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Resumen

Introduccion: Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémi-
cos constituye un reto clinico debido a la limitada disponibilidad
de opciones terapéuticas. La resistencia a carbapenémicos puede
darse con produccion o ausencia de carbapenemasas; en ambos casos
ceftazidima/avibactam es una alternativa terapéutica prometedora.
Objetivos: Evaluar la actividad in vitro de ceftazidima/avibactan sobre
ceps de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenemasas y com-
parar diferentes técnicas de medicion de su actividad antimicrobiana.
Meétodos: La actividad in vitro de ceftazidima/avibactam fue evaluada
en 186 aislados clinicos de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos
provenientes de 11 hospitales de Chile; 59 productores de blayp. y
127 no productores de carbapenemasas. Se realiz6 determinacion de
concentracion inhibitoria minima (CIM) por la técnica de microdi-
lucién en caldo y fue comparada con epsilometria y disco difusion.
Resultados: 100% de los aislados de K. pneumoniae resistente a car-
bapenémicos fueron susceptibles a ceftazidima/avibactam con CIM
entre 0,25 y 8 pg/mL. Quince aislados (12 de ellos no productores
de carbapenemasas) mostraron CIM de 8 pg/mL. Se observo alta
concordancia (> 96%) comparando la microdiluciéon en caldo con
la epsilometria y disco difusion. Discusion: ceftazidima/avibactam
se mostro activo en aislados clinicos de K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos chilenos. Debido a que se observaron aislados con
CIM cercana al punto de corte, se recomienda vigilar su actividad.
El rendimiento de la epsilometria y la disco difusiéon mostré una
concordancia aceptable frente a la microdilucion en caldo, por lo que
se sugieren como alternativas en la practica clinica.
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Abstract

Background: Due to the limited availability of therapeutic options,
carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae is a clinical challenge.
Carbapenem resistance can occur with or without carbapenemase
production; in both cases, ceftazidime/avibactam is a promising
treatment alternative. Objective: To evaluate in vitro activity ceftazi-
dime/avibactam in carbapenemases resistant Klebsiella pneumoniae
and to compare different technics to measure its antibacterial activity.
Methods: The in vitro activity of ceftazidime/avibactam was evaluated
in 186 clinical isolates of carbapenem-resistant K. pneumoniae from
11 hospitals in Chile; 59 were blay,--producing and 127 were non-
carbapenemase-producing. The minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined by broth microdilution and compared with
epsilometry and disk diffusion. Results: 100% of carbapenem-resistant
K. pneumoniae isolates were susceptible to ceftazidime/avibactam
with MICs between 0.25 and 8 pg/mL. Fifteen isolates (12 non-carba-
penemase-producing) showed an MIC of 8 pg/mL. High concordance
(> 96%) was noted when broth microdilution was compared with
epsilometry and disk diffusion. Discussion: Ceftazidime/avibactam
was active in Chilean clinical isolates of carbapenem-resistant K.
pneumoniae. Given that isolates with MICs close to the cut-off point
were observed, it is recommended that their activity be monitored.
The findings of epsilometry and disk diffusion showed satisfactory
agreement with broth microdilution; therefore, they are suggested as
alternatives in clinical practice.

Keywords: ceftazidime/avibactam, Klebsiella pneumoniae,
carbapenem resistance.
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Introduccion

resistentes a carbapenémicos (ERC) son conside-

radas una prioridad critica a nivel mundial'. Entre
estas, Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos
(Kpn-RC) acarrea una de las mayores cargas de morbi-
mortalidad®®. En Chile, Kpn-RC es la ERC mas frecuen-
temente encontrada* y se ha documentado un aumento
en su frecuencia durante el periodo post pandemia de
COVID-19%3¢,

El mecanismo de resistencia mas frecuente a carba-
penémicos en Kpn-RC es la produccion de B-lactamasas
denominadas carbapenemasas. Las carbapenemasas que
presentan un residuo de serina en su sitio activo se deno-
minan serino-carbapenemasas y aquellas que contienen un
atomo de Zn*" en su dominio hidrolitico se conocen como
metalo-carbapenemasas (MBL)’. La serino-enzima KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemasa), codificada por
el gen blay,, es la carbapenemasa mas frecuentemente
aislada en K. pneumoniae en el mundo y también en Chile
segiin reportes oficiales®. Aparte de la produccion de
carbapenemasas, existen otros mecanismos de resistencia
a carbapenémicos, los que incluyen alteraciones en la
permeabilidad de la membrana, sobreexpresion de bombas
de eflujo y la produccion de B-lactamasas de espectro mas
reducido®!'2. Si bien en Chile se ha observado un aumento
en el nimero de aislados de Kpn-RC productoras de KPC
(Kpn-RC blaypc) luego de la pandemia, las cepas de
Kpn-RC no productoras de carbapenemasas (Kpn-RC
NPC) siguen siendo muy frecuentes en el pais®.

Las infecciones por Kpn-RC son dificiles de tratar
dada la baja disponibilidad de alternativas terapéuticas
efectivas. Una de las opciones disponibles en el pais
es ceftazidima/avibactam (CZA), la que fue aprobada
por la FDA (del inglés Food and Drug Administration)
en 2015 y combina ceftazidima (CAZ), una cefalospo-
rina de tercera generacion, con avibactam (AVI), un
inhibidor de serino-B-lactamasas (incluyendo blaypc)
perteneciente a la familia de los DBO (del inglés
diazabicyclooctane). Avibactam inactiva la accion
enzimatica través de la formacion de un enlace cova-
lente con el sitio activo de las serino enzimas, evitando
asi la hidrélisis de CAZ''5. Cabe destacar que AVI no
inhibe la accion de carbapenemasas del tipo MBL (como
blaypy 0 blayy,), por lo que CZA no es una alternativa
efectiva contra aislados productores de este tipo de
enzimas. Distintos reportes sugieren que la actividad
in vitro de CZA contra ERC es superior al 95%'%!". En
particular, la actividad reportada in vitro de CZA contra
Kpn-RC es ~99%, con una CIM;, y CIM,, de 0,5-1 y
2 pg/mL, respectivamente!s-20,

Si bien el uso de CZA fue oficialmente autorizado en
Chile en 2019%, los datos de su actividad in vitro contra

l as infecciones producidas por Enterobacterales
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aislados causando infecciones en el pais son escasos. Esta
informacion es particularmente relevante considerando el
aumento de Kpn-RC blaypc y 1a alta frecuencia de Kpn-RC
NPC, grupo en el cual la informacion es particularmente
escasa. En este contexto, evaluamos la actividad in vitro
de CZA frente a una coleccion de aislados clinicos de
Kpn-RC productores y no productores de carbapenemasas
obtenidos de pacientes hospitalizados en 11 centros a lo
largo de Chile. Considerando que la microdilucion en
caldo (MDC) es el método de referencia para evaluar sus-
ceptibilidad antimicrobiana, y con el objetivo de proponer
otras opciones al momento de evaluar la susceptibilidad
in vitro a CZA, también comparamos el desempefio de
dos técnicas de difusion en agar (epsilometria y difusion
por disco [DD]) para la determinacion de la actividad in
vitro de CZA.

Métodos

Coleccion de aislados bacterianos

Se incluyeron 186 aislados de Kpn-RC recuperados
de 186 pacientes (solo se incluy6 el primer aislado por
paciente) hospitalizados en 11 centros de salud de Chile
entre junio de 2018 y septiembre de 2023. Se conside-
raron los aislados disponibles de los centros con los
que se mantiene una colaboracion activa, todos con la
aprobacién de sus respectivos Comités de Etica. El ori-
gen de las muestras incluy6 sangre (n = 94; 51%), orina
(n = 41; 22%), tejido (n = 25, 13%), liquidos estériles
(n=12; 6,5%) y tracto respiratorio (n = 14; 7,5%). En
cuanto al afio de recoleccion, 55 (29,6%) aislados fueron
obtenidos durante el ano 2018, 21 (11,3%) el 2019, 42
(22,6%) durante 2020, 40 (21,5%) el afio 2021, 24 (13%)
en 2022 y finalmente 4 (2,2%) durante 2023. Todos
los aislados fueron enviados a un laboratorio central
donde se confirmo la identificacion de género y especie
por MALDI-TOF (BD Diagnostic Systems, Sparks,
MD, USA) y se determind el perfil de susceptibilidad
in vitro por el método de DD (OXOID™) de acuerdo
con lo recomendado por el CLSI 2023*. Los aislados
confirmados como K. pneumoniae fueron considerados
como Kpn-RC si exhibian un perfil no susceptible frente
a>1 de los tres carbapenémicos evaluados (ertapenem,
imipenem y/o meropenem) segun los resultados obteni-
dos centralmente.

La deteccion de genes de B-lactamasas blagyyy, blacrxm
y blagy y de carbapenemasas blaypc, blayy y blaypy, se
realizo mediante reaccion de polimerasa en cadena (RPC)
multiple Dado la esperable resistencia a CZA en cepas
productoras de MBL, todos los aislados positivos para
blayn 0 blaypy, se excluyeron del estudio. La coleccion
de aislados incluidos en los analisis se clasificaron en
Kpn-RC blay,. y Kpn-RC NPC.
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Pruebas de susceptibilidad in vitro a CZA

La susceptibilidad in vitro de todos los aislados a CZA
se determin6 por MDC segun las recomendaciones del
documento M07 del CLSI?. Se prepararon placas con
caldo Mueller Hinton (MH) II cation ajustado (Becton,
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) con concentraciones
dobles seriadas de ceftazidima entre 0,06 y 64 pg/mL
(codigo C3809, droga pura, Sigma) y manteniendo una
concentracion fija de avibactam (droga pura, Pfizer) de
4 pg/mL en todos los pocillos. La concentracion inhibi-
toria minima (CIM) fue leida luego de 16-20 horas de
incubacién a 37°C.

De los 186 aislados de Kpn-RC evaluados frente a CZA
con MDC, 96 fueron también utilizados para evaluar el
rendimiento de la epsilometria y de la DD. La suscepti-
bilidad a CZA por la técnica de epsilometria empleando
tiras Etest® (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) y la DD
(OXOID™, discos de CZA 50 pg/mL) se realizo sobre
placas de agar MH cation ajustado (BD) siguiendo las
recomendaciones de CLSI y del fabricante?. La lectura de
los resultados de ambas técnicas se realizo luego de 16-20
horas de incubacion a 37°C. El resultado de CIM obtenido
por epsilometria se ley6 siguiendo un patréon de diluciones
dobles, por lo que los resultados fueron aproximados a la
siguiente concentracion mas alta cuando fue necesario.

Todas las técnicas fueron realizadas en duplicado
y en paralelo, utilizando el mismo inéculo bacteriano.
Para aquellos aislados en los que se observo diferencia
en la CIM de 1 dilucion, se realizo una tercera réplica,
dejando como resultado el valor modal. Todos los ex-
perimentos incluyeron las cepas control K. pneumoniae
ATCC 700603, K. pneumoniae ATCC-BAA 1705 y E.
coli ATCC 25922. La categorizacion de susceptibilidad
a CZA fue realizada utilizando los puntos de corte del
M100 del CLSI 2023*.nn

Analisis estadistico

La comparacion de técnicas se realizd en base a lo
establecido por la norma ISO 20776-2:2021** y se incluy6
la variable de error mayor segun las indicaciones M23
del CLSI®. Para evaluar el rendimiento de la técnica de
epsilometria respecto a la MDC se calculd concordancia
esencial y sesgos, mientras que para la DD se calculd
sensibilidad, especificidad y error mayor.

Concordancia esencial (CE): razon entre los valores de
CIM que coinciden por el método evaluado (epsilometria)
considerando 1 doble dilucion respecto de los obtenidos
por el método de referencia (MDC). El método se consi-
der6 valido con CE 90%.

Sesgo: medida de la exactitud entre los resultados del
método evaluado (epsilometria) respecto de la referencia
(MDC). A partir de lo establecido por la norma y para
facilitar la comprension de los resultados, definimos
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como sesgo superior (o inferior) a la razon obtenida por el
numero de aislados con una CIM,gjomenia Mayor (0 menor)
que la obtenida por los mismos segun MDC respecto del
total de aislados incluidos en ese rango. Se considero
como aceptable para el método evaluado (epsilometria)
un ASesgo entre -30 y 30%, el que fue calculado de la
siguiente manera:

n°aislados con CIMpgiometia™> ClMyinc

Sesgo superior

n°total aislados incluidos en el rango

n°aislados con CIMpgiometria< ClMyipc

Sesgo inferior = . —
n°total aislados incluidos en el rango

ASesgo = sesgo superior-sesgo inferior

Sensibilidad (S): concordancia entre la interpretacion
del método evaluado (DD) y el método de referencia
(MDC) en aquellos aislados categorizados como resis-
tentes por MDC.

n° aislados resistentes a CZA segin DD y MDC

S5 (%) = x 100

n°total de aislados resistentes por MDC

Especificidad (E): concordancia entre la interpretacion
del método evaluado (DD) y el método de referencia
(MDC) en aquellos aislados categorizados como suscep-
tibles por MDC.

n°® aislados susceptibles a CZA segiin DD y MDC
E (%) = x 100
n°total de aislados susceptibles por MDC

Error mayor (EM): proporcion de aislados categoriza-
dos como resistentes por el método evaluado (DD) pero
definidos como susceptibles por el método de referencia
(MDQ).

n° aislados resistentes segiin DD

EM (%) = x 100

n°total de aislados susceptibles por MDC

Resultados

Perfil de susceptibilidad y deteccion molecular de
p-lactamasas

Del total de 186 aislados, 127 (68%) fueron clasifica-
dos como Kpn-RC NPC y 59 (32%) correspondieron a
Kpn-RC blaypc. En cuanto al perfil de susceptibilidad in
vitro, mas de 97% de los aislados exhibieron resistencia
a ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y ciprofloxacina
para ambos grupos. La resistencia a aminoglucoésidos fue
de 80% (n = 148) para gentamicina y 49% (n = 92) para
amikacina (Figura 1).
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Figura 1. Perfil de susceptibilidad de aislados clinicos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos. Distribucion de la susceptibilidad
antimicrobiana por disco difusién de 59 aislados clinicos de Kpn-RC blay, (lado izquierdo) y 127 aislados clinicos de Kpn-RC NPC (lado
derecho) segin puntos de corte CLSI M100 2023. Susceptible (S), no susceptible (NS).

En relacion a los carbapenémicos, 97% (n = 181)
del total de aislados fueron resistentes a ertapanem,
independiente de la presencia de blay,.. Los aislados de
Kpn-RC blay, presentaron alta frecuencia de resistencia a
imipenem y meropenem (93 y 97%, respectivamente). En
contraste, las cepas Kpn-RC NPC mostraron una resisten-
cia a imipenem y meropenem de 7 y 56%, respectivamente
(Figura 1), ambas significativamente mas bajas que el
grupo de Kpn-RC blay - (p <0,0001, prueba de Fisher’s).

La deteccion de genes de f-lactamasas por RPC, de-
mostré que 98% de los aislados era portador de al menos
una f3-lactamasa, con 92% de cepas positivas para blary.
u- La presencia de blacry., fue 80% para el grupo Kpn-RC
blay,c (Figura 2A) y 98% para los aislados Kpn-RC NPC
(Figura 2B). La presencia simultanea de blacrx v, blagyy Y
blag se observo en 36% de los aislados de Kpn-RC NPC,
vs. solo en 18% en el grupo de Kpn-RC blay, (Figura 2).

Actividad in vitro de CZA contra aislados clinicos
de Kpn-RC

La evaluacion de susceptibilidad in vitro por MDC
mostro que los 186 aislados de Kpn-RC fueron cataloga-
dos como susceptibles a CZA, con una CIM,, de 4 pg/
mL y un rango entre 0,25 y 8 pg/mL (Figura 3). No se
observaron diferencias en la CIM;, y la CIM,, entre
el grupo de aislados con o sin blay,. (Figura 3B). Sin
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embargo, mientras que 85% de las cepas Kpn-RC blayp
exhibieron una CIM a CZA <2 pg/mL, cerca de 50% de
los aislados de Kpn-RC NPC presentaron una CIM entre
4-8 ng/mL (Figura 3A). Mas aun, 12 de los 15 aislados
que exhibieron una CIM a CZA = 8 pg/mL (punto de
corte de resistencia 16 pg/mL segiin M100 del CLSI)
pertenecieron al grupo de Kpn-RC NPC.

Adicionalmente, analizamos la susceptibilidad a CZA
en el tiempo (Figura 4). Interesantemente, mientras que
~40% de los aislados recolectados entre 2018-2021 exhi-
bieron una CIM a CZA entre 4-8 pg/mL, solo 11% de las
cepas obtenidas entre 2022-2023 presentaron una CIM 4
pg/mL y ninguna de ellas exhibié una CIM de 8 pg/mL.
Con el interés de evaluar un potencial impacto de la pande-
mia de COVID-19, analizamos la susceptibilidad a CZA
dividiendo los aislados en un grupo pre-COVID-19 -junio
2018 a febrero 2020- (n = 86; 46%) y en un grupo post
COVID-19 -marzo 2020 a septiembre 2023- (n = 100;
54%). Los aislados de Kpn-RC NPC obtenidos en el
periodo post COVID-19 exhibieron un aumento de una
dilucion en la CIMy, y CIM,, con respecto a los aislados
recuperados en el periodo pre-COVID-19 (de 2 a 4 ng/
mL y de 4 a 8 ng/mL, respectivamente) (Figura 4B). De
manera similar, la CIM,, a CZA de aislados de Kpn-RC
blay,c aument6 de 2 a 4 pg/mL entre el periodo pre- y
post-COVID (Figura 4B).
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Figura 2. Presencia de B-lactamasas blacix, blasyy y blarg, en aislados clinicos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos. La deteccion de B-lactamasas se realizd
por ensayo de RPC en 186 aislados Kpn-RC (A) 59 aislados clinicos de Kpn-RC blay,cy (B) 127 aislados clinicos de Kpn-RC NPC.
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Figura 3. Distribucion general de la CIM de CZA para aislados clinicos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos segin microdilucién en caldo. (A) Para 59 aislados

clinicos de Kpn-RC blay,cy 127 aislados clinicos de Kpn-RC NPC determinada por microdilucion en caldo segiin M100 CLSI 2023; (B) y sus respectivas CIMs, y CIMg, por

grupo.

Rendimiento de la técnica de epsilometria y DD
para evaluar la susceptibilidad in vitro a CZA

Con el fin de comparar el rendimiento de la epsi-
lometria y de la DD respecto de MDC para evaluar la
actividad in vitro de CZA, usamos 96 aislados (79 a
Kpn-RCNPC'y 17 Kpn-RC blay,c) que fueron analizados
con las tres técnicas en simultaneo. La concordancia en
cuanto a categoria entre la epsilometria y la MDC fue
100%, y la concordancia esencial fue 98% (94/96), con
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discrepancias para dos aislados con CIM de 1 pg/mL y
2 pg/mL por MDC versus 0,25 pg/mL y 8 pg/mL por
epsilometria, respectivamente (Figura 5A). En ambos
casos, la discrepancia superd en una dilucion al error
aceptable (1 dilucion) y en ninguno de ellos se tradujo en
un cambio en la categorizacion del aislado. La diferencia
entre el sesgo superior (CIM iiomeria > CIMypc) € inferior

(CIMpgi0metria< CIM \ipc) fue -15%, valor considerado
como aceptable.
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Figura 4. Distribucién de la CIM de CZA para aislados clinicos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos segin microdilucién en caldo entre los afios 2018 y 2023.
(A) Comparacion de la CIM de CZA para 186 aislados de Kpn-RC (incluido Kpn-RC blaysc y Kpn-RC NPC) y (B) su distribucién de CIMs, y CIMg, considerando el periodo
pre'y post-COVID 19.

CIM epsilometria (pg/mL)
<0,25* 0,5 1 2 4 8 Total
A. ’.g 0,25 3 1 4
El o5 3 1 4
Zl 1 1 1 1 7 20
g 7 4 11 15 2 1 29
s 4 8 23 31
s 8 8 3
Y1 Total s [ s [ 23 [ 3 [ 33 [ 1 9
- Doble dilucién de CIM
B . Grupo  N°aislados 2 | 3 I 0 | 1 | 3 Concordancia esencial
Kpn -RC 96 1 28 55 11 1 94/96 (97,9%)
Kpn -RC NPC 79 1 26 46 6 0 78/79 (98,7%)
Microdilucién en caldo
< - Total
c Susceptible | Resistente
¢ Susceptible 93 0 93
Disco difusion | Resistente 3 0 3
Total 96 0 96

Figura 5. Correlacion de la susceptibilidad de CZA obtenida por la microdilucién en caldo respecto de epsilometria y disco difusion en aislados clinicos de K. pneumoniae
resistentes a carbapenémicos. (A) Valor de la CIM segiin MDC y epsilometria para el total de aislados de Kpn-RC (incluye Kpn-RC blaysc y Kpn-RC NPC), (B) Concordancia
esencial entre la MDC y epsilometria en base a doble diluciones de CIM para Kpn-RC y Kpn-RC NPC y (C) Comparacién de la interpretacion categérica entre MDC 'y DD
para el total de aislados de Kpn-RC. *Incluye 2 aislados con CIM a CZA por epsilometria de 0,19y 0,125 pg/mL.
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Por otro lado, la comparacién de DD frente a MDC
mostr6 una concordancia en la categoria de 97%. La DD
identifico como CZA susceptible a 93 de los 96 aislados
analizados con una especificidad de 97%, y un EM ~3%.
Los tres aislados categorizados como resistentes por DD
correspondieron a Kpn-RC NPC con CIM a CZA por
MDC entre 4 y 8 pg/mL (Figura 5C). Dado la ausencia
de aislados categorizados como resistentes a CZA por
MDC, no fue posible calcular la sensibilidad del método.

Discusion

Las infecciones causadas por Kpn-RC se han conver-
tido en un problema mundial®*. Guias internacionales
sugieren el uso de nuevas combinaciones de f-lactamicos
con inhibidores de -lactamasas como una alternativa de
manejo?”?. En Chile solo se encuentra disponible CZA.
En este trabajo, evaluamos la actividad de CZA frente a
186 aislados clinicos de Kpn-RC recolectados en 11 cen-
tros del pais y realizamos una comparacion de dos técnicas
de difusion en agar en relacion a la MDC. Del total de
aislados evaluados, 100% result6 susceptible a CZA segliin
la MDC, con un rango de CIM entre 0,25 y 8 pg/mL, y
una CIM;, y CIM,, de 2 y 4 pg/mL, respectivamente.

El porcentaje de susceptibilidad a CZA en Kpn-RC que
encontramos fue similar al reportado en otros trabajos, que
reportaron una susceptibilidad entre 93 y 100%, incluso en
Kpn-RC blayp:'%""2*, Nuestros datos sugieren que CZA
mantiene una buena actividad in vitro frente a aislados de
Kpn-RC. Asi mismo, la distribucion de CIM previamente
reportada para CZA frente a Kpn-RC también es similar a
la observada en nuestra coleccion, con CIMs,, de 1 pg/
mL y 2 pg/mL, respectivamente'®. Cabe destacar que la
mayoria de los reportes previos incluyen principalmente
aislados de Kpn-RC blaypc, y los datos frente a Kpn-RC
NPC son mas escasos’'. En nuestro trabajo, 127 de los
186 aislados estudiados (68%) correspondieron a Kpn-RC
NPC. Si bien no encontramos diferencias en la distribu-
cion de CIM entre aislados productores y no productores
de carbapenemasas, es interesante destacar que 80%
(12/15) de los aislados que exhibieron una CIM a CZA
de 8 pg/mL (cercana al punto de corte) correspondieron
al grupo de Kpn-RC NPC.

Los principales mecanismos de resistencia a CZA
se han identificado en aislados de Kpn-RC blaypc y se
han relacionado con cambios a nivel de la KPC o con
alteraciones a nivel de la PBP3*. Si bien en nuestros
datos no encontramos aislado alguno resistente a CZA,
la observacion de CIM a CZA cercanas al punto de
corte en aislados de Kpn-RC NPC es potencialmente
relevante y requiere mayor estudio para entender sus
bases moleculares, las que podrian estar en el contexto
de una combinacion de mecanismos no enzimaticos y de
la expresion de B-lactamasas de espectro reducido®®’.
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La evaluacion de la actividad a CZA antes y después
de la pandemia de COVID revel6 un aumento de una
dilucién de la CIM,, en el periodo post pandemia para
ambos grupos de aislados. Sin embargo, el analisis
temporal por afios no sugiere que dicho incremento se
haya mantenido en el tiempo. Por el contrario, ninguno
de los aislados recolectados entre 2022-2023 presentd
una CIM = 8 pg/mL y s6lo 11% de ellos exhibieron una
CIM = 4 pg/mL, lo que contrasta con que 47% de las
cepas obtenidas entre 2020-2021 tenian una CIM a CZA
entre 4-8 pg/mL (Figura 4).

El rendimiento de las técnicas se evalu6 segun la norma
IS0 20776:2021%, que proporciona directrices detalladas
sobre como validar métodos para determinar la suscep-
tibilidad antimicrobiana in vitro, asegurando resultados
precisos y confiables. Una diferencia destacable de la
norma ISO 20776:2021 respecto al Clinical Microbiology
Procedures Handbook®®, estindares frecuentemente utili-
zados en la practica clinica para evaluar el rendimiento de
las técnicas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro, es
que permite cuantificar el porcentaje de discrepancias del
método bajo evaluacion respecto al método de referencia,
al incluir el concepto de sesgo. El sesgo determina si los
resultados que difieren del método de referencia lo hacen
predominantemente en una direccion, ya sea superior o
inferior.

La comparacion del rendimiento de epsilometria y
de la DD frente a la MDC reveld una alta concordancia
en cuanto a su categoria (98 y 97%, respectivamente),
y un EM (~3%) dentro del limite aceptable establecido
por el M23 del CLSI, resultados que son consistentes
con la literatura cientifica’>*°. Cabe destacar que en los
tres aislados categorizados como resistentes por DD y
susceptibles por MDC el resultado del halo de inhibicion
fue entre 20 y 22 mm. De acuerdo con lo establecido por
el M100 del CLSI?, frente a dichos halos de inhibicidn se
sugiere confirmar la susceptibilidad in vitro por un método
que entregue una CIM. En nuestro caso, la CIM por MDC
fue de 8 pg/mL. Por este motivo, nos parece relevante
que los laboratorios clinicos cuenten con ensayos com-
plementarios que puedan otorgar valores de CIM (como
tira de gradiente antimicrobiana) cuando se enfrenten a
casos como estos. Sin bien hay reportes previos que han
mostrado un buen rendimiento de epsilometria y DD34!,
dichos trabajos fueron realizados utilizando un grupo
diverso de ERC (que incluian Kpn-RC blay,c) y con muy
baja representacion de Kpn-RC NPC. En nuestro trabajo
las discrepancias obtenidas con la DD correspondieron
a aislados Kpn-RC NPC, de lo que hasta el momento no
existen datos reportados.

Dentro de las limitaciones de este estudio, se encuen-
tra la falta de aislados de Kpn-RC resistentes a CZA, lo
que limita la evaluacion de la sensibilidad de los méto-
dos analizados. Ademas, dado que la temporalidad de
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recoleccion de los aislados para este estudio fue desigual
a través de los afios, no es posible inferir conclusiones
sobre el comportamiento de la poblacion en general.
Por otra parte, no tenemos informacion respecto del
linaje genético de los aislados, lo que no nos permite
comprender la diversidad de nuestra muestra y, por lo
tanto, su validez externa en otras areas geograficas. Asi
mismo, dado que no tenemos el genoma completo de
los aislados, no podemos evaluar las observaciones de
CIM con potenciales mecanismos de resistencia como
la produccion de otras enzimas, cambios en la permea-
bilidad o bombas de expulsion. Esta informacion seria
de gran interés para comprender el desplazamiento a la

derecha de la curva de CIM a CZA observado en los
aislados de Kpn-RC NPC.

En conclusion, observamos que CZA mantiene una
buena actividad in vitro frente aislados clinicos de
Kpn-RC tanto Kpn-RC blay,- como Kpn-RC NPC. Sin
embargo, existe un grupo de aislados de Kpn-RC NPC con
una CIM a CZA cercana al punto de corte de resistencia,
observacion que podria ser potencialmente relevante.
Por otro lado, respecto de la comparacion de técnicas
de susceptibilidad a CZA, nuestros resultados respaldan
el uso de la epsilometria y de la DD, y sugieren que hay
circunstancias puntuales en que es relevante corroborar
el resultado de la DD con la determinacion de la CIM.
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