probablemente no se encontraron como factores de
riesgo de fallo la falta de adherencia, ni el tiempo de dura-
cion del TARc previo, porque todos los pacientes presentaron
niveles de adherencia superior al 80% (dado que la monotera-
pia fue iniciada en pacientes que demostraban buen grado de
cumplimiento) y la mediana de tiempo de duracion del TARc
fue elevada.

Durante el sequimiento se han detectado rebrotes tran-
sitorios de carga viral del VIH, los denominados "blips", en 5
pacientes tratados con DRV/r y en 5 con LPV/r; de ellos solo
un paciente desarrollo posteriormente fallo virologico, que re-
quirio por tanto la reintroduccion del TARc. Aln en pacientes
tratados satisfactoriamente con TARc, las cargas virales transi-
toriamente detectables no son infrecuentes. Por lo cual, algun
grado de fluctuacion de la carga viral en pacientes tratados
con monoterapia con IP[r también es esperable’.

Por lo mencionado la monoterapia de mantenimiento
con IP[r pareciera ser una estrategia eficaz, al menos al utilizar
como medidas de desenlace la deteccion de carga viral plas-
matica por métodos habituales. Sin embargo, también resulta
interesante valorar la eficacia de esta estrategia mediante la
deteccion de viremia residual por métodos ultrasensibles. En

este aspecto, un estudio espafiol recientemente publicado, de-
mostrd, en el contexto de la practica clinica habitual, que el
tratamiento a largo plazo con monoterapia no se asocia con
mayor prevalencia de viremia residual plasmdatica comparado
con el TARc. Por otra parte también han valorado el comporta-
miento de los marcadores inflamatorios/pro-coagulantes (PCR,
IL-6, fibrindgeno y dimero D), sin encontrar diferencias entre
estrategias terapéuticas'.

Por su parte otro estudio espafol evaluo la presencia de
replicacion viral en tejido linfatico en pacientes tratados con
TARc comparado con monoterapia con IP/r, demostrando la
presencia de replicacion viral en ambos grupos de tratamiento
(a pesar de mantener carga viral indetectable en plasma), por
lo que tampoco existirian diferencias en este aspecto entre las
dos estrategias de mantenimiento®.

Otro aspecto a tener en cuenta es que, en este estudio,
todos los pacientes que presentaron fallo virologico consiguie-
ron carga viral indetectable con la reintroduccion del TARc y
no se han detectado mutaciones de resistencia a IP. Con res-
pecto al desarrollo de mutaciones de resistencia y al potencial
compromiso de opciones terapéuticas futuras, varios estudios
han demostrado que la monoterapia es una estrategia segura.
Entre ellos se puede mencionar un estudio realizado por To-
rres-Cornejo et al. en el que se valoraron cambios en el perfil
genotipico de la proteasa del VIH en plasma y células mononu-
cleares de sangre periférica en pacientes tratados con mono-
terapia basada en DRV/r durante episodios de replicacion viral.
En este estudio no se observaron mutaciones principales aso-
ciadas a DRV, concluyendo que la estrategia de simplificacion
con DRV/r en monoterapia no compromete opciones terapéu-
ticas futuras?'.

Si bien los unicos tres pacientes que fallecieron durante
el sequimiento se encontraban en el grupo tratado con LPV/r,
las muertes observadas no fueron asociadas a eventos deter-
minantes de sida y la mediana de tiempo de seguimiento fue
superior en este grupo, por lo que la ocurrencia de este evento
no podria ser atribuida al farmaco utilizado.

Con respecto al comportamiento del metabolismo lipidico,
el paciente con hipercolesterolemia-LDL y 4 de los 5 pacientes
con hipertrigliceridemia que normalizaron los niveles, habian
sido tratados con tenofovir como parte del esquema previo.
Los ITIAN se asocian a insulinoresistencia, dislipemia, lipodis-
trofia/lipoatrofia. Sin embargo, al tenofovir se le atribuye un
cierto efecto hipolipemiante. En los estudios OK y OK04'2no
se evidenciaron diferencias en los niveles de lipidos en grupos
de mono y triple terapia, mientras que en el estudio MONET se
observd una mayor proporcion de alteraciones lipidicas en el
grupo de monoterapia'®. Por otro lado, en los estudios desa-
rrollados en el contexto de la practica clinica habitual se ob-
servo un aumento significativo de la media de LDL de 116 mg/
dl a 137 mg/dl a las 48 semanas en los tratados con DRV/r,
mientras que en el estudio de monoterapia con LPV/r se des-
cribe un descenso significativo de los niveles de triglicéridos
(de 168 a 151 mg/dl)'"'8. En el presente estudio no se encontrd
un claro empeoramiento en cuanto a la evolucion del perfil
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lipidico, y hasta en algunos casos pudo observarse una mejoria.
Sin embargo, al no haber estudiado modificaciones en el estilo
de vida (dieta, ejercicio fisico), seria apresurado adjudicar esta
mejoria Unicamente a la monoterapia.

La penetracion de los antirretrovirales en el sistema ner-
vioso central podria resultar de importancia para prevenir la
replicacion del VIH-1 en esta localizacion. Estudios observacio-
nales han demostrado correlacion entre el CPE (segun siglas en
inglés: central nervous system penetration effectiveness rank)
y los niveles de carga viral de VIH-1 en el liquido cefalorraqui-
deo. Aunque el CPE aun no ha sido correctamente validado,
debe reconocerse que la monoterapia con DRV/ry LPV/r tiene
una menor CPE comparada con la triple terapia'. Este hecho
derivaria de datos que sugieren que los pacientes tratados con
IP/r en monoterapia tienen mayor frecuencia de replicacion vi-
ral del VIH en el liquido cefalorraquideo y que la replicacion en
el sistema nervioso central no siempre se correlaciona con los
niveles plasmaticos? Sin embargo la relevancia clinica de estos
hallazgos aun no ha sido del todo aclarada. En el afio 2013
Perez-Valero et al. publicaron los resultados de un trabajo en
el que evaluaron el desarrollo de trastornos neurocognitivos en
pacientes tratados con monoterapia comparado con pacientes
que recibian TARc, demostrando que en individuos con supre-
sion virologica adecuada la monoterapia con DRV/r o LPV/r no
incrementa el riesgo de desarrollar deterioro neurocogniti-
vo?2 En la misma linea una revision publicada recientemente
ha analizado el riesgo de eventos adversos a nivel del sistema
nervioso central en pacientes incluidos en 11 ensayos clinicos
aleatorizados no encontrando diferencias claras en el riesgo de
eventos adversos neuroldgicos entre los pacientes tratados con
monoterapia y los tratados con TARc®. Por su parte otra revi-
sion publicada el mismo afio se ha demostrado que los pacien-
tes en monoterapia podrian tener mayor riesgo de replicacion
viral sintomatica en sistema nervioso central, (principalmente
los que se encuentran en fallo virologico y han presentado un
nadir en el recuento de linfocitos T CD4+ bajo) que se resuelve
con la reintroduccion del TARc, mientras que no han encontra-
do mayor riesgo de replicacion viral en sistema nervioso cen-
tral en pacientes asintomaticos?. En este estudio solo se ha
identificado sintomatologia neuroldgica en un unico paciente,
el cual refirio olvidos frecuentes y fue derivado al servicio de
neurologia para continuar su evaluacion.

Finalmente, en el presente estudio se observd una media-
na de reduccion de coste terapéutico mensual por persona de
410 euros (IQR 242-416). En este aspecto, otros autores han
estimado mediante un modelo de simulacion el coste-efec-
tividad de la simplificacion con IP[r comparado con el trata-
miento estandar, demostrando una disminucion de costes con
la estrategia de monoterapia con IP/r que oscilaron entre USS
26500 y USS 72400 por vidaZ.

Si bien se reconocen como principales debilidades del pre-
sente estudio, entre otras, su caracter retrospectivo, el no con-
tar con controles tratados con triple terapia y la existencia de
diferencias basales entre los grupos comparados que pudieron
influir en el éxito terapéutico (tiempo de seguimiento, estadio
CDC-C, nadir de linfocitos T CD4+ vy recuento de linfocitos T

CD4+ al iniciar la monoterapia), podrian considerarse algunas
fortalezas como la de haber sido desarrollado en un escenario
de practica clinica habitual y el haber contado con un tiempo
de seguimiento prolongado (la mayor parte de los pacientes
fueron seguidos por mas de 48 semanas).

En conclusion, la monoterapia de mantenimiento con IP/r
es una estrategia efectiva en pacientes evaluados en un esce-
nario de "vida real". Este estudio demuestra diferencias a favor
de DRV/r en términos de éxito terapéutico; sin embargo estos
resultados deben ser confirmados en estudios prospectivos.
Aunque este trabajo no fue disefiado para evaluar perfil meta-
bolico ni costes, también se ha observado un impacto positivo
de la monoterapia en ambos términos.
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ABSTRACT

Mass spectrometry has become a reference resource for
identifying microorganisms in clinical microbiology services.
One hundred and fifty one clinical isolates were selected from
respiratory specimens routinely identified as Streptococcus
pneumoniae (43), Haemophilus influenzae (64) and Moraxel-
la catarrhalis (44). These identifications were compared with
other phenotypical methods and mass spectrometry (MALDI
-TOF -MS Vitek). Result discrepancies were assessed by 16S rR-
NA sequencing.

Thirty-eight of the 43 strains of S. pneumoniae (86%)
were identified as such using phenotypical methods and
spectrometry. In 5 cases, MALDI-TOF identified 4 of them as
Streptococcus pseudopneumoniae and 1 as S. mitis/oralis.
Forty-eight of the 64 strains were identified as H. influenzae
(75%) using biochemical identification systems and automat-
ed identification systems, whereas MALDI-TOF-MS Vitek iden-
tified 51 strains (79%) as such. Conventional methods and
spectrometry identified all the 40 strains tested (100%) as M.
catarrhalis. All strains with discrepant results were sequenced,
and in all cases, the identification obtained by spectrometry
was confirmed. The results obtained in this study show that
mass spectrometry provides identification of these bacteria
faster and in a more reliable way than those based on conven-
tional phenotypical methods.

La espectrometria de masas en la identificacion
de patogenos respiratorios bacterianos: un
método rapido y eficaz

RESUMEN

La espectrometria de masas se ha convertido en un recurso
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de referencia para la identificacion de microorganismos en
los servicios de Microbiologia Clinica. Se estudiaron 151 aisla-
mientos clinicos procedentes de muestras respiratorias que se
identificaron rutinariamente como Streptococcus pneumoniae
(43), Haemophilus influenzae (64) y Moraxella catarrhalis (44).
Estos resultados se compararon con otros métodos fenotipicos
y espectrometria de masas (MALDI-TOF Vitek-MS). Las discre-
pancias en los resultados se valoraron mediante secuenciacion
del ARNr 16S.

Treinta y ocho de las 43 cepas de S. pneumoniae (86%) fue-
ron identificadas como tales tanto por métodos bioquimicos
como por espectrometria. En 5 casos MALDI-TOF identifico 4
como Streptococcus pseudopneumoniaey 1 como S. mitis/ora-
lis. Cuarenta y ocho de las 64 cepas fueron identificadas como
H. influenzae (75%) al utilizar galerias comerciales y sistemas
automaticos, mientras que MALDI-TOF identifica como tales a
51 cepas (79%). Los métodos convencionales y la espectrome-
tria identificaron como M. catarrhalis las 40 cepas estudiadas
(1009%). Todas las cepas con resultados discrepantes fueron se-
cuenciadas, confirmandose en todos los casos la identificacion
obtenida por espectrometria. Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran que la espectrometria de masas ofrece una
identificacion de estas bacterias mas rapida y fiable que la ba-
sada en métodos convencionales.

INTRODUCTION

Classic cultivable bacterial pathogens in acute respiratory
infections mainly include Streptococcus pneumoniae, Haemo-
philus influenzae and Moraxella catarrhalis. Their identifica-
tion in respiratory secretions, bronchial aspirates, etc., includes
a serial of conventional phenotypic tests that usually allow di-
agnosis within 24-48 hours. In order not to delay the identifi-
cation response too long, these phenotypic schemes are limit-
ed to using specific techniques such as sensitivity to optochin,
bile solubility, growth on chocolate agar and lack of growth on
blood agar plates or detecting butyrate esterase and oxidase
respectively for each of the three microorganisms discussed'?
Therefore, the ability to identify species closest to but other
than the above, such as S. pseudopneumoniae, H. parainfluen-
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zae, and other genera and species close to Moraxella catarrh-
alis, is usually not covered by the usual routine and only takes
place in specially selected strains for epidemiological or clinical
interest.

Mass spectrometry, using matrix-assisted laser soft ion-
ization desorptionfionization techniques including mass ana-
lyzer known as "time of flight" (MALDI-TOF ) has been incor-
porated less than ten years ago in the microbiology laboratory
especially aimed at characterizing microbial protein in order to
make a rapid and reliable diagnosis®* although the proof-of-
concept that mass spectrometry could identify crude bacteria
was established over 30 years ago®. Although these proteomic
techniques are not yet fully implemented, it is clear that they
offer attractive opportunities in securing and advancing mi-
crobial diagnosis. However, using them has uncovered some
limitations, mainly in differentiating bacterial species that
are very close structurally and genomically, as in the case of
S. pneumoniae and other alpha haemolytic streptococci that
share the same habitat®.

This paper is aimed at assessing this proteomic test, com-
pared with others that show different phenotypic and geno-
typic characteristics, for characterizing the three classic bacte-
rial pathogens isolated from respiratory samples.

MATERIAL AND METHODS

Microorganisms. Forty-three alpha haemolytic strep-
tococci, 64 gram-negative small coccobacilli and 44 gram
negative diplococci isolated from respiratory secretions from
patients at our hospital during 2012, were presumptively iden-
tified as S. pneumoniae, H. influenzae or M. catarrhalis respec-
tively, based on the results obtained by Gram staining, catalase
production, sensitivity to optochin, growth on blood agar |
chocolate agar and oxidase and butyrate esterase production.

Isolates. Respiratory samples were cultured on blood
agar and chocolate agar (bioMérieux, France) and incubated at
35°C in atmosphere of 5% of CO, for isolating and identifying
the said organisms.

Sensitivity to optochin. Blood agar plates were inocu-
lated with alpha haemolytic colonies obtained in the previous
cultures and a 5 pg optochin disk was placed in the centre on

the inoculated area. These subcultures were incubated for 24
hours at 35°C in an atmosphere of 5% CO,. Optochin sensitiv-
ity was defined as a zone of inhibition = 14 mm in diameter.

Bile solubility test. A 0.5 mL of 2% deoxycholate was
added to 0.5 mL suspensions of each isolate prepared in phos-
phate-buffered saline (PBS) and incubated at 35°C for 2 h. A
positive test was indicated by visible clearing of suspension
(Keith 2006)

Biochemical identification systems. RaplD STR (bi-
oMérieux, France) and RaplD NH (Remel, USA) systems for
streptococci and for Haemophilus and Moraxella respectively
were inoculated, incubated and interpreted in accordance with
the manufacturer's criteria.

Latex agglutination. Slidex agglutination with pneu-
mo-Kit (bioMérieux, France) for identification of S. pneumoni-
ae from previous cultures were performed following the man-
ufacturer's instructions

Immunochromatographic detection of antigens. Im-
munochromatographic devices NOW S. pneumoniae antigen
test (Binax, USA) for the detection of cell wall polysaccharide
of pneumococci were inoculated from previous cultures. Al-
though this test is designed for urine or other sterile fluids,
it was carried out following the manufacturer's instruction to
suit the purpose of this study.

Oxidase production. Tetramethyl phenylenediamine dihy-
drochloride disks (Sigma-Aldrich, Switzerland) were impregnat-
ed with the contents of a loop of culture from blood agar plates.
The violet colour after 2 minutes indicated a positive reaction.

Production of tributyrin esterase. TRIBU strips (Sigma,
USA) were impregnated with the contents of a loop of culture
from blood agar plates. A yellow product of acidification indi-
cated a positive result.

VITEK-2. Identification cards ID-GPC (bioMérieux, France)
for streptococci and ID-NH (bioMérieux, France) for Haoemo-
philus and Moraxella were used for the identification of mi-
croorganisms according to manufacturer standards.

Identification by MALDI-TOF MS. Plate preparation,
mass spectra generation and the combined process were per-
formed according to the standards previously described for the
Vitek MS system (bioMérieux, France)’, using an Axima Assur-

Table 1

Identification of 5 streptococci by different methods.

Stan  RapIDSTR VITEK-2 MALDI-TOF Sequencing Agﬁ‘?;:ﬁ Inmunochromatografic ~ Bie test
10S  S.pneumonice . pneumoniae S. pseudopneumoniae  S. pseudopneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae Not soluble
14S S. pneumoniae S constellatus S. mitisforalis S. mitisforalis S. pneumoniae S. pneumoniae Not soluble
335 S.pneumonice . pneumoniae S. pseudopneumoniae  S. pseudopneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae Not soluble
39S S.pneumonice . pneumoniae S. pseudopneumoniae  S. pseudopneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae Not soluble
415 S.pneumonice  S. pneumoniae S. pseudopneumoniae  S. pseudopneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae Not soluble
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ance mass spectrometer with version 1.0.0 of the acquisition
software and MS-ID database. According to the manufactur-
er's instructions, a confidence value between 60 and 99% for a
given species was considered as a good identification (ID).

If a unique pattern ID is not recognized, a list of possible
organisms with confidence values < 60 % was given, consid-
ered low discrimination (LD) for each of the identified species.
When a single result is obtained with a value <60%, the or-
ganism is considered to be outside the limits of the identifica-
tion system database and recorded as "no ID".

Sequencing. A suspension of 0.5 McFarland bacterial
strains under study was prepared as an extraction of nucleic
acids from 500uL of the suspension in the automatic extractor
Easy Mag (bioMérieux, France).

Between 5 and 50 ng of extracted DNA were amplified by
chain reaction of the polymerase in standard conditions, with
the previously described oligonucleotides B27F and U1492R®.

The amplification products were sequenced using Ther-
mo Sequenase Dye Primer Cycle Manual Sequencing Kit (USB
Corporation, USA) using primers 165- NF 5'CACTGGAACTGA-
GACACGGT -3 'and 165- NR 5'GTCTATTCCTTTGAGTTTTA -3" in-
ternal to the above, designed in our laboratory, which amplify
a 586 bp fragment.

Sequencing reactions were loaded on a Long-Read Tow-
er Sequencer (Siemens Healthcare Diagnostics, USA) and the
sequences obtained were compared with those in Microbial
Genomes BLAST. Identification criteria used was a degree of
homology = 97%.

RESULTS

S. pneumoniae. Forty-three strains were presumptively
identified as S. pneumoniae because of their Gram morpholo-
gy, optochin susceptibility and catalase test. This identification
was confirmed in all cases using biochemical identification
systems, the immunochromatographic test and latex aggluti-
nation. The VITEK-2 system identified 39 strains as S. pneumo-
niae and the remaining strains as S. no pneumoniae.

Using the spectrometry system, 38 strains (86%) were
identified as S. pneumoniae, and the other 5 strains were iden-
tified as Streptococcus related to S. pneumoniae but belonging
to other species (4 as S. pseudopneumoniae and 1 as S. mitis
/ oralis) that also were not soluble in bile. These five strains
were sequenced, confirming the results of mass spectrometry
(table 1).

Furthermore, these last 5 strains were subcultured on
plates with sheep blood with an optochin disk and simulta-
neously incubated for 18-24 hours at 35°C in an atmosphere
with and without CO,. Another 5 strains positively identified as
S. pneumoniae were tested as controls. In an air environment,
all strains showed an inhibition halo = 14 mm in response to
the 5 ug of optochin, whereas, when incubated in a 5 % CO,
atmosphere, only the controls reached 14 mm in diameter (ta-
ble 2).

H. influenzae. Sixty-four strains were presumptively
identified as H. influenzae considering their Gram morphology
and growth on chocolate agar and lack of growth on blood
agar. When using biochemical galleries, 48 were identified
as H. influenzae and the remaining 16 as H.

Table 2
at 35°C in CO, an ambient atmosphere.

Optochin disk inhibition halo after 18-24 h incubation

parainfluenzae. Using VITEK-2, 48 were as-
signed to H. influenzae, 12 were identified as
H. parainfluenzae and 4 as H. haemolyticus.

0, Ambient The spectrometry system identified 51
P strains as H. influenzae, 12 as H. parainfluen-
Optochin inhibition halo <8mm  8-13mm 214mm <8mm 8-13mm  14mm . .
zae and the remaining strain as H. haemolyt-
S. pneumoniae = = 5 = = 5 icus.
S. pseudopneumoniae / S. mitisforalis 2 3 2 2 2 5 Regarding the 8 strains with no con-
cordance with the three methods, sequencing
Table 3 Identification of 8 Haemophilus spp. by different confirmed the identifications provided by the
methods. spectrometry (table 3).
M. catarrhalis. Forty strains were initially
Stain RaplD N VITEK-2 MALDI-TOF Sequencing identified as M. catarrhalis, due to .thew Gram
morphology, catalase test, production of oxi-
5H H. parainfluenzae H. haemolyticus H. influenzae H. influenzae dase and a positive test in tributyrin esterase.
21H H. parainfluenzae H. influenzae H. influenzae H. influenzae The VITEK-2 system did not identify any of
22H H. parainfluenzae H. influenzae H. influenzae H. influenzae these Stra?lns as _SUCh' Wh'_le mass.spectrome—
try and biochemical galleries provided a good
23H H. parainfluenzae H. influenzae H. influenzae H. influenzae identification as M. catarrhalis.
26H H. influenzae H. haemolyticus H. influenzae H. influenzae
37H H. influenzae H. haemolyticus H. influenzae H. influenzae DISCUSSION
43H H. influenzae H. parainfluenzae H. influenzae H. influenzae ) o o
, , . . Final classification of streptococci, includ-
45H H. parainfluenzae H. influenzae H. parainfluenzae H. parainfluenzae

ing S. pneumoniae, continues to be a problem,
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further aggravated by the fact that many of them share the
same habitat. For example, using routine phenotypic discrim-
ination techniques between S. pneumoniae and other alpha
haemolytic streptococci, belonging to the mitis/oralis complex,
does not always provide satisfactory or conclusive results®.
Although optochin susceptibility is the most frequently used
diagnostic test in clinical microbiology laboratories to differ-
entiate pneumococci from other alpha haemolytic streptococ-
ci, the conditions for its use remain uncertain. This is because
while some highly prestigious manuals' recommend incubat-
ing in CO,, the disk manufacturer recommends incubation in
ambient atmosphere. This distinction is interesting because
of the recognition of S. pseudopneumoniae as a distinct spe-
cies, but still close to S. pneumoniae, although with possibly
different specifications as a respiratory pathogen, and whose
behaviour on an optochin disc is variable. In this series, as well
as in others'®, there are 5 strains in which the inhibition halo
was less than 14 mm when incubated in a CO, atmosphere.
However, when incubated in an ambient atmosphere, they
clearly exceeded this limit. The 5 strains were then sequenced
and classified as S. pseudopneumoniae The rest of the pneu-
mococci, however, showed diameters over 14 mm, both in an
ambient atmosphere and CO, supplemented environment. The
possibility of establishing these misdiagnoses can sometimes
affect the valuation of sensitivity parameters or resistance of
these species'".

Biochemical identification systems do not safely distin-
guish between S. pneumoniae and other streptococci either,
and automated systems usually show an even weaker differ-
entiation for these microorganisms'®. Antigenic determina-
tion, a useful tool for an initial diagnostic approach, does not
guarantee a correct identification of these microorganisms be-
cause, even though its sensitivity is excellent, its specificity is
extremely poor'.

Such as other authors suggest®, our results confirm that
distinction between S. pneumoniae and nonpneumococal iso-
lates is accurately performed by Vitek MS.

A final phenotypic differentiation between H. influenzae
and other Haemophilus species by conventional testing is only
possible by porphyrin test that requires 24 hours more'. In our
series, we did not use the porphyrin test so as not to delay the
report of results, thus limiting any possible differentiation be-
tween the species. As a result of the commercial galleries used,
48 of the 64 strains were identified as H. influenzae, and the
remaining 16 were identified as H. parainfluenzae. Using the
automated VITEK-2 system, 48 were also assigned to H. influ-
enzae, although they did not fully correspond with the strains
listed as such by the galleries, 12 were identified as H. parain-
fluenzae and 4 as H. haemolyticus.

These results are consistent with various articles published,
which indicate that the identification provided by the minia-
turized galleries or automated methods differ, in approximate-
ly 20% of the cases, from the results obtained by conventional
methods'. The spectrometry system identified 51 strains as H.
influenzae, 12 as H. parainfluenzae and the remaining strain

as H. haemolyticus. In total, 8 strains showed different results
with the three methods. Sequencing confirmed the identifica-
tions provided by the spectrometer.

In some cases the accuracy of identifying species within
the Haemophilus genus is important since H. influenza is cur-
rently known to induce respiratory infections in contrast to H.
haemolyticus or H. parainfluenzae and thus accurate identi-
fication could reducing unnecessary antibiotic treatment' as
well as to provide an important tool when it is used for epide-
miological purposes. This reliability seems to be achieved more
accurately with spectrometry rather than other methods'®.

On the other hand, the routine identification of M. ca-
tarrhalis strains showed no obstacles in our series, simply
demonstrating the production of oxidase and esterase tributin,
which is fully consistent with the results obtained with identi-
fication galleries and spectrometry, whereas VITEK cards were
invalid for these diagnoses.

Among the numerous papers published recently regard-
ing the ability of mass spectrometry systems, using matrix-as-
sisted laser soft ionization desorption/ionization techniques
including the mass analyzer known as "time of flight" (MAL-
DI-TOF), to identify microorganisms commonly found in clini-
cal microbiology laboratories®'7-'° it is possible that the correct
identification of respiratory bacterial pathogens are those that
provide more controversial results. However, in our series, al-
though limited by the low number of strains, the spectrometry
technique gave excellent results for identifying and differen-
tiating M. catarrhalis, S. pneumoniae, H. influenzae and relat-
ed species, without the need of a prior protein extraction and
confirming these results in strains of questionable identifica-
tion through amplification and sequencing.

In summary, our findings indicate that Vitek MS is a suita-
ble tool for the swift and reliable identification of classic culti-
vable bacterial pathogens in acute respiratory infections.
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ABSTRACT de dos cepas de coleccion que presentan una sensibilidad co-

Introduction. Rapid determination of the antibiotic sus-
ceptibility test in bacteria remains a challenge for Clinical Mi-
crobiology laboratories.

Methods. An improvement in the colorimetric antimi-
crobial susceptibility testing performed with resazurin in en-
terococci and staphylococci has been carried out. The design
of method was performed using two collection strains, which
have a known susceptibility. This procedure was then validated
against standard commercial methods on 15 strains of staphy-
lococci and 15 strains of enterococci from patients.

Results. The essential agreement between the colorimet-
ric method and commercial methods (E-test, MicroScan and
VITEK2) was 1000%.

Conclusion. Resazurin allows us to obtain a reliable an-
tibiotic susceptibility test in staphylococci and enterococci in
less than two hours.

Keywords: resazurin; rapid antibiotic susceptibility test; bacteriology

Un procedimiento de dos horas para
determinar la sensibilidad de estaficolococos
y enterococos a los antibioticos en dos horas
mediante un método colorimétrico

RESUMEN

Introduccion. La realizaciéon de un antibiograma rapido
sigue siendo un reto para los laboratorios de Microbiologia Cli-
nica.

Métodos. Se ha realizado una mejora en el antibiograma

colorimétrico realizado mediante resazurina en estafilococos y
enterococos. El disefo del método se realizd mediante el uso
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nocida. Este procedimiento se validd posteriormente frente a
los métodos comerciales mediante el procesamiento de 15 ce-
pas de estafilococos y 15 de enterococos aisladas de pacientes.

Resultados. Se ha obtenido un 100% de concordancia
entre la sensibilidad obtenida mediante resazurina y la obte-
nida mediante los métodos comerciales (E-test, MicroScan and
VITEK2).

Conclusion. Mediante el uso de resazurina es posible ob-
tener un antibiograma en estafilococos y enterococos en me-
nos de dos horas de forma fiable.

Palabras clave: resazurina; antibiograma rapido; bacteriologia

INTRODUCTION

In clinical microbiology laboratories, the most widely used
methods to obtain antibiotic susceptibility tests (AST) are based
on the observation of bacterial growth when the bacteria, pre-
viously isolated in culture plates, are incubated in the presence
of the antibiotic being tested. Within these methods, disc dif-
fusion and antimicrobial gradient methods (e.g. E-test strips)
require a time of 17-24 hours to yield a result’. Also, broth
microdilution has been used in various automated equipment;
among which there is the VITEK2® (biomérieux, Marcy I'Etoile,
France) and the Phoenix® (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA) systems that provide the fastest results with an average
time of nine hours?

All the aforementioned methodologies have two draw-
backs. Ideally, results should be obtained faster, since early ad-
ministration of an appropriate antibiotic for the treatment of
bacterial infections improves patients' outcome, lowering hos-
pitalization costs®. Besides, the values of minimum inhibitory
concentration (MIC) or the inhibition zone diameter provided
are not reproducible*®. In order to overcome these difficulties,
various methodologies, such as flow cytometry, molecular
detection techniques, bioluminescence, chemiluminescence,
nephelometry, microarrays or colourimetric methods have
been introduced in clinical microbiology laboratories. Within
colourimetric methods, resazurin is a well-known and easy-
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to handle probe for determining cell viability®. Resazurin is an
oxidised form of a redox indicator that is blue in colour and
non-fluorescent. When incubated with non-viable cells, it is
not reduced and maintains its blue colour. On the other hand,
when incubated with viable cells, which contain reductants
substances, such as NADPH or NADH, resazurin is reduced to
resorufin that is red and fluorescent. This colour change can be
detected using both fluorescence and optical density measur-
ing instruments, or with the naked eye’. When this feature of
resazurin was applied to AST, the time required to achieve re-
sults ranged from four to 24 hours’'. In order to optimize this
procedure, the aim of the present work is to perform a faster
AST from gram-positive bacteria obtained in culture plates us-
ing resazurin.

MATERIAL AND METHODS

Experimental design of the antimicrobial suscepti-
bility test. Standard antimicrobial powder of vancomycin,
oxacillin, amikacin, ciprofloxacin and ampicillin were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Stock solutions were
prepared according to the protocol proposed by the EUCAST™,
sterilized by filtration using a MILLEX GS 0.22 um membrane
filter (EMD® Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) and
stored at -80°C. Further dilutions of antibiotic were carried out
before use.

Resazurin powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
was dissolved in distilled water at a concentration of 0.1%
and sterilised by filtration using a MILLEX GS 0.22 pm mem-
brane filter (EMD® Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA). Finally, the dissolution was stored in darkness at +4°C
until use.

The influence of both bacterial inoculum and resazurin
concentration on the time required to obtain red colour
was studied using the strains Enterococcus faecalis ATCC
29212 and Staphylococcus aureus ATCC 29213. From col-
onies of these strains, a 3-McFarland-standard bacterial
suspension was prepared. Adequate aliquots of these sus-
pensions were added into tubes containing 3 ml of cati-
on-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) (Difco, Sparks,
MD, USA) with 0.0002% or 0.0003% resazurin in order to
achieve bacterial concentrations of 10% 10° 105 10’ and
108 CFU/ml. In addition, a bacteria-free tube was used as
a negative control tube. Tubes were incubated in a water
bath at 35°C for three hours. During this time, two meth-
ods of lecture were applied after every fifteen minutes of
incubation. In the first one, the colour of the medium was
read visually; growth in each tube was indicated by a colour
change from blue to red. In the second one, measurements
of optical density at both 570 and 600 nm were performed
(Smart Spec™ Plus, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and the
percentage of the reduced form of resazurin was calculated
in accordance with the manufacturer's technical insert'? by
applying the next equation:

Percent reduced form of resazurin
where
A,:570 nm, A,:600 nm
(e,)A,: 117216
(e,JA,: 80586
(E1eg)A:155677
(€eg)\,:14652
AL, t: observed optical density reading for test tube.
Al t: observed optical density reading for test tube.
AL,c: observed optical density for negative control tube.
A\, c: observed optical density for negative control tube.

In order to set up the experimental conditions of the AST,
the strain E. faecalis ATCC 29212 was tested against ampicil-
lin, vancomycin and ciprofloxacin, and S. aureus ATCC 29213
was tested against amikacin, vancomycin, oxacillin, and cip-
rofloxacin. All antibiotics were studied at EUCAST breakpoints
concentrations of sensitivity and resistance'. Moreover, each
strain was evaluated at three bacterial concentrations: 108, 107
and 108 CFU/mI. These bacterial concentrations were achieved
in the same way as described previously. The medium used to
perform the AST was 3 ml of CAMHB with 0.0003% resazurin
and antibiotic. For oxacillin, the medium was supplemented
with 2% NaCl. In addition, control tubes without antibiotics
were included in all experiments and bacteria-free tube was
used as negative control tube. Tubes were incubated in a water
bath at 35°C for three hours. Finally, tubes were measured in
the same way as described previously and a new procedure for
determining of the susceptibility of staphylococci and entero-
cocci to antibiotics was proposed.

Validation procedure. The procedure was validated with
30 clinical strains isolated at University Clinic Hospital of Val-
ladolid (Spain), which were identified from colonies obtained
in culture plates using MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Germany). In brief, 15 enterococci (10 Enterococcus
faecalis and 5 Enterococcus faecium) were tested against van-
comycin, ampicillin and ciprofloxacin, and 15 staphylococci
(5 Staphylococcus aureus, 5 Staphylococcus epidermidis, 3
Staphylococcus hominis, 1 Staphylococcus lugdunensis and 1
Staphylococcus haemolyticus) were tested against amikacin,
vancomycin, oxacillin, and ciprofloxacin. All antibiotics were
studied at EUCAST breakpoints concentrations of susceptibility.

The results of susceptibility obtained from colonies grown
in culture plates by means of the commercial methods VITEK2
(oioMérieux, Marcy I'Etoile, France), MicroScan (Siemens, Tarry-
town, NY, USA) and E-test (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France),
applying the criteria published by the EUCAST, were considered
as the gold standard. Finally, results obtained by resazurin were
compared to the gold standard according to FDA criteria'™;
agreements and disagreements among the susceptibility val-
ues obtained were classified as agreements, very major errors
(false susceptibility), major errors (false resistance), or minor
errors (susceptible/resistant versus intermediate susceptibility).
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RESULTS

Results obtained from collection strains. When the
strains E. faecalis ATCC 29212 and S. aureus ATCC 29213 were
incubated without antibiotic, inoculums of 10*and 10° CFU/ml
were not able to produce the colour change from blue to red
after three hours of incubation. On the other hand, inoculums
of 10%, 107 and 108 CFU/ml of these strains required a determined
period of time to produce the colour red. Specifically, bacterial
concentrations of 10° CFU/m! produced the colour change dur-
ing the third hour of incubation, bacterial concentrations of 107
CFU/ml produced it during the second hour of incubation, and
bacterial concentrations of 108 CFU/ml produced it during the
first hour of incubation. Moreover, these times were the same
with both resazurin concentrations tested, but the intensity of
red colour obtained with 0.0003% resazurin was visually more
intense than the obtained with 0.0002% resazurin. When the
colour red was appreciated visually, the percentage of the re-

duced form of resazurin was higher than 17%, irrespective of
the resazurin concentration tested.

When we performed the AST using the collection strains,
inoculums of 10° CFU/ml provided the colour change during
the third hour of incubation and the results obtained during
this period of time are shown in table 1. With these conditions,
all AST were correctly obtained because the strains E. faeca-
lis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213, which are susceptible
to the antibiotic being incubated, were not able to produce
the colour change. Inoculums of 107 CFU/ml of the collection
strains provided the colour change from blue to red during
the second hour of incubation and the results obtained dur-
ing this period of time are shown in table 2. Also, with these
conditions, all AST were correctly obtained for the same reason
aforementioned. Inoculums of 108 CFU/m! of the collection
strains provided the colour change of the medium during the
first hour of incubation and the results obtained during this

Table 1 Percentage of the reduced form of resazurin obtained from collection strains with an inoculum of
10° CFU/ml
Incubation time (minutes)
Strain tested  Antibiotic tested 135 150 165 180 Susceptibility by resazurin
WA S R WA S R WA S R WA S R
' Ampicillin 9.61 3.7 2.88 13.44 6.38 5.89 20.25 1.21 1.86 34.01 10.33 9195 Susceptible
E'zfg;i‘;”s Vancomyein 1064 273 177 1515 587 468 2447 826 952 3920 1189 1137 Susceptible
Ciprofloxacin 7.40 3.64 3N 12.91 5.82 6.47 21.23 8.76 8.34 36.87 10.19 10.45 Susceptible
Amikacin 1.42 551 4.44 9.48 6.20 6.31 15.92 1.69 9.25 2422 9.63 9.14 Susceptible
S, aureus Vancomycin 6.92 4.32 471 8.10 5.82 6.15 14.72 8.76 7.30 23.98 10.73 10.90 Susceptible
29213 Oxacillin 628 472 353 1047 653 529 1467 835 995 2306 1012 962 Susceptible
Ciprofloxacin 8.89 4.06 417 9.23 5.85 6.58 13.30 1.28 712 25.71 1276 1219 Susceptible

WA: tube without antibiotic; S: tube with antibiotic at breakpoint concentration of susceptibility; R: tube with antibiotic at breakpoint concentration of resistance

Table 2 Percentage of the reduced form of resazurin obtained from collection strains with an inoculum of
10’ CFU/ml
Incubation time (minutes)
Strain tested  Antibiotic tested 75 90 105 120 Susceptibility by resazurin
WA S R WA S R WA S R WA S R
Ampicillin 19.73 5.12 592 35.04 893 9.85 45,52 11.13 11.33 5530 14.51 14.37 Susceptible
E. faecalis . i
29212 Vancomycin 20.68 4.34 4.60 38.77 9.58 9.95 47.49 9.05 9.71 58.01 15.25 15.19 Susceptible
Ciprofloxacin 20.85 5.70 5.48 36.38 8.61 8.78 43.19 10.11 9.25 57.40 13.73 12.82 Susceptible
Amikacin 1.34 6.54 7.63 10.22 8.65 8.76 2281 12.15 12.84 3197 12.13 11.54 Susceptible
S. aureus Vancomycin 6.25 6.01 6.23 12.73 10.92 10.86  24.90 11.08 1295  31.72 13.72 12.38 Susceptible
29213 Oxacillin 746 627 632 1366 968 1153 2333 1054 903 3528 1004 999 Susceptible
Ciprofloxacin 1.32 121 6.12 11.53 9.30 9.99 2437 12.57 12.88 4093 13.31 13.13 Susceptible
WA: tube without antibiotic; S: tube with antibiotic at breakpoint concentration of susceptibility; R: tube with antibiotic at breakpoint concentration of resistance
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Table 3 Percentage of the reduced form of resazurin obtained from collection strains with an inoculum of
10° CFU/ml
Incubation time (minutes)
Strain tested  Antibiotic tested 15 30 45 60 Susceptibility by
resazurin
WA S R WA S R WA S R WA S R
‘ Ampicillin 799 8.36 142 14.25 14.13 15.39 28.41 26.55 23.81 41.03 30.61 33.59 Resistant
E zfg;‘;hs Vancomycin 623 927 988 1375 1437 1321 3055 2534 2712  42.07 3338 3811 Resistant
Ciprofloxacin 7.68 7.85 7.54 12.19 14.20 14.97 33.29 34.37 30.51 47.43 45.09 44.65 Resistant
Amikacin 544 652 621 907 1287 1196 1430 1355 1471 2686  29.17 3282 Resistant
S, aureus Vancomycin 5.32 5.18 71.26 9.94 9.80 10.36 15.15 1213 15.07 27.92 27.16 31.79 Resistant
29213 Oxacillin 747 682 554 1003 1059 1228 1462 1477 1183 2912 2452 2757 Resistant
Ciprofloxacin 6.75 7.66 7.25 9.34 1018 11.95 15.46 1327 1552 30.02 3294 3376 Resistant

WA: tube without antibiotic; S: tube with antibiotic at breakpoint concentration of susceptibility; R: tube with antibiotic at breakpoint concentration of resistance

period of time are shown in table 3. With these conditions, all
collection strains tested provided an incorrect AST because all
susceptible strains to the antibiotics being incubated were able
to produce colour change. In all these cases, when the colour
red was appreciated visually, the percentage of the reduced
form of resazurin was also higher than 17%.

On the basis of the results obtained from collection
strains, the variables of the AST proposed were defined as fol-
lows: inoculum of 107 CFU/mI of staphylococci and enterococ-
ci, two hours of incubation and 0.0003% resazurin.

Results obtained from clinical strains. For validation
of the proposed AST against commercial methods, 15 clinical
strains of staphylococci and 15 of enterococci were processed.
The results of the AST performed by commercial methods
(VITEK2, MicroScan and E-test) from colonies obtained in cul-
ture plates showed 100% concordance among them. Results
obtained from clinical strains of staphylococci and enterococci
are shown in tables 4 and 5 respectively. Applying the pro-
posed method, all AST were correctly obtained. As in all oth-
er such previous cases, when the colour red was appreciated
visually, the percentage of the reduced form of resazurin was
also higher than 179%.

DISCUSSION

Recently, there has been an increased effort to develop
rapid and low-cost methods for AST. One method that meets is
resazurin. In addition, solutions of resazurin can be easily pre-
pared and, according manufacturer's manual'?, can be stored
at room temperature in the darkness for a year without los-
ing optical properties, thus requiring only a small amount of
storage space. Moreover, the results obtained with resazurin
can be interpreted easily, by naked eye or using a fluorometer
or spectrophotometer. For these reasons, resazurin could be
extensively used. On the other hand, molecular methods are
expensive and require technical equipment, and so they can be
used only in developed centres®.

Resazurin concentrations of 0.0002% and 0.0003% were
selected because absorbance values obtained during the ex-
periments were within the linearity range of the spectropho-
tometer. For the same bacterial inoculum incubated without
antibiotic, resazurin concentration values did not alter the
time needed for the bacteria to produce the colour change,
which means that the value of resazurin concentration did not
produce differences in the time required to produce the col-
our change. However, we decided to use resazurin at 0.0003%
because the intensity of the colour red produced was more in-
tense than that produced with 0.00020%.

E. faecalis ATCC 29212 and S. aureus ATCC 29213 strains
were used in the experimental design of the AST because they
have a known antibiotic susceptibility and are commonly used
in quality control of susceptibility testing. These strains, which
are susceptible to the antibiotics tested, produced a colour
change from blue to red when it were incubated with anti-
biotic at inoculums higher than 107 CFU/ml. Therefore, and an
incorrect AST was obtained since growth in each tube was in-
dicated by a colour change from blue to red (table 3). Thus, the
maximum inoculum of these strains that provided a reliable
AST was 107 CFU/ml and, as consequence, results could be ob-
tained in less than hours. Concentrations lower than 107 CFU/
ml of these strains also provided a reliable AST, but the time
needed to obtain results was more than two hours (table 1).

The proposed AST was validated with 30 clinical strains
of staphylococci and enterococci using inoculums of 107 CFU/
ml. Applying our method, a 100% concordance between the
results of susceptibility obtained by resazurin and by the com-
mercial methods (VITEK2, MicroScan and E-test) was obtained
in less than two hours (tables 4 and 5). Our results were the
same to that previously reported in enterococci tested against
vancomycin and in S. aureus tested against vancomycin, ox-
acillin and cefoxitin®'°. However, in these cases, the time re-
quired to obtain results ranged from four to six hours. This was
because bacteria were incubated with antibiotic for several
hours, later resazurin was added, and one hour or two hours
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Table 4 Percentage of the reduced form of resazurin obtained from 15 clinical strains of staphylococci
Bacteria Susceptibility Incubation time (minutes) -
(number of Antibiotic tested by commercial methods 75 90 105 120 Susceptlbll!ty
strain) (E-test MIC: mg/L) WA 5 R WA § R WA 5 R WA § R by resazurin
Amikacin Susceptible (0.06) 10.59 512 6.49 19.19 9.54 9.36 31.38 12.17 1026 39.33 13.71 12.80 Susceptible
Vancomycin Susceptible (1) 15.62 7.34 6.85 2411 1049 1021 3990 1353 1371 5077 1623 1518 Susceptible
S aureis ) Oxacillin Susceptible (0.5) 13.13 8.40 7.35 21.85 10.18 11855 3393 1244 1183 4118 1536 1637 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible(0.008) 1084  6.83 7.21 1994 933 1018 2846 1193 1080 3846 1287 1349 Susceptible
Amikacin Susceptible (1) 8.61 6.83 5.71 14.63 11.16 10.70  21.69 13.60 1235  33.05 15.95 14.22 Susceptible
Vancomycin Susceptible(2) 7.7 7.26 6.78 1547 1081 1163 2411 1372 1218 3581 1422 1595 Susceptible
S Oxacillin Resistant (>256) 9.45 578 6.27 11.20 12.27 11.29 1947 2088 2237 3154 2908 3321 Resistant
Ciprofloxacin Resistant (4) 8.56 1.55 7.99 13.58 13.92 14.37 18.75 1946 2029  27.74 2516  26.78 Resistant
Amikacin Susceptible (1) 3.19 3.13 4.63 9.24 10.81 9.95 15.52 12.39 1254 23.10 13.55 14.03 Susceptible
Vancomycin Susceptible(1) 4.69 4.74 5.23 8.17 8.34 8.50 12.77 9.57 9.65 2079 1389  11.94 Susceptible
S aureus 3 Oxacillin Resistant (8) 5.37 5.15 5.19 8.31 1060  9.38 1213 1121 1281 2207 1946  19.59 Resistant
Ciprofloxacin Susceptible (0.015) 6.03 427 6.30 10.56 7.88 8.91 13.73 12.97 11.28  21.11 17.57 16.14 Susceptible
Amikacin Susceptible (2) 477 495 461 8.80 7.66 6.16 1581 1033 1174 2449 1093 1226 Susceptible
Vancomycin Susceptible (1) 5.52 421 6.34 942 1.77 743 13.29 10.85 9.99 20.02 12.36 12.75 Susceptible
Y Oxacillin Susceptible (0.32) 6.25 194 5.56 10.76 9.45 9.32 16.11 12.91 11.83 2442 14.51 15.33 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible(0.06) 4.89 5.10 524 9.13 5.53 402 1264 728 655 1923 936  10.68 Susceptible
Amikacin Susceptible (0.015) 6.19 6.34 6.97 10.25 8.15 7.89 15.47 12.77 1179 21.22 1444 1412 Susceptible
Vancomycin Susceptible (0.5) 7.64 6.19 537 1186  7.22 1.7 1648 1409 1328 2466 1589 1341 Susceptible
S Oxacillin Susceptible(0.32) 8.19 7.83 7.21 12.68 10.99 9.95 15.26 12.43 1225 2234 1329 14.31 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (1) 6.49 3.71 3.44 9.37 4.53 5.12 1374 926 9.92 1927 1311 1285 Susceptible
Amikacin Susceptible(1) 7.40 527 731 12.59 10.11 10.25 16.17 12.78 14.36 21.81 14.93 15.54 Susceptible
S, epidermidis Vancomycin Susceptible (1) 7.16 6.59 6.93 11.01 1148 8.39 15.95 8.10 1091 2028 1133 1279 Susceptible
(6) Oxacillin Resistant (8) 699 538 413 954 777 768 1242 1039 955 1923 1285 1241 Resistant
Ciprofloxacin Susceptible(0.015) 511 4.69 3.48 8.29 5.25 5.88 11.93 6.42 7.18 18.91 9.79 10.83 Susceptible
Amikacin Susceptible (0.06) 9.74 7.12 7.25 13.61 9.99 10.03 19.32 10.89 1015 2276 13.24 14.24 Susceptible
S. epidermidis Vancomycin Susceptible (0.5) 8.67 6.14 7.78 12.34 8.56 8.93 2080 1241 1171 2835 1566  14.16 Susceptible
) Oxacillin Susceptible(0.25) 8.22 5.87 6.22 13.79 7.33 6.78 19.15 9.57 9.23 2584 1233 13.58 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (0.06) 9.63 476 5.83 13.37 6.93 7.19 19.10 12.32 11.81 20.39 13.12 13.79 Susceptible
Amikacin Susceptible(1) 5.70 443 439 10.24 6.54 1.32 14.66 9.57 9.33 2024 1219 12.02 Susceptible
S, epidermidis Vancomycin Susceptible (2) 6.31 691 452 9.77 8.27 816 1572 1080 1116 2201 1490 1511 Susceptible
(8) Oxacillin Resistant (>256) 6.65 718 577 11.54 1062 10.77 14.59 15.68 1432 2135 2266  20.59 Resistant
Ciprofloxacin Susceptible(1) 5.83 346 394 1072 733 742 1611 872 998 2568 1213 1441 Susceptible
Amikacin Susceptible (0.12) 4.76 3N 4.59 9.32 6.81 5.53 13.82 10.55 9.27 20.76 11.29 13.38 Susceptible
S. epidermidis Vancomycin Susceptible(1) 5.18 5.52 5.32 10.55 8.19 9.15 1565 1221 1176  21.64 1488 1547 Susceptible
€) Oxacillin Resistant (16) 321 4.63 6.25 9.78 9.53 9.48 14.81 13.37 14.51 20.17 20.64 20.25 Resistant
Ciprofloxacin Susceptible (0.03) 6.55 5.34 5.87 9.02 8.76 9.86 1335 1061 1065 2015 1333  14.66 Susceptible

Rev Esp Quimioter 2015;28(5): 247-255 251



G. A. March, et al.

A two-hour procedure for determining the susceptibility of enterococci and staphylococci to antibiotics by

a colourimetric method

Table 4 Percentage of the reduced form of resazurin obtained from 15 clinical strains of staphylococci (cont.)
Bacteria Susceptibility Incubation time (minutes) -
(number of Antibiotic tested by commercial methods 75 90 105 120 Suscept|b|l!ty
strain) (E-test MIC: mg/L) WA S R WA S R WA § R WA S R by resazurin
Amikacin Susceptible (1) 534 3.29 394 9.43 5.34 5.27 14.49 8.45 8.13 22.59 14.61 14.17 Susceptible
S. epidermidis Vancomycin Susceptible (2) 6.72 5.39 6.41 10.29 7.23 8.40 1544 10.27 9.57 2082 1217 1328 Susceptible
(10) Oxacillin Resistant (>256) 518 5.42 5.63 10.89 10.71 11.38 14.13 1334 1380 2373 2142 2033 Resistant
Ciprofloxacin Susceptible (0.24) 7.94 6.74 591 1232 836 8.67 1628 1292 1241 2530 1593 1419 Susceptible
Amikacin Susceptible (0.5) 439 5.58 5.21 10.47 9.82 8.38 16.12 12.47 13.11 25.17 14.88 15.84 Susceptible
S. hominis Vancomycin Susceptible (1) 574 6.23 3.86 936 1047 904 1583 1335 1339 2484 1572 1573 Susceptible
(11) Oxacillin Resistant (32) 5.16 1.82 1.31 10.50 11.29 11.85 15.54 12.64 1288 2605 2595  26.46 Resistant
Ciprofloxacin Susceptible (1) 6.22 419 3.99 9.28 1051 1060 1691 1539 1523 2318 2250 2124 Susceptible
Amikacin Susceptible (1) 9.31 1.52 6.27 1591 9.23 9.49 24.77 11.32 11.82 30.22 14.96 15.17 Susceptible
S. hominis Vancomycin Susceptible (2) 11.04 7.19 6.62 1476 10.19 9.57 2232 1249 1242 3156 1613 1624 Susceptible
(12) Oxacillin Susceptible(0.125) 1073 643 784 1412 990 801 2366 1472 1315 3278 1527 1452 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (0.008) 10.68 8.55 8.51 15.47 10.38 1025  22.72 12.21 1294  31.63 15.36 15.66 Susceptible
Amikacin Susceptible (0.5) 414 428 510 885 6.3 634 1253 927 1019 2045 1354 1331 Susceptible
S. hominis Vancomycin Susceptible (1) 3.36 3.69 4.72 9.26 7.26 8.93 1315 1094 977 1919 1421 1315 Susceptible
(13) Oxacillin Resistant (>256) 4.95 535 5.44 8.68 8.42 8.63 12.68 12.26 13.81 2164 2278 2063 Resistant
Ciprofloxacin Resistant (>32) 4.73 6.12 498 9.75 8.33 9.75 15.18 14.79 13.63 20.95 21.39 20.42 Resistant
Amikacin Susceptible (0.06) 1.7 8.94 7.20 19.41 10.09 1046  29.66 1294 1129 3828 15.63 15.64 Susceptible
S. lugdunensis Vancomycin Susceptible (0.5) 14.16 7.1 7.3 2255 975 1070 3031  13.11 1387 3937 1614 1537 Susceptible
(14) Oxacillin Susceptible (0.32) 15.50 8.04 9.24 20.27 11.81 1132 3327 13.23 1224 4167 14.31 14.51 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible(0.06) 1334 664 683 2171 953 924 3278 1144 1311 4007 1462 1574 Susceptible
Amikacin Susceptible (1) 5.49 453 4.26 11.83 5.16 8.95 16.45 897 11.81 22.13 14.57 14.63 Susceptible
S. haemolyticus Vancomycin Susceptible (0.5) 6.62 4.16 5.86 9.94 7.62 71.87 1528 1084 1238 2486 1539 1648 Susceptible
(15) Oxacillin Susceptible (0.125) 5.10 5.86 6.38 10.11 8.31 8.39 16.36 13.77 12.76 2442 16.21 15.13 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (0.24) 6.75 5.48 5.63 10.25 8.95 9.28 1676 1314 1394 2574 1570 1589 Susceptible

WA: tube without antibiotic; S: tube with antibiotic at breakpoint concentration of susceptibility; R: tube with antibiotic at breakpoint concentration of resistance

later after adding resazurin, results could be interpreted. In
this study, in order to reduce the time required to perform the
AST, bacteria, resazurin and antibiotic were incubated togeth-
er. This procedure allowed us to obtain reliable results in less
than two hours in staphylococci and enterococci.

In both AST performed using collection and clinical strains,
when a colour change from blue to red was observe the per-
centage of the reduced form of resazurin was, in all cases,
higher than 17% (tables 1-5). By testing more strains, we think
that it could be possible to define a criterion of susceptibili-
ty using the optical density readings. This fact might facilitate
the automation of the assay for routine use in clinical micro-
biology laboratories because the AST could be interpreted by a
spectrophotometer.

In addition, resazurin is a potential alternative method for

performing a fast and reliable AST for other microorganisms. In
the case of Mycobacterium tuberculosis, it is possible to obtain
results with an incubation of, at least, eight days''8. In yeasts,
results can be achieved with an incubation up to 48 hours'®-2
Finally, resazurin, in a period of time ranged from 24 to 53
hours, allows determining the cytotoxicity of different drugs
against parasites, such as Leishmania spp. and Trypanosoma
cruzi =2,

Since MALDI-TOF has revolutionized clinical microbiol-
ogy laboratories due to the fact that bacterial identification
can be obtained in some minutes?, resazurin could be used
in commercial panels with a large inoculum of staphylococci,
enterococci to provide a faster AST without the need to intro-
duce another methodology in the laboratory. Moreover, given
that the change from blue (no growth) to red (growth) is ob-
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Table 5 Percentage of the reduced form of resazurin obtained from 15 clinical strains of enterococci

Incubation time (minutes)

Bacteria Susceptibility L
o . Susceptibility
(number of Antibiotic tested by commercial methods 75 90 105 120 .
. by resazurin
Straln] (E'test MIC: mglL) WA S R WA S R WA S R WA S R
Ampicillin Susceptible (0.5) 15.12 6.17 7.38 2187 1055 1138 3479 1315 1271 4541 1528 1577 Susceptible
E. faecali
‘ﬁ)m ® " Vancomycin Susceptible (1) 1531 780 713 2273 1091 926 3120 1206 1242 4098 1693 1547  Susceptivle
Ciprofloxacin Susceptible (2) 1515 527 642 2224 9.3 982 3042 1387 1329 4235 1434 1522 Susceptible
Ampicillin Susceptible (2) 13.21 7.43 6.19 19.19 11.84 10.49 29.11 13.18 1268  37.79 13.66 13.28 Susceptible
E. faecalis : . .
0 Vancomycin Susceptible (2) 12.10 6.46 6.62 18.88 9.77 9.70 27.87 12.61 10.62 35.58 15.91 14.12 Susceptible
Ciprofloxacin Resistant (>32) 14.95 13.24 14.72 20.17 21.93 2064 2833 28.32 2859 3796 3919 3427 Resistant
Ampicillin Susceptible (1) 19.48 6.44 6.81 29.63 10.23 9.79 38.39 .21 11.51 43.19 15.20 14.51 Susceptible
E. faecali
‘E;“' 5 Vancomyein Susceptible (05) 1871 626 568 2944 897 958 4119 1372 1386 5028 1689 1413 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (1) 21.90 5.70 793 28.14 9.80 9.39 40.62 12.82 13.43 52.14 15.93 15.66 Susceptible
Ampicillin Resistant (>256) 12.43 8.63 8.37 2269 2154 2096 3148 3074 3211 4333 4027  39.26 Resistant
E. faecalis : . .
@ Vancomycin Susceptible (2) 11.54 7.59 6.31 20.06 10.68 1045  29.56 12.83 14.27 37.69 15.64 15.78 Susceptible
Ciprofloxacin Resistant (>32) 11.75 1070 1047 2191 22.11 2293 3067 2939 2684 3881 37.31 38.31 Resistant
Ampicillin Susceptible (2) 18.95 5.34 5.10 2428 1.25 1.02 35.18 12.58 1118 47.26 15.73 1471 Susceptible
E. faecalis . . .
6 : Vancomycin Susceptible (2) 1927 329 429 2511 5.14 576 3383 1244 994 4341 1484  13.05 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (0.06) 18.96 4.12 3.12 27.74 7.85 6.88 341 10.82 1073 4549 13.62 13.48 Susceptible
Ampicillin Susceptible (1) 5.04 341 328 1251 655 775 1993 1019 1097 3384 1529 1563 Susceptible
E. faecali
‘z;]m % Vancomycin Susceptible (2) 611 436 471 1119 668 822 2084 1113 1273 3432 1568 1416  Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (2) 587 545 383 1365 844 781 2130 928 922 3453 1542 1431 Susceptible
Ampicillin Susceptible (1) 12.59 4.48 5.62 20.16 1.94 6.34 31.65 12.72 11.39 40.80 15.59 14.40 Susceptible
E. faecalis . . :
0) : Vancomycin Susceptible (0.5) 1256 375 397 2037 639 6.12 3226 1254 1218 4574 1438 1598 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (1) 1288  5.11 464 1984 747 723 3032 1117 1059 3936 1489 1317 Susceptible
Ampicillin Resistant (16) 19.16 20.51 19.94 29.27 31.26 30.87 40.26 41.12 41.62 53.88 50.47 52.12 Resistant
E. faecali
‘Z;lw ® Vancomycin Susceptible (2) 2048 442 437 2812 731 855 4357 1148 1079 5655 1478 1529 Susceptible
Ciprofloxacin Resistant (>32) 18.84 19.18 1928 3155 2812 2826 4440 4023 3982 51.47 49,51 51.66 Resistant
Ampicillin Susceptible(1) 534 573 5.85 11.76 8.42 8.40 19.78 10.92 11.58  32.75 15.92 14.53 Susceptible
E. faecalis . . .
o) Vancomycin Susceptible (1) 4.79 4.50 3.13 12.33 8.67 7.48 20.94 12.11 12.93 29.28 14.49 15.46 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (1) 6.32 5.13 4.80 1069 9.29 6.57 1812 1127 914 3032 1677 1423 Susceptible
Ampicillin Susceptible (2) 12.97 8.71 5.17 20.28 10.97 9.24 31.38 12.16 11.98 4268 16.12 14.79 Susceptible
E. faecalis . . .
(10) : Vancomycin Susceptible(2) 13.73 6.93 7.85 2062 1134 9.5 3072 1248 1221 4543 1528 1536 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible(0.5) 13.22 8.39 892 21.59 10.74 11.84 3647 11.53 1255 4929 13.86 13.27 Susceptible
Ampicillin Resistant (>256) 20.82 20.68  21.17 32.27 3326 3331 4429 4094  40.89 5213 49.77 47.15 Resistant
E. faecium . . A
(1) Vancomycin Susceptible(2) 2245 5.27 529 32.58 8.75 7.19 45.64 9.11 11.29 57.41 13.63 13.71 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (2) 2026 559 442 3374 799 752 4057 1284 1074 5018 1595 1223 Susceptible
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Table 5 Percentage of the reduced form of resazurin obtained from 15 clinical strains of enterococci (cont.)
Bl Susceptibility Incubation time (minutes) —
(number of Antibiotic tested by commercial methods 75 90 105 120 P .y
: by resazurin
strain) (E-test MIC: mg/L) WA 5 R WA S R WA 5 R WA S R
Ampicillin Resistant (>256) 11.88 10.36 1216 2098 19.83 19.83  32.88 3043 2928 4416  39.33 41.34 Resistant
E. faecium . . .
" 2]' ) Vancomycin Susceptible (2) 1278 533 710 1926 819 846 3127 1181 1210 4084 1428 1511  Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (1) 10.27 6.41 4.35 22.03 8.64 9.28 30.14 12.59 13.64 4358 15.13 15.67 Susceptible
Ampicillin Resistant (>256) 1919 1826 1893 2934 2867 2715 3812 3515 3649 4776 4834 4824 Resistant
E. faecium . . i
1) Vancomycin Susceptible (1) 2032 647 554 3226  9.86 872 3688 1241 1226 4695 1472 1648 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (1) 2297 435 433 3357 729 10.16 4014 1167 1175 5028 1576  15.71 Susceptible
Ampicillin Susceptible (0.5) 11.43 8.83 1.87 19.26 10.45 10.64 2881 12.72 13.19 35.81 15.84 16.65 Susceptible
E. faecium . . .
(1) Vancomycin Susceptible (2) 1299 1027 1122 1883 1217 1258 2942 1313 1464 3843 1621 1518 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (1) 1055  9.34 923 2252 1159 1244 3228 1346 1382 4011 1644 1638 Susceptible
Ampicillin Susceptible (1) 11.63 6.28 1.22 22.58 10.30 9.71 3327 13.12 11.63 40.35 14.18 15.63 Susceptible
E. faecium . . .
(15) Vancomycin Susceptible (1) 1177 563 748 2003 829 862 3484 1246 1282 4471 1523 1352 Susceptible
Ciprofloxacin Susceptible (0.06) 12.31 1.47 7.59 25.72 10.88 9.16 33.93 11.39 1225 4211 13.42 15.38 Susceptible

WA: tube without antibiotic; S: tube with antibiotic at breakpoint concentration of susceptibility; R: tube with antibiotic at breakpoint concentration of resistance

vious, even for wells with reduced or smalls rates of growth,
resazurin could overcome problems frequently encountered in
conventional broth microdilution tests, such as inoculums sed-
imentation or very scant or transparent growth, which occur
with some species of bacteria’.
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RESUMEN

Introduccion. Las bacteriemias por enterobacterias mul-
tirresistentes suponen un gran motivo de preocupacion ac-
tualmente. Para conocer el impacto de dichas infecciones en
nuestra area, realizamos el presente estudio.

Método. Estudio observacional prospectivo de una cohor-
te de pacientes con bacteriemia por enterobacterias produc-
toras de BLEE y otras beta-lactamasas (BE-BL) ingresados en
el Hospital Universitario Cruces durante 2 afios. Estudio des-
criptivo y analisis de mortalidad y por subgrupos, con especial
atencion a los pacientes oncologicos.

Resultados. Durante el periodo estudiado, se diagnostica-
ron 3.409 episodios de bacteriemia, de los cuales 124 (3,6%) fue-
ron BE-BL. EI 40,3% de los casos fueron de origen nosocomial, el
15,3% comunitario y el 44,4% asociados a cuidados sanitarios.
El 44,49% de la cohorte presentaba cancer. La presencia de E. coli
fue mayoritaria en las BE-BL de cualquier foco (83%). El 58,1%
recibio un tratamiento empirico inadecuado. La mortalidad a
los 7 dias fue del 10,5% vy a los 30 dias del 21,8%. Ninguna de
las variables analizadas mostro asociacion con la mortalidad a
los 7 y 14 dias, aunque la presencia de cancer de 6rgano solido
(p=0,032) asi como de infeccion por VIH en estadio avanzado
(p=0,027), se asociaron con una mayor mortalidad a los 30 dias.

Conclusiones. Mas de la mitad de los casos de BE-BL fue-
ron de origen extra-hospitalario, y dentro de ellos, fueron ma-
yoritarios los casos asociados a cuidados sanitarios. A pesar de
que mas de la mitad de los pacientes recibieron un tratamien-
to antibiotico empirico inadecuado, este hecho no se asocio a
mayor mortalidad; encontrandose Unicamente una asociacion
entre mortalidad a los 30 dias y presencia de neoplasia solida
subyacente o de VIH avanzado.

Palabras clave: Beta-lactamasas de Espectro Extendido; Bacteriemia; Infec-
cion asociada a cuidados sanitarios.
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Bacteraemia due to extended-spectrum
beta-lactamases (ESBL) and other
beta-lactamases (ampC and carbapenemase)
producing Enterobacteriaceae: association with
health-care and cancer

ABSTRACT

Introduction. Bloodstream infections due to multire-
sistant Enterobacteriaceae are a major matter of concern
nowadays. The present study evaluated the impact of these
infections in our area.

Methods. Prospective observational study of a cohort
of patients with bacteraemia due to extended-spectrum be-
ta-lactamases (ESBL) and other beta-lactamases producing or-
ganisms among hospitalized patients in Cruces Hospital for 2
years. We conducted a descriptive analysis, a subgroup analysis
(cancer vs. non-cancer patients) and a mortality analysis.

Results: During the study period, 3409 episodes of bacte-
remia were diagnosed, of which 124 (3.6%) were ESBL and other
beta-lactamases producing Enterobacteriaceae. 40.3% of the cas-
es were nosocomial, 15.3% community acquired and 44.4% were
health-care associated. 44.4% of the cohort had cancer as underly-
ing disease. The most commonly isolated organism was E. coli (83%
of cases), regardless of the source of infection. 58.1% of patients
received inadequate empirical therapy. 7 day-mortality was 10.5%
and 30 day-mortality was 21.8%. None of the analyzed variables
showed association with 7 and 14 day-mortality, but the presence
of solid cancer (p= 0.032) and advanced HIV infection (p = 0.027),
were significantly associated with higher 30 day-mortality.

Conclusions. More than half of bacteraemia episodes af-
fected outpatients and most of them were health-care asso-
ciated episodes. Even though more than half of the patients
received inadequate empirical treatment, this was not related
to higher mortality. We only found an association between 30
day-mortality and the presence of underlying solid malignancy
or advanced HIV infection.

Keywords: Extended-Spectrum Beta-Lactamases; Bacteraemia; Health-care
associated infections.
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INTRODUCCION

Las beta-lactamasas (BL) se han convertido en uno de los
mecanismos de resistencia mas importantes de las bacterias
gramnegativas (BGN) en las ultimas décadas. Dentro de ellas,
las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las beta-
lactamasas tipo AmpC vy las carbapenemasas suponen un gran
problema en la actualidad, debido a las limitaciones terapéu-
ticas eficaces para su erradicacion. El ultimo informe de la
European Center for Disease Prevention and Control alerta de
un aumento general de la resistencia a los antimicrobianos en
toda Europa en los patégenos gramnegativos vigilados'. Hay
multiples factores de riesgo asociados a la adquisicion de in-
fecciones por BGN productores de BL que, segun los estudios
publicados, difieren en funcion del origen nosocomial o comu-
nitario de las mismas. A pesar de que existen resultados con-
tradictorios en las publicaciones, hay una gran coincidencia en
que estas infecciones multirresistentes confieren un peor pro-
nostico al cuadro clinico®. La presencia de cancer como factor
de riesgo se ha analizado ampliamente en estudios previos, ob-
servandose una mayor frecuencia de tratamiento antibiotico
empirico inadecuado y una mayor mortalidad, especialmente
en el caso de neoplasias sdlidas®'2 El objetivo del presente es-
tudio fue describir las caracteristicas epidemiologicas, clinicas,
microbiologicas y terapéuticas de una cohorte de pacientes
con bacteriemia por enterobacterias productoras de BLEE y
otras beta-lactamasas (BE-BL) en nuestro centro, y analizar los
factores prondsticos asociados a mortalidad, particularmente
en la cohorte de pacientes con cancer.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de casos y diseio del estudio. Se trata de un
estudio observacional prospectivo de una cohorte de pacientes

con BE-BL ingresados en nuestro hospital durante un perio-
do de tiempo de 2 afnos (abril 2011- abril 2013). El Hospital
Universitario Cruces es un centro terciario situado en Barakal-
do, en la provincia de Bizkaia, con unas 900 camas y mas de
50.000 ingresos anuales, que atiende a una poblacion de mas
de 370.000 habitantes. Es ademas hospital de referencia regio-
nal en Cirugia Cardiaca Infantil, Trasplante Renal, Trasplante
Hepatico y Grandes Quemados. Se recogio informacion de la
historia clinica de los pacientes en una base de datos infor-
matizada y con variables pre-definidas. Para el analisis, cada
episodio de BE-BL se considerd un caso. Las variables estudia-
das se describen en la tabla 1. Dado que el estudio era obser-
vacional, y no de intervencion, el manejo clinico del episodio
infeccioso lo realizo su médico responsable, sin que los inves-
tigadores del estudio ejercieran ninguna influencia sobre las
decisiones diagnostico-terapéuticas.

Definiciones. De forma simplificada hablaremos de bac-
teriemias por enterobacterias productoras de beta-lactamasas
(BE-BL), sin especificar el tipo de BL (BLEE, AmpC o carbapene-
masa), salvo en el apartado especifico de microbiologia. Cla-
sificamos las bacteriemias segun su lugar de adquisicion en:
comunitarias, asociada a cuidados sanitarios, y nosocomiales.
Consideramos de origen nosocomial a aquellas bacteriemias
que tuvieron lugar a partir de las 48 horas desde el ingreso
hospitalario y bacteriemia asociada a cuidados sanitarios (ACS)
a las que cumplian alguno de los siguientes criterios: ingreso
(de > 48 horas de duracion) en un hospital de agudos en los
ultimos 3 meses; atencion especializada en hospitalizacion do-
miciliaria u hospital de dia en el mes previo a la bacteriemia
(incluyendo la realizacion de procedimientos endoscopicos di-
gestivos y/o urinarios y/o otros procedimientos invasivos como
sondaje vesical o catéteres intravenosos); y hemodialisis en el
ultimo mes o pacientes residentes en centros socio sanitarios
o de crénicos. Las bacteriemias que no cumplian ninguna de
las caracteristicas anteriores fueron clasificados como comu-

Tabla 1 Variables estudiadas
Datos demograficos Edad, sexo
Origen Comunitario, nosocomial, asociado cuidados sanitarios
. Comorbilidad indice de Charlson, IRC, DM
Datos del paciente
: Cancer (solido/hematoldgico), trasplante, quimioterapia activa,
Inmunosupresion

corticoterapia, tratamiento bioldgico, VIH estadio 3

Gravedad del episodio

Pitt score, presencia de sepsis/shock séptico

Foco de origen de la bacteriemia, tratamiento antibiotico empirico, tratamiento antibiético dirigido, adecuacion del

Datos clinicos

Mortalidad

tratamiento antibiotico, tiempo de instauracion del tratamiento definitivo, estancia media

Temprana
Tardia

Datos microbioldgicos

Tipo de enterobacteria

Tipo de beta-lactamasa

Antibiograma

IRC: insuficiencia renal cronica, DM: diabetes mellitus
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nitarias (tienen su origen en la comunidad y es detectada den-
tro de las primeras 48 horas de hospitalizacion, no mediando
durante ese periodo ninguna actividad asistencial que pueda
haberla inducido)?™*. La severidad de la infeccion fue evalua-
da en el momento de la instauracion de la bacteriemia me-
diante el indice de "Pittsburgh Bacteremia Score". Sepsis grave
y shock séptico: definidos segun los criterios de consenso de
la International Sepsis Definitions Conference'. Insuficien-
cia renal cronica (IRC): pérdida irreversible de la funcion re-
nal calculada como un filtrado glomerular < 50 ml/min/1.73
mZ2 Neutropenia: recuento absoluto de neutrdfilos en sangre
<1000 células/mm3. Incluimos dentro del grupo de inmuno-
supresion a aquellos pacientes en tratamiento quimioterapico
activo, tratamiento corticoideo (>15 mg/dia durante mas de
15 dias), tratamiento con inmunosupresores clasicos y farma-
cos bioldgicos, neutropenia de cualquier origen e infeccion por
VIH estadio 3. Tratamiento empirico y definitivo adecuado:
administracion de un régimen terapéutico como tratamiento
empirico o definitivo, respectivamente, que contenga al menos
un antibiotico activo frente al microorganismo (demostrado
mediante sensibilidad in vitro)'. Retraso de tratamiento ade-
cuado: tiempo (dias) transcurridos entre el diagndstico de bac-
teriemia vy la instauracion de tratamiento especifico adecuado.
Estancia hospitalaria: dias transcurridos desde el episodio de
bacteriemia hasta el alta hospitalaria o fallecimiento en el cen-
tro. Mortalidad precoz: muerte por cualquier causa en los 7
primeros dias tras el diagnostico de bacteriemia. Mortalidad
tardia: muerte por cualquier causa en los 30 dias tras el diag-
nostico de bacteriemia.

Estudio microbioldgico. Procesamiento de hemocul-
tivos: Los hemocultivos se procesaron por el sistema BACTEC
9240 (Becton-Dickinson). Pruebas de identificacion bacteriana
y sensibilidad antibiotica: Todas las enterobacterias se identi-
ficaron y se estudio la sensibilidad por el sistema automati-
zado VITEK 2 (BioMérieux). La interpretacion de la sensibilidad
se realizo siguiendo los criterios del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Pruebas fenotipicas de confirmacion
de BLEE: Para la confirmacion fenotipica de BLEE se utilizd el
test de sinergismo con acido clavulanico. Para ello realizamos
dos técnicas: prueba de sinergia de doble disco y con tiras de
E-test®. En el caso de la Klebsiella oxytoca con un perfil com-
patible con hiperproduccion de k1, resistencia a ceftriaxona y
aztreonam pero sensibilidad mantenida a ceftazidima, se en-
viaron al centro de referencia para estudio molecular de BLEE.
En ausencia de deteccion de éstas se considerd hiperproduc-
cion de k1. Pruebas fenotipicas de confirmacion de AmpC: Para
la confirmacion fenotipica de AmpC se utilizd la prueba del si-
nergismo con cloxacilina. Pruebas fenotipicas de deteccion de
CBPM: Se utilizd el test de Hodge modificado (siguiendo las
normas del CLSI), que detecta cualquier tipo de carbapenema-
sa, y pruebas de sinergismo con EDTA, que son especificas de
las metalo-betalactamas. Todas las cepas sospechosas de ser
productoras de CBPM, AmpC y k1 hiperproducida se envia-
ron al centro de referencia Instituto de Salud Carlos I, Maja-
dahonda, Madrid para su estudio molecular.

Analisis de los datos (analisis estadistico). Los datos

fueron analizados mediante el software estadistico Stata v12.1
(StataCorp. 2011. Stata Statistical Software: Release 12. Colle-
ge Station, TX: StataCorp LP). Las variables categoricas se des-
criben como frecuencias (%) y las continuas como medias con
desviacion estandar (DE) o medianas con rangos en funcion de
las caracteristicas distribucionales de los datos. Para evaluar la
existencia de potenciales predictores de la mortalidad se utili-
zaron modelos de regresion logistica binaria con la muerte a
los 7, 14 y 30 dias respectivamente como variables respuesta.
Se evaluaron los siguientes factores prondsticos potenciales:
la existencia de cancer y tipo (sélido o hematologico), neutro-
penia, exposicion a tratamiento quimioterapico, corticoterapia
y/o tratamientos inmunosupresores y bioldgicos, la existencia
de una infeccion por VIH estadio C3 y el estado de receptor de
un trasplante. Aquellos factores que de forma bivariante pre-
sentaban una p <0,2 en su asociacion con la mortalidad fue-
ron incluidos en un modelo de regresion multiple. El nivel de
significacion estadistica para cada variable en el modelo final
fue del 5%. Se excluyo del analisis de mortalidad a 6 pacientes
en los que no se instaurod tratamiento antibidtico, dado que se
adoptaron medidas paliativas debido a su enfermedad de base
(andlisis de mortalidad en 118 pacientes).

RESULTADOS

Analisis descriptivo. Durante el periodo estudiado, se
diagnosticaron en nuestro Hospital 3.409 episodios de bac-
teriemia, de los cuales 1.208 (35,4%) fueron causados por
enterobacterias y 124 episodios fueron causados por ente-
robacterias portadoras de BL, lo que supone el 3,6 % de las
bacteriemias totales y el 10,3% de las bacteriemias por ente-
robacterias. De los 124 casos de BE-BL detectados, 80 (64,5%)
fueron en varones y 44 (35,5%) en mujeres. La edad media fue
de 68,2 + 15,4 afos. El 40,3% (50 casos) de los casos fueron de
origen nosocomial, el 15,3% (19 casos) comunitario y el 44,4%
(55 casos) fueron ACS. La mediana del indice de Charlson fue
de 4,5 (rango 0-13), siendo mds bajo en mujeres (mediana 4)
que en varones (mediana 5), aunque sin significacion estadis-
tica. Respecto al Pitt Score, la mediana fue de 2 (rango 0-10).
El 38,7% de las bacteriemias (48 casos) debutaron como sepsis
grave/shock séptico. Los focos de bacteriemia mas frecuentes
fueron el urinario y el biliar (en ambos 53 casos: 42,7%), sequi-
dos del de piel y partes blandas (7 casos: 5,7%), respiratorio (6
casos: 4,8%), dispositivo intravascular (3 casos: 2,4%) y otros
(2 casos: 1,6%). En mujeres fue mas frecuente el foco digestivo
(21/44) y en los hombres el urinario (39/80) sequido del diges-
tivo 32/80). Cincuenta y cinco pacientes (44,4%) presentaban
cancer (38 solidos, 17 hematoldgicos), 35 pacientes eran dia-
béticos (28,2%) y 25 pacientes sufrian insuficiencia renal cro-
nica (20,2%). Diez pacientes habian recibido un trasplante de
organo solido: 8 renal, 1 hepatico y 1 pulmonar. Treinta y un
pacientes (25%) estaban inmunodeprimidos, de los cuales 11
recibian tratamiento quimioterapico (8,9%), 17 corticoterapia
(13,7%), 10 terapia bioldgica (8%) y 4 presentaban infeccion
por VIH estadio 3 (3,2%). La caracterizacion microbioldgica y la
sensibilidad antibiotica in vitro quedan recogidas en las tablas
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2y 3, respectivamente. La presencia de E. coli fue mayorita-
ria en las BE-BL de cualquier foco (83%). Destaca la presen-
cia de K. pneumoniae en pacientes con trasplante renal y en
los tratados con corticoterapia, respecto a otros gérmenes, asi
como su ausencia en otros tipos de poblaciones consideradas
clasicamente de riesgo para este microorganismo (neutropéni-
cos, oncohematologicos y diabéticos). Respecto al tratamiento
empirico, 52 pacientes (41,9%) fueron tratados con un beta-
lactamico/inhibidor de beta-lactamasa, 37 (29,8%) con un car-
bapenémico, 23 (18,6%) con una cefalosporina, 8 (6,5%) con
una fluoroquinolona y 2 (1,6%) con tigeciclina. Dos pacientes
(1,6%) no recibieron ningun tratamiento antibidtico empiri-
co debido a la situacion clinica de gravedad que presentaban,
habiéndose decidido por su médico responsable la limitacion
del esfuerzo terapéutico. Setenta y dos pacientes (58,1%) re-
cibieron un tratamiento empirico inadecuado, sin apreciarse
diferencias estadisticamente significativas por el hecho de
pertenecer a un grupo especifico de pacientes. En relacion al
tratamiento definitivo, 105 pacientes (84,7%) recibieron un
carbapenémico, 7 (5,7%) un betalactamico/inhibidor de beta-
lactamasa, 2 (1,6%) cotrimoxazol, 2 (1,6%) tigeciclina, 1 (0,8%)
cefepima y otro (0,8%) ciprofloxacino. Doce pacientes (9,7%)
de la cohorte no tenian un tratamiento definitivo adecuado,
6 (4,8%) de los cuales no recibieron ningun antibiotico, al ser
adoptada en estos casos una actitud paliativa por su médico
correspondiente por tratarse de situaciones clinicas terminales.
En cuanto al tiempo hasta la instauracion del régimen defi-
nitivo adecuado, se consiguio en las primeras 48 horas en el
72,3% de los casos, y mas alla de las primeras 48 horas en el
27,7%. La mediana de estancia hospitalaria fue de 18,5 dias
(rango 0-132 dias). La mortalidad precoz fue del 10,5% vy la
tardia del 21,8%, existiendo una mortalidad tardia superior en
varones (25% vs. 15,9%) sin significacion estadistica (p=0,241).
En la tabla 4 se recogen los datos de mortalidad en funcion del
lugar de adquisicion de la bacteriemia.

Analisis por subgrupos (oncoldgicos vs. no oncologi-
cos). De los pacientes oncoldgicos, 36 (65,4%) eran varones
y 19 (34,6%) mujeres, con una media de edad de 65,2 + 15,0
anos vs. 70,6 + 15,4 aios de los pacientes no oncologicos (p=
0,053). Las caracteristicas basales de ambos subgrupos, asi co-
mo su analisis comparativo quedan reflejados en la tabla 5.
Cabe mencionar que en el grupo de pacientes oncoldgicos el
origen mas frecuente de la bacteriemia fue el digestivo, mien-
tras que en los no oncologicos fue el urinario, siendo esta di-
ferencia estadisticamente significativa (p= 0,002). La mediana
del Pitt Score en los pacientes oncologicos fue de 2 (rango
0-9) mientras que en pacientes no oncoldgicos fue de 1 (rango
0-10), con una significacion estadistica marginal (p= 0,060).
Treinta y cinco pacientes del grupo oncoldgico (63,6%) recibie-
ron un tratamiento empirico inadecuado frente a 37 pacientes
de grupo no oncologico (53,5%), sin existir significacion esta-
distica. Tampoco existieron diferencias en el tiempo de retraso
de instauracion de tratamiento definitivo entre ambos grupos.
La mediana de estancia hospitalaria en pacientes oncoldgicos
fue de 17 dias (rango 0-132) vs. 20 dias (rango 1-126) en pa-
cientes no oncologicos (p=0,474). La mortalidad fue mayor en

p=0,008

p=0,042

p=0,056

mortalidad (incidencia acumulada)
2

no cancer cancer
30 dias

no cancer cancer
14 dias

no cancer cancer
7 dias

Mortalidad a los 7,14 y 30 dias en
pacientes oncoldgicos vs. no oncoldgicos

Figura 1

Tabla 2 Caracterizacion microbioldgica

Microorganismo productor de BE-BL Total de aislamiento (n=124)

Escherichia coli 104 (83,9%)
Klebsiella pneumoniae 12 (9,7%)
Klebsiella oxytoca 4(3,2%)
Enterabacter cloacae 2 (1,6%)
Citrobacter spp. 1(0,8%)
Proteus mirabilis 1(0,8%)

BE-BL = Bacteriemias por enterobacterias productoras de beta-lactamasas

Tabla 3 Sensibilidad antibiotica in vitro

Agente antimicrobiano Total de cepas sensibles aisladas (n=124)

Amikacina 104 (83,9%)
Gentamicina 86 (69,4%)
Ciprofloxacino 25 (20,1%)
Cotrimoxazol 39 (31,4%)
Imipenem 123 (99,2%)

pacientes oncologicos en comparacion con los no oncolégicos
en los tres puntos temporales estudiados aunque esta diferen-
cia fue estadisticamente significativa solo a los 14 (p=0,042) y
los 30 dias (p=0,008) (figura 1).

Analisis de mortalidad. Se realizo un anélisis de morta-
lidad a los 7, 14y 30 dias desde el diagnostico de bacteriemia
para tratar de identificar las variables asociadas con morta-
lidad. Se excluyd del andlisis a 6 pacientes en los que no se
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instaurd tratamiento antibidtico,

Tabla 4 Mortalidad en funcion del lugar de adquisicion de la bacteriemia d .
ado que se adoptaron medidas
paliativas debido a la gravedad de
su enfermedad de base (n=118).
Mortalidad Nosocomial Comunitaria ~ Asociada a cuidados sanitarios Ninguno de los potenciales pre-
Dia 7 7150 (14%) 119 (5,200) 555 (9%) 13124 (10,5%) dictores evaluados se asocio signi-
ficativamente a mortalidad precoz
Dia 14 9/50 (18%) 1/19 (5,2%) 10/55 (18,2%) 20/124 (16,1%) en el andlisis univariante ni en el
Dia 30 13/50 (26%) 319 (15,8%) 11/55 (20%) 27/124 (21,8%) multivariante. En cuanto a la mor-
talidad en el dia 14, se encontro
Tabla 5 Analisis por subgrupos (oncoldgicos vs. no oncoldgicos) unicamente una tendencia a mayor mor-
talidad de los pacientes con VIH avanzado
Oncoldgicos No oncoldgicos pe (p= 0,069), sin que esta asociacion fuera
(n=55) (n=69) estadisticamente significativa. En el analisis
Lugar de adquisicion multivariante de mortalidad a los 30 dias,
Asociada a cuidados sanitarios 24 (43,64%) 31 (44,93%) 2 presencia de cdncer o mf.e,cc.lon. por .VlH
en estadio avanzado se asocio significativa-
Comunitaria 5(9.09%) 14(20,29%) 0.16 mente con una mayor mortalidad (neoplasia
Nosocomial 26 (47,27%) 24 (34,78%) solida, p= 0,032; VIH estadio 3, p=0,027).
Foco de origen .
Urinario 14 (25,450%) 39 (56,52%) DISCUSION
Intestinal 30 (54,55%) 23(33,330%) Todos los autores europeos describen
Partes blandas 3 (5,45%) 4 (5,809%) 0,002 un aumento notable en los ultimos afos de
Respiratorio 3 (5,45%) 3 (4,35%) las infecciones por enterobacterias produc-
toras de BL"-%°. Durante el afto 2000 un es-
bty & Gl 3 (5:45%) v tudio espafiol multicéntrico’® de infecciones
Otros 2 (3,64%) 0 por E. coli y K. pneumoniae productoras de
Microorganismo BE-BL BLEE, objetivo una prevalencia de BLEE del
) 2,7% en K. pneumoniaey del 0,5% en E. coli.
2 48 (87.21%) 56 (81,16%) En 2006, se desarrolld un segundo estudio
K. pneumoniae 2(3,64%) 10 (14,49%) nacional comparativo, constatandose un
K. oxytoca 2 (3,64%) 2 (2,90%) 0,16 incremento considerable de su prevalencia:
£ cloacge 1 (182%) 1 (145%) 5,04% .en K pnegmoniae y 4,04% en E. co-
/?°. Unido a este incremento en su prevalen-
Citrobacter spp. 1(1,82%) 0 cia, se ha observado un cambio en la epide-
P. mirabilis 1(1,82%) 0 miologia de estas infecciones. Asi, a finales

Tratamiento empirico

No tratamiento empirico 2 (3,64%) 0
Carbapenémicos 16 (29,09%) 21 (30,43%)
BLBLI 23 (41,82%) 29 (42,03%) 0,45
Cefalosporinas 9 (16,36%) 14 (20,29%)
Fluoroquinolonas 3 (5,45%) 5 (7,25%)
Tigeciclina 2 (3,64%) 0
Tratamiento definitivo
No tratamiento definitivo 5 (9,09%) 2 (2,90%)
Carbapenémicos 45 (81,82%) 60 (86,96%)
BLBLI 3 (5,45%) 4 (5,80%) 029
Cotrimoxazol 0 2 (2,9000)
Fluoroquinolonas 1(1,82%) 0
Tigeciclina 1(1,82%) 0
Cefepima 0 1(1,45%)

* test exacto de Fisher, BIBLI= beta-lactamicofinhibidor de beta-lactamasa.

de los afos 90, la mayoria de las cepas pro-
ductoras de BLEE estaban relacionadas con
brotes nosocomiales y raramente asociadas
a infecciones adquiridas en la comunidad;
la prevalencia de produccion de BLEE era
mayor en cepas de K pneumoniae que en
E. coli"1820, Esta situacion ha cambiado en
los ultimos afos y la mayoria de cepas BLEE
aisladas, son ahora E. colj, de origen comu-
nitario y asociadas a infecciones urinarias?2'.
También se describe una mayor incidencia
de estas infecciones en centros de crénicos
y asociadas a cuidados sanitarios'®. Esto es
especialmente preocupante, ya que refleja
la cada vez mayor participacion de los pa-
tégenos multirresistentes en infecciones ad-
quiridas en la comunidad, hecho que podria
asociarse a una mayor morbi-mortalidad. Ya
en el 2006, Rodriguez-Bafo et al. describen
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en un estudio de bacteriemias por E. coli BLEE que el 49% de
los casos fueron nosocomiales, el 19% comunitarias puras,
siendo el 32% de los casos restantes asociados a los cuidados
sanitarios?'. Este nuevo escenario epidemiologico, también se
observa en nuestro estudio, ya que mas de la mitad de BE-BL
fueron de origen extrahospitalario: el 44,4% estaban asociados
a cuidados sanitarios y el 15,3% eran puramente comunitarias,
siendo E. coli el germen implicado en casi el 85% de los casos.

Las opciones de tratamiento en las infecciones causadas
por estos microorganismos son limitadas, ya que presentan
resistencia a cefalosporinas (excepto cefamicinas), penicilinas
de amplio espectro y aztreonam. Ademas, con frecuencia, los
plasmidos que codifican esta resistencia portan genes de resis-
tencia a otros antibidticos, como las quinolonas, aminogluco-
sidos y cotrimoxazol, y el fendmeno de resistencia cruzada es
muy frecuente'®?'-2_ Esta multirresistencia dificulta enorme-
mente la seleccion de un tratamiento adecuado. Estudios es-
pafoles de los Ultimos afnos?"?* describen resistencias de E. coli
BLEE a ciprofloxacino de 68-899%, y a cotrimoxazol de 64-82%,
datos concordantes con los de nuestro estudio, con resisten-
cias a quinolonas y cotrimoxazol de 79,8% vy 68,6% respec-
tivamente. Por tanto, el uso de ambos grupos de antibioticos
en regimenes empiricos no estaria indicado. Asimismo, existen
datos insuficientes para recomendar su uso en el tratamiento
definitivo de estas infecciones?, aunque podrian considerar-
se como alternativa a los carbapenémicos si se demuestra su
susceptibilidad in vitro®?25, Teniendo en cuenta la evidencia
disponible, los carbapenémicos deberan ser considerados los
farmacos de eleccion para el tratamiento de infecciones graves
causadas por estos microorganismos®.

Otro aspecto importante a destacar es el hecho de que
casi un 45% de nuestra cohorte presentaba neoplasia como
enfermedad de base, fenomeno descrito también por otros au-
tores®. Un estudio espafiol publicado por Gudiol et al. en 2008
realizado en pacientes con neoplasias (sélidas y hematologi-
cas) mostraba que los pacientes con bacteriemia por E. coli
BLEE recibian mds frecuentemente un tratamiento empirico
inadecuado que aquellos con bacteriemia por E. colino BLEE, y
que el primer grupo se asociaba con mayor tasa de mortalidad
global, aunque las diferencias no eran estadisticamente signi-
ficativas®. Kang et al., en cambio, describen en una poblacion
con neoplasias hematoldgicas una mortalidad significativa-
mente mayor en los pacientes con bacteriemia por BLEE frente
a bacteriemia no BLEE (44,8% vs. 14,2%, respectivamente; p<
0,001)". En nuestro estudio, los pacientes oncologicos presen-
taban una mortalidad significativamente mayor a los 30 dias
desde el diagnostico de bacteriemia en comparacion al grupo
no oncologico. Esta diferencia se debe principalmente a la alta
mortalidad de los pacientes con tumores solidos.

Existe gran controversia respecto a las implicaciones pro-
nosticas que tienen las BE-BL, ya que asi como algunos estu-
dios no encuentran una asociacion significativa entre su pre-
sencia y un mayor fracaso terapéutico o mortalidad?, otros
concluyen que la presencia de estos organismos confiere peor
pronostico al cuadro clinico*®%. Para varios autores, la mor-
talidad en bacteriemias por estos microorganismos multirre-

sistentes se relaciona con el uso de un tratamiento empirico
inadecuado?58122126: con |a severidad de la infeccion?''?6 y con
la presencia de enfermedad de base grave (fundamentalmente
cancer) ylo coexistencia de varias comorbilidades®. En nuestro
estudio, las enfermedades de base son las que mas influyen en
la mortalidad, asociandose de forma significativa con mortali-
dad a los 30 dias el hecho de tener un cancer de estirpe solida
o0 padecer infeccion por VIH en estadio avanzado. Es importan-
te mencionar que a pesar de que el 58,1% de los pacientes del
presente estudio recibiera un tratamiento empirico inadecua-
do, este hecho no se asocié con una mayor mortalidad.

Las principales limitaciones de nuestro estudio son su
naturaleza observacional, el ser unicéntrico, el no disponer de
un grupo control de comparacion, el tamafio muestral que no
permite un analisis detallado de determinados subgrupos y la
ausencia de tipificacion genotipica del tipo de BLEE.

Se puede concluir que en nuestro medio, mas de la mi-
tad de las BE-BL fueron de origen extra-hospitalario, siendo la
poblacion asociada a cuidados sanitarios y la de pacientes con
neoplasia solida subyacente las mas representadas en la co-
horte, mostrando estos ultimos ademds una mayor mortalidad
tardia respecto a otros grupos. Otros factores, como la presen-
cia de VIH avanzado se asociaron también a mayor mortalidad
a los 30 dias. Mas de la mitad de los pacientes recibieron un
tratamiento antibiotico empirico inadecuado, no obstante, es-
te hecho no se asocié en nuestro estudio a mayor mortalidad.
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RESUMEN

Objetivo. Determinar la resistencia in vitro del uropatoge-
no comunitario mas frecuente, Escherichia coli a varios anti-
microbianos en nuestro Sector Sanitario y deducir opciones de
tratamiento empirico.

Material y métodos. Desde el 1 de enero de 2011 al 31 de
diciembre de 2013 se estudiaron las cepas de E. coli aisladas de
urocultivos de pacientes procedentes de Atencion Primaria del
Sector de Barbastro. Se determin6 la sensibilidad a nueve anti-
bioticos de uso frecuente. Se analizo la existencia de diferencias
estadisticamente significativas de sensibilidad en los afios es-
tudiados, comparando los intervalos de confianza al 95% para
proporciones por el método de Wilson.

Resultados. E. coli ha sido la bacteria mas frecuentemen-
te aislada durante estos afos, suponiendo el 61,08% del total
de urocultivos positivos enviados desde Atencion Primaria. De
forma global, ha habido un aumento de la resistencia de los
aislamientos de E. coli a todos los antimicrobianos estudiados.
Aun asi, la resistencia se ha mantenido por debajo del 4% fren-
te a fosfomicina y nitrofurantoina y por debajo del 10% en
cefalosporinas de segunda y tercera generacion. La resistencia
frente a amoxicilina-clavulanico ha ido aumentando en estos
anos hasta alcanzar el 21,5% en 2013, siendo este antibidtico el
unico que ha presentado un incremento estadisticamente sig-
nificativo. Los maximos niveles de resistencia (superior al 30%)
se encontraron en los antibidticos administrados via oral y fre-
cuentemente indicados en infecciones urinarias no complica-
das: trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino y ampicilina.

Conclusiones. EI conocimiento periodico y actualizado de
los patrones de sensibilidad de los microorganismos mas fre-
cuentemente aislados en muestras de orina en cada area de salud
permite elegir tratamientos empiricos mas adecuados y eficaces.
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ABSTRACT

Objectives. Evaluate the resistance of community-urop-
athogen, Escherichia coli to several antibiotics in our health
sector and deduce empirical treatment options.

Methods. E. coli strains isolated from urine cultures of
patients from Primary Care Barbastro Sector, between January
2011 and December 2013, were studied. The resistances rates
for nine common antibiotics were determined, and differences
in sensitivity were analyzed, comparing confidence intervals for
proportions by the method of Wilson.

Results. E. coli was the most frequently isolated bac-
teria (61.08% of positive urine cultures sent from Primary
Care). Overall, there has been an increase in resistance of E.
coli isolates in all antimicrobials studied. Still, resistance has
remained below 4% compared to fosfomycin and nitrofuran-
toin and below 10% in cephalosporins second and third gen-
eration. Resistance to amoxicillin-clavulanate has increased
progressively reaching 21.5% in 2013; only this antibiotic has
presented a statistically significant increase. The maximum
levels of resistance (over 30%) were found in the antibiot-
ics administered orally and often indicated in uncomplicated
urinary tract infections: trimethoprim-sulfamethoxazole, cip-
rofloxacin and ampicillin.

Conclusions. Update knowledge susceptibility patterns of
microorganisms most commonly isolated in urine samples in
each health area allows to choose the most suitable and effec-
tive treatments trough empirical knowledge.

Key words: Urinary tract infection, antibiotic resistance, Escherichia coli
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INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) constituyen uno
de los principales motivos de consulta en Atencion Primaria. El
principal agente etioldgico de las ITU adquiridas en la comu-
nidad, y el que mas se ha asociado a recidivas, es Escherichia
coli"2. El conocimiento de los patrones antibidticos de las bac-
terias que mas frecuentemente producen ITU en el dmbito local
es importante para indicar un tratamiento empirico racional y
adecuado?®, siendo este aspecto especialmente importante en
Atencion Primaria, donde la mayoria de las ITU se tratan em-
piricamente.

El Sector Sanitario de Barbastro incluye 15 zonas de sa-
lud (Abiego, Ainsa, Albalate de Cinca, Barbastro, Benabarre,
Berbegal, Binéfar, Castejon de Sos, Fraga, Graus, Lafortunada,
Monzén Rural, Monzon Urbano, Tamarite de Litera y Mequi-
nenza). En conjunto prestan atencion sanitaria a una poblacion
de aproximadamente 107.428 habitantes.

Nuestro objetivo en este trabajo es doble: por un lado, eva-
luar la resistencia a varios antibidticos en cepas de E. coli aisla-
das en muestras de orina de pacientes procedentes de Atencidn
Primaria en el Sector de Barbastro en un periodo de tres afios
y, en segundo lugar, valorar si algunas de las pautas de trata-
miento empirico comunmente aceptadas y recomendadas por
guias clinicas en nuestro pais, serian aplicables en nuestro en-
torno en funcion de los resultados obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio epidemioldgico descriptivo retros-
pectivo de los urocultivos positivos en los que se aislo E. coli
de muestras enviadas desde los Centros de Atencion Primaria
del Sector Sanitario de Barbastro entre los aflos 2011y 2013.

El urocultivo se realizd mediante siembra con asa cali-
brada en medio de Agar CLED (cisteina-lactosa-deficiente en
electrolitos) y Agar Sangre. El sistema MicroScan® de Dade Be-
hring y el método de microdilucion en placa aplicando puntos
de corte del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
permitieron la identificacion bacteriana y la determinacion de
la sensibilidad in vitro frente a fosfomicina, nitrofurantoina,
cefuroxima, cefotaxima, tobramicina, amoxicilina-clavulanico,
trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino y ampicilina* (ta-
bla 1).

Se determinaron las proporciones de resistencias a los an-
tibioticos indicados, con sus respectivos intervalos de confianza
al 959% calculado por el método de Wilson, mediante el progra-
ma SPSS 15.0.

RESULTADOS

El nimero de consultas atendidas en Atencion Primaria del
Sector Sanitario de Barbastro fueron 483.150 en el afto 2011,
496.447 en 2012 y 495.133 en el aflo 2013. De esas consultas
se recibieron 26.243 muestras de orina procedentes de Aten-
cion Primaria en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital de

Tabla 1 Valores de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) para la interpretacion
de la sensibilidad (CLSI)*. Valores

expresados en mg/L.

Antimicrobiano Sensible
Fosfomicina <64
Nitrofurantoina <32
Cefuroxima <4
Amoxicilina-clavulanico <8/4
Trimetoprim-sulfametoxazol <2/38
Ciprofloxacino <1
Ampicilina <8
Cefotaxima <1
Tobramicina <4

Barbastro distribuidas de la siguiente manera: 9.255 muestras
recibidas en el afo 2011, 8.226 muestras en 2012 y 8.762 en
2013. Fueron positivas el 32,06% de las mismas en el afo 2011,
el 32,48% en 2012, el 27,66% en 2013. De forma global fueron
positivas el 30,72% de las muestras analizadas.

E. coli fue la bacteria mas frecuentemente aislada duran-
te estos afios, suponiendo el 61,08% del total de urocultivos
positivos enviados desde Atencion Primaria en nuestra Area
Sanitaria. El seqgundo microorganismo en frecuencia, Klebsiella
pneumoniae, no alcanzo el 8% del total de los aislamientos
urinarios.

La tabla 2 muestra la evolucion del patron de resistencia
bacteriana de E. coli entre los afos 2011 y 2013, con valores
expresados en porcentaje. Se han remarcado en gris aquellos
valores que superan el 20%, que es la cifra por encima de la
cual no se recomienda un antimicrobiano para su uso empi-
rico®. Como se observa en la tabla 2, en estos tres anos se ha
producido un aumento de resistencia estadisticamente signifi-
cativo para amoxicilina-clavulanico. Fosfomicina, cefuroxima,
cefotaxima, ciprofloxacino y ampicilina han aumentado sus
porcentajes de resistencia pero no de manera estadisticamente
significativa. La resistencia para nitrofurantoina, trimetoprim-
sulfametoxazol y tobramicina ha permanecido estable, con
porcentaje de resistencias similares en los tres afos.

Aunque ha habido un aumento global de la resistencia
de cepas de E. coli aisladas en urocultivos procedentes de
Atencion Primaria a los antibidticos estudiados, algunos an-
timicrobianos como fosfomicina, nitrofurantoina, cefotaxima,
cefuroxima y tobramicina mantienen un bajo perfil de resis-
tencia. Amoxicilina-clavulanico comenzaria, en el ultimo afo
estudiado, a no ser recomendable para el tratamiento empirico
de la infeccion urinaria en el ambito comunitario en nuestro
Sector. Los maximos niveles de resistencia (superior al 20%) se
encontraron en los antibidticos administrados via oral y fre-
cuentemente indicados en infecciones urinarias no complica-
das: trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino y ampicilina.
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de resistencias obtenidas en nuestra zona,
Su uso como tratamiento empirico seria
poco recomendable.

Resultados de estudios espafoles

indican una elevada prevalencia (>50%)
de resistencias de E. coli a ampicilina’, al

Tabla 2 Evolucion de la resistencia bacteriana (%) en cepas de E.
coli aisladas en muestras de orina enviadas por Atencion
Primaria en el Sector de Barbastro entre los afios 2011 y
2013 e intervalo de confianza al 95%
201 2012 2013
Fosfomicina 2,29 (1,70-3,09) 2,42 (1,77-3,32) 3,65 (2,82-4,71)
Nitrofurantoina 3,28 (2,56-4,20) 2,81 (2,10-3,75) 3,19 (2,43-4,20)
Cefotaxima 5,08 (4,17-6,19) 5,55 (4,53-6,81) 7,04 (5,87-8,44)
Cefuroxima 8,47 (7,29-9,85) 8,69 (7,39-10,19) 10,30 (8,88-11,93)
Tobramicina 10,33 (9,03-11,92) 8,75 (7,45-10,26) 11,41 (9,92-13,11)

16,24 (14,63-18,01)
31,01 (28,94-33,17)
34,68 (32,54-36,90)
58,86 (56,59-61,10)

15,59 (13,88-17,47)
32,01 (29,75-34,37)
32,71 (30,44-35,08)
63,57 (61,16-6593)

Amoxicilina-clavulénico
Ciprofloxacino
Trimetoprim-sulfametoxazol

Ampicilina

igual que en los datos obtenidos en nues-
tro Sector, por lo que en general deberia
desaconsejarse como tratamiento empiri-
co en las ITU. La combinacion penicilina-
inhibidor de betalactamasas mantiene
buena actividad frente a E. coli aunque
en el ultimo afo estudiado, el porcenta-
je observado supero el 20% de resisten-
cias, comenzando a no ser recomendable
como terapia empirica. Ademas, algunos
antimicrobianos con actividad anaero-

21,59 (19,60-23,72)
34,83 (32,49-37,25)
33,98 (31,66-36,39)
61,44 (58,99-63,85)

En sombreado los valores superiores a 20%

Segun estos resultados, el uso empirico de estos tres antibio-
ticos deberia desaconsejarse en centros extrahospitalarias de
nuestra area.

DISCUSION

El tratamiento empirico de las infecciones urinarias es una
practica habitual en Atencion Primaria. Para indicar un trata-
miento empirico racional es importante conocer los microorga-
nismos que con mas frecuencia producen ITU en cada zona asi
como conocer los patrones de sensibilidad antimicrobiana y su
evolucion en el tiempo.

En nuestro estudio, E. coli fue el microorganismo mas fre-
cuentemente aislado (61%) en muestras de orina de poblacion
urbana y rural extrahospitalaria del Sector de Barbastro. La
distribucion de los microorganismos en trabajos recientes en
nuestro pais es similar, con predominio de E. coli®.

Desde principios de los afios noventa, se ha observado en
Espafia un continuo aumento de la resistencia de E. coli a las
quinolonas. Las causas que han determinado este incremento
son multiples, relacionandose con el uso masivo de estos anti-
bioticos, tanto en humanos como en animales. Actualmente, la
tasa de resistencia a quinolonas de cepas de E. coli aisladas de
urocultivos oscila entre el 10 y 309%7%. En nuestro medio, la tasa
de resistencia a quinolonas super6 el 30%, y segun este dato,
su uso empirico en infecciones urinarias estaria contraindicado.
Sin embargo, hay estudios que defienden su gran utilidad en
el tratamiento empirico de las cistitis no complicadas, incluso
con porcentajes de resistencia del 20-30% debido fundamen-
talmente a la alta concentracion que alcanza el farmaco en la
orina, fendmeno que no se ha descrito ni en penicilinas ni en
trimetoprim-sulfametoxazol®.

La tasa de resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol es
elevada en Espaia (20-35%) con similares resultados en nues-
tro Sector. Es un farmaco que deberia ser considerado por su
seguridad y bajo coste, sin embargo, debido a las elevadas tasas

bicida (como por ejemplo, amoxicilina-
clavulanico) pueden favorecer la aparicion
posterior de recurrencias debido al desequilibrio ecoldgico que
producen en la flora vaginal. La reduccion de flora anaerobia
facilita la colonizacion del introito vaginal por uropatdgenos
procedentes de la flora fecal™.

Las cefalosporinas de segunda y tercera generacion ensa-
yadas presentaron un porcentaje de sensibilidad en torno a un
89-9400, similar a lo observado en otros estudios espafoles',
por lo que podrian considerarse una alternativa valida para el
tratamiento empirico de infecciones urinarias, aunque sus ta-
sas de recurrencias pueden ser mayores debido a su actividad
anaerobicida y ademas es preciso un tratamiento mas prolon-
gado que otras opciones antibioticas para lograr la misma efi-
cacia erradicadora.

La elevada actividad observada in vitro de la fosfomicina
(sensibilidad superior al 96%) la convierte en una alternativa de
primera linea en el tratamiento empirico de las ITU en nuestro
medio; a pesar de que sus tasas de erradicacion son inferiores a
las conseguidas con quinolonas o trimetoprim-sulfametoxazol,
la fosfomicina presenta ventajas para considerarla como an-
timicrobiano de primera linea: su mecanismo de accion evita
resistencias cruzadas y su comoda posologia permite aumentar
el cumplimiento terapéutico'?; ademas no se usa en alimenta-
cion animal ni veterinaria.

La nitrofurantoina, a pesar de su elevada sensibilidad (su-
perior al 95%) y su probada eficacia en el tratamiento de las
ITU, se emplea muy poco por su potencial toxicidad pulmonar,
y quiza por ello el porcentaje de sensibilidad se ha mantenido
estable en los Ultimos afios, tanto en nuestro medio, como en
otras zonas de nuestro pais'.

Con respecto a otros antibioticos estudiados, la tobramici-
na presentd una buena actividad frente a £. coli aunque no es
de uso habitual en Atencion Primaria.

Diferentes guias clinicas para tratamientos empiricos de
infecciones urinarias sefialan la necesidad de actualizar los da-
tos relativos a los patrones de resistencia bacteriana para pro-
mover la prescripcion apropiada de antibioticos. Adaptando las
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recomendaciones de estas guias a nuestro entorno™'*, podria
mejorarse la efectividad de los tratamientos antibioticos, dis-
minuir la tasa de resistencias y prevenir recurrencias.

La guia de practica clinica publicada por la Asociacion
Espafiola de Urologia™ recomienda como tratamiento de pri-
mera eleccion fosfomicina, como segunda trimetoprim-sulfa-
metoxazol, ciprofloxacino y amoxicilina-clavuldnico, y como
tercera, nitrofurantoina. Otra guia considerada de referencia™
recomienda para tratamiento empirico de la cistitis simple,
cefalosporinas orales, fluoroquinolonas, fosfomicina y nitrofu-
rantoina.

Segun los datos obtenidos en este estudio, el tratamiento
empirico de primera eleccion para las ITU extrahospitalarias en
nuestra area sanitaria podria ser fosfomicina, nitrofurantoina
o cefalosporinas de segunda y tercera generacion. No se reco-
mendaria como pauta de primera eleccion el tratamiento con
amoxicilina-clavulanico por su mayor frecuencia de reinfeccio-
nes y porque en el Ultimo afo de estudio (2013) presento un
indice de resistencias superior al 20%. Tampoco trimetoprim-
sulfametoxazol ni fluoroquinolonas serian pautas de primera
eleccion por el elevado indice de resistencias que presentaron.

Las extrapolaciones de los resultados de este estudio no
serian siempre validas, ya que deberian considerarse caracte-
risticas clinicas de los pacientes que no hemos considerado
aqui, pero creemos que estos datos pueden ser utiles a modo
de orientacion terapéutica empirica para el tratamiento de in-
fecciones urinarias extrahospitalarias en nuestro Sector. Los
patrones locales de susceptibilidad son los que deben marcar
las pautas de tratamiento empirico en lugar de guias interna-
cionales sequidas de manera inespecifica.

Los antibidticos que presentaron menor indice de resis-
tencias en nuestra drea sanitaria fueron fosfomicina, nitro-
furantoina, y cefalosporinas de segunda y tercera generacion.
Deberia reconsiderarse el uso de ciprofloxacino, trimetoprim-
sulfametoxazol y ampicilina en el tratamiento empirico de las
infecciones de orina extrahospitalarias. El conocimiento perio-
dico y actualizado de los patrones de sensibilidad antibiotica
de un drea de salud concreta favoreceria la eleccion de un
tratamiento empirico eficaz, disminuiria la aparicion de resis-
tencias y contribuiria a un uso mas racional y adecuado de los
antimicrobianos.
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Sr. Editor: las infecciones endo-
vasculares constituyen complicaciones
infrecuentes y graves de infecciones
locales o bacteriemicas. A menudo con-
curren en su presentacion la asociacion
de fiebre y una masa pulsatil compresiva,
que orientan al clinico. Sin embargo, el
retraso en la filiacion de las formas clini-
cas menos expresivas ensombrece el pro-
nostico. Presentamos el caso de un varon
de 75 afos con antecedentes de hiper-
tension, EPOC e insuficiencia cardiaca,
remitido desde otro centro por el hallaz-
go en angio-TAC de un pseudoaneurisma
carotideo derecho con compromiso de la
via aérea. Unos diez dias antes, el pacien-
te acudid a su Hospital de referencia por
un sindrome febril, sin clinica digestiva
asociada y descompensacion de su in-
suficiencia cardiaca. En 2 hemocultivos

se aislo Salmonella enteritidis sensible a Figura 1

ampicilina (CMI < 2 mag/L), ceftriaxona
(CMI<1 mg/L), cefotaxima (CMI<1 mg/L),
imipenem (CMI= 2 mg/L), ciprofloxacino
(CMI< 0,5 mg/L) y trimetoprim-sulfame-
toxazol (CMI< 2 mg/L), entre otros. Se le
prescribio al paciente ceftriaxona a dosis
de 2 g IV dia tras conocer el resultado del hemocultivo. A los
10 dias es remitido a nuestro hospital presentando masa pul-
satil cervical derecha dolorosa con soplo sistolico a la ausculta-
cion, sin signos inflamatorios a dicho nivel, asociado a disfonia,
disfagia y disnea con estridor, precisandose la realizacion de
una traqueostomia urgente. El angio-TAC cervical mostro un
pseudoaneurisma de 3 cm de diametro transversal maximo,
con gas en su interior, dependiente del origen de la carotida
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Se observa pseudoaneurisma carotideo dependiente de

la pared posterior de la arteria cardtida interna derecha
cerca de la bifurcacion carotidea. Se observa placa de
ateroma calcificada a dicho nivel, lugar de asentamiento del
microorganismo.

interna derecha que se extendia medialmente causando des-
viacion de la linea media y neumomediastino (figura 1). EI TAC
cerebral era normal. La arteriografia confirmo los hallazgos del
angio-TAC (figura 2). La analitica entonces mostrd 16.100 leu-
cocitos/mm? con neutrofilia del 79%, una Hb de 9,3 g, 646.000
plaquetas/mm?®y una PCR de 13,6 mg/I. El resto fue normal.

El paciente fue intervenido con caracter de urgencia,
realizandose abordaje de la bifurcacion carotidea derecha. Se
comprobo a dicho nivel la existencia de un pseudoaneurisma
de gran tamafio que englobaba la bifurcacion. Se controlaron
cardtida comun, externa e interna (figura 3). Al abrir el saco
se pudo objetivar una rotura en la cara posterior de la caro-
tida interna y la pared arterial desestructurada (figura 3). Se
realizd una reseccion del pseudoaneurisma, solicitando tincion
de gram intraoperatoria y cultivo de la pieza. Se practico re-
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monella enteritidis (Score 2,13). La aglu-
tinacion mediante el set de Spicer-ed-
wuards (DIFCO-Detroit-Michigan) revelo
un grupo D. El estudio de sensibilidad se
realizado mediante el sistema automa-
tizado Wider (Soria Melguizo), reveld un
fenotipo de sensibilidad idéntico al obte-
nido en el hemocultivo de su hospital de
referencia. El paciente fue dado de alta
sin presentar complicaciones del proce-
dimiento quirurgico, neuroldgicamente
asintomatico y siguiendo tratamiento
antimicrobiano con 2 g de ceftriaxona
endovenosa hasta completar seis sema-
nas.

La incidencia de aneurismas micoti-
cos de la arteria cardtida extracraneal es
baja, con un registro de aproximadamen-
te 20 casos cada década’. Desde el punto

Figura 2

[j Y

(a) Se observa extravasacion de contraste a nivel de la cara
posterior de la arteria cardtida interna derecha proximal. (b)
Reconstruccion de la arteriografia carotidea.

de vista patogénico, el origen del pseu-
doaneurisma puede tener tres origenes*
3: El mecanismo mas frecuente® es a par-
tir de una bacteriemia, asentando la bac-
teria a través de los vasa-vasorum, en la
pared de un vaso, casi siempre a nivel de
irregularidades de la misma como una
placa de ateroma. El organismo implica-
do con mayor frecuencia es S. aureusy S.
pyogenes cuando el origen es una endo-
carditis y Salmonella sp en los de origen
extracardiaco® Este tipo de aneurisma
micotico secundario a una bacteriemia
es frecuente en el anciano comorbido,
como ocurrid en nuestro caso. Menos
frecuente es a partir de una infeccion
contigua. El mecanismo de produccion
del aneurisma es similar a la de origen
sanguineo, con extension de la infeccion

Figura 3 ‘

Procedimiento quirtrgico: (a) diseccion y control proximal
y distal de bifurcacion carotidea derecha. Se observa

por los linfaticos y los vasa-vasorum,
pero los microorganismos varian depen-

pseudoaneurisma. (b) imagen quirtrgica tras reseccion de
pseudoaneurisma carotideo y realizacion de anastomosis distal
de la vena safena invertida con la carotida interna derecha.
(c) bypass carotido-carotideo con anatomosis proximal T-T

en carotida comun y distal T-T en carotida interna con vena
safena invertida. Ligadura de cardtida externa.

diendo del tipo de infeccion. Por ultimo
estan los aneurismas traumaticos o tras
inoculacion directa, tipicos de los adictos
a drogas por via parenteral, que se pro-
ducen de forma accidental al inyectarse

construccion vascular mediante ligadura de cardtida externa e
interposicion de by-pass venoso con safena interna entre ca-
rotida primitiva y carotida interna. En la tincion de gram de la
muestra intraoperatoria se observaron bacilos gramnegativos.
A'las 24 horas crecieron unas colonias mucosas en agar sangre,
lactosa negativa en agar Mac Conkey y sulfhidrico positiva en
agar SS (Biomerieux) (figura 4). Las colonias se identificaron
mediante MALDI-TOF (MALDI Biotyper, Bruker Co) como Sal-

una arteria, inoculdndose ademas mi-

croorganismos propios de la piel. Estos

aneurismas también pueden tener un
origen iatrogeno, en el contexto de una puncion arterial o la
canalizacion de una via central. El microorganismo aislado mas
frecuentemente es S. aureus. Los microorganismos implicados
con mayor frecuencia en los aneurismas micoticos carotideos
se recogen en la tabla 1. Las especies del género Salmonella
sp que con mayor frecuencia causan aneurismas micoticos y
abscesos son S. chloreaesuisy S. enteritidis*®.
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El tratamiento de este tipo de aneu-
rismas siempre debe ser quirurgico, aso-
ciado a tratamiento antimicrobiano. Si
se desconoce la etiologia microbiana se
recomienda comenzar con antibiotera-
pia de amplio espectro. Nuestro paciente
mantuvo tratamiento con ceftriaxona
desde el conocimiento de los resulta-
dos de los cultivos. La duracion del tra-
tamiento antibidtico es controvertida,
aunque la mayoria de las series aconse-

jan un tratamiento prolongado, desde 6
semanas® a 6 meses'®. Nuestro paciente
mantuvo tratamiento endovenoso con
ceftriaxona hasta seis semanas después
del acto quirurgico. Los antimicrobianos
que con mas frecuencia se emplean en
el tratamiento de la infeccion endovascular por Salmonella sp
son las cefalosporinas de tercera generacion parenterales o las

En todos los casos es necesario el tratamiento quirurgi-
co ya que sin ¢l las tasas de mortalidad alcanzan el 70-90%
por ruptura, hemorragia, embolias sépticas u oclusion arterial.
Son tres las opciones terapéuticas: la ligadura de la arteria con
escision del pseudoaneurisma, el tratamiento endovascular y
la escision-restauracion de la continuidad arterial con limpie-
za de los tejidos circundantes al pseudoaneurisma. La tabla 2
muestra los métodos mas frecuentemente utilizados y des-
critos en la literatura, incluyendo este caso. La ligadura de la
carotida queda reservada para los casos en que la reconstruc-
cion es técnicamente imposible o en aquellos pacientes con
oclusion cronica de la misma, ya que su ligadura se asocia a
infartos masivos en el 30-50% y a muerte del paciente en el
17-400%>"12, El manejo endovascular, considerada una técni-
ca poco invasiva, no ha sido bien estudiado en el caso de los
pseudoaneurismas micdticos carotideos'. Existen dos posibili-
dades, la exclusion del pseudoaneurisma mediante la implan-

Figura 4 (a) Crecimiento de colonias lactosa negativas en placa de
MacConkey (MCK). (b) Crecimiento de colonias negras
(sulfhidrico positivas) en agar SS.
Tabla 1 Microorganismos
implicados en aneurismas
micoticos carotideos'” quinolonas.
Agente etiologico n
Staphylococeus aureus 28
Salmonella sp 14
Streptococci 13
Escherichia coli 6
Klebsiella sp 5
Aspergillus sp 3
Mycobacterium tuberculosis 2
Otros:

Proteus sp 1
Yersinia sp 1
Pseudomonas sp 1
Enteroccoccus sp 1
Bacteroides sp 1
1

Mycobacterium bobis

Nuestro paciente presento clinica muy sugerente de pseu-
doaneurisma carotideo, como fue fiebre alta, y masa pulsatil
cervical con compromiso de la via aérea, asi como disfonia y
disfagia. La frecuente existencia de celulitis en la piel supra-
adyacente a la masa pulsatil no estaba presente en este caso'®.
Sin embargo a veces, la clinica es mas larvada o inespecifica,
sobre todo en pacientes que ya han iniciado el tratamiento an-
tibiotico. Analiticamente el hallazgo mas frecuente es la pre-
sencia de leucocitosis con neutrofilia y la elevacion de reactan-
tes de fase aguda como la PCR. Los hemocultivos con frecuen-
cia son positivos. La prueba diagnostica de eleccion ante su
sospecha es el angio-TAC ya que aunque el eco-doppler caroti-
deo permite diagnosticar la presencia de un pseudoaneurisma,
no valora con precision la extension de la infeccion, la lesion
vascular en pacientes con calcificacion o enfisema subcutaneo
(como nuestro caso), ni el compromiso de estructuras vecinas
como la via aérea. En ocasiones la arteriografia permite una
mejor planificacion quirdrgica®.

tacion de un stent cubierto y la embolizacion con coils como
alternativa a la ligadura. Ambas técnicas estan limitadas por
el hecho de introducir material protésico en una zona infec-
tada™. Se han descrito tratamientos combinados en caso de
pseudoaneurismas rotos, implantando un stent cubierto que
controle el sangrado y una cirugia abierta definitiva que evite
la permanencia del stent en una zona infectada '. Si es factible
técnicamente, se prefiere la escision del aneurisma asociado a
restauracion de la continuidad arterial con desbridamiento de
todo el tejido infectado. El material de eleccion para llevar a
cabo la revascularizacion, ya sea mediante bypass o angio-
plastia con parche, es la vena safena debido a su resistencia
a la infeccion y a su disponibilidad™®. Otros autores también
abalan el uso de un segmento de arteria femoral superficial o
de arteria hipogdstrica como conducto'®, asi como el uso de
protesis arteriales criopreservadas'”'®. El uso de material pro-
tésico para realizacion de by-passes no esta recomendado por
el alto riesgo de sobreinfeccion de los mismos®'. En nuestro
paciente la reconstruccion vascular fue posible por lo que se
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Tabla 2 Principales procedimientos descritos
para el control de aneurismas
micoticos carotideos.

Procedimiento n
Reseccion y ligadura 30
Reseccion y cierre primario 1
Reseccion y anastomosis primaria 2
Reseccion y bypass 24
Vena 20

Arteria hipogastrica

Protesis arteria bovina criopreservada
Dacron

PTFE

Ligadura y bypass subclavio carotideo 1

Reseccion y parche 7
Vena 5
Pericardio bovino 1
PTFE 1

Embolizacion 7
Coil 6
Amplatzer 1

Stent cubierto 3

No se describe 25

PTFE: Politetrafluoroetileno, Amplatzer: Oclusor arterial metélico.

realizd escision del pseudoaneurisma vy la restitucion del flujo
arterial mediante bypass carotido-carotideo con vena safena
interna contralateral.

Como conclusion, la infeccion endovascular por Sa/mone-
lla sp constituye una entidad infrecuente y grave. El diagnods-
tico puede ser complejo y en €l intervienen la anamnesis y la
integracion del hemocultivo en un cuadro febril agudo y masa
pulsatil, aunque existen presentaciones mas inespecificas que
retrasan el diagndstico y la evolucion. La técnica diagnostica
que mas informacion ofrece sobre el estado del tejido afec-
tado y ayuda a la planificacion quirurgica es el angio-TAC y
el tratamiento de eleccion es la terapia combinada quirdrgica
que incluye la exclusion del pseudoaneurisma preferiblemente
mediante by-pass de safena y el tratamiento antimicrobiano
prolongado, con frecuencia en periodo superior a tres meses.
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Sr. Editor: hemos leido con interés el original de Vendrell
et al' en el que se describe la prevalencia de colonizacién por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) en resi-
dentes sociosanitarios y su asociacion con la mortalidad. Al hi-
lo de sus recomendaciones queremos efectuar una aportacion
complementaria desde la dptica de la asistencia hospitalaria en
lo referente a esta tematica.

Se ha realizado en un hospital de sequndo nivel un estu-
dio retrospectivo de 2000 a 2008, observacional y no interven-
cionista. Se estudiaron todos los episodios bacteriémicos en los
que se aislo S. aureus. La variable dependiente fue la muerte
directamente relacionada con el proceso infeccioso. Se anali-
zaron 392 episodios bacteriémicos por S. aureus, 261 (66,6%)
correspondieron a S. aureus sensible a meticilina (SASM),y 131
(33,4%) a SARM. De ellos el 60% se documentaron en varones
con una mediana de edad de 75 afos. Aplicando un analisis
multivariante, mediante un modelo de regresion logistica mul-
tiple no condicional, se seleccionaron los factores prondsticos
independientes y estadisticamente significativos, que estaban
relacionados con la mortalidad directamente relacionada con
la bacteriemia debida a S. aureus. En el modelo final permane-
cio el foco de origen respiratorio con una OR de 5,49 (IC95%:
1,68 - 17,93; p = 0,004). De manera complementaria el ma-
yor peso lo alcanzo el presentar una situacion clinica "mala” o
"critica” frente a la "regular” o estable” (clasificacion Winston)?
con una OR de 47,75 (IC95%: 15,59 - 146,20; p < 0,001). La
sensibilidad y especificidad del modelo para una incidencia de
mortalidad del 27,1%, fue del 91,4% y del 86,9%, respectiva-
mente. Entre los factores intrinsecos asociados a resistencia
a meticilina destacaron la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica. La mortalidad estuvo relacionada con la procedencia
de los pacientes bacteri¢micos. Para aquellos que provenian de
residencias de ancianos, el riesgo de muerte fue 1,96 (IC95%:
1,00~ 3,90) veces mayor que para los pacientes procedentes de
su domicilio particular

Correspondencia:

José M Eiros Bouza.

Microbiologia, sexta planta, Facultad de Medicina.
Avda Ramon y Cajal 7, 47005 Valladolid.

Tfno 983 423063.

Fax 983 423022.

E-mail: eiros@med.uva.es

El hecho de conocer el foco de origen tiene importancia
epidemiologica, terapéutica y pronostica. A pesar de la rele-
vancia de su conocimiento, este dato no logra ser demostrado
en un porcentaje que oscila entre el 20 y el 45% de las bac-
teriemias en distintas series®®. Nuestra contribucion se situa
dentro de este rango ya que en un tercio de los pacientes de
la presente serie quedo sin evidenciar la puerta de entrada. La
mortalidad global, para nuestra serie cuando el agente etiolo-
gico fue S. aureus, fue del 27,1%. Si distinguimos por la resis-
tencia a meticilina la proporcion varia siendo mayor para los
SARM, la mortalidad para SASM fue del 17,5% vy 46,4% para
SARM. Esta letalidad coincide con los estudios realizados a
partir del aflo 2000 por Garcia-Vazquez et al® quienes aportan
una mortalidad en su serie de un 16% para SASM y un 42,6%
para SARM. De manera adicional cabe aludir al meta-analisis
realizado por Cosgrove et al'® durante un periodo de 20 afos
en el que se concluyd que la bacteriemia asociada a SARM pre-
sentaba una mayor mortalidad que la asociada a SASM, con
una probabilidad de muerte de 1,93 veces mayor, lo cual al-
canzaba significacion estadistica. Laupland et al*, en estudio
realizado en Canadd durante siete aflos documentaron una
mortalidad global del 25%, que cuando era debida a SASM fue
del 24% y cuando el agente estaba representado por SARM se
situaba en el 39%.

Nuestra experiencia previa'' mostraba hace una década
un escaso protagonismo de los SARM en personas que acudian
a Centros de Mayores con residencia en la comunidad y con
una clonalidad monocorde. Es innegable que con el paso del
tiempo en nuestro entorno se corrobora lo sefialado por Ven-
drell et al', y que las series hospitalarias'? son fiel reflejo de Ia
problematica que conlleva esta patologia emergente.
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Sr. Editor: el género Yersinia esta formado por al menos
11 especies, de las cuales tres son consideradas patdgenos hu-
manos: Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica'y Yersinia pseu-
dotuberculosis. Estas especies comparten genes responsables
de su virulencia, entre los que se encuentra la produccion de
siderdforos que proveen a la bacteria del hierro necesario pa-
ra su proliferacion y patogenicidad. La avidez por el hierro' de
este género se manifiesta clinicamente en la predisposicion de
los pacientes que presentan una sobrecarga de hierro a sufrir
infecciones graves por Yersinia. Otros factores predisponentes
son la diabetes, cirrosis hepatica e inmunodepresion. Aunque
la incidencia de las infecciones graves es baja, presentan una
elevada mortalidad**.

Presentamos un caso de sepsis por Y. pseudotuberculosis
en un paciente de 58 afos, con diabetes tipo 1 desde hace
30 afos, hipertension vy retinitis pigmentosa. No presentaba
alteraciones hepaticas ni renales previas. Fue remitido a urgen-
cias por fiebre de hasta 39,5°C, afectacion del estado general
y sintomatologia respiratoria. No referia dolor abdominal ni
diarrea. La analitica al ingreso mostraba: leucocitos 48.700/
mm?, hematocrito 42,8%, hemoglobina 14,1 mg/dL, plaquetas
73.000/ mm?, glucosa 308 mg/dL; urea 151 mg/dL; creatinina
2,63 mg/dL; PCR 428,1 mg/L; procalcitonina: 26,56 ng/mL; lac-
tato arterial 3,3 mmol/L; GAB: ph: 7,44; pCO,: 20,9; p0,:49,2;
HCO,:14; Exc. Base: -7,8; saturacion O,: 84,8; fosfatasa alcalina
1791; ALT 184; bilirrubina total 21,79 mg/dL; bilirrubina directa
21,61 mg/dL. Metabolismo del hierro: ferritina 4.586 mcg/L; el
hierro total, saturacion de hierro y transferrina, fueron norma-
les. Requiri¢ ingreso en UCI, precisando soporte respiratorio,
nutricion parenteral y didlisis. La tomografia computarizada
(TC) mostro un patron en vidrio deslustrado en bases pulmo-
nares, derrame pleural bilateral y trombosis portal. Se inicid
tratamiento empirico con piperacilina-tazobactam y aminogli-
cosido. Durante el ingreso se extrajeron dos series de hemocul-
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tivos, y tras 48 horas de incubacion, en ambas crecieron bacilos
gramnegativos que fueron identificados mediante el sistema
multiprueba APl 20E (BioMérieux, Francia) y mediante pruebas
bioguimicas contenidas en los paneles del sistema MicroScan®
como Yersinia pseudotuberculosis con el 99% de precision. La
identificacion se confirmo en el Centro Nacional de Microbio-
logia, resultando ser un serotipo O: 1. La susceptibilidad frente
a betalactamicos, quinolonas, aminoglucdsidos, tetraciclinas y
cotrimoxazol se realiz6 mediante microdilucién en placa con-
tenida en los mismos paneles MicroScan®, siendo sensible a
todos ellos. A los 10 dias de tratamiento antibiotico se realizo
coprocultivo, que fue negativo. Las serologias para Hepatitis
B, Hepatitis C y VIH fueron negativas; no se realizd serologia
para Yersinia. Con respecto a la evolucion clinica, el paciente
continuo con fiebre intermitente, modificandose el tratamien-
to a cefotaxima y posteriormente a imipenem, mejorando len-
tamente el cuadro febril. El valor méaximo de ferritina, que se
habia detectado en la fase aguda de la enfermedad, fue des-
cendiendo lentamente y llego a normalizarse a los 5 meses. El
paciente fue dado de alta tras 10 semanas de hospitalizacion,
con tratamiento anticoagulante y cotrimoxazol. Se le sugirio
realizar una biopsia hepatica, pero la rechazo, realizandose en
su lugar un estudio de elastometria hepatica (Fibroscan®) a los
4 meses del ingreso, que mostro un resultado sugestivo de ci-
rrosis hepatica. Durante el sequimiento posterior de mas de un
afno, los niveles de ferritina continuaron normales, la funcion
hepatica se estabilizo y no se desarrollaron complicaciones tar-
dias.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la infec-
cion por Y. pseudotuberculosis son enterocolitis, sintomas su-
gestivos de apendicitis y linfadenitis mesentérica. El caso pu-
blicado por Lantero et al® fue el primer caso de sepsis descrito
en nuestro pais. En Rusia se han descrito brotes epidémicos de
fiebre, hepatitis y shock toxico similares a la escarlatina®. Otras
descripciones de infecciones invasivas se han realizado en pai-
ses de clima frio®*, lo que puede relacionarse con la capacidad
de Yersinia de proliferar a bajas temperaturas. La agresividad
de la infeccion dependera de la virulencia de las distintas ce-
pas, y de los factores predisponentes del huésped. La primera
se expresa en la produccion de proteinas de membrana que
ejercen una variedad de acciones biologicas y toxicas. Ademas,
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los niveles elevados de glucosa en plasma vy la fiebre favorecen
la sobreexpresion de algunos genes de virulencia en Y. pseudo-
tuberculosis'®. La insuficiencia renal que presentd este pacien-
te preciso dialisis, pese a no tener antecedentes de nefropatia
previa. La nefropatia intersticial se ha descrito en otros pacien-
tes con sepsis por Y. pseudotuberculosis, relacionandose con la
produccion de superantigenos’. En la patogenia de la colestasis
observada pudieron influir diversos factores, como la trom-
bosis portal, la nutricion parenteral administrada o la propia
infeccion. La infeccion bacteriana fue una de las causas mas
evidentes, ya fuera de forma directa, mediante el desarrollo de
granulomatosis hepatica (lesion histopatologica caracteristi-
ca de la infeccion por Y. pseudotuberculosis a la que debe su
nombre), o indirecta, como ocurre en la colestasis intrahepati-
ca inducida por citoquinas proinflamatorias. El paciente cum-
plia criterios de sepsis grave; destacaron los elevados niveles
de PCR, procalcitonina vy ferritina en suero. La ferritina puede
comportarse como un reactante de fase aguda; su elevacion es
muy marcada en ciertos sindromes que comparten un escena-
rio comun de hiperestimulacion de la respuesta inflamatoria,
en la que los macrofagos juegan un importante papel por ser
los responsables tanto de la produccidn de citoquinas como de
la secrecion de ferritina®. La ferritina también se encuentra ele-
vada en el sindrome hemofagocitico reactivo, que puede des-
encadenarse por infecciones virales y bacterianas. En nues-
tro caso, aplicando un Score recientemente actualizado para
este sindrome, el paciente no cumplia los criterios requeridos,
si bien compartia alguna de las caracteristicas, como la icte-
ricia, la hiperferritinemia y la trombopenia®. En este paciente,
los niveles de ferritina fueron descendiendo lentamente hasta
normalizarse, pudiendo descartarse trastornos del metabolis-
mo del hierro como la hemocromatosis.

El tratamiento antibidtico de la sepsis por Y. pseudotuber-
culosis es controvertido. En experimentos realizados en ratones
con una cepa patdégena humana, los antibioticos betalactami-
cos (incluido imipenem) fueron menos activos que doxiciclina,
gentamicina u ofloxacino. Las asociaciones de dos antibidti-
cos incluyendo cefotaxima, piperacilina-tazobactam o imipe-
nem y aminoglucosidos, son las opciones mas utilizadas en la
literatura publicada recientemente. El uso de fluoroquinolonas
también se ha descrito, aunque en nuestro medio preocupa la
elevada resistencia encontrada al dcido nalidixico. No esta cla-
ra la duracion optima del tratamiento. Pese a que en nuestro
paciente no se detectd ningun absceso, la monitorizacion de
los marcadores inflamatorios mostré una lenta respuesta al
tratamiento, por lo que se decidid prolongar el cotrimoxazol
oral durante 6 meses, por ser bien tolerado y ademas ser uno
de los farmacos recomendados por la OMS.

En vista de su complejidad, debemos destacar la impor-
tancia de llegar al diagnostico etioldgico de las infecciones
graves por Yersinia, lo que puede ser dificil sobre todo si no se
aisla la bacteria en hemocultivo. Para su aislamiento en copro-
cultivo hay que considerar que Y. pseudotuberculosis puede no
desarrollarse en los medios especificos para Yersinia (CIN) ni en
otros medios selectivos (medio Salmonella-Shigella). La sero-
logia podria ser util en cuadros sépticos en los que se detecte

una sobrecarga de hierro. Otras técnicas, como la PCR, tienen
actualmente una disponibilidad muy limitada.
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