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Resumen

Bacteroides spp. es un género de bacterias comensales de la microbiota del tracto
gastrointestinal principalmente; sin embargo, es catalogado como un patégeno
oportunista porque su salida hacia otros sitios anatdomicos diferentes de su nicho
habitual, por lesiones en la barrera tisular del 6rgano, desencadena el desarrollo de
infecciones anaerobias. El tratamiento se realiza de manera empirica con base en el
criterio médico y los estudios de vigilancia de los patrones de resistencia antimicrobiana
de Bacteroides particularmente, debido a su elevada frecuencia de aparicion en
aislados clinicos y porque ha descrito niveles de resistencia mayores en comparaciéon
con otros anaerobios. En Ecuador no se cuenta con informacion acerca de este
fendmeno que sirva de fundamento en la decision terapéutica. Para conocer el estado
actual, se planted como objetivo la evaluacion de la resistencia de cepas del grupo
Bacteroides. Para empezar, se realizé la reactivacion de las cepas congeladas aisladas
previamente entre 2019 y 2020 en Zurita & Zurita Laboratorios. A continuacion, se utilizé
el método de microdiluciéon como prueba de susceptibilidad y con base en la
concentracién minima inhibitoria (CMI) obtenida de los ensayos de cada una de las
cepas, se las categorizé como susceptible (S), intermedio (I) o resistente (R). Luego, los
porcentajes de resistencia de cada antibidtico fueron contrastados con los reportes
realizados en otros paises y continentes. El porcentaje de cepas multirresistentes fue de
89.1% (n=41), de las cuales una cepa de B. fragilis, aislada de un hemocultivo, presentd
resistencia a 12 de los antibiéticos evaluados. En definitiva, se comprobé que las tasas
de resistencia de Bacteroides varian con respecto a otras regiones geograficas y; en
consecuencia, se corrobora la necesidad de realizar un monitoreo continuo de su

susceptibilidad antibiotica, principalmente por su influencia en el campo médico.
Palabras claves:

e BACTEROIDES
e PORCENTAJES DE RESISTENCIA

e CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
e INFECCIONES

e ANTIBIOTICOS
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Abstract

Bacteroides spp. is a genus of commensal bacteria that are mainly part of the microbiota
of the gastrointestinal tract; however, it is classified as an opportunistic pathogen since
its outflow, due to events that compromise the tissue barrier of the organ, to other
anatomical sites that do not correspond to its usual habitat triggers the development of
anaerobic infections. The treatment of this type of infections is performed empirically
based on medical criteria and surveillance studies of antimicrobial resistance patterns of
this genus in particular, due to its high frequency of occurrence in clinical isolates and
because it has been described that their resistance levels are highest between
anaerobes. In Ecuador, there is no information about this phenomenon to serve as a
basis for therapeutic decisions. In order to know the current status, the objective of this
work was to evaluate the resistance of strains of the Bacteroides group. To begin with,
reactivation of frozen strains that were previously isolated between 2019 and 2020 at
Zurita & Zurita Laboratories was performed. Next, the microdilution method was used as
a susceptibility test and based on the minimum inhibitory concentration (CMI) obtained
from the assays of each of the strains, they were categorized as susceptible (S),
intermediate (1) or resistant (R). Then, the resistance percentages of each antibiotic were
contrasted with reports made in other countries and continents. The percentage of
multiresistant strains was 89.1% (n=41), of which one strain of B. fragilis, isolated from a
blood culture, showed resistance to 12 of the antibiotics evaluated. Summary, it was
found that the resistance rates of this genus vary with respect to other geographical
regions and, consequently, the necessity of continuous monitoring of this phenomenon

is corroborated, mainly in view of its influence in the medical field.
Key words:

e BACTEROIDES

e RESISTANCE PERCENTAGES

e MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION
e INFECTIONS

e ANTIBIOTICS
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Formulacion del problema

Bacteroides spp. es un género conformado por bacterias gramnegativas
anaerobias, las cuales componen aproximadamente el 25% de la microbiota comensal
gastrointestinal del ser humano (Brook, 1989; Jasemi et al., 2021; Wexler, 2007) asi

como otros sitios anatomicos (Rasmussen et al., 1993; Shah, 1992; Smith et al., 2006).

Por otro lado, también se catalogan como patégenos oportunistas dado que su
escape desde el érgano de colonizacién, por acontecimientos que comprometen la
barrera tisular, produce infecciones anaerobias monomicrobianas o polimicrobianas
como sucede en el 80.3% de los casos clinicos (Park et al., 2009; Sociedad Japonesa
de Quimioterapia & Asociacién Japonesa de Enfermedades Infecciosas, 2011)
derivando en una amplia variedad de cuadros clinicos tales como sepsis 0 abscesos
(Jasemi et al., 2021; Wexler, 2007). Bacteroides spp. es el microorganismo etioldgico
del 55% de bacteriemias reportadas por anaerobios (Salonen et al., 1998) y, en
particular, el grupo de Bacteroides fragilis compone el 41.8% de toda la microbiota

anaerobia aislada de infecciones polimicrobianas (Park et al., 2009).

El tiempo medio hasta el deceso de un paciente con infeccidn anaerobia es de
10.7 dias, la tasa de mortalidad oscila entre 29.7% hasta 60% vy, si se aplica una terapia
antibiotica inadecuada, alcanza el 32.5% (Park et al., 2009; Wexler, 2007); en donde la
edad avanzada o la presencia de enfermedades subyacentes son agravantes de los
prondsticos clinicos favorables (Park et al., 2009). En bacteriemias anaerdbicas, la

mortalidad puede alcanzar el 55% si no existe una terapia antibiética adecuada
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(Salonen et al., 1998); por otra parte, segun los informes de Kim et al. (2016) la tasa de

supervivencia asciende hasta 82% con una terapia antimicrobiana adecuada.

Las especies de Bacteroides predominantes en los aislados clinicos de
infecciones anaerobias son: B. fragilis, B. tethaiotamicron y B. vulgatus entre 42.1% a
63%, 14% a 18.8% y 7% a 7.7%, respectivamente (Sociedad Japonesa de
Quimioterapia & Asociacién Japonesa de Enfermedades Infecciosas, 2011); ademas
Hedberg et al. (2003) y Byun et al. (2019) lo sefalan como el grupo bacteriano mas

resistente de los anaerobios con la capacidad de presentar multirresistencia.

El tratamiento de las infecciones anaerdbicas se realiza empiricamente basado
en los criterios del médico y en datos microbioldgicos de vigilancia nacional disponibles
(Brook, 2007; Schapiro et al., 2004). En las infecciones anaerobias monomicrobianas se
utilizan antibiéticos de espectro reducido como metronidazol; sin embargo, en una
infeccidn mixta se requerira del uso de farmacos con un amplio espectro o la
combinacion de varios agentes antimicrobianos que cubran toda la diversidad de
especies, por lo cual, generalmente se utiliza penicilinas, cefemas, carbapenémicos,
cloranfenicol, macrélidos, lincomicina, clindamicina, metronidazol, tetraciclina,
tigeciclina, quinolonas o combinaciones de penicilinas con inhibidores de B-lactamasa

(Brook, 2007).

Segun las descripciones de Brook (2007), en el tratamiento de Bacteroides -
lactamasa negativos, la penicilina es una adecuada eleccidon primaria y como alternativa
se puede recurrir al metronidazol, clindamicina o cloranfenicol; y si se trata de B-
lactamasa positivos se debe utilizar metronidazol, carbapenémicos, penicilinas en

combinacién con un inhibidor de B-lactamasas, clindamicina, cefoxitina o cloranfenicol.
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El uso de antimicrobianos induce el desarrollo de mecanismos de resistencia en
los microorganismos (Cloete, 2003). En el caso de Bacteroides, los reportes de
resistencia emergieron desde la década de 1960 y se encuentran hasta la actualidad
(Byun et al., 2019; Gao et al., 2019; Rasmussen et al., 1993). Por lo tanto, se requiere el
monitoreo de las variaciones de las tasas de resistencia a los antibioticos aplicados en
Bacteroides spp. para permitir a los médicos la seleccion de la terapia y el régimen de
tratamiento adecuado para sus pacientes (Brook, 2007) porque los patrones de
resistencia son impredecibles y difieren entre paises, regiones e incluso entre

instituciones médicas (Hecht, 2006; Wexler, 2007).

Justificacion del problema

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno ampliamente extendido
alrededor del mundo para muchas especies bacterianas que amenaza la probabilidad
de tratar exitosamente una enfermedad infecciosa bacteriana y se limita por el escaso
desarrollo de nuevos agentes antibiéticos (Briissow, 2017). Este problema se fomenta
por la venta de antibidticos de mala calidad o adulterados, la ausencia de regulaciones
apropiadas, la prescripcion innecesaria o en exceso, falta de educacion por
proveedores, automedicacién y el uso inadecuado dentro de la industria animal
(Ayukekbong et al., 2017). Dentro de la amplia variedad de antibiéticos disponibles para
el tratamiento de anaerobios, la seleccion es mas sencilla cuando se dispone de un
cultivo e identificacion del microorganismo confiable; no obstante, a pesar de que la
medicacién apropiada contribuye a la reduccion de la mortalidad, los antibiogramas de
anaerobios no se ejecutan rutinariamente (Kim et al., 2016; Park et al., 2009), por
consiguiente, las infecciones por anaerobios se tratan de forma empirica y con base en

el estado actual descrito por la vigilancia de los patrones de susceptibilidad (Brook,
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2007). Bacteroides spp. es el género predominante en infecciones anaerobias y
presenta mayores niveles de resistencia con respecto a otros anaerobios (Byun et al.,

2019; Rasmussen et al., 1993), por esta razon, la seleccion de la terapia se hace con

base en su perfil (Wexler, 2007).

Segun Schapiro et al. (2004) varias evaluaciones de vigilancia siguen
recomendando algunos antibiéticos como una alternativa adecuada para tratamiento
como sucede con metronidazol o cefotetan, por otro lado, Solomkin et al. (2010) sefala
que los incrementos registrados en las tasas de resistencia han hecho necesaria limitar
el uso de estos dos para tratar una patologia causada por B. fragilis. Ademas, esta
especie posee varios mecanismos de resistencia, transferibles a otras bacterias; y, en
conjunto con sus factores de virulencia, le permiten persistir en la infeccion,
principalmente cuando se ha dado paso a la formacién de abscesos (Brook, 2007;

Hecht, 2006; Wexler, 2007).

Los monitoreos de la evolucién de la resistencia se han documentado en
E.E.U.U. (Snydman et al., 2010), Europa (Nagy et al., 2011) y Polonia (Kierzkowska et
al., 2020), otras investigaciones realizadas en Espafa (Garcia-Rodriguez et al., 2003),
estudios multicéntricos de varios paises europeos (Hedberg et al., 2003) y mas
recientemente en Japdn (Takesue et al., 2018), India (Vishwanath et al., 2019), China
(Gao et al., 2019), Romania (Pricop et al., 2020), Iran (Jasemi et al., 2021) y Austria
(Konig et al., 2021) describen el estado de la resistencia en un determinado momento y
ubicacion geografica. En Latinoamérica se cuenta con investigaciones antiguas
(Bolafos et al., 1988; Nakano & Avila-Campos, 2004) y algunas recientes como en

Argentina (Fernandez-Canigia et al., 2012), Costa Rica (Cordero-Laurent et al., 2012) y
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Colombia (Salazar et al., 2014) que han analizado grupos limitados de antibi6ticos de

todas las categorias recomendadas para el tratamiento de anaerobios.

Con base en las investigaciones realizadas sobre Bacteroides y los antibidticos,
se ha evidenciado que las tasas de resistencia tienden a incrementarse o mantenerse
(Kierzkowska et al., 2020; Nagy et al., 2011; Snydman et al., 2010) haciendo
impredecible a su perfil de resistencia (Brook et al., 2013) ante lo cual el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) recomienda un monitoreo continuo
anualmente de los niveles de resistencia con base en los métodos aprobados para este
propésito con el objetivo de proveer de informacién oportuna en el tratamiento de

infecciones anaerobias (Hecht, 2006; Salonen et al., 1998).

Hasta el momento, Ecuador no cuenta con una investigacién directa sobre los
porcentajes de resistencia actualizados de las especies del grupo B. fragilis porque las
investigaciones acerca de este género no se han enfocado en esta area (Amenyogbe et
al., 2021; Cardenas et al., 2020; Carvajal-Aldaz et al., 2017; Gerhard et al., 2017; Hong
etal., 2011; M. F. Zurita et al., 2020), con excepcion de una que describe la deteccion
de una cepa con resistencia al metronidazol (J. Zurita et al., 2019). Por ende, el statu
quo de los porcentajes de resistencia propios de Bacteroides spp. en nuestro pais es
desconocido y no existe informacion reciente para fundamentar la decisién de la terapia

antimicrobiana.
Objetivos
Objetivo General

Evaluar la resistencia a antibioticos de cepas congeladas del grupo Bacteroides

previamente recolectadas y aisladas entre 2019 y 2020 en Zurita & Zurita Laboratorios.
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Objetivos Especificos

Determinar la Concentracion inhibitoria minima (CMI) para las especies de
Bacteroides obtenidas del cepario, mediante la técnica de microdilucion en
caldo.

Interpretar la CMI de acuerdo a los puntos de corte establecidos en las pautas
del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI - Clinical and Laboratory
Standards Institute).

Establecer el porcentaje de resistencia de Bacteroides spp. a penicilinas,
combinaciones de f3-lactamicos con inhibidores de B-lactamasas, cefemas,

carbapenémicos, tetraciclina, lincosamidas, fenicoles y nitroimidazoles
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

Generalidades de Bacteroides spp.

Bacteroides es un género conformado por bacilos Gram-negativos (Figura 1),
anaerobios obligados, no formadores de esporas, no hemoliticos y sin motilidad
(Rasmussen et al., 1993). El tamafo de las colonias varia de 1 a 3 mm, son lisas y su
color es entre gris y blanco. Son quimiorganotroficos, con actividad sacarolitica y
proteolitica; pueden crecer en medios con bilis al 20% y poseen la capacidad de
hidrolizar la esculina. El acido m-diaminopimélico predomina en este género y su
contenido de Guanina-Citosina (mol %) en el ADN varia entre 39% a 49% (Song et al.,
2015). Al tratarse de bacterias anaerobias, para proveer de un entorno adecuado se
requiere que la atmosfera posea concentraciones menores a 0,5% de O, 5% a 10% de
CO2, 5% a 10% de Hz y el resto con Np; similar a las condiciones provistas por el tracto

gastrointestinal humano (Bacic & Smith, 2008).
Figura 1

Tincion Gram de un hemocultivo con presencia de Bacteroides (100X)
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Los lugares en donde Bacteroides coloniza son: la cavidad oral, tracto genital
femenino, sistema respiratorio, cérvix y uretra (Rasmussen et al., 1993; Shah, 1992;
Smith et al., 2006); en particular, las especies del grupo B. fragilis se encuentran en el
tracto gastrointestinal, localizandose desde la zona distal del estdmago hasta el recto
(Rasmussen et al., 1993; Smith et al., 2006) formando parte de la microbiota endégena
en conjunto con un consorcio variado de géneros como Porphyromonas,
Fusobacterium, Clostridium y Prevotella (Sociedad Japonesa de Quimioterapia &
Asociacion Japonesa de Enfermedades Infecciosas, 2011). Alrededor del 90% de las
bacterias de la microbiota intestinal esta constituida por anaerobios (Ndongo et al.,
2020), el 25% de ésta corresponde a Bacteroides (Wexler, 2007) y entre el 1% al 2% de

la microbiota total esta representada por B. fragilis (Ghotaslou et al., 2018).

Grupo Bacteroides fragilis

Actualmente, el género Bacteroides se encuentra limitado a las especies que
forman parte del grupo de B. fragilis las cuales son de interés clinico porque predominan
en la microbiota de las infecciones anaerobias y consta de 13 especies: B. fragilis, B.
caccae, B. nordii, B. salyersiae, B. dorei, B. massiliensis, B. eggerthii, B. stercoris, B.
ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. uniformis y B. pyogenes, mientras que el
resto de especies, anteriormente ubicadas en este género, han sido reclasificadas como
Prevotella, Porphyromonas, Campylobacter, Tanerrella, entre otras (Brook & Goldstein,
2012). Parabacteroides distasonis (anteriormente B. distasonis) y Parabacteroides
merdae (anteriormente B. merdae) también son parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal y de las infecciones de tejidos simultaneamente con las especies de

Bacteroides, por consiguiente, de igual manera son incluidas dentro del grupo de B.
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fragilis y de los estudios de los patrones de resistencia (Jamal et al., 2020; Niestepski et

al., 2019).

Comensalismo

La microbiota intestinal es capaz de proveer moléculas sencillas como
carbohidratos, aminoacidos y vitaminas que, de otra manera, no serian accesibles
(Shah, 1992). Las especies de Bacteroides contribuyen con el metabolismo de
polisacaridos y proteinas (almiddn, celulosa, hemicelulosa, pectina y péptidos) utilizando
diversas enzimas (glucosidasas, xilanasas, elastasas, gelatinasa, entre otras), las
cuales tienden a unirse y degradar a los sustratos poniendo a disposicion moléculas
mas sencillas (monosacaridos y aminoacidos) para otros microorganismos presentes en
la microbiota como Bifidobacterium longum pueden utilizar o incluso para el propio
hospedero (Smith et al., 2006). También es capaz de estimular el desarrollo de la
respuesta inmune a través de las células T, evita la colonizacién de otras bacterias
patdgenas en el intestino mediante bacteriocinas y regula la actividad de las células de

Paneth (Wexler, 2007).

Bacteroides spp. como patoégeno

Al tratarse de bacterias comensales, son inofensivas; sin embargo, ya sea por
eventos que comprometan la integridad de la barrera epitelial del érgano (roturas,
traumatismos o procesos quirurgicos), por alguna patologia (apendicitis, peritonitis o
neoplasias) o por su introduccién en algun tejido que permitan su diseminacion hacia
otros drganos, cavidades o fluidos; y, en conjunto con sus factores de virulencia,
pueden provocar una infeccién (Smith et al., 2006; Wexler, 2007) de naturaleza

monomicrobiana o polimicrobiana (ésta ultima en el 80.3% de los casos clinicos) con
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bacterias aerobias y anaerobias (Park et al., 2009; Sociedad Japonesa de

Quimioterapia & Asociacion Japonesa de Enfermedades Infecciosas, 2011).

Factores de virulencia

Son un conjunto de moléculas bacterianas necesarias para el establecimiento y
progresion de una infeccién en sus huéspedes (Casadevall & Pirofski, 2009). Los
factores de virulencia descritos en Bacteroides spp., que le dotan de potencial
patogénico, incluyen: apéndices superficiales (fimbrias), lipopolisacarido, capsula

bacteriana y la produccién de enzimas intra y extracelulares (Vishwanath et al., 2019).

Adherencia
Bacteroides spp. es capaz de unirse a los tejidos del hospedero debido a la
presencia de adhesinas (pilis y fimbrias peritricas) y polisacaridos capsulares en la
superficie bacteriana, otorgandole una capacidad de adherencia hasta cinco veces
mayor en comparacion con cepas que carecen de estas estructuras; asegurando su
establecimiento, multiplicacion y progresion tanto en el tracto gastrointestinal como en el

sitio de infeccion (Smith et al., 2006; Yekani et al., 2020).

Aerotolerancia
Bacteroides es un organismo estrictamente anaerobio, posee aerotolerancia a
concentraciones nanomolares de O, mediado por su respuesta frente al estrés oxidativo
que le facilita la proliferacion en diferentes regiones del huésped ajenas a su habitat e
induce la formacién de abscesos (Bacic & Smith, 2008). Esta respuesta esta constituida
por la expresion de 28 enzimas cuya variedad incluye: ribonucleétido reductasa,
fumarato reductasa, catalasa, alquil-hidroperéxido reductasa, superoxido dismutasa,

tiorredoxina peroxidasa, citocromo C peroxidasa, tiol peroxidasa, proteinas no
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especificas de union al ADN, ferritina y citocromo oxidasa (Wexler, 2007; Yekani et al.,

2020).

Capsula bacteriana

La capsula bacteriana esta compuesta por mucopolisacaridos, se asocia con
una mayor capacidad de adherencia al tejido (Onderdonk et al., 1978), provee de
resistencia a la fagocitosis evadiendo la respuesta inmune e induce la formacion de
abscesos. La presencia del polisacarido capsular de B. fragilis desata una respuesta por
parte del sistema inmunitario (leucocitos) por medio de la produccion de citoquinas tales
como el Factor de Necrosis Tumoral Alpha (TNF-a) e Interleucina 8 (IL-8), que fomenta
el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y un incremento de la
moléculas de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) en el tejido donde se encuentran
adheridas (Smith et al., 2006), finalmente una membrana fibrosa recubre a todos los
PMN acumulados como restos celulares, bacterias aledanas del entorno y se forma el
absceso (Wexler, 2007). También reduce la susceptibilidad al estrés oxidativo que
resulta en una mayor aptitud de supervivencia y por lo tanto una mayor probabilidad de

virulencia (Smith et al., 2006).

Enzimas extracelulares
El grupo de enzimas extracelulares de Bacteroides incluye: hialuronidasa,
condroitin sulfatasa, desoxirribonucleasa, proteasas, fosfatasas y lipasas (Yekani et al.,
2020) las cuales actuan sobre la matriz extracelular del huésped y permiten la
penetracién bacteriana, también expresan hemolisinas (HIyA y HIyB) con actividad
hemolitica sinérgica que le proporcionan de hierro de células dafadas y eritrocitos

(Wexler, 2007). Incluso poseen neuraminidasa encargada de la digestion de la mucina
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proveyendo de polisacaridos que son usados como fuente de glucosa para el

crecimiento (Yekani et al., 2020).

La liberacion de vesiculas de membrana también forma parte de este
mecanismo de virulencia por su variedad de contenido capaz de transportar: fosfatasas
alcalinas y 4cidas, lipasa-esterasa, fosfohidrolasa, glucosaminidasa, $-glucuronidasa y
a y B-galactosidasa que inducen hemaglutinacién para entregar el contenido a las

células del hospedero e inducir dafo tisular (Smith et al., 2006).

Enterotoxina
Algunas cepas de B. fragilis generan una enterotoxina denominada también
como fragilisina o BFT (Toxina de Bacteroides fragilis), una metaloproteasa de zinc de
20 kDa, con la capacidad de desintegrar la E-cadherina de las uniones intercelulares del
epitelio intestinal y de los adherentes de zénula induciendo cambios morfologicos en las
células del epitelio intestinal debido a la reordenacién de la actina del citoesqueleto
dando como resultado diarreas e inflamaciones en la mucosa (Jamal et al., 2020; Smith

et al., 2006).

Importancia clinica

Las especies del grupo de Bacteroides fragilis son relevantes a nivel clinico por
la regularidad de su presencia en los aislados y por sus mayores niveles de resistencia
a los antimicrobianos con respecto a otros anaerobios (Byun et al., 2019; Hedberg et al.,
2003). Las principales especies y la frecuencia con la que se presentan en las muestras
clinicas son: B. fragilis (42.1% a 63%), seguido de B. tethaiotamicron (14% a 18.8%) y

B. vulgatus (7% a 7.7%) en conjunto con otras especies menores como se describe en



la Tabla 1 (Liu et al., 2003; Sociedad Japonesa de Quimioterapia & Asociacion

Japonesa de Enfermedades Infecciosas, 2011).

Tabla 1

Frecuencia de las especies de Bacteroides en muestras clinicas

32

Especie % de aislamiento
B. fragilis 42.1 - 63
B. thetaiotaomicron 14 -18.8
B. vulgatus 7T-77
B. ovatus 58-7
B. distasonis 6-6.6
B. uniformis 2

Nota. La tabla describe la predominancia de Bacteroides fragilis en los aislados con

respecto a otras especies de este grupo. Tomado de Anaerobic infections (General):

Epidemiology of anaerobic infections (p. 8), por Sociedad Japonesa de Quimioterapia &

Asociacion Japonesa de Enfermedades Infecciosas, 2011, Journal of Infection and

Chemotherapy; y Rapid identification of the species of the Bacteroides fragilis group by

multiplex PCR assays using group- and species-specific primers (p. 9), por C. Liu, Y.

Song, M. McTeague, A. Vu, H. Wexler & S. Finegold, 2003, FEMS Microbiology Letters.

Pronodstico

En una infeccién anaerobia, la tasa de mortalidad varia entre 25% al 44% con un

promedio de 10.7 dias hasta el deceso del paciente. Tras un tratamiento inadecuado, la

tasa reportada es de 32.5% (Park et al., 2009); en bacteriemias anaerobicas es del
30.7%, alcanzando un 55% en caso de no proveerse una terapia antibiética adecuada
(Aldridge & O’Brien, 2002; Cheng et al., 2009; Salonen et al., 1998; Schapiro et al.,

2004); asimismo, Aldridge & O’Brien (2002) describieron que la tasa de mortalidad en

una bacteriemia puede variar dependiendo de la especie de Bacteroides predominante,
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siendo de 24% a 31% cuando se trata de B. fragilis; 50%, con P. distasonis y 100%, con
B. thetaiotaomicron, respectivamente; ademas Park et al. (2009) establece que la edad
y la presencia de enfermedades subyacentes son factores negativos para un pronéstico
favorable en este tipo de infecciones. Por otro lado, Kim et al. (2016) sefala que con

una terapia antimicrobiana adecuada la tasa de supervivencia es de 82%.

Infecciones

En general, las infecciones en las que se encuentran involucrados los
anaerobios son de tipo mixto conformadas por aerobios como Escherichia coli,
Streptococcus spp. y anaerobios como Clostridium spp. y Peptostreptococcus spp. cuya
frecuencia alcanza el 80.3% de los casos clinicos (Park et al., 2009; Solomkin et al.,
2010). Los cuadros infecciosos provocados por Bacteroides spp. incluyen sepsis
intraabdominal, apendicitis perforada y gangrenosa, infecciones ginecolégicas,

abscesos, infecciones epiteliales y de tejidos blandos y bacteriemias (Wexler, 2007).

El grupo de B. fragilis constituye el 41.8% de toda la microbiota aislada de
infecciones anaerobias polimicrobianas (Park et al., 2009); entre 15% al 54%, en
infecciones abdominales; 32% al 68%, de abscesos perirrectales y 26% al 50%, de las
ulceras de decubito; en regiones sobre el cuello y en la cabeza, alcanzan el 3%; en los
aspirados transtraqueales y liquido pleural, el 4%; y no se ha descrito su presencia en
infecciones dentales (Shah, 1992); asimismo, Salonen et al. (1998) sefala que este

género se asocia como la causa del 55% de los casos de bacteriemia por anaerobios.

Particularmente, la formacién de un absceso contribuye con la resistencia a
ciertos antimicrobianos porque el entorno que se desarrolla en el interior del mismo

puede comprometer la estabilidad de los medicamentos ya sea creando una barrera
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fibrotica (dificulta el ingreso de los antibiéticos), presentando un bajo pH (perjudica a los

aminoglucdsidos) o por la presencia de enzimas inactivadoras como las B-lactamasas

(Brook, 2007).

Tratamiento

Las infecciones generadas por anaerobios son tratadas empiricamente con base
en los criterios del médico y en datos microbiolégicos de vigilancia locales disponibles
(Brook, 2007). En las infecciones monomicrobianas se utilizan antibidticos de espectro
reducido dirigidos especificamente para el microorganismo identificado, en el caso de
anaerobios, comunmente se utiliza metronidazol; por otro lado, en una infecciéon mixta
se requerira del uso de farmacos con un amplio espectro o la combinaciéon de varios
agentes antimicrobianos que cubra toda la variedad de especies presentes entre las
que se encuentran: penicilinas, cefemas, carbapenémicos, cloranfenicol, lincomicina,
clindamicina, tetraciclina, combinaciones de penicilinas con inhibidores de B-lactamasa,
moxifloxacino, tigeciclina, macrélidos o quinolonas (Brook, 2007), en donde, los
primeros 11 grupos mencionados anteriormente describen especificamente actividad

antianaerobia (Schuetz, 2014).

Seleccion de antimicrobianos

Debido al desarrollo de infecciones de tipo mixto, las terapias se administran
para cubrir organismos aerobios y anaerobios evitando complicaciones por persistencia
o recaida. Los criterios utilizados en la seleccién de la terapia antibiética son: la
efectividad contra los organismos objetivo, minimizar el riesgo de desarrollar resistencia,

la administracion a dosis que permitan alcanzar los niveles necesarios en el sitio de la
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infeccion, presentar una toxicidad minima o nula, asi como poseer una maxima

estabilidad y permanencia en el hospedero (Brook et al., 2013).

Se ha descrito resistencia en los anaerobios a diferentes antimicrobianos tales
como penicilina, fluoroquinolonas, clindamicina y cefemas, incluso el desarrollo de ella
durante el tratamiento del paciente (Brook et al., 2013; Takesue et al., 2018). Las
infecciones por anaerobios generalmente requieren una terapia prolongada que puede ir
desde las tres semanas hasta los tres meses en funcion del lugar y de la gravedad del

cuadro clinico (Brook et al., 2013).

Antibiéticos aplicados en infecciones anaerobias

El grado de actividad de los medicamentos descritos para el tratamiento de
infecciones anaerobias se limita Unicamente a anaerobios (como sucede con

metronidazol) o para tratar a los aerobios, de ser necesario (Tabla 2).

Tabla 2

Antibidticos indicados para el tratamiento de infecciones polimicrobianas

Nivel de actividad (0 a +++)

o Anaerobios Aerobios
Antibidtico !
Bacilos Gram Otros Cocos Gram )
. ) » Enterobacterias
negativos anaerobios positivos
Penicilina 0 +++ + 0
Cloranfenicol +++ +++ + +
Cefoxitina ++ +++ ++ ++
Carbapenémicos +++ +++ +++ +++
Clindamicina ++ +++ +++ 0
Amoxicilina/Acido
+++ +++ ++ ++
clavulanico
Piperacilina/Tazobactam +++ +++ ++ ++

Metronidazol +++ +++ 0 0
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Nota. La tabla describe el nivel de actividad en el tratamiento de infecciones mixtas.
Tomado de Treatment of anaerobic infection (p. 993), por |. Brook, 2007, Expert Review

of Anti-infective Therapy.

Resistencia en Bacteroides spp.

El uso de una terapia antianaerobia adecuada conduce a un resultado exitoso en
el tratamiento de una infeccion, por ello, la eleccion del farmaco, o un grupo de ellos, de
forma apropiada es crucial (Yekani et al., 2020) debido a que una terapia inactiva da

como resultado una mortalidad del 55% en bacteriemias (Salonen et al., 1998).

La resistencia de Bacteroides fue reportada por primera vez en la década de los
1960 empezando por la penicilina y posteriormente se extendi6 a otros antibidticos
como tetraciclina (1972), clindamicina (1976), cefoxitina y carbapenémicos (1983) y, en

1984, en clindamicina (Rasmussen et al., 1993).

Debido a los informes sobre estos eventos, la variabilidad de la susceptibilidad
antibidtica y la importancia clinica de Bacteroides, se ha realizado el seguimiento a
través de encuestas y evaluaciones de monitoreo continuo sobre el fenémeno durante
extendidos periodos de tiempo (210 afios) en diferentes paises tales como Estados
Unidos (Snydman et al., 2010), Europa (Nagy et al., 2011) y Polonia (Kierzkowska et al.,
2020). También se han reportado las tasas de resistencia mediante investigaciones
individuales en Espafa (Garcia-Rodriguez et al., 2003) o multicéntricas realizadas en
Europa (Hedberg et al., 2003) y recientemente en Japon (Takesue et al., 2018), India
(Vishwanath et al., 2019), China (Gao et al., 2019), Romania (Pricop et al., 2020), Iran
(Jasemi et al., 2021) y Austria (Konig et al., 2021). De igual manera, se han presentado

reportes de varios paises latinoamericanos como Costa Rica (Bolafos et al., 1988) y
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Brasil (Nakano & Avila-Campos, 2004). Otros paises como Argentina (Fernandez-
Canigia et al., 2012), Costa Rica (Cordero-Laurent et al., 2012) y Colombia (Salazar et
al., 2014) han hecho analisis mas recientes; sin embargo, no reportan las tasas de
resistencia para todos los antimicrobianos recomendados en anaerobios, por lo cual se

dificulta el seguimiento de las tendencias de resistencia.

Considerando la descripcion de Magiorakos et al. (2012) acerca de bacterias
multirresistentes (MR), son aquellas que presentan resistencia al menos a un antibiotico
de al menos tres categorias o grupos farmacolégicos distintos de antibiéticos; las cepas
MR de Bacteroides han sido encontradas en varios casos y se han atribuido a la
presencia de varios mecanismos especificos (Graham et al., 2020; Jasemi et al., 2021;
Kaeuffer et al., 2021; Merchan et al., 2016; Sherwood et al., 2011; Urban et al., 2015),
llegando a conformar hasta en un 18.26% (Wang et al., 2020) y 50% de los aislados

(Niestepski et al., 2019).

Mecanismos de accion y resistencia a los antibiéticos

En Bacteroides se han reportado diferentes mecanismos de resistencia para los
distintos farmacos utilizados terapéuticamente (Yekani et al., 2020) que comprenden:
modificaciones en las Proteinas de Unién a la Penicilina (PBP), enzimas inactivadoras,
disminucion de la captacion de medicamentos, transportadores de hierro de poca

eficiencia y mutaciones diversas.

B-lactamicos

Este tipo de antibiéticos tiene como objetivo mimetizar la secciéon D-Alanina con
su anillo B-lactamico (el sitio de accién de las PBP) de tal manera que no se pueda

llevar a cabo la transpeptidacién para vulnerar la estabilidad del peptidoglicano dejando
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susceptible a la bacteria a su degradacion por enzimas hidroliticas, fagocitosis o a su

ruptura por lisis osmoética (Kapoor et al., 2017).

Brook et al. (2013) sefiala que los mecanismos de resistencia de los anaerobios
a este grupo de farmacos son las enzimas inactivadoras (B-lactamasas), PBP de baja

afinidad y mutaciones en las porinas que alteran la permeabilidad y bombas de eflujo.

El conjunto de B-lactamasas, incluye penicilinasas y cefalosporinasas, las cuales
actuan sobre el enlace amida por hidrdlisis dejandolo inactivo, y se ha descrito que
entre el 76% al 96% de las cepas de B. fragilis producen cefalosporinasas
constitutivamente; siendo la mas comun una cefalosporinasa de tipo 2e susceptible a
los inhibidores de B-lactamasas (Wexler, 2007). Amoxicilina, ampicilina y piperacilina,
son farmacos de tipo de penicilina que pueden suministrarse en conjunto con estos
inhibidores como acido clavulanico, sulbactam y tazobactam, respectivamente; los
cuales al unirse con la B-lactamasa la inactivan e impiden la hidrdlisis del anillo del

compuesto B-lactamico (Khanna & Gerriets, 2021).

Con respecto a los carbapenémicos, éstos son vulnerados por carbapenemasas,
enzimas de tipo metalo-B-lactamasas de clase B, con la capacidad actuar sobre otros
antibidticos B-lactamicos y no son vulnerables a los inhibidores; a pesar de ello, los
porcentajes de resistencia establecidos para este grupo no excede el 1% (Soki et al.,

2004).

Fenicoles (Cloranfenicol)

Este antibidtico ejerce su efecto a través de su unién con la secuencia 23S de la

subunidad 50S del ribosoma para impedir la transpeptidacion por parte de la peptidil-
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transferasa obteniéndose como resultado cadenas cortas de aminoacidos que no son

funcionales (Trevor et al., 2015).

El cloranfenicol se usa escasamente y los eventos de resistencia son poco
frecuentes. El proceso de resistencia consiste en la modificacion del principio activo por
la enzima cloranfenicol-acetil-transferasa que acetila los grupos hidroxilo de la molécula

y, de este modo, no permite su unién con al ribosoma (Kapoor et al., 2017).

Tetraciclinas (Tetraciclina)

La diana de accion de las tetraciclinas corresponde a la secuencia de 16S de la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano para impedir la union entre el tARN vy sitio A del
complejo ribosomal y, en consecuencia, bloquean la transpeptidacion y la sintesis
proteica (Brook et al., 2013). El mecanismo de resistencia que se ha reportado incluye
bombas de eflujo, asi como la proteccion del sitio de accion en el ribosoma por parte de

la proteina TetQ (Wexler, 2007).

Lincosamidas (Clindamicina)

La clindamicina inhibe la formacién de nuevas proteinas al unirse a la secuencia
23S de la subunidad 50S del ribosoma e impide la transpeptidacion por parte de la
peptidil-transferasa (Castle, 2007; Trevor et al., 2015). Los mecanismos de resistencia
descritos para este farmaco incluyen la metilacién de la secuencia 23S del rRNA, la

modificacion enzimatica y la expulsion activa (Kapoor et al., 2017; Trevor et al., 2015).

Nitroimidazoles (Metronidazol)

Este compuesto es utilizado con frecuencia en el tratamiento de infecciones

anaerobias y de forma preventiva en procedimientos quirurgicos (Vishwanath et al.,
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2019). Entra por difusion pasiva al entorno celular como un profarmaco (estado inactivo)
y, por medio de la accidon de un donante de electrones (flavodoxina o ferredoxina), que
obtiene sus electrones del compuesto piruvato-ferredoxina-reductasa (componentes del
sistema de transporte de electrones), proporcionan sus electrones al metronidazol que
se transforma en un radical libre nitro con la capacidad de danar la molécula de ADN
por oxidacion induciendo la ruptura de las hebras simples y dobles; de esta manera, se
inhibe la replicacion del material genético y conduce a la muerte del microorganismo

(Ghotaslou et al., 2018).

La resistencia se debe a la produccién de una nitroimidazol reductasa que se
encarga de la transformacion de 4- o 5-nitroimidazol en 4- o 5-aminoimidazol evitando la
accion del medicamento; de igual manera, se encuentra la reparacién del ADN
mediante recombinacién homaologa por la expresion de una proteina RecA para revertir

los dafos provocados por metronidazol (Ghotaslou et al., 2018).

De acuerdo con Ghotaslou et al. (2018), metronidazol también es susceptible a
las bombas de eflujo por su potencial para expulsar diversos farmacos, uno de los
sistemas de bombas corresponde a aquellas de tipo RND (resistencia-nodulacién-
divisién). De acuerdo con las descripciones de Wexler (2012), una bomba de tipo RND
denominada bmeRABCS5 identificada en B. fragilis se asocia con el eflujo de multiples
farmacos incluidos metronidazol; ademas, la ausencia de transportadores de hierro
FeoAB se asocia con un incremento de la CMI y una reduccion de la transformacion de

metronidazol.
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Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son proteinas transmembranales encargadas de expulsar
antibiodticos desde el interior de la célula para reducir la concentracion interna
previniendo el alcance del sitio diana, se ha descrito que varios farmacos son
susceptibles de este sistema y por su capacidad de bombear multiples farmacos
contribuyen a la aparicion de bacterias MR (Kapoor et al., 2017). Se han encontrado
alrededor de 16 homdlogos de bombas RND en B. fragilis denominadas como

bmeABC1 hasta bmeABC16 (Wexler, 2007).

HMP-1y Omp200 son dos proteinas de membrana con funcién porina y aunque
las modificaciones en las proteinas porinas se correlaciona con resistencia a farmacos,

todavia no se ha caracterizado el mecanismo en B. fragilis (Wexler, 2012)

Pruebas de susceptibilidad

Segun Salonen et al. (1998), una terapia de bacteriemia, causada por
Bacteroides, con un agente inactivo se asocia con una tasa de mortalidad de 55% y
Brook et al. (2013) indica que el porcentaje de fracaso terapéutico es del 82% vy la

persistencia del microorganismo se presenta hasta en el 42% de los casos.

Las pruebas de susceptibilidad permiten conocer la respuesta de un
microorganismo frente a un determinado antibiotico y, con base en ello, guiar la decisién
de terapia antimicrobiana para el paciente (Schumacher et al., 2018; Van Belkum &
Dunne, 2013). Segun Brook et al. (2013) y Schuetz (2014), las situaciones en las que se

deben realizar las pruebas de susceptibilidad son:

e Infecciones de gravedad y que puedan derivar en muerte

e Cuando no hubo una respuesta favorable con la terapia empirica
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e Cuando se presenta una recaida tras la terapia empirica
e Cuando existe un agente clave en el tratamiento del paciente
e Cuando no existe antecedentes para guiar la terapia empirica
e Cuando los datos sobre susceptibilidad son escasos
e Cuando se informa de resistencia frecuente a diversos antibiéticos

e Cuando la terapia se aplicara por un tiempo extendido al paciente

Ademas, Brook et al. (2013) también sefala que estas pruebas se deben
considerar para los microorganismos clinicamente importantes y cuya susceptibilidad es
impredecible y variable o poseen un elevado potencial de virulencia como es el caso de
Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Clostridium, Bilophila wadsworthia y Sutterella
wadsworthensis; asimismo en cuadros clinicos en donde se incluyan muestras de

sangre, abscesos, inflamaciones del endocardio e infecciones de protesis o huesos.

La ejecucion de las pruebas para anaerobios como parte de diagndstico no es
practico debido al prolongado tiempo requerido hasta la obtencion de resultados y la
poca rentabilidad; por otro lado, son un componente esencial de los estudios
epidemiolégicos y de seguimiento de resistencia que, por lo general, se aplican en
encuestas nacionales y particulares para realizar un seguimiento, pero no se describen

por localidades y, en limitadas situaciones, por instituciones (Brook et al., 2013).

El CLSI provee de guias en donde se establece el procedimiento recomendado
del desarrollo de las pruebas de susceptibilidad, puntos de corte de estudio y evaluacién
de resultados (Schuetz, 2014). Los métodos sugeridos con el fin de evaluar la
resistencia antimicrobiana en anaerobios de acuerdo con el CLSI (2018) son la dilucion
en agar y la microdilucion en caldo (Brook et al., 2013; CLSI, 2018; Schuetz, 2014); de

igual manera, enfatiza en su pedido de realizar al menos un analisis por afio a fin de
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conocer el estado actual de las tasas de resistencia de los patrones locales (Hecht,

2006).

Microdilucién en caldo

Es una metodologia recomendada por el CLSI para la determinacién de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de un microorganismo, pero esta limitada para
Bacteroides spp. y Parabacteroides spp. porque otros anaerobios presentan un bajo
crecimiento y sus resultados no se correlacionan adecuadamente con la técnica
estandar (Schumacher et al., 2018; Van Belkum & Dunne, 2013). Consiste en la dilucion
de un determinado farmaco en concentraciones seriadas que se colocan en un orden

definido en la placa de poliestireno de 96 pocillos (Schuetz, 2014).

Las ventajas de este método incluyen la disminucion de la cantidad de reactivos,
tiempo de procesamiento y la complejidad de ejecucion, la posibilidad de evaluar varios
antimicrobianos simultaneamente, la posibilidad de personalizar los paneles conforme a
los requerimientos de cada laboratorio 0 ensayo y la disponibilidad de paneles
comerciales como Sensititre (Trek Diagnostics Systems, Thermo Fisher Scientific),
recomendados solo con fines de investigacién debido a que la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) no permite su uso en diagnésticos clinicos (Brook et

al., 2013; Schuetz, 2014).

Antibiéticos en las pruebas de susceptibilidad

El conjunto de medicamento dirigidos a las bacterias anaerobias en la guia
M100 del CLSI sugeridos para evaluarse en las pruebas de susceptibilidad pertenecen
a diferentes grupos farmacologicos tales como f3-lactamicos (penicilinas,

carbapenémicos, cefemas), combinaciones de B-lactamicos con inhibidores de B-



lactamasas, lincosamidas, nitroimidazoles y fenicoles; y permiten la categorizacion de

los aislados como Susceptibles (S), Intermedio (1) y Resistentes (R) mediante sus

respectivos puntos de corte indicados en la Tabla 3 (CLSI, 2021; Schuetz, 2014).

Tabla 3

Puntos de corte de antianaerobios segun la guia M100-S21 CLSI (2021)
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Grupo Punto de corte por categoria
Antibiético
farmacolégico S I R
Ampicilina <05 1 22
Penicilinas Penicilina <05 1 22
Piperacilina® <32 64 >128
Amoxicilina/acido
_ <4/2 8/4 > 16/8
clavulanico
B-lactamicos con o
Ampicilina/Sulbactam <8/4 16/8 =>32/16
inhibidores de [3-
Piperacilina/Tazobactam <16/4 32/4-64/4  =2128/4
lactamasa ]
Ticarcilina/Acido clavulanico < 32/2 64/2 =>128/2
Imipenem/Relebactam <4/4 8/4 = 16/4
Cefotetan <16 32 > 64
Cefoxitina <16 32 > 64
Ceftizoxima <32 64 >128
Cefemas Ceftriaxona <16 32 =64
Cefmetazol <16 32 > 64
Cefoperazona <16 32 264
Cefotaxima <16 32 > 64
Doripenem < 4 >8
Ertapenem < 4 >8
Carbapenémicos
Imipenem < 4 >8
Meropenem < 4 =28
Tetraciclinas Tetraciclina < 8 =16
Fluoroquinolonas Moxifloxacino <2 4 =28




45

Grupo Punto de corte por categoria
Antibidtico
farmacoloégico S I R
Lincosamidas Clindamicina <2 4 >8
Fenicoles Cloranfenicol <8 16 =32
Nitroimidazoles Metronidazol <8 16 =32

Nota. La tabla describe los puntos de corte para cada antibiético extraidos de la 312
edicién de la guia M100 del CLSI (2021) y los puntos de corte de PIP obtenidos de la 302
ediciéon de la guia M100 del CLSI, porque fueron retirados en la versién actual. Tomado
de Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing (p. 111 y 112), por

CLSI, 2021, CLSI M100-ED31.
Hipotesis
Bacteroides spp. presenta resistencia a penicilinas, combinaciones de [3-

lactamicos con inhibidores de B-lactamasas, cefemas, carbapenémicos, tetraciclina,

lincosamidas, fenicoles y nitroimidazoles.
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

Participantes

El proyecto de titulacion fue desarrollado por el Sr. Juan Pablo Vaca Gonzalez
bajo la conduccion y monitoreo de la Dra. Jeannete Zurita, médica microbiéloga, en
conjunto con el personal del area de Microbiologia y Biologia Molecular de Zurita &
Zurita Laboratorios, igualmente el aporte de los resultados de antibiogramas de 40
cepas de Bacteroides realizados previamente para el incremento de la base de datos de

este trabajo.

También se contd con la colaboracion de la Lic. Alma Koch Ms. C. durante el

desarrollo de este proyecto en calidad de directora asignada por la ESPE.

Zona de estudio

El proyecto se ejecutd en el Area de Investigacion de Microbiologia de Zurita &
Zurita Laboratorios — Matriz, ubicado en Av. Prensa N49-221 y Manuel Valdiviezo,
Sector Antiguo Aeropuerto, parroquia La Concepcion, cantén Quito, Provincia de
Pichincha (Coordenadas S0°8'51.1747”; W78°29°28328”), en donde, previamente a

este proyecto, también se llevd a cabo la recoleccion y congelamiento de las muestras.

Periodo de investigacion

Las cepas utilizadas fueron recolectadas y congeladas a partir de muestras
clinicas procesadas en el area de Microbiologia de Zurita & Zurita Laboratorios entre
2019 y 2020, eliminando la necesidad de hacer una etapa de recoleccién y de esta
manera reducir el tiempo requerido para la elaboracién de la parte experimental del

trabajo de titulacién.
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La ejecucién del proyecto se compuso de dos etapas. La primera etapa fue el
desarrollo experimental que contempla el descongelamiento de las muestras,
preparacion del indculo y la siembra en las placas Sensititre™. La segunda etapa
incluyo la parte analitica y de revision bibliografica en donde se realizé la recoleccion de

datos, procesamiento de resultados y la discusién de los mismos.

Recoleccion e identificacion de cepas previo al estudio

Se incluyeron muestras que provenian de diferentes fuentes de aislamiento en
pacientes con infecciones cuyos cultivos describieron la presencia de microorganismos
anaerobios o provenian de sitios con una alta probabilidad de poseer anaerobios. Se
utilizé la técnica de agotamiento para el aislamiento de colonias, un control aerobio y la
identificacion se realizé mediante el indice de Perfil Analitico (API) 20C ANA y

secuenciacion del gen 16S rRNA.

Conservacion de muestras

Se prepararon viales de 1.5 mL que fueron identificados con el cédigo de manejo
interno de las muestras del area de Microbiologia, y se dispenso 500 uL de caldo triptico
de soya (TSB) en ellos, el cual fue preparado acorde a las especificaciones de la casa

comercial.

Luego, con la ayuda de un asa de siembra, se tomaron la mayor parte de
colonias aisladas previamente en agar Wilkins & Chalgren, se colocaron en el vial con
TSB con un movimiento vigoroso del asa, seguidamente se agité en un vortex por tres
segundos a fin de permitir su homogeneizacion. Posteriormente se adicion6 500 yL de
glicerol, se agité nuevamente en un vortex por tres segundos y se almacenaron en
refrigeracion a - 80 °C en un congelador. De esta manera, se llegd a disponer de un

total de 46 cepas clasificadas por los sitios anatémicos descritos por Wexler (2007) con
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las respectivas especies de Bacteroides identificadas (Tabla 4). Los diferentes tipos de
muestras que se procesaron fueron: hemocultivos, quistes, secreciones, abscesos, piel,

tejidos blandos y fluidos (Figura 2).

Tabla 4

Distribucion de los aislados por sitio anatémico y frecuencia de las especies
encontradas

Porcentaje de especies aisladas por muestra

P.
Sitio % B. B.
) n B. fragilis  B. ovatus B. vulgatus distason )
anatémico muestras  caccae . stercoris
is
n % n % n % n % n % n %
Abdominal 16 34,8 2 125 10 625 2 125 1. 63 1 63
Gluteos,
caderay 13 28,3 8 615 2 154 2 154 1 7,7
recto
Sangre 10 217 9 9,0 1 100
Apéndice 2 4,3 2 100
Piel 2 4,3 1 50,0 1 50,0
Tejidos
1 2,2 1 100
blandos
Intestino
1 2,2 1 100
grueso
Rinones 1 2,2 1 100

Total por especie (n, %) 2 43 32 696 5 109 2 43 4 87 1 22

Nota. Clasificacion de los aislamientos con respecto al sitio anatdmico en las categorias
descritas por Wexler (2007). El porcentaje de cada especie dentro del cuerpo de la tabla
representa la frecuencia relativa con respecto al nimero de muestras de un sitio
anatémico. El porcentaje de la fila de totales indica la frecuencia relativa en relacién al

total de aislamientos.
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Figura 2

Numero y frecuencia relativa de los aislamientos por cada sitio anatémico
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Nota. La figura describe la distribucion de los aislados procesados en esta investigacion

y su frecuencia relativa al total de los mismos.

Desarrollo experimental

Descongelamiento de cepas

El descongelamiento y reactivacion de las cepas se realizé por cultivo en agar
Wilkins & Chalgren y un control aerobio en Agar Chocolate. Utilizando un asa de 10 pL,
se tomd una alicuota del vial de almacenamiento de cada cepa, se colocd un inéculo en
cada caja Petri y se sembré por el método de agotamiento para promover la separacion
en colonias puras. Luego, la caja Petri de Wilkins & Chalgren fue colocada en un kit de
anaerobiosis BD BBL™ GasPak™ y la caja de agar chocolate se cultivd en condiciones
aerobias. Todas las cajas se llevaron a la incubadora por 48 h a 37 °C y el vial de la

cepa fue devuelto al congelador.
Preparacion del inéculo

Se dispensd 5 mL de medio litico para anaerobios BD BACTEC™ en un tubo de

8 mL para medir la absorbancia inicial del medio con un nefelémetro, posteriormente
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con la ayuda de un hisopo se tomé de 3 a 5 colonias aisladas de la caja Petriy se
colocaron en el medio BD BACTEC™ hasta lograr un estandar en la escala de

McFarland de 0.5 considerando la absorbancia entregada por el medio inicialmente.

Con una micropipeta se tomaron 20 pL del inéculo previamente preparado y se
transfirieron a un tubo con 11 mL de caldo Mueller Hinton Sensititre™ con tampdn TES

(Tris-EDTA-SDS), se agitd cinco veces por inversion y se vertid en una caja Petri.
Montaje de antibiogramas

La CMI de las cepas de Bacteroides se obtuvieron utilizando la técnica de
microdilucion en caldo recomendada por el manual de CLSI (2018). El proceso se llevé
a cabo con las especificaciones de ThermoFisher Scientific (2021) para el panel
comercial Sensititre (Trek Diagnostics Systems, Thermo Fisher Scientific). El panel
incluye diferentes medicamentos de distintas categorias como: penicilinas (Ampicilina -
AMP, Penicilina - PEN, Piperacilina - PIP), agentes B-lactamicos combinados con
inhibidores de B-lactamasa (Ampicilina/Sulbactam - A/S2, Amoxicilina/Acido clavulanico
- AUG2, Piperacilina/Tazobactam - P/T4), cefemas (Cefotetan - TANS, Cefoxitina -
FOX), Carbapenémicos (Imipenem - IMI, Meropenem - MERO), Lincosamidas
(Clindamicina - CLI), Tetraciclinas (Tetraciclina - TET), Fenicoles (Cloranfenicol - CHL) y

Nitroimidazoles (Metronidazol - MRD).
Inoculacion del panel de microdilucién

Con la ayuda de una micropipeta multicanal se procedi6 a tomar 100 uL y se
inocularon en los 96 pocillos de la placa Sensititre™ (Figura 3). Por ultimo, se coloco el
sello adhesivo en la placa y se introdujo en un kit de anaerobiosis BD BBL GasPak para

ser incubado a 37 °C por 48 h.
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Figura 3

Placa Sensititre™ para pruebas de susceptibilidad desarrollada por ThermoFisher
Scientific (2021)

1 1 3 4 3 6 7 8 9 10 1 12 Antimicrobianos
A AS AlS AR AlS Al A% | AUG | AUG | AUG | AUG | AUG | AUG A/S2 Ampicilina/Sulbactam prepercién 2:1
05025 105 | 241 42 84 | 168 |e0s025] wos [ 2 42 4 | 168 AUG2  Amoxicilina/Acido clavuldnico proporeion 2:1
B| TANS | TANS | TANS | TANS | Taws | PEN | PEN | PEN | PEN | PEN | PEN | PEN TANS  Cefotetan Na
4 g 16 | 32 | e [ o0s | 012 | 035 | os 1 2 4 PEN  Penicilna

IMI  Imipenem
MERO Meropenem

¢ M MI IMI M M M IMI | MERO | MERO | MERO | MERO | MERQ

02 | 025 | 05 1 2 4 s | o5 1 2 1 8

o CI | ¢l | e | cir | cu | ¢l | FOX | FOX | FOX | FOX | FOX | FOX CLI Clhndamicna
- FOX  Cefoxitina

02 | os | 1 2 4 8 1 2 4 8 AL MRD  Mefrenidazole
E MED | MRD | MRD | MRD | MRD | MRD | CHL | cHL | CHL | CHL | cHL | cHL CHL  Cloramfenical

05 1 2 4 8 15 2 1 3 5 | 32 | e AMP  Ampicilina
F AMP | AMP | AMP | AMP | aMP | avp | PP | PP | PP | PP | PP | PP PIP  Piperaciina

05 1 2 4 8 15 1 8 16 | 3 | s | us TET  Tetraciclina
¢ TET | TET | TET | TET | TET | TET | MEZ | MEZ | MEZ | MEZ | MEZ | MEZ MEZ  Medzolicina

035 05 1 2 n 8 4 g 16 32 54 128 P/T4  Piperacilina/Tazobactam
W PT | BT | 2T | PT | T | T | PT | 2T | BT | 2T | POS | Pos POS  Posiive contrel

02314 | 0.54 14 24 44 4 164 324 6444 128/4

Nota. Distribucién de antibioticos en el panel de microdilucién. Tomado de Sensititre™

Anaerobe MIC Plate ANO2B (p. 1), por ThermoFisher Scientific, 2021.

Desarrollo analitico

Lectura de placa Sensititre ANO2B

Segun Hedberg et al. (2003) y Vishwanath et al. (2019), la CMI se define como
la concentracién mas baja de cada antibiético en donde se visualiza una disminucién en

el crecimiento de la bacteria en la placa con respecto a los pocillos de control.

Transcurridas las 48 h, se realiz6 la inspeccién por pares de la placa en un
visualizador manual Sensititre™ para registrar el crecimiento en cada pocillo
empezando por los controles (11H y 12H) continuando con el resto de filas
correspondiente a los antibidticos evaluados para establecer las CMI de las cepas

evaluadas (Figura 4).
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Figura 4

Antibiograma de un ejemplar de Bacteroides
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Nota. La figura muestra un antibiograma de Bacteroides spp. en la placa Sensititre™ tras

48 h de incubacion.
Categorizacion de los niveles de susceptibilidad

La descripcion del nivel de susceptibilidad de las especies de Bacteroides se
realizaron con base en las CMI encontradas en los paneles y de acuerdo a los puntos
de corte de la 312 edicion de la guia M100-S21 del CLSI (2021) detallados en la Tabla 3

para cada uno de los farmacos definidos en anaerobios.

Segun Hombach et al. (2013) y el CLSI (2018), los microorganismos
pertenecientes a la categoria intermedia son aun susceptibles a los antibi6ticos pero no
a las dosis estandar del mismo porque requieren una acumulacion del farmaco en el
sitio de la infeccién para obtener una respuesta favorable. En consecuencia, este
proyecto solo se trabajé con los porcentajes de resistencia que se encontré en cada

cepa sin incluir la categoria intermedia.
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Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se utilizé estadistica descriptiva con el fin de
evaluar los niveles de susceptibilidad a través de porcentajes y diagramas de los niveles
de susceptibilidad categorizados de cada cepa con respecto a los antibioticos del

ensayo y permitir el contraste con los reportes de otros paises y continentes.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Reactivacion de cepas

Las cepas inoculadas en el medio Wilkins & Chalgren y agar chocolate se
presentaron como colonias redondeadas de color grisaceo blanquecino (Figura 5). Se
descartaron los cultivos de crecimiento rapido (< 24 h) porque Bacteroides tarda al
menos 48 h en crecer y también aquellas cepas que crecieron en el control aerobio

(CLSI, 2018; ThermoFisher Scientific, 2021; Wexler, 2007).

Figura 5

Ejemplar de cepa de Bacteroides reactivada en agar Wilkins & Chalgren

Nota. El recuadro rojo sefala las colonias aisladas de Bacteroides tras el

descongelamiento utilizadas para la preparacién del indculo.

Aislamiento de muestras

Los aislamientos con una mayor frecuencia fueron de tres sitios anatémicos:
abdominal (n=16, 34.8%); zona peélvica, que incluyé gluteos, cadera o recto, (n=13,

28.3%) y sangre o hemocultivo (n=10, 21.7%). De los 46 ejemplares obtenidos, la
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especie sobresaliente en la mayoria de ellos fue B. fragilis (n=32, 69.6%), seguido de B.

ovatus (n=5, 10.9%) y P. distasonis (n=4, 8.7%) definidos en la Tabla 4 y la Figura 6.

Figura 6

Frecuencia de aislamiento de las especies de Bacteroides

= B. caccae

= B. fragilis

= B. ovatus

= B. vulgatus
= P. distasonis
= B. stercoris

Resistencia de Bacteroides spp.

En el grupo de las penicilinas, las mayores tasas de resistencia se presentaron
en AMP (n=44, 95.7%) y TET (n=44, 95.7%). En el caso de la combinacion con
inhibidores de B-lactamasas, el mayor porcentaje de resistencia se obtuvo en AUG2
(n=18, 39.1%); para las cefemas y carbapenémicos, la tasa de mayor resistencia se
encontré en TANS y MERO con 19.6% (n=9) en los dos. Particularmente, TET, CLI,
CHL y MRD, fueron los unicos antibiéticos representativos de sus categorias con
porcentajes de 82.6% (n=38), 60.9% (n=28), 8.7% (n=4) y 23.9% (n=11),

respectivamente (Tabla 5).
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Tabla 5

Porcentajes de resistencia de los 46 aislados de Bacteroides spp.

Categorias de las cepas evaluadas

Grupo Antibioti
S | R
farmacolégico co
n % n % n %

AMP 2 43 44 95,7
Penicilinas PEN 2 43 44 95,7
PIP 19 41,3 27 58,7
Agentes [3- AIS2 26 56,5 7 15,2 13 28,3
lactamicos con AUG2 26 56,5 2 43 18 39,1

inhibidores de B-
PIT4 35 76,1 4 8,7 7 15,2

lactamasas
TANS 32 69,6 5 10,9 9 19,6
Cefemas

FOX 33 71,7 5 10,9 8 17,4

IMI 40 87,0 6 13,0

Carbapenémicos
MERO 36 78,3 1 2,2 9 19,6
Tetraciclinas TET 7 15,2 1 2,2 38 82,6
Lincosamidas CLlI 17 37,0 1 2,2 28 60,9
Fenicoles CHL 42 91,3 4 8,7
Nitroimidazoles MRD 33 71,7 2 4,3 11 23,9

Magiorakos et al. (2012) describe como MR aquellas con resistencia al menos a

un antibidtico de al menos tres categorias o grupos farmacoldgicos de antimicrobianos.
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En este estudio se encontré que el 89.1% (n=41) de las cepas evaluadas presentaron
multirresistencia, de las cuales el 80.4% (n=37) presentaron resistencia entre tres y
cinco categorias de antibiéticos, por otro lado, el 19.6%(n=9) presentaron resistencia

entre 6 y 7 categorias que se detalla en la Tabla 6 (Figura 7).
Tabla 6

Distribucioén de las especies MR

N° de categorias a las que Cepas resistentes
presentaron resistencia n %
2 5 10,9
3 15 32,6
4 10,9
5 12 26,1
6 17,4
7 1 2,2

Nota. Se presenta el numero de aislados que mostraron resistencia a mas de un grupo

farmacoldgico en sus respectivas categorias.
Figura 7

Distribucion de las especies MR

A 16
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G 14 4 15 categorias
212 1 que las cepas
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c 8-

8 6 8 2 3
4

S 415 5 32,6%

[]

o 2 5
2, 1 26,1%

Z 2 3 4 5 6 7 =6 7

Numero de categorias que las

cepas resistieron 10,9%
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Nota. Se detalla la distribucion de los aislamientos conforme al nimero de categorias de
antimicrobianos que resistieron las cepas (A) y el porcentaje de cepas MR en cada

categoria con respecto a las 46 cepas (B).

Particularmente, tres aislados de B. fragilis tuvieron resistencia a varios
antibioticos. Las tres cepas fueron susceptibles de CHL y MRD. Dos cepas (aisladas de
un absceso y del tejido de muslo derecho) resistieron a 11 farmacos; en particular, la
primera describi¢ adicionalmente sensibilidad a CLI y la segunda, a AUG2. La tercera

cepa describio resistencia a 12 antibioticos.
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CAPITULO V: DISCUSION

B. fragilis es la especie con mayor predominancia en los aislamientos clinicos
(Sociedad Japonesa de Quimioterapia & Asociacion Japonesa de Enfermedades
Infecciosas, 2011; Wexler, 2007). En este estudio, B. fragilis representé el 69.6% del
total de muestras, seguido de B. ovatus (10.9%) y P. distasonis (8.70%). Bacteroides
posee un potencial patogénico y la capacidad para producir infecciones y enfermedades
graves; a pesar de ello, las pruebas de susceptibilidad no se hacen rutinariamente y su
terapia se basa en tratamientos empiricos con antibiéticos de amplio espectro (Nagy et

al., 2011).

Una encuesta en Estados Unidos realizada desde 1981 hasta 2007 por
Snydman et al. (2010) encontré que los porcentajes de resistencia para los antibiéticos
podian incrementarse como sucedié con CLI (5% a 35%) o FOX (4% a 9%) o podian
mantenerse como en el caso de IMI (<1%), P/T4 (<1%) o CHL (0%). De igual manera,
un monitoreo de Nagy et al. (2011) de 10 afios realizado en Europa describe
incrementos de las frecuencias de aislados resistentes para FOX (12,8% a 27,1%), CLI
(33,5% a 47,9%), moxifloxacino (6% a 25%) y AUG (5% a 17,9%). Los porcentajes de
resistencia de este proyecto contrastados con otros estudios presentados en la

discusion, se especifican en la Tabla 7 con sus respectivas referencias.

AMP, PEN y PIP fueron los tres compuestos de tipo penicilina evaluados con las
46 cepas de Bacteroides. En el caso de AMP, el porcentaje de resistencia obtenido
(n=44, 95.7%) denota un incremento al 92% reportado en Brasil (Nakano & Avila-
Campos, 2004); sin embargo, varias publicaciones describen tasas mayores que se
ubican entre 99.2% y 100% en revisiones europeas, Romania y China (Gao et al., 2019;
Hedberg et al., 2003; Nagy et al., 2011; Pricop et al., 2020) representado en la Figura

8A.
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Con respecto a PIP, las evaluaciones de Cordero-Laurent et al. (2012) y Nguyen

et al. (2000) registraron resistencias de 29% y 37%, respectivamente; las cuales son

inferiores en contraste con el 58.7% (n=27) encontrado con las pruebas de

susceptibilidad (Figura 8B). Por otro lado, como se puede observar en la Figura 8C, los

porcentajes de PEN en paises europeos, asiaticos y Costa Rica oscilan desde 96% al

100% (Bolafios et al., 1988; Byun et al., 2019; Gao et al., 2019; Jasemi et al., 2021;

Kierzkowska et al., 2020; Konig et al., 2021; Pricop et al., 2020) asemejandose al

resultado de esta investigacion (n=44, 95.7%) y situandose sobre Brasil que describid

un porcentaje menor de 87.5% (Nakano & Avila-Campos, 2004).

Figura 8

Comparacion de porcentajes de resistencia de las penicilinas
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Nota. En la figura se contrastan las tasas reportadas por otros paises o continentes con
respecto a los porcentajes obtenidos para AMP (A), PIP (B) y PEN (C). En varios estudios,
se han encontrado frecuencias de resistencia mayores (rojo) o menores (verde) en
comparacion con el porcentaje obtenido en este proyecto (cian). La referencia de los
estudios se especifica con una letra del alfabeto entre paréntesis de acuerdo con la Tabla

7.

La combinacién de agentes B-lactamicos con inhibidores de B-lactamasas ha
resultado ser una opcion adecuada para mantener niveles de resistencia con maximo
de 10%, a pesar de ello, en ciertas localidades se encuentra porcentajes mayores como
se evidencia en la Figura 9. En el caso de A/S2, se han determinado frecuencias con un
maximo de 9.1% (Fernandez-Canigia et al., 2012; Garcia-Rodriguez et al., 2003; Jasemi
et al., 2021; Pricop et al., 2020), con la excepcidn de los resultados de Takesue et al.
(2018) en Japon (24.6%) que se aproxima al 28.3% (n=13) de los aislados de este

proyecto (Figura 9A).

Cordero-Laurent et al. (2012), Kierzkowska et al. (2020), Konig et al. (2021) y
Nagy et al. (2011) describen un nivel de resistencia para AUG en el rango entre 4% y
10.4%. No obstante, los ensayos revelaron un incremento sobre este rango detallando
que el 39.1% (n=18) de las cepas de Bacteroides resistieron a AUG, tal como se ha
descrito anteriormente con la investigacion realizada por Gao et al. (2019) en China en
donde inform6 una tasa de 29.5% y; del mismo modo, Nakano & Avila-Campos (2004)

en Brasil (40.5%) que se refleja en la Figura 9B.

En Asia, Europa y América se indican proporciones de P/T4 variables entre 0% y
10% (Byun et al., 2019; Jasemi et al., 2021; Konig et al., 2021; Takesue et al., 2018;

Vishwanath et al., 2019). Con un punto de corte = 32/16 mg/L, el 15.2% (n=7) de los
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aislados presentaron resistencia; un hallazgo similar se informé recientemente por Gao

et al. (2019) en China con un 15.9% (Figura 9C).

Figura 9

Comparacion de porcentajes de resistencia de los agentes (B-lactamicos con inhibidores
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Nota. La figura describe los porcentajes indicados por diferentes

Polonia (2020) (k)
Romania (2020) (1)
China (2019) (o)
Austria (2021) (r)

Iran (2021) (q)
Austria (2021) (r)

paises o continentes

para A/S2 (A), AUG (B) y P/T4 (C). En rojo se marcan los niveles mayores y en verde los

menores con respecto a la tasa encontrada en este proyecto que se sefala en cian. La

referencia de los estudios se especifica con una letra del alfabeto entre paréntesis de

acuerdo con la Tabla 7.

Para la cefemas TANS y FOX, de acuerdo con varios autores, la resistencia

alcanza hasta un 45.5% (Jasemi et al., 2021; Nguyen et al., 2000). En particular, las
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cepas del presente ensayo mostraron un 19.6% (n=6) de resistencia para TANS
indicando niveles por debajo de la situacién de Costa Rica con un 45% y Nueva
Inglaterra con un 33% (Cordero-Laurent et al., 2012; Nguyen et al., 2000) como se

muestra en la Figura 10A.

El nivel mas alto de resistencia a FOX (45.5%) fue determinado por Jasemi et
al., (2021) a partir de un experimento con 78 aislados, siendo mayor al porcentaje de
este proyecto (17.4%) que presenta una tendencia paralela a los informes del monitoreo
europeo multicéntrico y una publicacion en Austria con un 17.2% y 17.3%,
respectivamente (Kdnig et al., 2021; Nagy et al., 2011) como se observa en la Figura

10B.
Figura 10
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Nota. La figura muestra los porcentajes de resistencia presentados por diferentes
investigaciones alrededor del mundo para TANS (A) y FOX (B). El color verde sefiala las
tasas mayores y el rojo, las menores, en relaciéon al resultado de las pruebas de
susceptibilidad. La referencia de los estudios se especifica con una letra del alfabeto entre

paréntesis de acuerdo con la Tabla 7.

Los carbapenémicos son una opcion terapéutica adecuada en el tratamiento de
infecciones debido a que su resistencia es <1% (Snydman et al., 2010). Las pruebas de
susceptibilidad indicaron que el 13% (n=6) de los aislados de Bacteroides presentaron
resistencia a IMI ubicandose por encima de varios paises de Europa, Asia y América en
donde la tasa oscila entre 0% y 5% (Byun et al., 2019; Fernandez-Canigia et al., 2012;
Garcia-Rodriguez et al., 2003; Hedberg et al., 2003; Jasemi et al., 2021; Kierzkowska et
al., 2020; Kdnig et al., 2021; Nakano & Avila-Campos, 2004; Nguyen et al., 2000; Pricop
et al., 2020; Snydman et al., 2010; Soki et al., 2004; Takesue et al., 2018); con
excepcion del reporte de China que encontré un nivel de 18.2% (Gao et al., 2019) como

se indica en la Figura 11A.

Por otro lado, el 19.6% (n=9) de los aislados resistieron a MERO vy, a pesar de
que varias publicaciones anteriores informaron una nula resistencia en Europa (Garcia-
Rodriguez et al., 2003; Jasemi et al., 2021; Pricop et al., 2020; Vishwanath et al., 2019)
o porcentajes inferiores que varian entre 0% y 5.8% en Asia (Byun et al., 2019; Konig et
al., 2021; Takesue et al., 2018) y en Colombia (3.4%) para Bacteroides segun Salazar
et al. (2014); también se ha descrito una tasa mayor 29.5% (Gao et al., 2019) en

concordancia con los resultados del presente estudio, descrito en la Figura 11B.
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Figura 11

Comparacion de porcentajes de resistencia en carbapenémicos
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Nota. Lailustracién contrasta las tasas reportadas en varios articulos para IMI (A) y MERO
(B), que fueron mayores (rojo) o menores (verde) con respecto al porcentaje obtenido en
este proyecto (cian). La referencia de los estudios se especifica con una letra del alfabeto

entre paréntesis de acuerdo con la Tabla 7.

CLI, del grupo de las lincosamidas, presenta porcentajes de resistencia variables
en distintos sitios alrededor del mundo. En Europa, los registros sefalan razones que
van desde el 15% hasta el 39.2% (Garcia-Rodriguez et al., 2003; Hedberg et al., 2003);
en Asia, oscilan entre 31.6% y 81.8% (Gao et al., 2019; Vishwanath et al., 2019) y; en

América, entre 8.3% a 35% (Bolafios et al., 1988; Snydman et al., 2010), de tal manera,
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que la frecuencia de los aislados resistentes del ensayo (n=28, 60.9%) se ajustan al

rango suscrito en Asia (Figura 12A).

En 2004 en Brasil, Nakano & Avila-Campos obtuvieron un 51.5% de cepas con
resistencia a TET. Recientemente, Pricop et al. (2020) sefialé un porcentaje de 100% y
Jasemi et al. (2021) apuntd 81.8%, el cual se aproxima al nivel descrito en este proyecto

(n=38, 82.6%) como se puede ver en la Figura 12B.

Figura 12

Comparacion de porcentajes de resistencia para CLI (lincosamidas) y TET (tetraciclinas)
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Nota. La figura ilustra las tasas reportadas para CLI (A) y TET (B) en otros paises o
continentes. Se encontraron porcentajes mayores (rojo) o menores (verde) con respecto
a los resultados obtenidos en este proyecto (cian). La referencia de los estudios se

especifica con una letra del alfabeto entre paréntesis de acuerdo con la Tabla 7.
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Multiples investigaciones realizadas hasta el momento informan una resistencia
de 0% en CHL (Bolafos et al., 1988; Byun et al., 2019; Gao et al., 2019; Nakano &
Avila-Campos, 2004; Pricop et al., 2020; Snydman et al., 2010; Vishwanath et al., 2019);
sin embargo, en estas pruebas se encontré una tasa de 8.7% (n=4) a este agente

(Figura 13A).

MRD es el antibidtico que se ha utilizado con mucha frecuencia en el tratamiento
de anaerobios por aproximadamente 56 afios (L6fmark et al., 2010); sin embargo, varios
articulos sefalan la resistencia emergente a este antibiético (Cordero-Laurent et al.,
2012; Garcia-Rodriguez et al., 2003; Hedberg et al., 2003; Konig et al., 2021). El nivel
mayor de resistencia fue descrito recientemente en India por Vishwanath et al. (2019)

con un 7%; en este ensayo, alcanzé el 23.9% (n=11) de las cepas (Figura 13B).

Figura 13

Comparacion de porcentajes de resistencia para CHL (fenicoles) y MRD (metronidazol)
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Nota. La figura representa los porcentajes informados CHL (A) y MRD (B) en otros
paises o continentes. Los porcentajes mayores (rojo) o menores (verde) son referidos
con respecto a los resultados obtenidos en este proyecto (cian). La referencia de los
estudios se especifica con una letra del alfabeto entre paréntesis de acuerdo con la

Tabla 7.



Tabla 7

Contraste de las tasas de resistencia descritas para cada antibiotico en varios estudios de América, Europa y Asia

69

% resistencia para cada antibiético

(0]
.é Pais Afio Penicilinas Agentes combinados Cefemas Carbapenémicos Lincosamidas Tetraciclinas Fenicoles Nitroimidazoles Referencias
§ AMP PEN PIP A/S2 AUG2 P/T4 TANS FOX IMI MERO CLI TET CHL MRD
_ (Bolarios et al., 1988)
Costa Rica 1988 97,2 8,3 0 0 .
Nueva (Nguyen et al., 2000)
2000 37 45 8 0 16 0
Inglaterra b
) (Nakano & Avila-
Brasil 2004 92 87,5 40,5 23,5 0 34,5 51,5 0
Campos, 2004) ©
(Snydman et al.,
< E.E.U.U. 2010 <1 9 <1 35 0 0
% 2010) ¢
w ) (Fernandez-Canigia
<§( Argentina 2012 1,5 1,5 6,1 1,5 22,7 0
etal., 2012)®
) (Cordero-Laurent et
Costa Rica 2012 29 4 33 4 22 3
al., 2012)f
. (Salazar et al., 2014)
Colombia 2014 0 3,4 \
2019-
Ecuador 2020 95,7 95,7 58,7 28,3 391 15,2 19,6 17,4 13,0 19,6 60,9 82,6 8,7 23,9 Este estudio
- (Garcia-Rodriguez et
Espafa 2003 8,0 1,7 19,1 2,2 0,0 39,2 58
al., 2003) "
(Hedberg et al., 2003)
<  Europa (*) 2003 99,3 <1 6 <1 15 <1 )
n_ I
o
% Europa (*) 2011 99,2 10,4 3,1 17,2 0,85 32,4 0,25 (Nagy et al., 2011)
w )
. (Kierzkowska et al.,
Polonia 2020 96 7,6 2,1 38,8 0
2020) *
Romania 2020 100 100 0 0 0 10,9 1,3 0 0 21,9 100 0 0 (Pricop et al., 2020)'
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% resistencia para cada antibiotico

Q
.é Pais Afio Penicilinas Agentes combinados Cefemas Carbapenémicos Lincosamidas Tetraciclinas Fenicoles Nitroimidazoles Referencias
g AMP PEN PIP A/S2 AUG2 P/T4 TANS FOX IMI MERO CLI TET CHL MRD
. (Takesue et al., 2018)
Japén 2018 24,6 4,3 34,8 4,3 5,8 55,1 0 N
(Vishwanath et al.,
India 2019 0 0 31,6 0 7
< 2019)"
2 China 2019 100 100 29,5 15,9 0 18,2 29,5 81,8 88,6 0 0 (Gao et al., 2019) ©
Corea 2019 100 5 12 7 5 5 38 0 0 (Byun et al., 2019) ®
Iran 2021 100 9,1 9,1 45,5 0 0 54,5 81,8 0 (Jasemi et al., 2021) ¢
Austria 2021 98,2 7,3 10 17,3 1,8 1,8 50,9 2,7 (Konig et al., 2021) "

Nota. Los estudios multicéntricos realizados en Europa involucraron diferentes paises en cada uno de ellos. La investigacion
realizada en 2003 recolecté muestras de Dinamarca, Finlandia, Islandia, Suecia, Grecia, Francia, Italia, Espafia, Bulgaria,
Croacia, Republica Checa, Hungria, Polonia, Eslovenia, Austria, Alemania, Gran Bretafa, Paises Bajos y Suiza (*); mientras
que la publicacién de 2007 incluyé a Bélgica, Croacia, Republica Checa, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Italia,
Espafia, Suecia, Paises Bajos y Turquia. Las referencias correspondientes a cada investigacion se especifican conforme a lo
descrito en los diagramas de barras comparativos de la seccion de la Discusion.
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Wexler (2007) sefala que los perfiles de resistencia de Bacteroides pueden
variar entre paises, regiones e incluso entre instituciones de atencion médica. De
acuerdo con el planteamiento de Brook et al. (2013) y Hecht (2006), los patrones de
susceptibilidad de este género son impredecibles y, conforme con las recomendaciones
del CLSI, se deberia hacer un monitoreo peridédico de este fendbmeno para conocer las
tendencias de resistencia y guiar de manera adecuada las terapias antibiéticas. Basado
en la literatura presentada, se evidencia la variabilidad existente en las tasas de
resistencia de un mismo farmaco en diferentes continentes e incluso en diferentes

paises préoximos a Ecuador.

Snydman et al. (2010) sefialé que la variabilidad de resistencia corresponde a
los diferentes patrones de prescripcion en los individuos de diferentes poblaciones.
También contribuye a esta variabilidad la recategorizacion constante de las especies de
Bacteroides la cual ha desplegado a muchas de ellas a otros géneros que se evaluan
por separado; asi como la distribucion de los determinantes de resistencia tanto
horizontalmente en la misma especie y con otras especies, como verticalmente (Wexler,

2012).

Los informes acerca de Bacteroides MR se han manifestado reciente y
esporadicamente, a partir de fuentes como sangre (Ank et al., 2015), liquido
intraperitoneal (Graham et al., 2020), ulceras, heridas, fluidos o una diversidad de
muestras clinicas (Sarvari et al., 2018), en conjunto con el incremento de las tasas de
resistencia, genera un problema de salud grave en el futuro cercano por su potencial
desarrollo. En 2015 se registré en Hungria un caso de infeccién con una cepa de B.
fragilis resistente a 10 antibiéticos (Boyanova et al., 2019). Por otro lado, un estudio
realizado en un hospital de China encontr6 que el 18.26% de los aislados fueron MR

(Wang et al., 2020) y recientemente Niestepski et al. (2019) reporté un 50% de aislados
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resistentes a multiples antimicrobianos. Sin embargo, los porcentajes no se asemejan al
resultado de este proyecto (n=41, 89.1%) lo cual puede atribuirse a la presencia de uno
o varios determinantes de resistencia (Wexler, 2012), corroborando la necesidad de un

monitoreo continuo de las tendencias de resistencia.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

El cultivo microbiolégico de muestras clinicas demostrd que Bacteroides fragilis,
Bacteroides ovatus y Parabacteroides distasonis son las especies con mayor frecuencia
(69.6%, 10.9% y 8.7%, respectivamente) en los aislamientos de abscesos, tejidos
blandos, piel, sangre y fluidos; y, por otro lado, Bacteroides caccae, Bacteroides
vulgatus y Bacteroides stercoris se presentan con una menor proporcion (4.3%, 4.3% y

2.2%, en el orden mencionado).

La técnica de microdilucion permitié conocer el nivel de actividad de distintos
antibioticos en Bacteroides spp. con base en su CMI determinada por el cambio
perceptible en el crecimiento de los cultivos a una concentracion establecida del

farmaco, con respecto al control.

Los ensayos de susceptibilidad con la técnica de microdilucion en conjunto con
los puntos de corte, descritos por el CLSI, permiten categorizar el estado de resistencia
de los aislados clinicos del género Bacteroides basandose en la CMI de varios grupos
de antimicrobianos y; de este modo, contrastarlo con las situaciones reportadas en otros

lugares.

Las especies del género Bacteroides presentaron resistencia a varias categorias
de antibidticos (penicilinas, agentes combinados con inhibidores de B-lactamasas,
cefemas, carbapenémicos, lincosamidas, tetraciclinas, fenicoles y nitroimidazoles);
especificamente, con las 46 cepas evaluadas, las mayores tasas de resistencia se
encontraron para AMP y PEN (95.7%) y; por el contrario, las menores se determinaron

para CHL (8.3%) e IMI (13.0%).

El contraste de los porcentajes de resistencia encontrados con reportes de

Europa, Asia y América describid que, considerando el presente estudio, AMP (95.7%),
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PEN (95.7%), AUG (39.1%), P/T4 (15.2%), IMI (13%), MERO (19.6%), CLI (60.9%) y
TET (82.6%) se encontraron proximas a las mayores tasas registradas en otras
investigaciones; mientras que PIP (58.7%), A/S2 (28.3%), CHL (8.7%) y MRD (23.9%)
mostraron una frecuencia ubicada por encima del resto de reportes, y; solo TANS

(19.6%) y FOX (17.4%) presentaron una tendencia similar a otras publicaciones.

La evaluacién de una misma cepa frente a varios antibiéticos describié que 41
ejemplares (89.1%) fueron resistentes a multiples farmacos indicando la presencia de

varios determinantes de resistencia en las especies provenientes de aislados clinicos.

La impredecible variacion de los porcentajes de resistencia en diferentes grupos
farmacologicos de antibidticos frente a otras localidades y la emergencia de cepas MR
corroboré la necesidad de un monitoreo continuo de los niveles de resistencia para la

seleccion de tratamientos acoplados a la realidad de Ecuador.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Realizar un monitoreo en los afos posteriores a este proyecto a fin de llevar un
seguimiento de la evolucion de los patrones de resistencia tanto en la comunidad y las
instituciones de salud, de esta manera contar con informacion actualizada para la
seleccién adecuada de tratamientos con antibidticos por parte de los expertos de la

salud y reducir la presion selectiva en el desarrollo de resistencia.

Llevar a cabo estudios moleculares con el objetivo de caracterizar los
determinantes de resistencia presentes en Ecuador para contribuir a la adecuada

seleccidon de antimicrobianos.

Efectuar evaluaciones epidemioldgicas que permitan establecer estadisticas
capaces de evidenciar fielmente la realidad del pais con relacion a la morbilidad y

mortalidad asociada a este tipo de microorganismos.

Concientizar en los expertos de la salud y la comunidad en general, sobre las
consecuencias del uso indiscriminado e inapropiado de antibidticos y la importancia de
la responsabilidad social; con el fin de mejorar los pronésticos sobre infecciones
asociadas a estos microorganismos, reducir la estancia en las casas de salud, asi como
el costo que representa el tratamiento de estos cuadros clinicos para el paciente y el

Sistema Sanitario y de Salud.
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