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RESUMEN

La Resistencia Antimicrobiana (RAM) constituye un riesgo y una amenaza a la salud publica mundial,
debido a que los tratamientos tradicionales se vuelven ineficaces y la transmision de infecciones es
persistente. Ademas, el aumento de la gravedad o la duracién de las infecciones conllevan a
pérdidas de productividad y la reduccién de la calidad de vida. S. aureus, es una bacteria que hace
parte del microbiota normal del ser humano, colonizando entre 20-30% de la poblacién humana de
forma asintomatica. Sin embargo, este microorganismo también actia como patdégeno causando
una amplia gama de infecciones, como infecciones de piel y tejidos blandos, 6seas, articulares, en
implantes, neumonia, bacteriemia y diversas enfermedades por toxinas, como el sindrome de shock
téxico. Las infecciones por S. aureus susceptible a la meticilina (MSSA) representan una carga
significativa para el sistema de salud, debido a las altas tasas de mortalidad. En Colombia, la
prevalencia de infecciones complicadas causadas por MSSA esta alrededor del 70%. La cefazolina
se ha convertido en una terapia importante para las infecciones por Staphylococcus aureus sensible
a la meticilina.(MSSA) debido a su buena tolerabilidad, menores efecto adversos y menor costo a
diferencia de la isoxazilpenicilinas. Sin embargo, una preocupacion importante para el tratamiento
con cefazolina, es el efecto del indculo de cefazolina (CzIE), un fendmeno aparentemente mediado
por las betalactamasas estafilocécicas.

Este efecto del indculo de cefazolina (CzIE) se ha asociado con fallas terapéuticas y mortalidad en

infecciones invasivas por Staphylococcus aureus sensible a la meticilina (MSSA). A pesar que este
fendmeno fue descrito hace muchos afios, no se conoce claramente su mecanismo, los pocos
estudios realizados sugieren que este puede ser multifactorial y adicionalmente no se dispone de
una prueba de diagndstico para detectar el CzIE. La unica técnica con la que se detecta el CzIE es
por microdilucion en caldo con alto inoculo (10’UFC/mL) es muy dispendioso, requiere de mucha
expertica para su lectura y adicionalmente el resultado toma 3-4 dias. El impacto de esta resistencia
no solo afecta a la poblacion con respecto a la salud sino también econdmicamente. Segun el
reporte del World Bank Group, para 2050 en un escenario donde la RAM tuviese bajo impacto
probablemente el producto interno (PIB) caeria en un 1,1% y en el escenario de un alto impacto de
la RAM el mundo perdera el 3,8% de PIB anual, con un déficit anual de $ 3,4 billones de USD para
2030. Esto sin contar que en las evaluaciones econdmicas de los antimicrobianos y las
intervenciones como los diagndsticos, no se contemplan costos indirectos como pérdida de la
productividad debido al exceso de morbilidad y mortalidad prematura(111,112).

En este estudio se desarrollaron 3 objetivos con el fin de aportar nuevo conocimiento al mecanismo
del CzIE, desarrollar una prueba diagndstica rapida y posteriormente realizar una estimacién de
costo efectividad de la prueba rapida al permitir recuperar la cefazolina como antibiético de primera
eleccion. Primero se caracterizo el efecto inoculo a cefazolina en MSSA causantes de bacteriemias
en Colombia y Latino América. Se incluyo una coleccién de 690 MSSA causantes de bacteriemia,
se determiné las CIM de cefazolina mediante microdilucion en caldo, en indculo estandar y alto. Se
realizé la secuenciacion del genoma completo para clasificar la betalactamasa en cada aislamiento
en funcion de la secuencia completa de BlaZ. Se usaron los esquemas clasicos para la clasificacion
de betalactamasas y se comparo con los alotipos de BlaZ encontrados en secuencias Unicas usando
la informacién gendémica. Se realizaron analisis filogenéticos basados en las secuencias de BlaZ y
core-genome. La prevalencia global de la CzIE fue del 40%. Entre 641 genomas, BlaZ tipo C fue la
betalactamasa mas predominante (37 %), seguida Blaz tipo A (33 %). Se encontraron 29 alotipos y
43 sustituciones diferentes en BlaZ. Un solo alotipo, denominado BlaZ-2, mostrd una asociacion



sélida y estadisticamente significativa con el CzIE. Otros dos alotipos (BlaZ-3 y BlaZ-5) se asociaron
con la falta de CzIlE. Tres sustituciones de aminoacidos (A9V, E112A y G145E) mostraron una
asociacion estadisticamente significativa con el CzIlE. (P = <0,01). CC30 fue el clon predominante
entre los aislamientos que mostraban CzIE. Este primer estudio proporcioné un enfoque novedoso
para la clasificaciéon de las betalactamasas estafilocdcicas con el potencial de identificar con mayor
precision las cepas MSSA que tienen CzIE.

Segundo se desarrolld y validé una prueba rapida diagndstica para la deteccién del efecto inoculo
a cefazolina (CzIE) en aislamientos clinicos de MSSA, esta prueba colorimétrica toma alrededor de
3 horas para detectar la actividad de la betalactamasa BlaZ en sobrenadantes después de la
induccién de ampicilina. La prueba se validé utilizando 689 aislamientos de MSSA del torrente
sanguineo recuperados de Latino América y Estados Unidos. Todos los aislamientos se sometieron
a secuenciacion del genoma. Un total de 257 (37,3 %) de los aislamientos de MSSA presentaron
CzIlE por el método estandar de referencia. La sensibilidad y especificidad global de la prueba
colorimétrica fue de 82,5% y 88,9%, respectivamente. La sensibilidad en los MSSA que tenian BlaZ
tipo A (la enzima mas eficaz contra la cefazolina) fue del 92,7 % con una especificidad del 87,8 %.
El rendimiento de la prueba fue menor frente a las enzimas tipo B y C (sensibilidades del 53,3 % y
72,3 %, respectivamente). Cuando el valor de referencia se fijo en 232 ug/ml, la sensibilidad para
los aislamientos que portaban enzimas tipo A fue del 98,2 %. La especificidad fue del 100 % para
MSSA sin BlaZ. El valor predictivo negativo general oscil6 entre el 81,4 % y el 95,6 % en los paises
de Latino América utilizando las tasas de prevalencia publicadas del CzIE. Los aislamientos de
MSSA de los Estados Unidos fueron genéticamente diversos, sin diferencias gendmicas distintivas
de los MSSA latinoamericanos. Este segundo estudio desarrollé una prueba novedosa que puede
identificar facilmente la mayoria de los aislamientos de MSSA que tienen CzIE y a diferencia de la
determinacion de la CIM con indculo alto, la prueba rapida es econdmica, factible y facil de realizar.

Tercero, para el analisis de costo- efectividad, se realiz6 una revision integrativa donde se
establecieron supuestos ( datos de los temas de interés de la bibliografia, debido a que en la
informacion de los entes oficiales nacionales habia subregistro) en temas como prevalencia de
bacteriemias por MSSA en pacientes adultos en Colombia, pruebas de deteccion del efecto inoculo
a cefazolina en laboratorio clinico, mortalidad por bacteriemia, sepsis o infecciones de sangre en
Colombia, mortalidad por bacteriemia por MSSA en Colombia y efectos adversos de la cefazolina 'y
las isoxazilpenicilinas. Se calculo la letalidad de la bacteriemia por MSSA, posteriormente se realizé
el costo de bacteriemia por el ISS 2001 y por el SOAT 2023 tarifados al 30%, 50%,100% y 200%,
en tres escenarios diferentes bacteriemia no complicada, bacteriemia persistente y shock séptico. Y
cada uno se evaluo con tratamiento con oxacilina y con cefazolina. Se realizo el calculo del costo
de la prueba rapida y el antibiograma. Posteriormente se calculé la Razén Incremental de Costo
Efectividad (RICE) y se modelo un arbol de decisiones el cual contempla los sintomas de la
bacteriemia, el uso de la prueba rapida y los desenlaces de realizarla o no.

La letalidad de la bacteriemia por MSSA dio como resultado 30%, lo que quiere decir que de los
87.851 casos de bacteriemias por MSSA, se mueren 26.355 personas, este porcentaje es alto a los
que se han reportado en el mundo, para esta infeccion en Australia por ejemplo se ha reportado una
letalidad que oscila entre el 10% y el 30%. El analisis de costos econdmicos de una hospitalizacion
segun el ISS 2001 con tratamiento a oxacilina, en los tres escenarios de bacteriemia podria costar
desde 7.344.355 COP hasta 225.726 COP. Mientras que los costos de hospitalizacién de los tipos
de bacteriemia con tratamiento con cefazolina, donde los valores disminuyen de manera importante
en comparacion con el tratamiento con oxacilina oscila entre 3.444.375 COP hasta 208.176.345
COP. Por otro lado, al analizar los costos de los 3 escenarios de bacteriemias con el Manual del
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SOAT 2023, el costo aumenta dramaticamente con respecto al Manual ISS 2001, tanto en
tratamiento con oxacilina como cefazolina. Con el manual del SOAT 2023, cualquier bacteriemia
tratada con oxacilina 18.440.680 COP 353.845.768 COP, mientras que los costos con tratamiento
con cefazolina podrian tener un costo entre 14.540.700 COP hasta 346.045.808 COP. Cabe resaltar
que, dentro del analisis tarifario con el manual del SOAT, también se observé una diferencia en el
costo de todos los escenarios analizados entre oxacilina y cefazolina, mostrando que el tratamiento
con cefazolina tiene un costo mucho menor que el tratamiento con oxacilina.

El valor de la prueba rapida fue de $156.335 y el antibiograma puede llegar a costar hasta $120.600
dependiendo el manual tarifario. Cuando se realizé el RICE con un ISS- 2001-30% el valor que se
tendria que invertir para la prueba rapida es de COP 137.468.141. Por otro lado, el RICE de los
costos de hospitalizacion de bacteriemia vs la prueba rapida y se encontré al implementar esta nueva
tecnologia para el sistema de salud dependiendo del tarifario puede tener un ahorro de hasta de
COP 25.018.702.745 hasta COP 88.103.018.109. Sin embargo, la prueba rapida no solo ahorraria
dinero en hospitalizacion sino en los efectos adversos también tiene un alto impacto en ahorro al
recuperar la cefazolina, por ejemplo, en nefrotoxicidad la disminucién usando cefazolina seria del
5% y en dinero de COP 107.580.421.803 hasta COP 378.842.977.870. también se analiz6 falla de
tratamiento, mortalidad a los 30 dias y enfermedad hepatica.

En conclusion, la prueba rapida a cefazolina CzIE es una herramienta diagnostica valiosa para
recuperar la cefazolina para el tratamiento de infecciones de alto inoculo bacteriano y de esta
manera disminuir los costos en hospitalizacién y por consecuencia de los efectos adversos, Ademas
de mejorar la calidad y esperanza de vida de los pacientes disminuyendo la posibilidad que tengan
una comorbilidad por consecuencia de administracion de antibiotico.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, MSSA, Cefazolina, Costo-Efectividad, Colombia
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INTRODUCCION
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los antimicrobianos
(RAM) es “el fendbmeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado por un antimicrobiano al
que anteriormente era sensible” (1). En consecuencia, la RAM, constituye un riesgo y una amenaza
a la salud publica mundial, debido a que los tratamientos tradicionales se vuelven ineficaces y la
transmisién de infecciones es persistente. Ademas, el aumento de la gravedad o la duracién de las
infecciones conllevan a pérdidas de productividad, y la reduccion de la calidad de vida (2). Este
problema no solo afecta la salud humana sino también la salud animal, la agricultura, el medio
ambiente y la economia (3).

Se estima que para el afio 2050, las muertes humanas atribuibles a RAM seran aproximadamente
de 10 millones por afio, superando las muertes causadas por cancer, colera, diabetes, entre otros
(4) Ademas, el aumento de los costos de los tratamientos y la atencion de la salud también han
impactado la economia global. Se estima que para el afio 2050 habra una reduccion entre el 2% y
el 3,5% del producto interno bruto (PIB) mundial, lo que costaria al mundo hasta 100 billones de
ddlares (5) debido a los efectos de la RAM. Es asi que la RAM es un problema que ha ido en aumento
en hospitales, comunidades y centros de atencién en salud en el mundo, y teniendo en cuenta esto,
la Sociedad Americana de Enfermedades infecciosas designé un grupo de seis patdégenos
bacterianos:  Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacterales. como el grupo “ESCAPE”, haciendo
referencia a este grupo de bacterias contra las cuales se necesitan nuevas opciones terapéuticas
debido a que escapan al tratamiento convencional y han desarrollado resistencia a varios
antibioticos(6).

Dentro de estos patdgenos se encuentra S. aureus, bacteria que también hace parte del microbiota
normal del ser humano, colonizando entre 20-30% de la poblacion humana de forma asintomatica.
Sin embargo, este microorganismo también actia como patdgeno causando una amplia gama de
infecciones, como infecciones de piel y tejidos blandos, 6seas, articulares, en implantes, neumonia,
bacteriemia y diversas enfermedades por toxinas, como el sindrome de shock toxico (5). Ademas,
es la causa de un elevado porcentaje de morbilidad y mortalidad tanto en nifios como adultos que
oscila entre el 9.6 y el 36% (7—10) en. También, el S. aureus es el principal causante de Infecciones
Asociadas a la Atencion en Salud (IAAS) y el mas comun en infecciones de piel y tejidos blandos
que requieren visitas a los servicios de emergencia en los Estados Unidos(11). En Colombia, segun
el informe de resultados de vigilancia por laboratorio de Resistencia Antimicrobiana en Infecciones
Asociadas a Atencion en Salud (IAAS) reportado en 2019, S. aureus fue el cuarto microorganismo
causante de infecciones en Unidades de Cuidados Intensivos UCI y el tercero en infecciones que
causan hospitalizacion (12).

Es importante mencionar que la mayoria de estudios en S. aureus se han centrado en el S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) particularmente en su impacto, desenlaces clinicos, y los costos de
las infecciones (13,14). Sin embargo, las infecciones por S. aureus susceptible a la meticilina
(MSSA) representan una carga significativa para el sistema de salud, debido a las altas tasas de
mortalidad que son de aproximadamente de 27.3% (15). Es asi como por ejemplo la prevalencia de
la mortalidad asociada con la endocarditis infecciosa por MSSA en los ultimos 20 anos, ha sido
aproximadamente del 23% segun la base de datos en el proyecto de Colaboracién Internacional
sobre Endocarditis (ICE) en Estados Unidos (16). En Colombia, el cambio de la prevalencia de
infecciones complicadas causadas por MRSA comparado con MSSA ha sido dramatico, es asi que
en el ano 2009, en bacteriemia fue de 45% vs 55%, respectivamente (17), mientras que en el afio
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2017 fue de 22% vs 78%, respectivamente. (18). Por su parte, en el informe de resultados de
vigilancia por el laboratorio de Resistencia Antimicrobiana en Infecciones Asociadas a Atencion en
Salud (IAAS) reportado por el Instituto Nacional de Salud (INAS) en el afio 2019, evidencié que el
porcentaje de MRSA causante de infecciones en UCI y hospitalizacion fue de 30% al 40%
respectivamente (12), lo que indica que aproximadamente 60 a 70% de estas infecciones son
causadas por MSSA, demostrando asi que en nuestro pais este microorganismo es el mayor
causante de infecciones relacionadas.

Respecto al tratamiento, las infecciones por MSSA en primera instancia se tratan preferiblemente
con antibiéticos como penicilina semisintética o penicilinas anti-estafilocdécicas como nafcilina,
oxacilina, y dicloxacilina. En pacientes alérgicos a penicilina, la opcion son las cefalosporinas de
primera generacion como cefalexina intravenosa y cefazolina (19). La cefazolina se ha considerado
una alternativa terapéutica en infecciones severas por MSSA (20,21). y varios estudios comparativos
han sugerido que la cefazolina tiene una eficacia clinica similar a las penicilinas anti-estafilocécicas.
En un estudio comparativo realizado en Maryland Medical Center entre 2003-2007 Schweizer y col.
evaluaron la eficacia entre nafcilina o cefazolina comparado a vancomicina en pacientes con
bacteriemia por MSSA, y encontraron que cuando los pacientes recibian nafcilina o cefazolina tenian
menos probabilidad de sufrir enfermedad renal y someterse a hemodialisis, menos probabilidad de
tener catéter intravenoso central, y menores puntuaciones de comorbilidad y severidad en
comparacion a los pacientes que recibian vancomicina ( p < 0.05). Ademas, cuando evaluaron la
mortalidad intrahospitalaria a los 30 dias, encontraron que en los pacientes que recibieron solo
vancomicina la mortalidad fue de 20%, mientras que cuando recibieron Unicamente nafcilina o
cefazolina fue de 3%. Estos resultados sugirieron que nafcilina y cefazolina presentan una menor
tasa de eventos adversos, mayor facilidad de administracién, menores costos y lo mas importante,
disminucion de la mortalidad (22-25).

Desafortunadamente, a pesar de que la nafcilina es el tratamiento de primera linea recomendado
para infecciones por MSSA, posee desventajas como su dosificacién frecuente y alto costo. En
consecuencia, su uso conlleva a un menor beneficio tanto en el tratamiento de los pacientes como
en la carga econémica de los sistemas de salud. En contraste, la cefazolina causa menos efectos
adversos como la nefrotoxicidad, ademas posee un mejor régimen de dosificacion (26,27), mejor
tolerabilidad (28), y es mas econdmica. Adicionalmente, la cefazolina se usa en la profilaxis
quirurgica en pacientes sometidos a cirugias limpias, incluyendo cardiovasculares y ortopédicas(29—
31) . Asi, estos antecedentes han soportado la seleccion de cefazolina como agente preferido para
la terapia de primera linea en infecciones graves por MSSA. En Colombia, la cefazolina se usa
frecuentemente en profilaxis y también como primera linea de terapia para infecciones graves
causadas por MSSA (9,10).

Sin embargo, a pesar de sus ventajas, la efectividad terapéutica de cefazolina puede verse afectada
debido a la capacidad de algunas cepas de MSSA de producir grandes cantidades de
betalactamasas particulares (32,33) en infecciones donde existen altas densidades bacterianas o
altos in6culos bacterianos como en bacteriemia, endocarditis, osteomielitis y abscesos profundos
(34,35). En estas circunstancias, puede producirse una degradacién de la cefazolina, lo que conduce
a una disminucién de las concentraciones del antibiético en el sitio de la infeccién, con el potencial
de producir fallas terapéuticas(34—36). De hecho, la degradacién de la cefazolina se ha asociado
con fallas clinicas en infecciones que cursan con alto indculo por cepas de S. aureus que producen
un tipo especifico de betalactamasa tipo A (36). Este fendmeno de resistencia se denomina “Efecto
Inéculo a Cefazolina (CzIE)” que se ha definido como un aumento significativo en la Concentracién
Inhibitoria Minima (CIM) de cefazolina cuando el tamafio del indculo bacteriano se incrementa a 10’
UFC/mL (en lugar del inoculo estandar de 10° UFC/mL) en la prueba de susceptibilidad in vitro (35—
37). De esta manera, el CzIE se ha asociado a fallas terapéuticas en el tratamiento con cefazolina
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en infecciones severas por MSSA, e inclusive se ha evidenciado un incremento en la mortalidad
(32,38,39).

En Latinoamérica, este fendbmeno se reconocié en 2013 en aislamientos clinicos de MSSA de
bacteriemia y osteomielitis recuperados de hospitales de América del Sur (Colombia, Ecuador,
Venezuela y Peru) (40). En este estudio, se encontré que el 36% de los MSSA evaluados
presentaron el CzIE. De hecho, 34% de los MSSA provenientes de sangre presentaron el CzIE y
notablemente, el 60% de los MSSA de osteomielitis, presentaron este fenotipo en Colombia (40).
Estos hallazgos demuestran que en nuestro pais también esta presente este fendmeno de
resistencia en un porcentaje importante y que es posible que contribuya a las fallas de tratamiento.
Ademas, en otro estudio realizado en pacientes de Argentina en 2018, en el que se evaluaron 89
aislamientos de MSSA causantes de bacteriemia provenientes de 77 pacientes, se detecté que el
51% de los MSSA tuvieron CzIE y este fenotipo se asocié con un aumento de la mortalidad a los 30
dias (39). Es pertinente anotar que en Argentina, las cefalosporinas se usan como terapia de primera
linea y definitiva en el tratamiento de infecciones por MSSA, ya que no estan disponibles las
penicilinas anti- estafilococicas (39).

El CzIE ha representado un reto por varios afios, debido a que las pruebas de susceptibilidad
estandar de laboratorio no lo detectan, ya que estas pruebas se realizan con un inoculo bacteriano
de 105 UFC/mL. Ademas, el mecanismo molecular implicado en el desarrollo del CzIE en S. aureus
no esta elucidado, aunque la Betalactamasa estafilocécica (BlaZ) de los tipos A y C han sido
asociados a aislamientos clinicos de MSSA que presentan este fenotipo. Asimismo, dada la carencia
de estudios de prevalencia de este fendmeno, no se han postulado el desarrollo de metodologias
microbioldgicas o moleculares para su diagndstico rapido.

En cuanto al mecanismo genético del CzIE se han obtenido avances relevantes por medio de la
utilizacién de la secuenciacion completa del genoma bacteriano de aislamientos de MSSA que
presentan el fenotipo contribuyendo asi en el conocimiento de tipos de betalactamasa mas
asociados (39,40). Sin embargo, no se han elucidado mas caracteristicas o rasgos genéticos de
este mecanismo de resistencia y menos aun se han explorado herramientas de diagnéstico rapido
o herramientas de tamizaje microbioldgico avalado para la deteccién de MSSA que presenten efecto
inoculo a cefazolina en laboratorios de microbiologia clinicos hospitalarios. En este aspecto la Unica
forma de detectar el CzIE es mediante la realizacién de la prueba de susceptibilidad empleando alto
inéculo bacteriano, metodologia que es dispendiosa, costosa, requiere mucho tiempo su realizacion,
ademas de experticia, y no se puede realizar de rutina en laboratorios de microbiologia clinica. Para
empeorar el panorama, a pesar de saber que las fallas en el tratamiento con cefalosporinas
ocasionan largas estancias hospitalarias, cambios de tratamientos, reingresos al hospital y falla
terapéutica (39—41), no existen estudios en nuestro pais que analicen los costos econémicos que
implica la resistencia a antibiéticos en MSSA. Adicionalmente, varios estudios plantean que las
infecciones del torrente sanguineo (que es una de las infecciones mas frecuentes causadas por
MSSA) es una de las infecciones que mas costos econémicos demanda al sistema de salud (41,42).
Por tal razén, es importante conocer la estimacion de los costos de las infecciones causadas por
MSSA, pues permitira un conocimiento mas amplio de implicaciones econémicas en los organismos
de salud y orientara de forma importante a los tomadores de decisiones en el desarrollo y ejecucion
de medidas para su prevencion y control.

Es importante mencionar que la magnitud del problema y el impacto de la RAM a nivel mundial en
la salud humanay en los costos del sector de la salud es amplio y todavia en gran parte desconocido
(43). MSSA es un microorganismo que es representa un problema de Salud Publica y mas en paises
en via de desarrollo como lo es Colombia, en donde este patégeno es una causa frecuente de
infecciones asociadas a la atencion en salud y comunitarias (44). Por lo tanto, es de vital importancia

17



preservar la eficacia de opciones terapéuticas efectivas y econémicas como la cefazolina. En este
contexto, es importante conocer a nivel genético caracteristicas asociadas al desarrollo del CzIE y
es pertinente el desarrollo de una prueba rapida que permita el diagndstico temprano del CzIE que
como se ha mencionado es un fendmeno de resistencia bacteriana asociado a fallas terapéuticas e
incremento en la mortalidad, que no es detectado en el laboratorio clinico. Esto tendra grandes
repercusiones no solo en la seleccion adecuada y oportuna del tratamiento con antibidticos
(cefazolina vs penicilinas antiestafilococcicas) en infecciones invasivas causadas por MSSA, sino
también en la formulacién de ajustes en la terapia, en la prevencién de recaidas de la infeccion, y
en la reduccion de costos en los recursos hospitalarios, lo que tendra un impacto positivo en la
esperanza y la calidad de vida de los pacientes. También a raiz de esta prueba se podran estimar
los costos econdmicos actuales y la efectividad en los pacientes en una hospitalizacién por
bacteriemia y compararlo el impacto tanto econdmico como de efectividad ante una potencial
implementacién de esta nueva prueba diagnéstica por medio de un analisis de costo efectividad.

JUSTIFICACION

La RAM es una realidad que esta en aumento en el mundo, amenazando la capacidad de tratamiento
de las enfermedades infecciosas que pueden ser mortales. La morbilidad y la mortalidad asociadas
con las infecciones severas causadas por S. aureus son numerosas y considerables (45).Diversos
estudios reportan que la letalidad de infecciones causadas por MRSA es mayor a la observada en
MSSA (46,47). No obstante, en un estudio realizado por Seas y Col en 2018, en el que evaluaron el
resultado clinico de la bacteriemia por S. aureus en hospitales de Latinoamérica, encontraron que
la letalidad por MRSA y MSSA fue similar en el analisis multivariado (48). También describieron
que los desenlaces y evolucion clinica de los pacientes con infecciones por MSSA, fueron iguales o
mas complicadas que las causadas por MRSA (48).

Por otro lado, el tratamiento antibidtico de primera linea para MSSA son las penicilinas anti-
estafilocdcicas (nafcilina o la oxacilina), pero el costo de estos medicamentos y el programa de
dosificacién frecuente es poco beneficioso para los pacientes y el sistema de salud. Asi la cefazolina
ha emergido como una alternativa terapéutica, ya que este antibidtico presenta menos efectos
adversos como la nefrotoxicidad y hepatoxicidad, tiene una mejor dosificacion (49), desenlaces
clinicos similares a las penicilinas anti-estafilocdcicas, y ademas es considerablemente mas
econdmica,(25,26,50,51) lo cual es una excelente alternativa para los sistemas de salud.

Para ilustrar esto, en el Hospital General de Massachusetts (HGM) en USA, Youngster y col. en el
programa de terapia antimicrobiana parenteral ambulatoria evaluaron una cohorte de pacientes con
infeccién por MSSA 119 que fueron tratados con cefazolina y 366 con nafcilina(28). Asi, en una
clinica ambulatoria como el HGM que trata aproximadamente 100 pacientes por afo empleando
cualquiera de los dos antibiéticos durante una mediana de 28 dias, los investigadores estimaron que
los costos del tratamiento de los 100 pacientes con naficilina incrementan a $ 475.776 USD,
comparado al costo del tratamiento con cefazolina de $ 73.584 USD, indicando asi un ahorro
potencial de $ 402.192 USD. por afio Ademas consideraron que el costo podria ser mucho mas alto
con nafcilina teniendo en cuenta el reingreso por efectos adversos (52). De forma similar en otro
estudio realizado en Henry Ford Meath System en Michigan, USA, por Flynt et al. mostraron que el
costo del uso de cefazolina en pacientes con bacteriemia por MSSA que presentaron afectacion
renal fue menor ($75 USD), al compararlo con el empleo de nafcilina ($ 2.271USD). Ademas,
identificaron una probabilidad del 96% de éxito clinico y una estimacién costo total de $ 16,059 USD,
cuando se utiliza cefazolina en comparacion con el 83% de éxito y $ 28.195 USD cuando se usa
nafcilina (26).
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Por otra parte, reconociendo la problematica de la resistencia antimicrobiana en el mundo, seria de
gran valor disponer de un antibiético para el tratamiento de infecciones por MSSA, que sea efectivo
y economico. Asi, la efectividad terapéutica de cefazolina puede verse afectada en infecciones
severas con presencia de una alta concentracion bacteriana como endocarditis, bacteriemia u
osteomielitis, posiblemente a causa del efecto indculo a cefazolina (CzIE) (39). El CzIE no es un
mecanismo de resistencia observado recientemente, ya que desde el inicio el uso comercial de
Cefazolina en USA en 1971 se documentd que algunas cepas clinicas de MSSA productoras de
betalactamasa podian hidrolizar facilmente esta cefalosporina(37,52-54). Posteriormente, se
describieron casos de endocarditis por MSSA que fallaron en la terapia con cefazolina (35,52,53), y
luego se asociaron con la presencia de CzIE (21). Posteriormente, diversos estudios buscaron dar
explicacién al mecanismo involucrado en el efecto CzIE observado en cepas de MSSA, mediante la
tipificacion enzimatica beta-lacta masas estafilocécicas (BlaZ) ((32,40,55) Las enzimas BlaZ poseen
un sitio activo de serina que hacen parte de la clase molecular de Ambler tipo A (9) y se clasificaron
inicialmente en cuatro serotipos diferentes (A, B, C y D), que realmente difieren solo en algunos
aminoacidos (56). Ademas, a partir de estudios de cinética enzimatica, se encontré6 que estas
enzimas difieren en sus perfiles hidroliticos frente a betalactamicos, asi BlaZ tipo A parecié ser mas
eficiente en la hidrdlisis de cefazolina, mientras que el sustrato preferido para BlaZ tipo C, fue
cefalotina (12). En Colombia las prevalencias estimadas del CzIE en MSSA clinicos correspondieron
a 36% en bacteriemia y 50% en Osteomielitis, resaltando la presencia de este fendmeno en
hospitales de nuestro pais (40).

Adicionalmente se ha sugerido una asociacién de este fenotipo con la severidad de infecciones por
MSSA. En un estudio que investigo la epidemiologia e impacto del CzIE en MSSA de osteomielitis
hematdgenas en pacientes pediatricos de dos hospitales en USA (Texas Children Hospital y St.
Louis Children Hospital) entre 2011- 2018, estudiaron 50 casos de infecciones por MSSA, de los
cuales el 14,4% exhibieron efecto inoculo a cefazolina (CIE). El 4% y el 76% de los pacientes
recibieron cefalosporinas de primera generacion como terapia empirica y definitiva,
respectivamente. Los MSSA que presentaron CzIlE fueron frecuentemente resistentes a la
clindamicina, presentaron agr Ill y se asociaron con el desarrollo de osteomielitis cronica. Ademas,
se observo que los pacientes con cepas presentando CzIE tenian mayor frecuencia de progresion a
la osteomielitis crénica que pacientes con MSSA sin el CzIE, independiente del tratamiento ( uso de
cefalosporina de 1ra generacion o sin el uso de estos antibiéticos) (57).

Respecto al tratamiento, a pesar que las isoxazolil penicilinas son los agentes de primera linea
recomendados para tratamiento de infecciones por MSSA, una serie de estudios retrospectivos
realizados en los ultimos afios sugieren que la cefazolina tiene una eficacia similar a las isoxazolil
penicilinas, presenta menos eventos adversos, mejor dosificacién y menor mortalidad (20,38,58—
60). Este cambio en el paradigma del tratamiento, sugiere que el desarrollo de CzIE en MSSA puede
volverse clinicamente relevante. En un estudio prospectivo, Miller y col. evaluaron especificamente
el papel del CzIE en los desenlaces clinicos de pacientes con bacteriemia por MSSA en Argentina,
en donde las isoxazolil penicilinas no estan disponibles y las infecciones por este microorganismo
se tratan principalmente con cefalosporinas. En este estudio, el CzIE se asocié con un aumento de
la mortalidad a los 30 dias (RR 2,65; IC del 95%: 1,10 a 6,42; p = 0,03) (39). Sorprendentemente, el
54% de los aislamientos recuperados de 77 pacientes incluidos en este estudio exhibieron el CzIE
(39).

En cuanto a la deteccion microbioldgica del fenotipo, el CzIE es un mecanismo de resistencia en S.
aureus que no es posible detectarlo en el escenario clinico, pues no existen pruebas de diagnésticas
disponibles para la rutina de un laboratorio de microbiologia en un hospital. Las pruebas de
susceptibilidad por microdilucién en caldo que son empleadas para la deteccion de CzIlE son
dispendiosas de realizar y se necesita de experticia para interpretar su resultado, y recursos razon
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por la cual no se realizan en los laboratorios clinicos (40). En este panorama, la disponibilidad de
una prueba de diagnéstica rapida para detectar el CzIE en aislamientos clinicos de MSSA de
pacientes con infecciones severas constituira una herramienta invaluable en la toma de decisiones
terapéuticas oportunas que beneficiarian los desenlaces clinicos del paciente, ademas, se evitarian
las recaidas, asi como también, se ahorrarian costos en las entidades hospitalarias.

Por lo expuesto anteriormente, se evidencia que estamos frente a uno de los multiples casos de
resistencia a antibidticos, en un patégeno de gran relevancia en infecciones asociadas al cuidado
de la salud, y en consecuencia representa una problematica tanto clinica como de salud publica.
Para abordar esta situacién es importante buscar alternativas que sean efectivas para el tratamiento
del paciente y también razonables en los costos econdmicos. Los sistemas de salud de todo el
mundo han estado considerando planes o proyectos para invertir los limitados recursos disponibles
(61). Ademas, la investigacion médica continda creando nuevas alternativas de tratamiento, pero las
limitaciones presupuestarias hacen imposible implementar estos programas en toda la poblacion(62)
especialmente en paises como el nuestro. En este contexto, para la toma de decisiones relevantes,
tanto el sector publico como el privado reconocen la importancia de las evaluaciones econémicas
para asegurar el uso efectivo y adecuado de los recursos disponibles (63), por lo cual se debe tomar
decisiones sobre qué procedimientos favorecer, qué tecnologias nuevas adoptar o qué farmacos y
recursos elegir para incluir en los planes médicos (64).

Ya que la cefazolina es un antibiético que se ha convertido en terapia de primera linea en infecciones
por MSSA, se debe dirigir esfuerzos para salvaguardar el antibiético en la practica clinica. En este
contexto, es necesario la realizacion de este estudio para determinar la prevalencia del CzIE en
hospitales Colombianos y los mecanismos de resistencia implicados , asi, como el desarrollo de una
prueba diagndstica rapida para su deteccion lo cual permitira detectar oportunamente el CzIE en
hospitales colombianos, Adicionalmente se realizara un analisis de costo efectividad para evaluar el
potencial de una prueba rapida diagndstica de este mecanismo de resistencia y la posibilidad que
sea contemplada su implementacién en los laboratorios clinicos de nuestro pais. En consecuencia,
se espera que los resultados obtenidos aporten conocimiento al impacto en la economia y el aporte
a la salud del paciente en cuenta a la optimizacion del tratamiento para los pacientes, lo cual influiria
en menos tiempos de hospitalizacién, menos reingresos o posible fracaso de tratamiento, incluso en
la disminucion de la mortalidad.

MARCO CONCEPTUAL
1.3.1. Staphylococcus aureus Resistente y Susceptible a Meticilina (MRSA-MSSA)

Staphylococcus aureus es una bacteria que se encuentra como parte del microbiota normal en la
nariz, piel, garganta, tracto gastrointestinal y vagina. Sin embargo, este microorganismo también se
comporta como patégeno oportunista en humanos y su transmision puede ocurrir por contacto
directo con piel o contacto con objetos contaminados (65). La versatilidad que tiene S. aureus como
patdgeno se debe a la gran variedad de factores de virulencia que posee, muchos de los cuales se
encuentran codificados en elementos méviles como plasmidos o fagos y pueden ser trasmitidos de
una cepa a otra por transferencia horizontal de genes, por transduccién o conjugacion (66). El éxito
de este microorganismo esta ligado a la formacién de biopeliculas, la expresion de proteinas
ancladas a membrana, la produccion de una gran variedad de péptidos que inhiben el sistema
inmune innato y otros factores empleados para evadir la defensa del hospedero (67). Es asi, que
este microorganismo es uno de los patdgenos con mayor relevancia en infecciones hospitalarias y
comunitarias, causando una gran variedad de infecciones en humanos, siendo el principal agente
causante de bacteriemias, endocarditis, infecciones osteoarticulares, pleuropulmonares, de piel y
tejidos blandos, asi como también de infecciones asociadas a dispositivos médicos (68). Las
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infecciones del torrente sanguineo (BSI) son una de las complicaciones potencialmente mortales
causadas por S. aureus, con una incidencia estimada de 80 a 190 casos / 100.000 habitantes por
afno en los paises desarrollados (69,70). En Estados Unidos y Francia, se estima que 600.000 y
125.000 casos de BSls por S. aureus se producen por afo, respectivamente (69,70). Ademas, otra
de las infecciones causadas por S. aureus que requieren asistencia a los servicios de emergencia,
en los Estados Unidos es la infeccion de tejidos blandos (71).

En cuanto a la resistencia, el S. aureus resistente a meticilina (MRSA) es el patdbgeno que ha
planteado importantes desafios terapéuticos (72). Aunque inicialmente se identific6 como un
patdgeno nosocomial importante, MRSA ahora es endémico en la comunidad (73,74). Los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) estiman que 80,461 infecciones invasivas
por MRSA y 11,285 muertes relacionadas ocurrieron en los Estados Unidos en 2011 (75). Por su
parte, las infecciones causadas por S. aureus susceptible a la meticilina (MSSA) son también de
gran relevancia, causando infecciones invasivas con una significativa morbimortalidad, siendo
importante resaltar que en la actualidad las infecciones por MSSA sobrepasan las causadas por
MRSA (76,77). En Latino América se ha reportado que las prevalencias de MSSA causantes de
bacteriemia son altas en paises como Argentina, Ecuador y Colombia con una distribucion del 60%,
71% y 78%, respectivamente (78). En Colombia, segun un informe de resultados de la vigilancia
realizada por el laboratorio de referencia de Resistencia Antimicrobiana en Infecciones Asociadas a
Atencion en Salud (IAAS) del INS reportado en 2019, donde recolectaron aislamientos de 25
Laboratorios de Salud Publica Departamentales y Distritales (LSDP), se evidencié que el porcentaje
de MSSA causante de infecciones en UCI y Hospitalizacién fue entre el 60- 70% (12).

1.3.2 Tratamiento antibiético para infecciones causadas por Staphylococcus aureus
Sensible a meticilina MSSA

Las opciones terapéuticas en infecciones por Staphylococcus aureus susceptible a meticilina
(MSSA) son las penicilinas anti-estafilococicas como nafcilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina o
flucloxacilina (51). Sin embargo, la cefazolina que es una cefalosporina de primera generacion es
alternativa terapéutica para el tratamiento de bacteriemia por MSSA (71). También, es recomendada
para el tratamiento de pacientes con endocarditis que presentan hipersensibilidad a la penicilina
(alergias no mediadas por IgE) (79). Ademas, es empleada frecuentemente debido a que posee un
mejor esquema de dosificacién y mejor tolerancia (22). Cefazolina es utilizada ademas como agente
profilactico en pacientes sometidos a procedimientos quirdrgicos contaminantes. También, es eficaz
en pacientes quirurgicos en los que la infeccién en el lugar de la intervencién constituya un grave
riesgo como en cirugias a corazon abierto y artroplastia protésica entre otros(80,81).

1.3.3 Estudios comparativos de efectividad de cefazolina en comparacion con penicilinas en
bacteriemia por MSSA

Cefazolina presenta ventajas comparada a las penicilinas semisintéticas como lo son: esquemas de
dosificacién mas convenientes, mejor tolerabilidad, menores volumenes de dilucién y bajo contenido
en sodio, ademas de un menor costo(25,50,82). También, cefazolina puede ser administrada en
bolo por inyeccion directa y rapida, mientras que las penicilinas deben suministrarse lentamente en
infusiones intravenosas debido al potencial de extravasaciéon (51). Ademas, se ha descrito que el
tratamiento con cefazolina presenta un impacto limitado en la microflora intestinal (83). Por estas
razones los clinicos consideran el uso de cefazolina como agente de primera linea en el tratamiento
de infecciones severas por S. aureus. A pesar que las penicilinas anti- estafilococales (nafcilina y
oxacilina) son los antibioticos de primera linea para el tratamiento de infecciones como bacteriemia
por MSSA, varios estudios han descrito que el tratamiento con cefazolina esta asociado con menor
mortalidad en comparacion con estas penicilinas. (50,82). Adicionalmente programas de
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optimizacion de antimicrobianos o “antimicrobial stewardship” en entidades clinicas han instaurado
el uso de cefazolina como parte de iniciativas para el mejoramiento de costos hospitalarios (58). A
continuacion, se describen algunos estudios mas relevantes que comparan la efectividad del
tratamiento de penicilinas anti-estafilococicas vs cefazolina:

MacDanel y col, en un estudio de cohorte retrospectivo realizado en un periodo de 2003- 2010 en
Estados Unidos, incluyeron infecciones de 3.167 pacientes admitidos en 119 centros hospitalarios
para veteranos. En este estudio reportaron que el tratamiento con cefazolina fue asociado a un
menor riesgo de mortalidad (37% a los 30 dias y 23% a los 90 dias) en comparacién al tratamiento
de pacientes que recibieron nafcilina u oxacilina (22). Un resultado similar con respecto a la
mortalidad lo reporté Pollet y col en un estudio de cohorte retrospectiva realizado en un hospital de
San Francisco USA, que incluyé 100 pacientes con bacteriemia por MSSA, en el que encontraron
una reduccion de 60% en probabilidad ajustada en la mortalidad a los 90 dias en pacientes tratados
con cefazolina comparado a aquellos tratados con nafcilina (59). Por otro lado, en Chicago, USA,
Rao y col realizaron un estudio retrospectivo en una cohorte de pacientes con bacteriemias causada
por MSSA tratados con cefazolina u oxacilina en dos centros hospitalarios en el periodo 2010-2013.
En este estudio describieron 161 pacientes y el tratamiento con cefazolina causoé resultados
similares a oxacilina en términos de curacién clinica, duracion de la bacteriemia y falla terapéutica.
Esto sugirio que cefazolina puede ser una alternativa terapéutica eficaz en el tratamiento de
bacteriemia profundas causadas por MSSA (84). Adicionalmente, Li y cols., realizaron un estudio
retrospectivo en el periodo 2008-2012 incluyendo bacteriemias complicadas por MSSA en dos
centros hospitalarios de tercer nivel en Texas, USA, en los que se instauro el tratamiento de eleccion
con cefazolina para infecciones por MSSA desde el aino 2003. A partir de una poblacion de 93
pacientes describieron que cefazolina presento tasas similares de cura clinica al final de la terapia
comparado con oxacilina (95% vs 88%, p=0.25). Ademas, la falla terapéutica fue mayor en el grupo
tratado con oxacilina que en el grupo tratado con cefazolina (47% vs 24% p=0.04). Otro resultado
relevante de este estudio fue que la cefazolina fue mejor tolerada y presenté menor tasa de
interrupcién en el tratamiento (58).

Adicionalmente, en Canada un estudio retrospectivo multicéntrico realizado por Bai y col, en seis
hospitales que incluyé 354 pacientes con bacteriemia tratados con cefazolina en el periodo 2007-
2017, no se encontraron diferencias clinicas en términos de mortalidad al comparar el tratamiento
de cefazolina vs cloxacilina. Ademas, encontraron que la cefazolina no fue inferior a la cloxacilina
en el tratamiento de bacteriemias por MSSA en este hospital. De esta manera, los autores
propusieron el uso de cefazolina en el tratamiento de bacteriemia por MSSA (85). En Asia, en un
estudio de cohorte prospectiva observacional realizado en 480 casos de bacteriemia por MSSA en
10 hospitales de Corea del Sur realizado entre 2013-2015, Lee S y cols describieron que la falla
terapéutica con cefazolina fue baja en el grupo tratado con nafcilina (30.4%) vs (49.4%) en el grupo
tratado con cefazolina (p=0.015). En este estudio, se determind que la presencia de CzIE en MSSA
que fue encontrado en 22% de los aislamientos, se asocid con falla terapéutica y hubo incremento
en la mortalidad (50).

1.3.4 Estudio de los mecanismos asociados al efecto inéculo en MSSA

El mecanismo de resistencia mediada por la betalactamasa estafilocécica BlaZ en Staphylococcus
aureus consiste en la produccion de una enzima que inactiva el antibiético debido a que causa la
hidrolisis del anillo beta-lactamico. Ademas del gen BlaZ, los genes que codifican para blaR y blal
que codifican para la una proteina integral de membrana que participa en la transduccion de la senal
y para el represor, respectivamente, son importantes en la regulacion y producciéon de la enzima.
También, la produccion de BlaZ es inducible requiriendo la presencia del antibidtico (27).
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Por otra parte, ensayos inmunoldgicos y de afinidad con sustratos especificos permitieron la
descripcion de cuatro tipos de BlaZ (A, B, C y D) en S. aureus, Estos estudios lograron determinar
que algunos tipos de betalactamasas pueden hidrolizar cefalosporinas especificas, es asi que BlaZ
tipo A hidroliza eficientemente la cefazolina, mientras que BlaZ tipo C parece tener una hidrolisis
mas eficiente de la cefalotina (81-83). En la actualidad cerca del 90% de aislamientos clinicos de S.
aureus poseen el gen BlaZ que codifica para la betalactamasa estafilocécica (27).

En cuanto a estudios que han evaluado los tipos de BlaZ en aislamientos clinicos de MSSA que
presentaron efecto indculo a cefazolina, la mayoria indican que BlaZ tipo A parece ser la enzima
mas prevalente. Ademas, polimorfismos especificos en las posiciones 226 y 229 del gen que codifica
para la betalactamasa tipo A que resultaron en cambios de aminoacidos que fueron
significativamente asociados con CzIE fueron descritos en un estudio de realizado en Corea del Sur
(84). Adicionalmente, la Betalactamasa tipo C también ha sido descrita frecuentemente en
aislamientos con CzIE (32,40).

1.3.5 Estudios de prevalencia de Efecto Inoculo a Cefazolina (CzIE) en MSSA

El CzIE se define como un incremento significativo de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) a
cefazolina en la prueba de susceptibilidad in vitro cuando se incrementa el inoculo bacteriano a
107UFC/ml (unidades formadoras de colonias/ml), comparado a la CIM observada al emplear el
inoculo estandar de 105 UFC/ml (51). En infecciones con alta carga bacteriana la betalactamasa de
S. aureus hidroliza eficientemente la cefazolina superando su efecto antibacteriano y afectando asi
su efectividad en el sitio de infeccion. De esta manera, se ha sugerido que el efecto inoculo podria
tener implicaciones clinicas en infecciones por S. aureus que cursan con altos inéculos bacterianos
como endocarditis, osteomielitis, artritis séptica, neumonia y grandes abscesos no drenados(35,86).
Ademas, la falla terapéutica a cefazolina se ha descrito en pacientes con endocarditis por S. aureus
susceptible a meticilina que demostraron CzIE (20,33,48). En uno de estos estudios, en un paciente
con endocarditis que presenté falla terapéutica a cefazolina, se recuperd un aislamiento de MSSA
denominada como TX0117 productor de una betalactamasa tipo A. Este aislamiento clinico de
MSSA demostré CzIE cuando se realizé la prueba de susceptibilidad in vitro por microdilucion en
caldo empleando diferentes concentraciones de inéculo (87). Posteriormente, esta cepa de S.
aureus TX0117 ha sido empleada como el control positivo en diversos estudios de CzIE (32,39,71).
También, se ha postulado que la presencia de altas concentraciones de S. aureus productor de
betalactamasa tipo A en vegetaciones pueden hidrolizar la cefazolina, posiblemente conduciendo a
una falla terapéutica (35). Ademas, se ha descrito que cerca del 50% de la betalactamasa puede ser
excretada desde las células bacterianas y la concentracion de esta enzima dentro de las
vegetaciones puede alcanzar proporciones considerables (88).

Respecto a prevalencia de efecto inéculo a cefazolina en MSSA se han realizado pocos estudios, y
particularmente en ciertas regiones geograficas incluyendo hospitales de USA, Corea, Japén y
Sudamérica. Mas recientemente en Canada (89). Estos estudios han descrito que el CzIE se ha
asociado particularmente a los tipos de betalactamasa Ay C (24,35,38,40,85,88,90-95). En Estados
Unidos, en uno de los primeros estudios de prevalencia realizados, Nannini y col describieron 19%
de prevalencia de CzIE en 98 MSSA recolectados de vigilancias multicéntricas en Estados Unidos
a partir de infecciones de tejidos blandos, neumonia adquirida en hospital, endocarditis y
bacteriemia. ElI CzIE se asoci6 principalmente al tipo de betalactamasa tipo A. Adicionalmente, al
analizar cepas de MSSA de un grupo de pacientes en hemodialisis con bacteriemia describieron que
el CzIE estuvo asociado a falla terapéutica en el tratamiento con cefazolina (32). En un segundo
estudio Livorsi y col, incluyeron 5 hospitales de Emory incluyendo centros hospitalarios pediatricos,
comunitarios de veteranos y de tercer nivel en Atlanta. En este estudio, evaluaron 185 MSSA
recuperados de bacteriemia en el periodo de un ano (2010), donde encontraron una prevalencia de
27% de CzIE y los tipos de betalactamasa A y C fueron los mas frecuentes en MSSA con este
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fenotipo (95). En un tercer estudio realizado en Chicago, Wang y col, estudiaron 269 aislamientos
de MSSA recolectados de diversas fuentes clinicas (heridas, abscesos, esputo, aspirado traqueal,
sangre y otros fluidos) de 4 hospitales en el periodo 2014-2015 y la prevalencia de efecto inoculo a
cefazolina fue 3% con asociacién a betalactamasa tipo A(96). Mas recientemente, Tanis y col en su
estudio de prevalencia de CzIE en MSSA de Norteamérica, en el que incluyeron 6 laboratorios
clinicos de USA y uno de Canada, encontraron en 305 MSSA una prevalencia de CzIE de 18,6 %
(rango 0 -27.9%). También reportaron que los tipos de betalactamasa mas frecuentes en los MSSA
con el fenotipo fueron tipo C (57%), seguido de tipo A (44%), asi como los linajes genéticos mas
comunes en estos aislamientos correspondieron a el CC8 y CC30 (89).

En Corea del Sur, varios estudios han descrito prevalencias de CzIE en MSSA de entidades
hospitalarias de este pais. En un primer estudio, Lee et al, realizé un analisis retrospectivo en 113
pacientes con bacteriemia por S. aureus de tres hospitales en Sedl, en el periodo de 2004-2009
incluyendo el analisis de variables clinicas. Encontraron una prevalencia de 57.5% de CzIE asociado
a betalactamasa tipo C. Este estudio describié que la bacteriemia persistente fue frecuente en el
grupo con CzIE comparado con el grupo que no lo presenté (9% vs 0%, p=0.04). Sin embargo, no
se encontraron diferencias en la tasa de mortalidad o falla terapéutica a cefazolina (38). Un estudio
que incluy6 146 MSSA recolectados de nueve centros hospitalarios de Corea (de segundo y tercer
nivel en dos periodos 2004-2009 y 2008- 2013), describieron una prevalencia de CzIE de 11%. La
betalactamasa tipo A fue el tipo predominante en los 16 MSSA que presentaron este fenotipo.
Ademas, se encontro que el CzIE se asocio con alteracién de la funcionabilidad del gen que codifica
para un sistema regulatorio global en S. aureus el Agr (encontrado en 53.6%de los aislamientos) y
a la presencia de las variantes de agr | y lll en 25% y 75% de los aislamientos, respectivamente.
Este estudio no encontré asociacién entre mortalidad con CzIlE, sin embargo, encontraron
bacteriemia persistente en muchos de los pacientes a los cuales se les aisl6 MSSA que presentaron
el fenotipo (48).También, en el estudio de cohorte prospectivo reportado por Chong y cols que
incluyd 220 aislamientos de MSSA, encontré 13% de prevalencia de CzIE asociado en su mayoria
a betalactamasa tipo A (79% de los MSSA con este tipo de BlaZ demostraron el fenotipo) y al linaje
genético ST30 (encontrado en 55% de los aislamientos) (94).

Por su parte, en Japon, Saeki y col, estudiaron 52 aislamientos MSSA de pacientes con bacteriemia
recuperados del Hospital Universitario de Sapporo durante tres afios (enero 2012- diciembre 2014),
y encontraron una prevalencia de CzIE de 5.8%, y BlaZ tipo C el mas frecuente asociado al fenotipo
(94). En Latinoamérica, Rincon y Col. realizaron la primera descripcion de prevalencia de CzIE en
MSSA recuperados de infecciones invasivas recolectados de vigilancias retrospectivas en hospitales
de Suramérica, encontrando una prevalencia global de 36% (40). Por su parte, en Colombia las
prevalencias encontradas de CzIE en el periodo 2001- 2002 fueron 45% y 57%, para aislamientos
recuperados de bacteriemia y osteomielitis, respectivamente. Mientras que en los MSSA
recuperados en el periodo 2006-2008, las prevalencias fueron de 31% y 63%, respectivamente, para
aislamientos de sangre y osteomielitis. No obstante, en este estudio retrospectivo no se incluyeron
variables clinicas (40).

Posteriormente, en un estudio prospectivo observacional realizado por nuestro grupo en 77
pacientes de hospitales de Argentina tratados por bacteriemia causada por MSSA en el que se
incluyeron 89 aislamientos de MSSA, encontramos un alto porcentaje de CzIE de 54.5%.
Notablemente, el CzIE fue asociado con incremento de la mortalidad a los 30 dias (RR: 2.55, 95%
intervalo de confianza CI=1.1-6.42 P=0.03) (39). También encontramos una heterogeneidad en los
linajes genéticos correspondiendo a los complejos clonales CC5, CC8, CC30, indicando asi que el
CzIE no se asocié a una diseminacion clonal especifica. Es importante resaltar que, en Argentina,
no hay disponibles isoxazolyl penicilinas y las infecciones por S. aureus son principalmente tratadas
con cefalosporinas(39).
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Respecto al mecanismo implicado en el desarrollo del CzIE en MSSA, se ha descrito particularmente
en aislamientos que portan betalactamasas (BlaZ) de los tipos A y C. Sin embargo, aun no se ha
elucidado el mecanismo genético involucrado en este fenotipo ya que se ha postulado que es
multifactorial. Es asi que entre los mecanismos que se han postulado se encuentran cambios en
residuos de la betalactamasa, incremento en el nimero de copias del gen BlaZ, alteracién en la
expresion de BlaZ o genes reguladores (blal, blaR), y ademas alteracion de la funcionalidad del gen
que codifica el gen regulador global de S. aureus Agr(92,93,95).En cuanto a las evidencias
documentadas de la relacion de la betalactamasa estafilocécica con el CzIE, es importante
mencionar que un estudio demostré supresién del CzIE al realizar la inactivacién del gen BlaZ o al
suprimir su funcionalidad empleando inhibidores de la betalactamasa(39,97). También, algunos
estudios han demostrado que el CzIE esta presente en MSSA pertenecientes a diferentes linajes
genéticos, indicando que posiblemente este fenotipo no se asocia a la diseminacion de un clon
genético de MSSA en particular (32,39,93).

En cuanto a la deteccion de este fenotipo en los hospitales, no hay una prueba diagnéstica que
permita su deteccion en los laboratorios clinicos. La deteccion de CzIE se realiza en laboratorios de
investigacion mediante la determinacion de la prueba de susceptibilidad a cefazolina por
microdilucion en caldo empleando inéculo bacteriano estandar (105 UFC/ml) y alto in6culo (107
UFC/ml) (32), siendo esta una prueba dispendiosa, que requiere experticia en su interpretacion, y
recursos, y en consecuencia no es posible realizarla de rutina en los laboratorios clinicos de
entidades hospitalarias. En este contexto, el desarrollo de pruebas diagndsticas rapidas que
permitan detectar mayor actividad de betalactamasas especificas asociadas al CzIE y asi identificar
el fenotipo en aislamientos clinicos de MSSA en laboratorios clinicos en hospitales permitiria la
seleccion adecuada del tratamiento con las penicilinas estafilocécicas o con cefazolina en
infecciones severas por MSSA que cursan con altos inéculos bacterianos en un tiempo oportuno(86).

1.3.6 Pruebas Rapidas Diagnésticas

En la actualidad, existe una necesidad insatisfecha de pruebas diagndésticas rapidas en el ambito
hospitalario tanto para identificacion de patdégenos como de sus mecanismos de resistencia a
antimicrobianos de uso clinico, lo que permitiria reducir el uso indiscriminado de antibiéticos. De esta
manera la aplicacion de pruebas rapidas permitiria identificar e iniciar el tratamiento antibidtico
adecuado y en consecuencia minimizar el uso innecesario de estos agentes y controlar
adecuadamente la diseminacién de patdgenos resistentes en el escenario clinico. También, la
necesidad de la disponibilidad de estas pruebas se realza por el lento desarrollo de nuevos
antibioticos y por la rapida velocidad de la emergencia de mecanismos de resistencia a antibioticos
en patdgenos,lo que no alcanza a satisfacer la demanda de nuevos agentes para combatir
eficazmente la RAM (98).

Sin embargo, recientemente pruebas rapidas que acortan los tiempos de identificacion de
mecanismos de resistencia a antibidticos en patdégenos se han incorporado al flujo de trabajo de
laboratorios clinicos en Europa y USA. Estas pruebas se basan en deteccién de actividad
enzimatica, crecimiento bacteriano, inmunoensayos, entre otros, asi de esta manera, la deteccion
de la presencia o actividad enzimatica de proteinas responsables de resistencia antibiéticos en
patdgenos representa una metodologia de gran utilidad para la deteccion fenotipica rapida de la
resistencia antimicrobiana. Estas metodologias novedosas para deteccién de mecanismos de
resistencia son pruebas sencillas de realizar y brindan los resultados desde minutos a pocas horas,
comparado al tiempo de obtencion de resultados de las técnicas de susceptibilidad rutinarias
manuales o automatizadas basadas en discos o dilucién en caldo que brindan resultados en varios
dias. Por otra parte, en términos econdémicos la aplicacion de estas pruebas rapidas permitiria la
obtencion de ahorro substancial global a través de la reduccion de dias de hospitalizacion, dias de
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incapacidad y recuperacion de vidas de los pacientes (99). Estas pruebas rapidas para ser
implementadas en el escenario clinico deben ser precisas y adecuadamente validadas. En general,
los parametros de rendimiento diagndstico de cualquier técnica o prueba rapida novedosa que deben
evaluarse son la sensibilidad, la especificidad y valores predictivo positivo y negativo.

1.3.6.1 Estimaciones de exactitud y validez de las pruebas diagnodsticas

Una prueba diagnéstica se valida mediante la comparacion de los resultados frente a un estandar
de oro o gold estandar que es la prueba de referencia disponible y ampliamente aceptada para
establecer la presencia o ausencia de una condicién de forma valida, ademas de servir como
referencia de nuevas pruebas. Ademas, para estimar el rendimiento o desempefio de una prueba
diagnéstica se realiza el calculo de los indices de:

= Sensibilidad: Es la capacidad de una prueba de detectar una condicion, es la
proporcion de verdaderos positivos, es decir individuos con una enfermedad que
tienen un resultado positivo en la prueba.

» Especificidad: Es |la capacidad de la prueba de detectar la ausencia de la condicion,
es la proporcion de verdaderos negativos, es decir individuos sanos que tienen un
resultado negativo en la prueba.

= Valor predictivo negativo: Es la probabilidad de que un individuo con un resultado
negativo en la prueba se encuentre realmente sano.

= Valor predictivo positivo: Es la probabilidad de padecer la condicion o enfermedad si
se obtiene un resultado positivo en la prueba.

La sensibilidad y especificidad son propiedades intrinsecas de una prueba diagndstica,
independientes de la prevalencia de la condicién o enfermedad en la poblacién a la cual se aplica.
Por su parte los valores predictivos positivos y negativos son dependientes de la prevalencia de la
condicion.

Curva ROC y Area Bajo la curva: La curva ROC es una representacion grafica para evaluar la
capacidad discriminativa de una prueba dicotdomica, es una curva de probabilidad y constituye una
herramienta estadistica para determinar la exactitud diagndstica de una prueba. Es una
representacion grafica que se traza sobre un sistema de coordenadas en que la sensibilidad (tasa
de verdaderos positivos) se localiza en el eje y frente a la tasa de falsos positivos (1-especificidad)
ubicados en el eje X. Ademas. el area bajo esta curva (AUC) representa la precisién global de una
prueba, es la habilidad de una prueba de discriminar pacientes con la condicion comparado a
aquellos sin la condicién y es una medida Unica e independiente de la prevalencia de la enfermedad
en estudio. EL AUC con un valor cercano a 1,0 que indica una alta sensibilidad y especificidad
(100,101).

1.3.7 Economia en Salud

La economia de la salud como area aplicada, inicié en 1963 con Kenneth Arrow premio nobel de
economia quien realizo significativas contribuciones en la teoria de economia y politica de la salud.
Arrow postulé que teniendo en cuenta la incertidumbre de una enfermedad vy lo eficaz que pudiese
ser un tratamiento esto no garantiza una adecuada asignacién de los recursos, a partir de lo cual
propuso determinar a partir de la eficacia y del bienestar las posibilidades del mercado y del estado
(102). La economia en salud ha tomado importancia en el sector sanitario debido a la importancia
que le otorga dicho sector a la a la interrelacién de los conceptos de salud y economia, pues no es
posible una estabilidad politica o de crecimiento econdémico sin que el bienestar se expanda a toda

26



sociedad, es decir, que la cobertura en salud y las oportunidades sociales sean iguales para todos
(103). Los analisis econémicos han logrado integrar las areas econdémicas, sociales, de salud,
epidemiolégicas con la finalidad de estudiar los mecanismos y factores que determinan la
produccion, distribucidn, consumo y financiacion de los servicios en salud (104). Adicionalmente,
han permitido analizar procesos, costos de produccion y evaluar en funcién de costos los resultados
que se han obtenido, segun el impacto que reflejan no solo en mortalidad y morbilidad sino también
en calidad de vida (105).

Los analisis econdmicos tiene como objetivo mejorar la eficiencia de los procesos de distribucion
presupuestal entre los distintos niveles de atencién en salud (106).Lo que la convierte en una
herramienta valiosa para el uso 6ptimo de los recursos destinados a la atencion de enfermedades y
la promocion de la salud (107), la gestion sanitaria y la orientacion de la toma de decisiones, para
encontrar alternativas eficientes dentro del conjunto de actividades de servicios y diferentes
tecnologias del sistema nacional de salud (82). Adicionalmente, contribuye en la busqueda de
alternativas de financiamiento de los sistemas de salud, en el analisis de las imperfecciones del
mercado de los servicios de salud y en la valoracién de las intervenciones (108).

1.3.8 Tipos de analisis econémicos

Existen diferentes tipos de analisis econémicos siendo los mas utilizados en el area de la salud: El
analisis de minimizacién de costos, analisis de costo-beneficio, analisis de costo-efectividad y
analisis de costo-utilidad (109). El analisis de costo-efectividad (ACE), se utiliza para realizar
comparaciones de distintas alternativas de intervencion terapéutica (109). ACE compara el costo y
efecto clinico de dos 0 mas intervenciones que pueden potencialmente competir entre si y determina
cual de ellas es mejor desde dos puntos importantes para el sistema de salud el clinico y el
econdémico (110). Los beneficios del ACE son expresados en porcentaje de curacion, éxito del
tratamiento en los pacientes o afios de vida ganados, por otro lado, evidencia costos directos como
tratamiento, equipos, transporte, entre otros (personal médico y el paciente), costos indirectos como
pérdida de productividad e intangibles como reacciones adversas y dolor entre otros. Aunque los
intangibles son dificiles de medir se consideran consecuencias de la intervencién. Este analisis es
muy valioso para argumentar la implementacién de propuestas o programas novedosos en el
sistema de salud (110).

1.3.9 Costos econdémicos por Staphylococcus aureus

La aparicion y propagacion de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) no solo representa una
amenaza para la salud mundial, sino que incurre en altos costos econdmicos para la sociedad como
medicamentos de segunda linea y larga estancia hospitalaria (111). Adicionalmente, en las
evaluaciones econdmicas de los antimicrobianos y las intervenciones como los diagnésticos, los
costos de la RAM no contemplan costos indirectos como pérdida de la productividad debido al
exceso de morbilidad y mortalidad prematura (111,112). El tratamiento antimicrobiano eficaz es parte
de los "bienes comunes" mundiales, la contencion de la RAM es un bien publico, por lo tanto, si hay
una contencion exitosa de la RAM todos los paises pueden disfrutar de los beneficios. Por el
contrario, si no se controla la RAM todos los paises se veran perjudicados (113). La contencion de
RAM es el bien publico mundial que mas responsabilidad requiere por parte de las autoridades
publicas, porque la victoria sobre la RAM nunca es definitiva, ya que los patdgenos evolucionan
constantemente y eventualmente desarrollan resistencia a cualquier medicamento que
descubramos. Sin embargo, con una administracién cuidadosa, el poder de los antimicrobianos para
salvar vidas puede ser extendido (113).Pero hasta la fecha, la accién sobre la RAM ha sido
peligrosamente inadecuada, generando problemas econémicos graves. Segun el reporte del Word
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Bank Group en el caso mas optimista de impactos bajos de RAM, las simulaciones econémicas
encontraron que para 2050 probablemente el producto interno (PIB) caeria en un 1,1% y en el
escenario de un alto impacto de la RAM el mundo perdera el 3,8% de PIB anual para 2050, con un
déficit anual de $ 3,4 billones de USD para 2030 (4,113).. Por esta razén, es importante conocer los
costos reales que provoca una infeccion por patégenos de gran relevancia como lo es
Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es un patégeno que es un problema de salud publica. Mientras que MRSA
ha representado un problema en el escenario clinico, no solo por su virulencia sino por su
multiresistencia a los antibidticos y el impacto econdmico que representa para el sistema de salud
es alarmante, asi, por ejemplo, infecciones por MRSA asociado a la comunidad (CA-MRSA) genera
un costo entre 7.070 y 20.489 USD a los pacientes dependiendo de su grupo etario (89). En Estados
Unidos, las infecciones por CA-MRSA imponen una carga anual de 1.4 billones a 13.8 billones de
USD a la sociedad (114). Es por esta razén que diversos estudios se han enfocado en los estudios
econdémicos de este patégeno (13,114,115). En Colombia, estudios de costos por S. aureus son
escasos 0 no disponibles, lo que resalta la importancia de realizarlos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar el costo-efectividad de la prueba rapida para detectar el efecto inoculo a Cefazolina de
Staphylococcus aureus Susceptibles a Meticilina (MSSA) causante de bacteriemia en Colombia.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar el efecto inoculo a cefazolina en Staphylococcus aureus
susceptibles a meticilina MSSA causantes de bacteriemias en Colombia y
América Latina.

e Desarrollar y validar una prueba rapida diagndstica para la deteccion del efecto
inoculo a cefazolina (CzIE) en aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus
susceptibles a meticilina MSSA.

e Realizar una estimacién de costo-efectividad de la prueba rapida diagnéstica para
la deteccidn del efecto inoculo a cefazolina (CzIE) en MSSA clinicos.
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3. CAPITULO |

Caracterizacion del efecto inoculo a cefazolina en Staphylococcus aureus susceptibles a
meticilina (MSSA) causantes de bacteriemias en Colombia y América Latina

Staphylococcus aureus es uno de los principales patdgenos responsables de una amplia variedad
de infecciones en todo el mundo, incluidas infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia,
endocarditis, neumonia y osteomielitis, entre otras (68,116). Las infecciones graves causadas por
estos patdégenos se han asociado con resultados clinicos desfavorables y altas tasas de morbi-
mortalidad (47). En la actualidad se reportan con mas frecuencia las infecciones causadas por
Staphylococcus aureus sensible a la meticilina (MSSA) que las causadas por S. aureus resistente a
la meticilina (MRSA) en los centros de atencién médica de los Estados Unidos (7,77,117). Ademas,
en algunos paises latinoamericanos, la prevalencia de MRSA ha disminuido considerablemente y
las infecciones invasivas (ejemplo del torrente sanguineo) causadas por MSSA parecen mas
comunes (18).

La Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) recomienda los antibiéticos
betalactamicos como la piedra angular de la terapia para las infecciones causadas por MSSA
(51,81). La cefazolina, una cefalosporina de primera generacion, que se ha convertido en una opcion
de primera linea para estas infecciones, debido a que datos recientes sugieren una eficacia similar
en comparacion con las penicilinas antiestafilocécicas, pero con mayores beneficios como una mejor
tolerabilidad, facilidad de administraciéon y un mejor perfil de toxicidad (58,82,97). La cefazolina (en
lugar de la oxacilina o sus derivados) se usa con frecuencia en América Latina como la 'terapia de
eleccion' para el tratamiento de infecciones graves por MSSA, ya que las isoxazolil-penicilinas no
estan disponibles comercialmente en ciertos paises (por ejemplo Argentina) , asi como también se
considera que los derivados genéricos pueden ser clinicamente inferior al compuesto innovador (33)
o también debido a un esquema de dosificacién mas favorable ya que la disponibilidad de sistemas
ambulatorios eficientes para la administracion intravenosa es limitada en algunos paises de América
Latina.

A medida que la cefazolina ha emergido como la terapia de primera linea para las infecciones graves
por MSSA, han surgido preocupaciones sobre el impacto del efecto indculo a cefazolina (CzIE) el
cual podria limitar la eficacia terapéutica de la cefazolina en infecciones profundas por MSSA. El
CzIE se define como un marcado aumento de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) a cefazolina
cuando se utiliza un inéculo bacteriano alto (10 UFC/mL), en comparacion al inoculo estandar (10°
UFC/mL) (40,118). Este fenotipo se correlaciona con la presencia de tipos particulares de
betalactamasas, aunque se desconoce su mecanismo (85). Este CzIE se ha asociado con fallas
terapéuticas en pacientes con infecciones graves e invasivas por MSSA (24,35). En un estudio
prospectivo de infecciones del torrente sanguineo causado por MSSA, realizado en Argentina (un
pais donde las penicilinas antiestafilocécicas no estan disponibles), la presencia de CzIE fue comun
en aproximadamente el 50% de los aislamientos, y se correlaciond con una mayor mortalidad en
pacientes a los 30 dias (39). De manera similar en un estudio de Corea del Sur, pacientes con
bacteriemia por MSSA que presentaban el CzIE tuvieron mayor probabilidad de morir a los 30 dias
en comparacion con los pacientes que carecian del CzIE (50).

En este estudio, se buscd caracterizar la frecuencia del efecto inoculo a Cefazolina (CzIE) en
aislamientos de MSSA causantes de bacteriemia de diferentes hospitales en nueve paises de
América Latina, incluido Colombia. Para esto realizé la determinaciéon del CIM a alto inoculo
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bacteriano, asi como la caracterizacion molecular de los aislamientos de MSSA vy la tipificaciéon de
las enzimas betalactamasas. Ademas, utilizando un enfoque gendmico, se buscd reevaluar la
clasificacion de las betalactamasas estafilocdcicas en funcién de su impacto en el CzIE.

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Aislamientos bacterianos.

Se incluyeron 641 aislamientos de MSSA de un estudio multicéntrico prospectivo de bacteriemia por
S. aureus realizado en nueve paises de Latino América (Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador,
Guatemala, México, Peru y Venezuela) entre 2010 y 2014 (18). También se incluyeron 49
aislamientos del torrente sanguineo recolectados en un hospital de la ciudad de Pereira (centro de
Colombia) entre 2018 y 2019. La identificacion de especie S. aureus y la ausencia del gen mecA de
todos los aislamientos se confirmé mediante ensayos de PCR multiplex (18).

3.1.2 Evaluacioén del efecto del indculo de cefazolina (CzIE) por Concentracién Inhibitoria
Minima (CIM).

Las CIM a cefazolina se determinaron con inéculos bacterianos estandar (5 x 10° UFC/mL) y alto
indculo (5 x 10’ UFC/mL) mediante el método de microdilucion en caldo, como se ha descrito en
estudios anteriores (35,40). La concentracién maxima de antibidtico probada para cefazolina fue de
128 pg/ml. El CzIE se defini6 como un aumento en la CIM =216 pg/mL en el alto inoculo bacteriano.
Todas las CIM se realizaron por ftriplicado, y tres investigadores independientes realizaron la
interpretacion de los resultados a las 24 horas. Se incluyeron 3 controles: 1) MSSA TX0117,
productor de alto nivel de betalactamasa BlaZ tipo A, que exhibe CzIE ,2) MSSA ATCC 29213,
productor de pequenas cantidades de betalactamasa BlaZ tipo A, que no exhibe CzIE y 3. MSSA
ATCC 25923, una cepa negativa para BlaZ que no presenta CzIE (35,40). Se calcularon la media
geométrica (MG) de las CIM y se realizaron comparaciones por medio estadistica no paramétrica
mediante la prueba U de Mann-Whitney usando GraphPad Prism version 8.2.0. Los valores de p
<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

3.1.3 Secuenciacion, ensamblaje y analisis filogenético del genoma.

El DNA gendmico se obtuvo a partir de cultivos bacterianos de MSSA tratados con lisostafina a 37
°C durante 30 min, utilizando el kit de sangre y tejido DNAeasy (Qiagen). Las bibliotecas de DNA se
prepararon con el kit de preparacién de muestras de DNA NexteraXT y se secuenciaron en la
plataforma lllumina HiSeq o MiSeq con lecturas de extremos emparejados de 150 pb o 300 pb,
respectivamente. Las lecturas sin procesar se recortaron con Trimmomatic (119) especificando los
adaptadores NexteraXT y los parametros predeterminados para la plataforma lllumina. Los
ensamblajes del genoma se realizaron con SPAdes v3.13 (120) y se anotaron con RAST (121). Se
descartaron ensamblajes de genoma de baja calidad (n =13) por contaminacién o baja cobertura. El
analisis filogenético de los ensamblajes del genoma se realizé utilizando el core genome (genes
ortélogos presentes en al menos el 95% de los genomas), obtenido con Roary (122). Los ortogrupos
se alinearon individualmente con MUSCLE (123) y luego se concatenaron para obtener una matriz.
El arbol se construyd usando RAxXML(124) con un modelo de heterogeneidad GTR+[". Los arboles
filogenéticos se trazaron usando iTOL (125). Para la identificacion de linajes genéticos, el tipo de
secuencia (ST) y el complejo clonal (CC) se asignaron en funcion de la base de datos MLST de S.
aureus (https://pubmist.org/).
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3.1.4 Definicién del alotipo BlaZ.

A partir de los genomas ensamblados, se extrajo la secuencia del operén BlaZ con BLASTN (122) y
se realizaron busquedas contra la secuencia de referencia del operén BlaZ de la cepa ATCC 29213
(No de acceso del NCBI LHUS02000010 complemento [4218 a 7297]). Los aislamientos con
secuencias incompletas o secuencia faltante del operén BlaZ se evaluaron mediante el mapeo de
las lecturas de secuenciacién con la secuencia de referencia y la obtencion de un consenso
utilizando CLC Genomics Workbench v8.5. Se excluyeron 49 genomas y la muestra final utilizada
en el analisis incluyd solo aislamientos con una secuencia BlaZ completa (n= 517). La tipificacion
inicial de BlaZ se realizé en funcién de los aminoacidos en las posiciones 128 y 216 (119 y 207 de
la secuencia de la proteina BlaZ segun nuestra numeracion que incluyé el péptido sefal (Fig. 1),
para asignar los tipos de BlaZ en tipos A, B, C y D (123). Si uno de estos residuos no estuvo presente,
se definia como no tipificable. Luego, se definié un alotipo BlaZ como cada secuencia Unica de
aminoacidos encontrada entre los genomas evaluados. Se asignd un numero de alelo (designado
BlaZ-0) al primer alotipo utilizando la secuencia de aminoacidos de la cepa de referencia S. aureus
ATCC 29213 (n.° de acceso ODV53133.1). Posteriormente, a los cambios en la secuencia se les
asignaron nuevos numeros comenzando con los alotipos mas frecuentes entre los genomas
muestreados. Luego, se construyd un arbol filogenético de BlaZ para identificar grupos entre los
alotipos, y se realizé sobre una alineacion de secuencias multiples de los alotipos con MUSCLE
(123). El arbol se generé con RAXML (120) utilizando la secuencia de proteinas de BlaZ y la
determinacion automatica de la matriz de sustitucién con un modelo de heterogeneidad.

3.1.5 Asociacion de alotipos BlaZ y alelos de BlaZ con el efecto de alto inéculo a cefazolina
(CzIE).

Se obtuvo la frecuencia de los MSSA que exhibian y carecian de CzIE para cada alotipo BlaZ y cada
alelo BlaZ. Se realizé una alineacion de secuencia multiples con MUSCLE (123). Para cada
sustitucion de aminoacidos entre los alotipos y para cada cambio de nucledétidos entre los alelos, se
obtuvo la frecuencia de los aislamientos que albergaban la sustitucion y presentaban o carecian del
CzlIE. Se realiz6 una prueba Z para evaluar las diferencias en la proporcién de cada sustitucion de
aminoacido o cambio de nucledtido, con una significancia estadistica de P = <0.01. La prueba se
realizé utilizando el médulo de Python Stats models version 0.8.0 (124).

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Staphylococcus aureus Susceptibles a Meticilina MSSA causantes de bacteriemia en
América Latina exhibieron una alta frecuencia del efecto del indéculo de cefazolina (CzIE).

La prevalencia del efecto del indculo a cefazolina (CzIE) en los MSSA de Latino América, se realizd
con 690 cepas de MSSA causantes de bacteriemia. El total de los aislamientos de MSSA fueron
susceptibles a cefazolina en el inéculo estandar (CIM90: 1 pg/ml). Sin embargo, cuando se
determind la CIM a cefazolina utilizando un alto in6culo bacteriano, el 40% (n=278) de los MSSA
presentaron CzIE con una CIM90 2128 ug/ml (P= <0,0001). Brasil y Chile fueron los paises con la
frecuencia mas baja de CzIE, con el 32%, mientras que Argentina, Colombia, Ecuador, Guatemala
y Venezuela mostraron una frecuencia 240% (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucion de la frecuencia de MSSA causantes de bacteriemia con Efecto inoculo
a Cefazolina (CzIE) en paises de Latino América

No de aislamientos de Frecuencia de CzIE
Pais MSSA No de aislamientos No de aislamientos
(%) con CzIE (%) sin CzIE

Argentina 89’ 48 (54) 41 (46)
Colombia 196 78 (40) 118 (60)
Ecuador 72 30 (42) 42 (58)
Chile 88 28 (32) 60 (68)
Peru 69 26 (38) 43 (62)
Brasil 77 25 (32) 52 (68)
Guatemala 63 28 (44) 35 (56)
México 11 4 (36) 7 (64)
Venezuela 25 11 (44) 14 (56)
Total 690 278 (40) 412 (60)

'reportado previamente por Miller et al. (20)

3.2.2 Los tipos de Betalactamasa BlaZ A y C fueron los mas predominantes asociados con
CzIE en MSSA causante de bacteriemia en Latino América.

A los 690 MSSA se les realizd secuenciacién de genoma completo y posteriormente, se realizé la
clasificacion inicial de las Betalactamasas utilizando la definicibn mas utilizada la cual emplea el
analisis de los residuos de aminoacidos en las posiciones 128 y 216 de la secuencia de la proteina
BlaZ (126,127). 173 (19%) MSSA fueron excluidos del estudio por las siguientes razones: 49 MSSA
no tenian BlaZ completo, albergaban un codén de parada prematuro en BlaZ produciendo una
proteina no funcional o mostraban lecturas heterogéneas que sugerian una poblacion diversa, 2
aislamientos se identificaron como especie S. argenteus 'y 122 MSSA no portaban el gen blaZ. Los
517 MSSA que corresponden al 81% del total de MSSA, presentaron la proteina BlaZ completa. El
BlaZ tipo C fue la betalactamasa mas predominante (37%), seguida de los tipos Ay B con el 33% y
29%, respectivamente. Es de destacar que BlaZ tipo D fue la enzima menos frecuente, identificada
solo en 5 MSSA.

La Tabla 2 muestra la correlacion entre el tipo de betalactamasa y la presencia de CzIE en los 517
MSSA. Todos los aislamientos fueron susceptibles a cefazolina con el inéculo estandar (con CIM de
<8 pg/mL). De los 517 aislamientos 172 MSSA albergaban BlaZ tipo A y de estos el 78% es decir
134 MSSA presentaron CzIE. BlaZ tipo D a pesar de ser la betalactamasa en menos frecuente el
80% de los MSSA que portaban este tipo presentaron CzIE (Tabla 2). El tipo B se identificé en 149
MSSA y tuvo poca correlacion con el CzIE, solo presente en el 10 % de los aislamientos (15/149)
(Tabla 2). El tipo C se encontré en 190 MSSA y el CzIE se identificé en aproximadamente el 50 %
de MSSA (Tabla 2). Se encontré un valor mas alto y estadisticamente significativo en la media
geométrica de la CIM de cefazolina (CIM-GM) en aislamientos que tenian BlaZ tipo A frente a
aislamientos con BlaZ tipo C (CIM -GM de 56,82 pg/ml frente a 34,06 ug/ml, respectivamente; P=
0,0002). Ademas, los 15 aislamientos que albergaban BlaZ tipo B y exhibian CzIE presentaron CIM
a cefazolina mas altas (CIM-GM de 73,52 ug/ml) en comparacion con los tipos Ay C. (Tabla 2).
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Tabla 2. CIM (ug/mL) a inéculo alto e inéculo estandar a Cefazolina segun tipo BlaZ en
MSSA de Latinoamérica

Presencia de CzIE Ausencia de CzIE
Tipo de BlaZ Parametro No Si Al No Si Al
(No de Aislamientos aislamientos
aislamientos) (%) (%)
Tipo A (n=172) GM CIM 0.85 56.82° 38 (22%) 0.72 4.51
Rango 134 (78%) 0.25-2 16-2128 0.5-2 0.5-8
ClIMgg 1 2128 1 8
ClIMsg 1 64 0.5 4
Tipo B (n=149) GM CIM 1.04 73, 52a 134 (90%) 0.76 1.36
"Rango  15(10%) 058  16-2128 0.25-4  0.25-
8
ClIMgg 2 2128 1 4
CIMsg 1 2128 1 1
Tipo C (n=190) GM CIM 100 (53%) 0.91 34.06° 90 (47%) 0.73 3.61
Rango 0.5-4 16-2128 0.25-2 0.5-8
ClIMgg 2 2128 1 8
ClIMsg 1 32 1 4
Tipo D (n=5) GM CIM 4 (80%) 0.70 32° 1 1 4
Rango 0.5-1 16-2128  (20%) - -
ClIMgg 1 2128 - -
ClIMsg 0.5 16 - -
No tipificable CIM - - - 1 1 2

(n=1)

GM CIM, media geométrica de la CIM a cefazolina; S|\, Inoculo estandar 10° UFC/mL; Al, Alto inoculo 107
UFC/mL; 2P = <0.0001 por prueba Mann Whitney U; °P = 0.0286 por prueba Mann Whitney U.

3.2.3 Identificacion de alotipos de BlaZ y asociacién con CzIE.

Se identificaron 29 alotipos y por medio del arbol filogenético de maxima similitud se clasificaron en
dos grupos principales (Figura 1). El primer grupo albergaba 19 alotipos distribuidos de la siguiente
manera: 11 alotipos pertenecian al tipo de BlaZ A, 6 alotipos se correlacionaron con el BlaZ tipo C,1
alotipo se correlacioné con BlaZ tipo B y 1 alotipo con BlaZ tipo D y El segundo grupo presento 10
alotipos de los cuales 8 alotipos pertenecian al tipo B (Figura1).

Entre los alotipos identificados, se encontraron 43 sustituciones diferentes en la secuencia de
aminoacidos de BlaZ, entre los MSSA que presentaban CzIE vs los aislamientos que carecian de
CzlE (Figura 1). Los alotipos mas frecuentes fueron BlaZ-1 (n=163) y BlaZ-2 (n= 100). Los MSSA
con alotipo BlaZ-1 presentaban BlaZ tipo C y los MSSA con alotipo BlaZ-2 exhibieron BlaZ tipo A.
Estos alotipos mostraron aproximadamente un 50 % y un 96 % de correlaciéon con el CzIE,
respectivamente. De hecho, BlaZ-2 mostré una alta y clara asociaciéon con CzIE. Por otro lado, los
alotipos BlaZ-3 y BlaZ-5 (ambos BlaZ tipo B, pero no relacionados filogenéticamente) se asociaron
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altamente con la ausencia de CzIE. Adicionalmente, se realizé la asociacion de estos alotipos con
la CIM a cefazolina en alto inoculo y se evidencio que los aislamientos con CIM =64 ug/MI
presentaban los alotipos BlaZ-1y BlaZ-2 en un 31 % y 75 %, respectivamente (Figura 2).
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Figura 1 . Alotipos BlaZ en S. aureus sensible a la meticilina (MSSA) de hospitales de Latino América

Arbol filogenético de maxima verosimilitud de los alotipos BlaZ. Alineacién de secuencias de aminoacidos de BlaZ en 517 genomas
de MSSA de América Latina. 43 posiciones de aminoacidos dentro de BlaZ que albergan sustituciones permitieron la diferenciacion
de 29 alotipos (primera columna). La secuencia del péptido sefial se resalta en gris y el dominio de betalactamasa de la enzima se
resalta en amarillo. La secuencia del aislamiento de referencia ATCC 29213 esta resaltada en azul; los aminoacidos resaltados en rojo
son las sustituciones presentes en cada alotipo. La segunda columna muestra el tipo BlaZ clasico (NT, no tipificable, debido a la
presencia de Lys en el residuo 119 y Ser en el residuo 207). Las columnas tercera y cuarta muestran el nimero de aislamientos que
muestran el efecto de alto inéculo de cefazolina (CzIE) o carecen de él (No CzIE). Las ultimas tres filas muestran la asociacién de
cada sustitucion de aminoacido con el CzlE; los recuadros verdes resaltan las posiciones que muestran una asociacion
estadisticamente significativa con la CzIE. Las posiciones en azul no estaban asociadas con el CzIE (P = 0,01, prueba Z).
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Figura 2. Valores de CIM a cefazolina con CzIE en alotipos relevantes de BlaZ
Distribucion de los valores de CIM de cefazolina con indculo alto en alotipos relevantes de
BlaZ de los tipos A, B y C. Los colores azules representan valores de CIM =16 ug/mL
usando un indculo bacteriano alto (el tono mas oscuro del color azul muestra un valor de
CIM mas alto). Los tonos de verde representan CIM susceptibles (<8 ug/mL), los tonos mas
oscuros representan valores de CIM inferiores).

3.2.4 Tres cambios de aminoacidos en la secuencia de BlaZ se relacionaron con el
efecto inoculo CzIE.

Se realizo la alineacion de las 517 secuencias de BlaZ, para poder encontrar algun cambio
de aminoacidos en estas secuencias, se incluyeron las secuencias de dos cepas de MSSA
bien caracterizadas que tienen betalactamasa tipo A: la ATCC 29213 que no tiene efecto
inoculo y la cepa TX0117 que presenta CzIE, estas cepas en las pruebas microbiologicas
de susceptibilidad son usadas como los controles negativo y positivo respectivamente para
CzIE (113).

Los resultados de la alineacion identificaron tres sustituciones de aminoacidos A9V, E112A
y G145E que tuvieron una asociacion estadisticamente significativa con el CzIE (P = <0,01)
(Figura 1). El primer cambio fue una alanina en la posiciéon 9 por una valina (A9V) este
cambio estuvo ubicado en el péptido sefal y presente en 216 genomas de MSSA que
exhibian CzIE, en comparacién con 131 genomas que carecian del fenotipo. El segundo
cambio fue un acido glutamico en la posicion 12 por una alanina (E112A) se detecté en 115
genomas MSSA que presentaban CzIE, en comparacién con solo 5 genomas sin CzIE.
Finalmente, la tercera sustitucién una glicina en la posicién 145 por un acido glutamico
(G145E) se identificd en 237 aislamientos de MSSA con CzIE frente a 125 que carecian de
este fenotipo. Es de destacar que la presencia de un residuo de lisina (L) en la posicién 119
de BlaZ se correlacioné de forma negativa con el CzIE, con 135 aislamientos que carecian
de CzIlE en comparacién con 15 aislamientos que presentaban CzIE (Figura 1).

3.2.5 Asociacion de linaje genético CC30 con los aislamientos de MSSA que
exhibieron CzIE.

Se encontraron diversos linajes genéticos entre 641 aislamientos de MSSA analizados. Se
identificaron 8 complejos clonales (CC1, CC5, CC8, CC15, CC22, CC30, CC45 y CC97)
representando el 79% de los genomas (Figura 3). EI CC8 se exhibi6é en 110 (17%) MSSA,

37



CC5 estuvo en 103 (16%) de las cepas, el CC30 lo presentaron 97(15%) MSSA y el CC1:
92 (14 %) MSSA, estos fueron los linajes genéticos mas comunes sin una agrupacion
geografica especifica.

Analizando los aislamientos MSSA que exhibieron el CzIE que fueron 253 los complejos
clonales se agruparon en siete grupos: el CC1 (n = 34), el CC5 (n =28), el CC8 (n = 44), el
CC15(n=8),el CC22 (n=1), el CC30 (n=89), y el CC45 (n = 9). Notablemente, el CC30
fue el clon predominante entre los MSSA que presentaron el CzIE, con 35 % de 253
aislamientos pertenecientes a la secuencia tipo 30 (ST30). Ademas, BlaZ-2 (el alotipo
altamente asociado con el CzIE) fue el alotipo mas frecuente entre los aislamientos del
linaje CC30 que presentaban el CzIE (94% de los aislamientos; 84 de 89) (Figura 2 y Figura
3). Mientras que los MSSA que carecian del CzIE se agruparon en seis linajes genéticos
(complejos clonajes CC), el CC1 (n = 58), el CC5 (n = 75), el CC8 (n =66), el CC15 (n=
29), el CC45 (n = 28) y el CC97 (n = 23). Es de destacar que el CC 97 se encontré
exclusivamente en aislamientos que carecian de CzIE (Figura 2 y Figura 3) con 52 % (12
de 23) aislamientos que carecia del gen BlaZ (83 % de los aislamientos CC97 se agruparon
en el ST97).

Blaz-4
] slaz-s
[ other

[[] Negative

Major Clonal Complexes 1™ |
[ cc-30
[]ces
[ ccs

Figura 3. Arbol filogenético de S. aureus sensible a la meticilina MSSA con alotipos
blaZ de hospitales de Latino américa.

Arbol filogenético de maxima verosimilitud con raices medias del genoma central de 641
aislamientos de MSSA. Las sombras amarillas, rojas y azules sobre las ramas del arbol
muestran los complejos clonales (CC) mas frecuentes y la sombra gris muestra el CC97
dentro de la muestra. El anillo interior muestra los aislamientos con y sin el CzIE. El anillo
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central muestra la caracterizacion tipica de BlaZ. El anillo exterior muestra los alotipos de
BlaZ para cada aislamiento.

3.3 DISCUSION

Este este estudio se reporta que existe una alta prevalencia del 40% de CzIE en MSSA de
Latino América. Es de destacar que la frecuencia mas alta se registré en Argentina con un
54% (38), un pais donde las cefalosporinas se usan como terapia de primera linea para las
infecciones por MSSA vy las isoxazolilpenicilinas no estan disponibles (39) Por su parte en
Colombia la prevalencia encontrada fue del (40%) un porcentaje realmente alto, teniendo
en cuenta que la cefazolina esta disponible y se usa para infecciones bacterianas profundas
como infecciones de piel y tejidos blandos y bacteriemias entre otras (128,129) y ademas
se utiliza de profilaxis en pre y post operatorios tanto en adultos como en nifios (130). Es
importante mencionar que debido a que los aislamientos recolectados solo representan
unos pocos hospitales en cada pais, no se pueden generalizar los hallazgos encontrados
en este estudio a toda la region. Sin embargo, estudios previos (39), que incluyen mas
hospitales de cuatro paises de América Latina e infecciones distintas a bacteriemia, son
consistentes con los resultados de este trabajo. La frecuencia de CzIE en Latino América
fue considerablemente mayor que lo reportado en otros paises como Estados Unidos(19%)
(32,94,131), Corea del Sur (11%-57%) (50,114,132) y Japdn (57%) (133) y Canada (23%)
(89), aunque en estos reportes se han evaluado un nimero limitado de aislamientos.

A partir del enfoque gendmico, los resultados de este estudio proporcionan nuevos
conocimientos sobre la clasificacion de las betalactamasas estafilocécicas en relacion con
el CzIE. La clasificacion original de las betalactamasas se basé inicialmente en
metodologias seroldgicas, que agruparon las enzimas en cuatro categorias distintas (BlaZ
tipo A, B, C y D) (127). Luego, los estudios bioquimicos y de secuenciacién (123,128-132)
apoyaron aun mas esta clasificacion, que continia siendo ampliamente utilizada. En el
enfoque molecular para clasificar las betalactamasas (BlaZ) de S. aureus inicialmente se
realizd la caracterizacion a partir de los dos residuos de aminoacidos 128 y 216
(correspondientes a los residuos 217 y 220 en la Figura 1). Sin embargo, esta clasificacion
no mostro una asociaciéon con el CzlE, debido a que estos residuos solo abarcan
caracteristicas cinéticas enzimaticas, ignorando las regiones reguladoras y de
procesamiento dentro de BlaZ es decir, que no contempla la secuencia del péptido senal,
que se ha demostrado que es importante para la liberacion de BlaZ en el medio extracelular
(134,135). Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se utilizé el gran conjunto de
aislamientos de este estudio, y se realizé un nuevo analisis de la secuencia completa de
BlaZ incluyendo el péptido sefal y a raiz de este analisis se identificaron residuos diferentes
a los reportados, como asociados estadisticamente con el CzIE, lo que sugiere que otros
factores ademas de las propiedades cinéticas pueden tener un papel fundamental en este
fenotipo.

En cuanto a los analisis filo gendmicos realizados, se encontraron tres hallazgos
importantes. En primer lugar, se encontrdé una marcada diversidad en BlaZ en aislamientos
clinicos de MSSA que no se habia evidenciado mediante la clasificacién basada en
serotipos, usando este nuevo enfoque se logré identificar alotipos BlaZ especificos
asociados con la presencia o ausencia de CzlE. De hecho, el BlaZ-2 fue el alotipo
dominante que mostré una clara asociacion con CzIE. Por el contrario, BlaZ-3 fue el alotipo
mas abundante asociado con la ausencia de CzlE. También, aunque las asociaciones
fueron estadisticamente significativas, la presencia de estos alotipos en cepas con y sin el
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fenotipo confirma que otros factores ademas de la actividad enzimatica, juegan un papel
importante en el desarrollo del CzIE.

En segundo lugar, se logro identificar residuos de aminoacidos particulares que estaban
significativamente asociados con el CzIE. Las sustituciones E112A y G145E se encontraron
fuertemente asociadas con alotipos que exhibian el CzIE. Curiosamente, ninguna de estas
sustituciones de aminoacidos se encuentra en el sitio activo de la enzima, por lo que se
desconoce el efecto funcional de estos cambios. Mientras que la sustitucion A9V se localizé
en el péptido sefal, lo que sugiere que el procesamiento de la enzima también podria
desempenar un papel importante en el desarrollo del CzIE. En un estudio realizado por East
y Col, se demostré que la sustitucion de un solo aminoacido (serina por prolina) en la
posicién 22 de BlaZ en el péptido sefal resulto en cambios en la escisién de la enzima
unida a la membrana, lo que aumenté la liberacién de BlaZ en el medio extracelular (136),
lo que podria afectar el fenotipo.

Tercero, este estudio encontré que el CC30 es el linaje predominante en los MSSA que
presentan el CzIE, y adicionalmente este linaje alberga la mayoria de los aislamientos que
tienen el alotipo BlaZ-2 (del BlaZ tipo A). Dos estudios de hospitales de Corea del Sur
informaron una asociacién similar entre el clon ST30 y aislamientos con BlaZ tipo A que
presentaban el CzIE (50,132). Es de destacar que la cepa S. aureus. TX0117 un aislamiento
clinico completamente caracterizado que posee BlaZ tipo A y fue recuperado de un paciente
que presento falla terapéutica a la cefazolina y que presenta CzIE, también pertenece al
clon ST30 (19). El linaje CC30 se ha asociado también con infecciones graves y
persistentes, y también con una reduccién de la patogenia en modelos animales, lo que
esta relacionado con mutaciones adquiridas en reguladores bacterianos y genes de
virulencia (134). Adicionalmente, analisis gendmicos de aislamientos clinicos
representativos de S.aureus del clon CC30, identificaron un polimorfismo (C55R) en la
histidina quinasa del sistema de quérum sensing del gen accesorio (Agr), cambio que fue
adquirido por aislamientos contemporaneos de este clon durante la evolucion (134).
Curiosamente, se describié previamente una asociacion entre la disfuncién del sistema
quoérum sensing Agr y el CzIE (87). Por lo tanto, es tentador especular que este linaje
alberga atributos gendmicos unicos que pueden contribuir al desarrollo de CzIE.

3.4 CONCLUSIONES

Este analisis elucidé un enfoque diferente y novedoso para la clasificaciéon de las
betalactamasas estafilocécicas basados en el estudio de la betalactamasa completa
(incluido el péptido senal) en una amplia coleccién de aislamientos clinicos de MSSA en
una region donde el CzIE es frecuente. Ademas, la secuenciacion de genoma completo
resulto ser una herramienta valiosa para el estudio de la base genética del CzIE pues, los
resultados demuestran que el uso de una clasificacion basada en alotipos de BlaZ que
podria predecir con mayor precision el CzIE entre los aislamientos clinicos de MSSA.
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4. CAPITULO I

Desarrollo y validaciéon de una prueba rapida diagnostica para la deteccién del
efecto inoculo a cefazolina (CzIE) en aislamientos clinicos de Staphylococcus
aureus susceptibles a meticilina (MSSA).

La carga clinica de infecciones causadas por Staphylococcus aureus sensible a la meticilina
(MSSA) ha sido relevante y significativa (78,137,138), en algunas partes del mundo, la
incidencia de las infecciones invasivas causadas por MSSA es mas alta que la causada por
S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) (77). La cefazolina, es una cefalosporina de
primera generacién, que es utilizada por muchos clinicos como la terapia para las
infecciones por MSSA porque varios estudios han sugerido que es mas segura, mas facil
de administrar y tan efectiva como las penicilinas antiestafilocécicas (ASP)
(19,26,28,51,59,84,85,97). Ademas, en algunas regiones del mundo es el Unico antibiético
que esta disponible de forma rutinaria para tratar infecciones invasivas por MSSA (39).

El efecto del inéculo a cefazolina (CzIE) se caracteriza por un marcado aumento en la CIM
cuando se utiliza un alto indculo bacteriano de 10" UFC /mL. El CzIE se ha asociado con
fallas terapéuticas y aumento de la mortalidad en infecciones profundas (33,38,139) y su
frecuencia varia en MSSA causantes de infecciones profundas en Asia la frecuencia oscila
entre 13% al 20 % (94,130,140), 3% al 27% en Estados Unidos (32,94,131), 23% en
Canada (89) y del 30% a 54 % en MSSA de América Latina (34,50,139). En el mecanismo
de accion del CzIE estan involucradas betalactamasas estafilocécicas (BlaZ), enzimas que
pertenecen a la clase molecular A y se han clasificado en cuatro tipos (A, B, C y D) (134).
Los tipos A y C de BlaZ han sido los tipos mas comunes asociados con CzIE
(32,39,50,93,94,96,133,139). El método estandar de Oro o “Gold standard” para la
identificacion de CzIE es la determinacion de CIM de cefazolina a alto indculo (CIM Al) 107
UFC /mL por microdilucion en caldo (32). Sin embargo, este procedimiento es técnicamente
dispendioso y requiere de experticia incluso en laboratorios de referencia, lo que hace que
sea dificil implementar esta técnica en laboratorios clinicos (40). La nitrocefina es una
cefalosporina cromogénica sin propiedades antimicrobianas que se utiliza ampliamente
para la deteccion fenotipica de betalactamasas en microorganismos de importancia clinica
(140). La enzima BlaZ causa hidrolisis del anillo betalactamico de la nitrocefina, lo que da
como resultado un cambio de color caracteristico (de amarillo a rojo) (141). En este estudio
se desarrollé una nueva prueba rapida colorimétrica que utiliza la nitrocefina para detectar
las cepas que muestran el CzIE, esta nueva prueba se validdo en una cohorte de
aislamientos de MSSA causante de infecciones en sangre, la mayoria de aislamientos
fueron de hospitales de Latinoamérica.

4.1 MATERIALES Y METODOS
4.1.1 Aislamientos bacterianos

Para este estudio se incluyeron dos grupos de aislamientos de MSSA, el primer grupo
fueron 640 MSSA recolectados como parte de un estudio de vigilancia multicéntrica de
bacteriemia en hospitales de nueve paises de América Latina de 2011 a 2014 (78) y de
aislamientos mas recientes de 2018 a 2019 de un hospital en Pereira, Colombia (18,139).
El segundo grupo incluyo 49 aislamientos de MSSA del torrente sanguineo recuperados de
Estados Unidos de la Universidad de Duke y del estudio de cohorte de la Colaboracion
Internacional sobre Endocarditis [ICE]) (35,70).
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4.1.2 Tipificacidon de betalactamasa y analisis filogenético

La tipificacion de la betalactamasa estafilocécica se realizo a través de la secuenciacién del
genoma completo usando BLASTX de la secuencia de BlaZ de los aislamientos frente a
BlaZ de S. aureus ATCC 29213 (acceso GenBank ODV53133.1). La clasificacion de BlaZ
se realizé teniendo en cuenta los residuos de aminoacidos en las posiciones 128 y 216 de
la secuencia de la proteina (126,142). Los tipos de secuencia (ST) y los complejos clonales
(CC) se asignaron de acuerdo con la base de datos PubMLST (143). La relacion genética
entre los aislamientos se realizé mediante un analisis filogenético del genoma central. El
genoma central se defini6 utilizando Roary v3.13.0, seleccionando los ortogrupos en el 95%
de los genomas analizados (122). Las secuencias de nucleétidos ortélogas, definidas por
Roary, se alinearon con el algoritmo MUSCLE y se concatenaron para construir una matriz
filogenética (123). La filogenia se reconstruyd con RAXML v8.2.11 utilizando GTRGAMMA
y 100 réplicas de arranque rapido (120). La visualizacién y anotacion de arboles se realizd
con la herramienta en linea llamada Interactive Tree of Life v5.5.1 (https://itol.embl.de)
(125).

4.1.3 Determinacion del efecto del inéculo de cefazolina.

El efecto indculo a cefazolina (CzIE) se evalué mediante microdilucién en caldo utilizando
indculos bacterianos estandar (IE) 5x10° UFC/mL y alto inoculo (Al) 5x10” UFC/mL
(40,144). La determinacion de la CIM a cefazolina se realizd por triplicado y fueron
interpretadas por tres investigadores independientes. Los controles incluidos fueron S.
aureus TX0117, cepa que alberga un tipo A BlaZ y exhibe el CzIE. Esta cepa se recuperé
de un paciente con endocarditis y falla cefazolina (35). También, la cepa de S. aureus ATCC
29213 alberga el BlaZ tipo A, pero no presenta el CzIE y se usa ampliamente de control de
calidad para pruebas de susceptibilidad y, por ultimo, se incluyé una cepa MSSA que no
posee BlaZ la ATCC 25923. El CzIE se definié como la presencia de una CIM de 216 pg/mi
al evaluar el inéculo alto y de <8 ug/ml al evaluar el indculo estandar (32).

4.1.4 Prueba colorimétrica rapida para detectar el CzIE.

La nitrocefina se prepar6 como solucion madre a una concentracion de 5 mg/mL en
dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EE. UU.) y luego se diluyé a 400 yM en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) a 0,1 M, pH 7,0. La solucion se conservo en un tubo
envuelto en papel aluminio a 4°C. Los aislamientos de MSSA se cultivaron en agar de
infusion de cerebro y corazén (BHI) (Oxoid Limited, Reino Unido). Se incubacion durante
18 a 24 horas a 37 °C, se seleccionaron colonias morfolégicamente similares con un asa
estéril calibrada de 1 pl. El asa se inocul6é en un tubo de 2 ml que contenia 1 mL de caldo
BHI con 150 pg/ml ampicilina. La suspensién se agité vigorosamente durante 2 minutos
para asegurar la homogeneizacion y se incubd a 35 + 1 °C durante 10 minutos. Después
de la incubacion, la suspension se agitd nuevamente durante 2 minutos, luego, se llevo a
cabo un segundo paso de incubacion de 10 minutos a 35 + 1°C seguido de vortex (2
minutos). Posteriormente, la solucion se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente, Luego, se transfirieron 25 pl del sobrenadante a un tubo de 0,2 mi
que contenia 25 pl de solucion de nitrocefina a 400 uM recién preparada (Figura 4A). Los
tubos se incubaron a temperatura ambiente (15 a 25 °C, una media de 22 °C) y se
protegieron de la luz, seguido de una inspeccién visual para observar el cambio de color a
los 15, 30, 45 minutos, 1 hora y 2 horas. Un resultado positivo se interpreté como cualquier
cambio de color de amarillo a rojo desde 15 min a 2 horas (figura 4B). Las cepas control de
S. aureus TX0117, ATCC 29213 y ATCC 25923 se incluyeron en la estandarizacion de la
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prueba. Ademas, el desarrollo y la validacién de la prueba rapida se realizé en paralelo en

los laboratorios de Colombia y Estados Unidos.
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Figura 4 Metodologia de la prueba rapida CzIE

(A) Metodologia de la prueba rapida (B) Controles de calidad de S. aureus. Los tubos de
izquierda a derecha corresponden a MSSA TX0117 (BlaZ-positivo que muestra CzIE),
MSSA ATCC 29213 (BlaZ-positivo que carece de CzIE) y MSSA ATCC 25923 (BlaZ-
negativo que carece de CzIE). El cambio de color a rojo indica un resultado positivo
(presencia de CzIE), mientras que un color amarillo sugiere un resultado negativo.

4.1.5 Analisis Estadistico

Inicialmente se evalué la sensibilidad y especificidad de todos los datos y posteriormente,
se realizaron los calculos basados en los tipos BlaZ y el CIM-Al utilizando MedCalc para
Windows, versién 15.0 (MedCalc Software, Ostende, Bélgica). Se usaron los rangos de
prevalencia publicados para calcular los valores predictivos positivos (VPP) y valores
predictivos negativos (VPN,) en cada pais (145).Se construyd una curva Caracteristica
Operativa del Receptor (ROC) para las predicciones del rendimiento diagnéstico de la
prueba rapida utilizando todos los datos de aislamientos de MSSA y el médulo Scikit-learn
(146) para el lenguaje de programacion Python. Se calcularon el area bajo la curva (AUC)
y el intervalo de confianza (IC) del 95% del AUC.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Desarrollo y validacién de la prueba rapida CzIE.

La prueba rapida para la identificacion del CzIE fue validada en 689 aislamientos de MSSA
causantes de infecciones en sangre. 640 de Latino América y 49 de Estados Unidos (Tabla

3). 257 es decir, el 37% del total de aislamientos de MSSA presentaron CzIE. En Latino
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América la frecuencia del CzIE fue aproximadamente del 40% y de 10 % en los aislamientos
de EE.UU. (Tabla 3). La sensibilidad global de la prueba fue de 82,5%, con una
especificidad del 88,9% (Tabla 3). El rendimiento diagnéstico de la prueba rapida CzIE
mostro variacion entre los paises, por ejemplo, en Colombia pais que proporcioné el mayor
numero de cepas analizadas (n = 186), la frecuencia de CzIE fue de 39%, la sensibilidad y
especificidad de la prueba rapida CzIE de 84,9% y 91,2%, respectivamente. En contraste,
con Venezuela pais que proporcion6 23 aislamientos y 43% (n=10) exhibieron CzIE, en
estos aislamientos la prueba rapida presento una baja sensibilidad del 60% pero alta
especificidad del 100%. Ademas, es de destacar que en 49 aislamientos de MSSA de los
Estados Unidos, solo 5 fueron positivos para el CzIE y la sensibilidad y especificidad de la
prueba fue de 80% y 93,2%, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento diagnéstico de la prueba rapida para la deteccion de la CzIE en MSSA
recuperado de hospitales de paises de Latinoamérica y EE.UU.

Efecto Inoculo a Cefazolina determinada por microdiluciéon en caldo
“Gold Standard”
Presente Ausente
Pais Sensibilid | Especificidad
(No de ad (Cl 95%)
aislamientos) Prueba Rapida Prueba Rapida (Cl 95%)
No (%) No. (%)
de de No. (%) | No. (%)
MSSA No. (%) No. (%) MSSA MSSA MSSA
MSSA MSSA Negativ | Positivo
Positivo Negativo o]
88.9% 91.9%
Argentina 45 (55) 40 (89) 5(11) 37 (45) 34 (92) 3(8) (76.0% - (78.1% -
n=82 96.3%) 98.3%)
60.87% 80.8%
Brasil 23 (31) 14 (61) 9 (39) 52 (69) 42 (81) 10 (19) (38.5% - (67.5% -
n=75 80.3%) 90.4%)
84.9% 91.2%
Colombia 73 (39) 62 (85) 11 (15) 113 (61) | 103 (91) 10 (9) (74.6% - (84.3% -
n=186 92.2%) 95.7%)
91.2% 83.1%
Chile 26 (31) 22 (85) 4 (15) 59 (69) 49 (83) 10 (17) (84.3% - (71.0% -
n=85 95.7%) 91.6%)
80.8% 92.1%
Ecuador 26 (41) 21 (81) 5(19) 38 (59) 35 (92) 3(8) (60.7% - (78.6% -
n=64 93.5%) 98.3%)
82.6% 84.4%
Guatemala 23 (42) 19 (83) 4 (17) 32 (58) 27 (84) 5(16) (61.2% - (67.2% -
n=55 95.1%) 94.7%)
100% 83.3%
México 4 (40) 4 (100) 0 6 (60) 5(83) 1(17) (39.76% - (35.9% -
n=10 100%) 99.6%)
90.9% 92.1%
Peru 22 (37) 20 (91) 2(9) 38 (63) 35 (92) 3(8) (70.8% - (78.6% -
n=60 98.9%) 98.3%)
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60% 100%
Venezuela 10 (43) | 6(60) 4 (40) 13 (57) | 13 (100) 0 (26.2 - (75.3% -
n=23 87.8%) 100%)
EE.UU 80% 93.2%
n=49 5(10) | 4 (80) 1(0) | 44(90) | 41(93) | 3(77) | (28.4%- (81.3% -
99.5%) 98.6%)

TOTAL 82.5% 88.9%
n=689 257 | 212(82) | 45(18) | 432(83) | 384 (89) | 48 (11) | (77.3% (85.5% -
(37) 86.9%) 91.7%)

4.2.3 Descripcion de la precision diagnostica de la prueba rapida CzIE varia segun el
tipo de betalactamasa.

El CzIE se ha asociado con la presencia de betalactamasas estafilococicas tipo Ay C
(39,94,133,147,148). BlaZ tipo A tiene una mayor actividad contra la nitrocefina y la
cefazolina, mientras que BlaZ tipo C tiene mas afinidad por la cefalotina que por la
cefazolina (127). Es de resaltar que BlaZ tipo C es la mas comun en los aislamientos del
torrente sanguineo MSSA incluidos en el estudio, seguido por el tipo A, con variaciones
observadas entre los paises (Figura 5). Cuando se analizé el rendimiento diagndstico de la
prueba rapida estratificado por tipo de betalactamasa, la prueba funcioné mejor en la
deteccién de CzIE en aislamientos de MSSA que presentaban BlaZ tipo A comparado a los
otros tipos de BlaZ (Tabla 2) con una sensibilidad y especificidad de 92,7% y 87,8%,
respectivamente. Mientras que para BlaZ tipo C, la sensibilidad y la especificidad fueron
mas bajas 72,3 % y 82,7 %, respectivamente, lo que concuerda con el hecho de que la
enzima tipo C tiene menor capacidad para hidrolizar la nitrocefina (127). El rendimiento de
la prueba se evidencio aun mas disminuido frente a las betalactamasas tipo B que no tienen
una capacidad robusta para hidrolizar nitrocefina (125) con una sensibilidad del 53,3 %. Sin
embargo, la prueba rapida exhibié una especificidad del 100 % contra cepas que carecen
de BlaZ (Tabla 4).

Por otro lado, el analisis del conjunto completo de datos de MSSA en la curva caracteristica
operativa (ROC) arrojo un AUC general de 0,85 (IC 95 % de 0,83 a 0,88) lo cual indica una
buena precisién diagnéstica de la prueba rapida CzIE (Figura 6). De forma similar, la prueba
rapida mostro un valor de AUC de 0,90 (IC 95 % de 0,85 a 0,95) para los aislamientos con
BlaZ tipo A, lo que confirma el sdlido rendimiento de la prueba en MSSA que albergan
enzimas betalactamasas estafilocdcicas tipo A. En el capitulo | de este estudio se encontré
que ciertos alotipos de BlaZ se asociaron con la presencia de CzIE en aislamientos clinicos
de MSSA recuperados de Latino América (139). Sin embargo, cuando se analizaron los
resultados discrepantes de la prueba rapida, es decir falsos positivos y falsos negativos
para determinar alguna asociacion con los alotipos de BlaZ no se encontré ninguna
correlacion (Anexo 1).
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Figura 5. Tipos de BlaZ en aislamientos de MSSA del torrente sanguineo recuperados
de hospitales latinoamericanos y EE.U. Argentina n=71, Brasil n=63, Chile n=68,
Colombia n=153, Ecuador n=49 Guatemala n=45, México n=9, Peru n=43, Venezuela n
=15, US N=38. Las columnas muestran diferentes tipos de BlaZ: rojo tipo-A, azul tipo-B,
verde tipo-C, naranja tipo-D, marrén color No tipificable (NT).

Tabla 4. Rendimiento Diagnéstico de la prueba rapida estratificado por tipo de
Betalactamasa

CzIE - CIM Gold Standard

S. aureus Resultado Sensibilidad Especificidad
evaluados Prueba Rapida Presencia Ausencia (Cl 95%) (Cl 95%)
No de Nitrocefina
aislamientos

Positivo 212 48 82.5% 88.9%
'rl]'ggagéMSSA Negativo 45 384 (77.3% - 86.9%) (85.5% - 91.7%)

Total 257 432

Positivo 127 6 92.7% 87.8%
BlaZ - tipo A Negativo 10 43 (87% - 96.4%) (75.2%-95.4%)
n=186

Total 137 49

Positivo 8 24 53.3% 83.1%
BlaZ - tipo B Negativo 7 118 (26.6% - 78.7%) (75.9% - 88.9%)
n=157

Total 15 142

Positivo 73 18
BlaZ - tlpO C N ti 28 86 72.3% 82.7%
n=205 egativo (62.5% - 80.7%) | (74% - 89.4%)

Total 101 104

Positivo 4 0
BlaZ - tlpO D Negativo 0 1 NA NA
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n=5 Total 4 1
Positivo 0 0
BlaZ No "Negativo 0 1 NA NA
tipificable
n=1 Total 0 1
Positivo 0 0
BlaZ Negativo 0 135 NA 100%
negativo
n=135 Total 0 135

IC= intervalo de confianza del 95%; CzlE= efecto del indculo de cefazolina Identificado por
microdiluciéon en caldo a alto inéculo; El BlaZ no tipificable indica la presencia de Lisina (K) en la
posicion 119 y serina (S) en la posicion 207 de aminoacidos de BlaZ.; NA= No aplica.
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Figura 6 Curva caracteristica operativa del receptor (ROC) y area bajo la curva ROC
(AUC) para evaluar el rendimiento diagnéstico de la prueba rapida CzlIE. (A) Curva
ROC para el conjunto completo de aislamientos MSSA ( n = 689). (B) Curvas ROC para
aislamientos BlaZ tipo A (n = 186). Las lineas punteadas representan probabilidad aleatoria
(AUC =0,5).

4.2.4 Correlacién entre la prueba rapida del CzIE y las CIM de cefazolina en in6culo
alto (CIM-Al).

Empleando la determinacion de la CIM a cefazolina en alto inoculo (Al) que es la prueba
Estandar de Oro o “Gold Estandar ” para identificar el CzIE, se encontré que entre los
aislamientos de MSSA que presentaron BlaZ tipo A el 74% (n=137/186) tenian la presencia
del CzIE y los aislamientos BlaZ tipo C el 49 % (n=101/205) exhibié CzIE, En este estudio
se demostro que el CzIE esta altamente correlacionado con la cantidad extracelular de la
enzima y que los aislamientos con valores CIM a alto inoculo (CIM-Al) frente a cefazolina
mas altos tienen mayor probabilidad de fallar en la terapia con cefazolina. Es importante
mencionar que el punto de corte para determinar el efecto CzIE es 216 ug/mL, basado en
analisis anteriores que sugieren que este valor corresponde a la CIM mas baja que
probablemente se correlaciona con desenlaces clinicos negativos (39). De esta manera se
evaluo el desempenfo diagnéstico de la prueba rapida CzIE estratificada por el valor de CIM-
Al. La Tabla 5 muestra que la sensibilidad de la prueba rapida aumenté notablemente a
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98,2 % en aislamientos con BlaZ tipo A que presentan CIM de 232 pg/ml, lo que sugiere
que la prueba seria confiable en MSSA que liberan cantidades importantes de enzima
betalactamasa tipo A.

Tabla 5. Rendimiento de la prueba rapida CzIE segun tipo de betalactamasa y CIM de

inoculo alto
CzIE detectado por
Microdilucion en caldo
Tipo CzCIMaAl Resultados “Gold Standard” Sensibilidad Especificidad
Blaz (Node de la prueba Presencia Ausencia No (Cl 95%) (Cl 95%)
(n) aislamientos) rapida No de de
aislamiento  aislamientos
s (%) (%)
Positivo 111 (98) 0 98.2%
2 32 pg/mi Negativo 2 (2) 0 (93.8%- NA®
(n=113) Total 113 0 99.8%)
Positivo 16 (67) 0 66.7%
Tipo A 16 pg/ml Negativo 8 (33) 0 (44.7% - NA?
n=186 (n=24) Total 24 0 844%)
Positivo 0 6 (12) 87.8%
< 8 pg/mi Negativo 0 43 (88) NA® (75.2%-
(n=49) Total 0 49 95.4%)
42 (75) 0 75.0%
2 32 pg/ml 14 (25) 0 (61.6% - NA®
(n=56) 56 0 85.6%)
Tipo C 31 (69) Positivo 68.92/0 )
n=205 16 pg/ml 14 (31) Negativo (53.4%- NA
(n=45) 45 Total 81.8%)
0 Positivo 82.7%
<8 l.lg/ml 0 Negativo NAb (740%'
(n=104) 0 Total 89.4%)

IC: intervalo de confianza 95%; CzIE: Efecto del indculo de cefazolina identificado por microdilucién
en caldo a alto inoculo.

NAa: No aplica, para calcular la especificidad se requiere el numero de falsos Positivos (FP) y el
numero de verdaderos Negativos (VN) derivados de la columna que indica "ausencia del CzIE", por
lo tanto, en estos casos se pudo estimar este valor ya que FP=0 y VN =0;

NAb = No aplicable debido al pequeno tamafio de la muestra

NAc = No aplicable, para calcular la sensibilidad se requiere el nUmero de verdaderos positivos (VP)
y el niUmero de falsos negativos (FN) derivados de la columna que indica "presencia de CIE", por lo
tanto, en estos casos no pudimos estimar este valor ya que VP=0y FN =0.

4.2.5 Valores predictivos positivos y negativos de la prueba rapida para la deteccion
del CzIE y analisis de razén de verosimilitud

Se estimo la efectividad de la prueba rapida utilizando valores predictivos positivos (VPP) y
negativos (VPN) (149). Dado que hay datos limitados sobre la prevalencia de CzIE en
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MSSA, se incorporaron datos publicados disponibles para aislamientos del torrente
sanguineo de los paises participantes que contribuyeron con mas de 10 aislamientos
(35,39,40,94,139). La Tabla 6 muestra que el VPN general oscilé entre 81,4% y 95,6%,
mientras que el VPP oscil6 entre 59,8% y 100% en los paises de Latino América.

Para el analisis de los VPP y VPN de Estados Unidos, se utilizaron diferentes estimaciones
de prevalencia(32,94,148).debido a que hay pocos estudios han investigado la prevalencia
de CzIE en MSSA. Las estimaciones de prevalencia que se utilizaron oscilan entre el 25 %
y el 4 %, , el VPN oscild entre el 93,3 % y el 97,7 %. En cambio, el VPP presenté amplias
variaciones del 32,8% al 79,6% (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de Valores Predictivos Positivos y Negativos teniendo en cuenta
prevalencias reportadas en cada pais

Pais Prevalencia® (%) Sensibilidad® Especificidad PPV° NPVe Estudios
Argentina 55 88.9 91.9 92.8 87.6 Miller et al. 2018
Brasil 32 60.9 80.8 59.8 81.4 Este estudio
Colombia 39¢ 84.9 91.2 86.0 90.4 Este estudio,
Rincoén et al. 2013
Chile 32 91.2 83.1 70.1 92.0 Este estudio
Ecuador 414 80.8 92.1 87.7 87.3 Este estudio,
Rincén et al, 2013
Guatemala 44 82.6 84.4 80.6 86.1 Este estudio
Peru 324 90.9 92.1 84.4 95.6 Este estudio,
Rincoén et al. 2013
Venezuela 30.5¢ 60 100 100 85.1 Este estudio,
Rincoén et al. 2013
EE. UU 25 80.0 93.2 79.6 93.3 Nannini et al.
2009 ¢
4 80.0 93.2 32.8 99.1 Livorsi et al. 2012
10 80.0 93.2 56.6 97.7 Este estudio

Prevalencia de CIE en aislamientos de MSSA recuperados de infecciones del torrente sanguineo en
cada pais. Soélo se incluyeron las prevalencias de estudios basados en CIM de cefazolina = 16 ug/mi
con indculo alto.

Sensibilidad y especificidad de la prueba rapida calculadas en este estudio

Los valores predictivos positivos (VPP) y los valores predictivos negativos (VPN) se calcularon
teniendo en cuenta las prevalencias reportadas anteriormente.

El valor representa la media de prevalencia de dos estudios reportados.

La prevalencia de CIE en este estudio (Nannini 2009) corresponde a la encontrada en aislamientos
recuperados de 24 pacientes en hemodialisis.

Se realizo el analisis de la razén de verosimilitud (RV) la cual se define como la razén entre
la posibilidad de observar un resultado de efecto inoculo positivo versus la posibilidad de
ese resultado en aislamientos que no tengan el fenotipo, El uso de esta razén es una
herramienta valiosa para la toma de decisiones clinicas frente a la solicitud de algun test
diagnéstico, porque son valores independientes de la prevalencia de la enfermedad (186).
Cuando una prueba diagndstica es altamente relevante tiene una RV positiva > 10 y RV
negativa <0.1, si es buena RV positiva 5-10 y RV negativo 0,1 — 0,2; Prueba diagndstica
regular RV positivo 2-5 RV negativo 0,2-0,5 y una prueba mala RV positivo <2 y RV
negativo >0,5 (186). Los valores de RV arrojadas por la prueba rapida desarrollada fue para
el RV positivo fue 7,43 y el RV negativo fue 0.197 lo cual la clasifica como una prueba
buena para ser contemplada en las decisiones en la clinica.
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4.2.6 Analisis Filogenéticos de MSSA de EE. UU y el CzIE.

En los resultados presentados en el capitulo | (139) se evidencio que los aislamientos de
MSSA del torrente sanguineo de Latino América pertenecian a una variedad de linajes
genéticos y que CC30 era el linaje predominante entre los MSSA que presentaban CzIE
(139) . Se realiz6 la reconstruccion del arbol filogenético utilizando un core de genes de
cepas MSSA Latino América (139) y se incluyeron los aislamientos de EE.UU. De manera
similar a los hallazgos anteriores en Latino América, se evidencié una heterogeneidad
genética importante entre los MSSA de EE. UU, pero no se encontro diferencias genéticas
claras entre los aislamientos de MSSA de EE. UU. y Latino América (Figura 7). Asi, los 49
aislamientos estadounidenses se distribuyeron en 18 ST y el linaje genético mas comun fue
el CC5 (28 %, n=14), seguido de CC15 (12 %, n=6) y CC8 (10 %, n=5).
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Figura 7 Arbol filogenético de maxima verosimilitud del core genoma de
aislamientos de MSSA de Latino Américay EE. UU.

4.3 DISCUSION

En esta investigacion se logré desarrollar una nueva prueba rapida colorimétrica para
identificar la presencia de CzIE en aislamientos clinicos de MSSA. Aunque aun no se han
reportado estudios del impacto del CzIE en pacientes infectados con MSSA vy tratados con
cefazolina, si existen diversos estudios que han descrito una asociacién de CzIE con una
mayor mortalidad y peores desenlaces clinicos (26,39,150). Estos datos estan respaldados
con experimentos en modelos animales que confirman que el CzIE conduce al fracaso del
tratamiento con cefazolina (151). En este contexto, parece razonable interpretar que la
identificacion de CzIE puede ser una herramienta util en el tratamiento de infecciones
severas por MSSA con cefazolina.
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Sin embargo, detectar el CzIE no es una tarea sencilla, si bien la microdilucién en caldo con
alto inoculo bacteriano es el “Estandar de Oro” para la deteccion del CzIE, no existen pautas
estandarizadas actuales para la ejecucién de este método, lo que resulta en la utilizaciéon
de personal, recursos y tiempo adicionales. Para determinar la CIM-Al debe realizarse por
triplicado y requiere experiencia en la interpretacion de los resultados y para empeorar la
situacion los resultados solo estan disponibles después de mas de 2 -3 dias y la prueba
requiere personal altamente capacitado. En consecuencia, el estandar de oro no se
adaptaria facilmente al flujo de trabajo del laboratorio de microbiologia clinica. Por otra
parte, la expresion, procesamiento y liberacion de la betalactamasa BlaZ, extracelular en S.
aureus es un proceso complejo y requiere la participacién de multiples enzimas (152).En
este estudio , se desarrollé una novedosa prueba colorimétrica utilizando como sustrato la
nitrocefina con base en la deteccion de la actividad extracelular de la betalactamasa en
sobrenadantes de cepas de MSSA y esto se correlacioné con la presencia del CzIE en
cepas prototipicas (Anexo 2). La nitrocefina se ha utilizado ampliamente para la deteccién
y caracterizacion de la betalactamasa (BlaZ) de S. aureus (sin diferenciar si es
betalactamasa anclada a la membrana o extracelular) (40,41) y el perfil de hidrolisis de la
nitrocefina ha sido clave para la clasificacién de los diferente tipos de BlaZ (A, B, C o D)
(38).

Las pruebas de rutina en los laboratorios clinicos para deteccion de betalactamasa se
realizan empleando discos de nitrocefina que no pueden discriminar entre la betalactamasa
liberada y la unida a la membrana. Y antes de emplear la nitrocefina liquida, se evaluaron
discos de nitrocefina con sobrenadantes bacterianos después de la induccidon con
ampicilina y los discos de nitrocefina funcionaron correctamente con las cepas control, pero
cuando se evallo en una coleccion mas grande de aislamientos (previamente
caracterizados para el CzIE) no funciono, no se vio cambio de color en los discos. Por el
contrario, la solucién de nitrocefina permitié una visualizacion adecuada de la actividad
enzimatica de BlaZ liberada en estos aislamientos vy, por lo tanto, fue elegido como el
sustrato colorimétrico de para desarrollar la prueba rapida. Por otro lado, se evaluaron
diferentes tiempos de lectura en el proceso de desarrollo de la prueba rapida con las cepas
control y se evidencié que aquellos aislamientos que exhibian CzIE, pero albergan enzimas
BlaZ con menor afinidad por la nitrocefina podia detectarse si el periodo se extendia a 2
horas. Después de las 2 horas, los controles negativos también cambiaron de color y ya no
pudieron discriminarse. Por lo tanto, con base en estas observaciones, se determino
extender la lectura de la prueba rapida hasta las 2 horas. Posteriormente, con el objetivo
de validar la prueba colorimétrica rapida de CzIlE, se utilizé la amplia coleccion de
aislamientos de MSSA de hospitales de Latino América y de los Estados Unidos
caracterizados para CzIE.

Interesantemente la prevalencia global de CzIE fue de 37 %, con un rango del 10 % para
EE. UU. al 55 % en Latino América. Es importante resaltar que los aislamientos de EE. UU.
procedian principalmente de repositorios, esto demarca un punto importante ya que el uso
de cefazolina como terapia de primera linea para MSSA ha aumentado en los ultimos afos.
Por lo tanto, es posible que las frecuencias reportadas en este estudio para los aislamientos
de EE. UU., puede estar subestimadas.

La sensibilidad y la especificidad globales de la prueba rapida fueron 82,5% y 88,9%,
respectivamente. Ademas, la disponibilidad de la secuenciaciéon del genoma completo en
todos los aislamientos permitio identificar los tipos de BlaZ mas comunes asociados con el
CzlE. También se encontré que la precision de la prueba rapida CzIE tuvo variaciones de
acuerdo con el tipo de betalactamasa. BlaZ tipo A es la enzima mas eficiente en la hidrolisis
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de cefazolina y nitrocefina en comparacion con enzimas BlaZ tipo C o tipo B (38). Por lo
tanto, la prueba funcioné mucho mejor en aislamientos MSSA que tenian BlaZ tipo A, con
una sensibilidad y especificidad del 92,7 % y del 87,8 %, respectivamente. En contraste, la
sensibilidad de la prueba en aislamientos con BlaZ tipos C y B fue menor 72,3% y 53,3%,
respectivamente. Es probable que el menor rendimiento esté relacionado con la menor
actividad hidrolitica de las enzimas BlaZ de los tipos B y C frente a la nitrocefina. Sin
embargo, se observé que en ciertos paises como Guatemala con alta prevalencia de
enzimas BlaZ tipo B y C, la prueba aun funciono bien (Tabla 5 y Figura 5). Las diferencias
de la hidrolisis de la nitrocefina entre las diferentes betalactamasas, se explicaron en el
capitulo | (26), donde se encontraron mas variaciones en las secuencias de BlaZ de lo que
se habia reportado. De hecho, dentro del mismo tipo de BlaZ, se encontraron diversas
variantes o alotipos que pueden tener una actividad diferencial frente a la nitrocefina. Por lo
tanto, se analizaron todos los casos de falsos positivos y falsos negativos obtenidos en la
validacién de la prueba, para determinar si se podia encontrar una asociacién del resultado
de la prueba CzIE con algun alotipo en particular, pero no logro identificar ninguna
asociacion de alotipos individuales (Anexo 1).

Estos resultados sugieren que la variabilidad observada en el rendimiento de la prueba en
cepas con los mismos tipos de BlaZ podria deberse en parte a las diferencias cinéticas
entre los alotipos que pertenecen al mismo tipo de BlaZ. Estos hallazgos sugieren que las
variaciones no identificadas entre los contextos gendmicos de las cepas pueden afectar el
rendimiento de la prueba. Por ello se realiz6 el analisis del rendimiento de la prueba basado
en el valor de la CIM-Al, el punto de corte de la CIM-Al de cefazolina para determinar si una
cepa tiene o no CzlE es de 216 ug/mL y se eligié con base en estudios previos que
reportaron que este valor de CIM-Al se correlacioné con la mortalidad en pacientes con
bacteriemia (15,32) , y los resultados indicaron que el 62 % de los falsos negativos
exhibieron CIM-AI cercanas al valor del punto de corte. Por consiguiente, se investigo el
rendimiento diagndstico del CzIE en aislamientos con valor de CIM-Al de 232 pg/ml, que es
mas probable que presenten un fenotipo fuerte y también que causen problemas
terapéuticos con cefazolina, ya que se puede asumir que estos aislamientos libera mayores
cantidades de la enzima en el medio extracelular. Al evaluar este valor de CIM-AI, la
sensibilidad de la prueba aumento a 98,2 % para las enzimas de BlaZ tipo A, lo que sugiere
que la prueba podria identificar la mayoria de los aislamientos con una CzIlE con alta
produccion de betalactamasa extracelular, que podrian representar mayor impacto clinico.
También Cabe destacar que la especificidad de la prueba rapida CzIE, fue de100 % en los
aislamientos que carecian de BlaZ.

Por ultimo, se calcularon los valores VPP y VPN utilizando las prevalencias estimadas y
publicadas del CzIE, ya que fue dificil determinar la prevalencia general de este fendmeno
en los paises participantes. Segun los resultados del desarrollo de esta prueba rapida la
alta sensibilidad y el VPN serian las caracteristicas mas informativas para ayudar en las
decisiones terapéuticas. De esta manera, las estimaciones realizadas sugieren que la
prueba tiene un buen VPN en prevalencias bajas y altas (Tabla 6).

4.4 CONCLUSIONES

Se desarrollé una prueba rapida basada en la cefalosporina cromdgenica nitrocefina, una
prueba simple, econdmica y novedosa para identificar aislamientos de MSSA que presenten
CzlE. Esta prueba proporcionaria informacién importante que actualmente no esta
disponible en ningun laboratorio de microbiologia clinica con resultados en 3 horas. La
prueba es facil de realizar y no requiere equipo o reactivos especializados y la interpretacion
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es sencilla, lo que sugiere menores barreras para la implementacion y la idoneidad incluso
en lugares con recursos limitados.
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5. CAPITULO llI

Estimacion de costo-efectividad de la prueba rapida diagnostica para la deteccion
del efecto inoculo a cefazolina (CzIE) en MSSA clinicos

La resistencia antimicrobiana (RAM) no solo pone en peligro la eficacia y la prevencion del
tratamiento de infecciones causadas por bacterias, virus, hongos y parasitos (2). Sino que
ademas incurre en altos costos econémicos no solo para el paciente sino para la sociedad
(153). Segun el reporte del World Bank Group, las simulaciones econdmicas encontraron
que para 2050 en un escenario donde la RAM tuviese bajo impacto probablemente el
producto interno (PIB) caeria en un 1,1% y en el escenario de un alto impacto de la RAM el
mundo perdera el 3,8% de PIB anual, con un déficit anual de $ 3,4 billones de USD para
2030 (154). Esto sin contar que en las evaluaciones econdmicas de los antimicrobianos y
las intervenciones como los diagndsticos, no se contemplan costos indirectos como pérdida
de la productividad debido al exceso de morbilidad y mortalidad prematura(111,112).

Todos los estudios tanto cientificos como econdmicos se han enfocado en MRSA por su
amplio arsenal de determinantes de resistencia, ademas el impacto econdémico que
representa para el sistema de salud es alarmante, por ejemplo, infecciones por MRSA
asociado a la comunidad (CA-MRSA) genera un costo a los pacientes dependiendo de su
edad entre 7.070 y 20.489 USD (92). En Estados Unidos, se ha descrito que infecciones
por CA-MRSA impone una carga anual de 1.4 billones a 13.8 billones de USD a la sociedad
(114). En Alemania, los pacientes con infecciones por MRSA tienen una estancia
hospitalaria prolongada hasta de 11 dias y presentan 7% mas de probabilidad de someterse
a ventilacion mecanica y 7% mas de probabilidad de muerte y provocan costos elevados
totales de 8.198 Euros (155). Por otro lado, en pacientes con hemodialisis que adquieren
infecciéon por MRSA los costos reportados oscilan entre los 9.554 — 20.240 euros por
episodio de infeccion (156).

Sin embargo, MSSA también causa infecciones graves, de hecho se ha publicado que no
existe diferencia significativa en los desenlaces de las infecciones causadas por MRSA vs
MSSA (48), incluso este microorganismo es el mayor causante de infecciones profundas
como bacteriemia en varios paises de latino América incluyendo nuestro pais (78). El
tratamiento de eleccion para MSSA son las ASP como nafcilina u oxacilina pero la
cefazolina se ha convertido en una opcién importante debido a que tiene mejor dosificacion,
bajos efectos adversos, buena tolerabilidad y bajo costo (26,28,157). Desafortunadamente
la eficacia de cefazolina se esta viendo amenazada por el “efecto inoculo” un mecanismo
de resistencia que impide que cefazolina sea efectiva en infecciones por MSSA que tienen
alto inoculo bacteriano, como por ejemplo bacteriemia, osteomielitis y endocarditis entre
otras, causando falla terapéutica (32,40,158). Como se describe en el capitulo | nuestro
pais presenta un 40% de CzIE en MSSA causante de bacteriemia lo cual es un porcentaje
alto de resistencia. El método “Estandar de Oro” para la deteccion de efecto inoculo a
cefazolina es muy dispendioso, requiere de experticia para su lectura, realmente no es una
técnica que pueda desarrollarse en un laboratorio de microbiologia clinico.

Por este motivo en este estudio en el capitulo Il se describe el desarrollo y la validacion de
una prueba rapida diagnéstica para el efecto inoculo a cefazolina (CzIE). A partir de 689
aislamientos de MSSA causantes de bacteriemia, esta prueba tuvo una sensibilidad global
del 82,5%, con una especificidad del 88,9%(159). Aprovechando este valioso aporte no solo
a la ciencia sino a la salud, pues las pruebas diagndsticas son una herramienta para tener
un tratamiento oportuno, reducir la gravedad de sintomas y prevenir la propagacion de la
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enfermedad. se propuso hacer un analisis de la estimacion de costo efectividad de la prueba
rapida para detectar el efecto inoculo a Cefazolina (CzIE), siendo esta prueba una
herramienta para recuperar el uso de la cefazolina.

5.1 MATERIALES Y METODOS
5.1.1 Tipo de estudio

Evaluacién econémica de costo- efectividad de la prueba rapida para la deteccién del efecto
inoculo a cefazolina (CzIE).

5.1.2 Revisién Integrativa

Para poder desarrollar la evaluacion de costo- efectividad, se establecieron unos supuestos
(datos basados en bibliografia de alta calidad, para realizar una aproximacién a lo que se
podria encontrar en los escenarios propuestos), que se determinaron por medio de una
revision bibliografica (Tabla 7) integrativa.

Tabla 7. Temas de revision bibliografica.

Temas Descripcion Referencia
Pacientes adultos con 44,7% MRSA Seas, C 2018
infecciones en sangre por 55,6% MSSA
S.aureus
Prevalencia de bacteriemias 70% (70%-78%) Arias CA; 2017
por MSSA en pacientes Seas, C 2018
adultos en Colombia
Pruebas de deteccion del No existen pruebas para CLSI, 2023
efecto inoculo a cefazolina en deteccion de CzIE para
laboratorio clinico laboratorio clinico, la prueba

para sensibilidad a Cefazolina
seria por Antibiograma.
Mortalidad por bacteriemia, 30-40% Castillo Londofio JS, 2011
sepsis o infecciones de
sangre en Colombia
Mortalidad por bacteriemia por 30% (30-40%) Karen M. Ordonez; 2019
MSSA en Colombia

Nefrotoxicidad Flynt LK,. 2017
Oxacilina: 13%
Efectos adversos de la Cefazolina: 33%
cefazolina y las Fracaso terapéutico . Miller MA,et al. 2020
Isoxazilpenicilinas Oxacilina: 31,4%
Cefazolina: 54,9%
Anomalias Hepaticas Youngster | et al. 2014
Oxacilina: 30%
Cefazolina: 2%
Mortalidad a los 30 dias McDanel. et al 2017
Oxacilina:15%
Cefazolina: 10%
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5.1.2.1 Estrategia de busqueda

La busqueda de informacién de estudios sobre la bacteriemia causada por SASM se realizo
consultando las siguientes fuentes de informacion:

“>Medline (PubMed), Cochrane Library (a través de la Biblioteca Cochrane Plus
http://www.update-software.com/clibplus/clibplus.asp), = LILACS
(https://lilacs.bvsalud.org/es/)

~>Las bases de datos del Centre for Reviews and Dissemination
(http://www.crd.york.ac.uk/CRDWeb/) que incluye las bases de datos DARE (Database of
Abstracts of Reviews of Effects), NHS EED (NHS Economic Evaluation Database), HTA
(Health  Technology Assessment) y Ila base de datos NIHR HTA
(http://www.disseminationcentre.nihr.ac.uk/),

—>Las paginas webs de cada una de las Agencias de Evaluacion que forman parte de
INAHTA (International Network of Agencies for Health Technology Assessment)
(http://www.inahta.org/ourmembers/members/),

—>La Biblioteca Virtual en Salud (http://bvsalud.isciii. es/php/index.php), con acceso a
SciELO, LILACS, IBECS y MEDLINE.

- Sitios web de organizaciones como el CDC (http:// www.cdc.gov/hai/), Centro Europeo
del CDC ( europa.eu/en/activities/surveillance/hai/pages/default.aspx)
http://www.ecdc.europa.eu/en/Pages/home.aspx vy su revista, la
Eurosurveillance (http://www.eurosurveillance.org/Default.aspx).

—->El Grupo de Trabajo de Enfermedades Infecciosas y Sepsis (GTEIS), la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC).

->Se buscd literatura gris: no convencional o informal como: Proyectos, tesis de posgrado,
informes de investigacion, memorias, actas de congresos, patentes, traducciones
cientificas, documentos de sociedades cientificas, boletines, informes técnicos, programas
de computacion, autobiografias, weblogs, dosieres, encuestas y otros documentos fuera de
los libros y las revistas seriadas.

—->Se buscaron los costos de los medicamentos en el
https://www.minsalud.gov.co/salud/MT/Paginas/medicamentos-regulacion- precios.aspx
—->Science Citation Index y Scopus para identificar cualquier estudio adicional publicado, no
publicado o en curso. Todo lo anterior con el objetivo de identificar otros posibles registros.

5.1.3 Estrategia PICO
La estrategia PICO permite especificar la poblacién a estudiar, la intervencion, la
comparacion de la intervencién, la medida de resultado (161). Para este estudio la

estrategia PICO se plante6 de la siguiente manera:

Tabla 7. Estrategia PICO

Poblacion Pacientes con bacteriemia

Intervencion Deteccién de efecto inoculo a cefazolina con la prueba rapida
Comparador Antibiograma

Outcomes (Resultados) | Costos hospitalarios, efectos adversos, morbilidad y mortalidad.
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5.1.4 Letalidad de bacteriemia por Staphylococcus aureus Susceptible a Meticilina
(MSSA).

La letalidad es la proporcion de personas que contraen una enfermedad y mueren a causa
de la misma durante un periodo determinado. La letalidad se calculé como el nimero de
muertes /el numero de Casos x100.

5.1.4.1 Numero de muertes por bacteriemia en el pais.

Para conocer el niumero de muertes se extrajo informacién del Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE) donde se registran todas las defunciones desde el afio
1979 hasta 2022 (162). Se extrajo informacion de las defunciones no fetales de los afios
2019-2022. Sin embargo los datos obtenidos estaban subestimados y no coincidian con los
reportes de mortalidad de los diferentes estudios reportados (15,48,163—165). En los cuales
se ha reportado en Latinoamérica una mortalidad alrededor del 18%, mientras que en los
pocos estudios realizados en nuestro pais se ha reportado entre el 30 al 40% (163,165).
Sabiendo que existe un subregistro en el DANE se decidié imputar la mortalidad basados
en la literatura con un 30% de mortalidad(165).

5.1.4.2 Numero de casos por bacteriemia.

Para conocer el numero de casos por bacteriemia se utilizé El Registro Individual de
Prestacion de Servicios de Salud — RIPS de la secretaria de Salud, los CIE-10 incluidos
fueron el A410-septicemia debida a Staphylococcus aureus, A411- septicemia debida a otro
estafilococo especificado, A412- septicemia debida a estafilococo no especificado, A418
otras septicemias especificadas y A419 septicemia, no especificada, para disminuir el sesgo
debido al subregistro (tabla 8). Una vez obtenido el numero de casos de septicemia, se
imputo que el 70% (87.851) de los casos serian causados por MSSA, debido a que es lo
que esta reportado en la literatura(12,39).

Tabla 8. Casos por septicemia CIE-10

CIE-10 Numero de Casos
A410 2.790

A411 1.277

A412 1.503

A418 18.397

A419 101.535

TOTAL 125.502

5.1.5 Andlisis de costos econdmicos

Para realzar el costo de la bacteriemia en Colombia, se realizé un esquema basal de como
el costo de examenes clinicos, examenes microbiolégicos, hospitalizacion y tratamiento
antibiotico (Cefazolina y Oxacilina) de una bacteriemia no complicada (2 semanas), una
bacteriemia recurrente (4-6 semanas) y un shock séptico (donde el paciente necesita entra
a Unidad de Cuidados Intensivos). Este costeo se realiz6 teniendo en cuenta los precios
regulados por el manual de tarifas" de la entidad promotora de salud del seguro social “EPS-
ISS” de 2001(166) y con el manual tarifario de salud El Seguro Obligatorio de Accidentes
de Transito (SOAT) con las tarifas actuales para el 2023(167) y se realizd con un incremento
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tarifario al 30%, 50% 100% y 200% con el fin de realizar una estimacién mas real a lo que
se paga en el sistema de salud por una enfermedad como la bacteriemia. Por otro lado, se
realizé el costo de la prueba rapida incluyendo materiales, el tiempo del investigador y los
servicios publicos.

5.1.6 Anadlisis de costo efectividad

El analisis de costo-efectividad ayuda a identificar oportunidades desatendidas al resaltar
intervenciones que son relativamente econdmicas, pero que tienen el potencial de reducir
sustancialmente la carga de la enfermedad. Este tipo de evaluaciones se pueden utilizar
desde diferentes perspectivas y escenarios. Debido a los pocos datos reportados en
Colombia a cerca de los casos de bacteriemias por MSSA, sus tratamientos y sus
desenlaces como mortalidad y morbilidad en Colombia. En este estudio se tomaron datos
de desenlaces clinicos reportados en el mundo y se realizé una aproximacion del potencial
impacto que tendria la prueba rapida de deteccion de efecto inoculo a cefazolina (CzIE) al
ser implementada en los hospitales.

La Razoén Incremental de Costo Efectividad (RICE) se evaludé por medio de la siguiente
formula:

RICE =C1 — Co/ E1 — Eo:AC/ AE

C+. Costo de la alternativa o intervencion nueva

Co. Costo de la alternativa o intervencion estandar

E.: Efectividad de la alternativa o intervencién nueva
Eo. Efectividad de la alternativa o intervencion estandar

La RICE se evalud en diferentes escenarios mencionados a continuacion:

5.1.6.1 El impacto en costos de la prueba rapida

Costo de Costo de Efectividad de la prueba | Efectividad del antibiograma
intervencion nueva | intervencion rapida (E+) (Eo)

(C1) estandar (Co)

Costo de Costo de Casos correctamente Casos correctamente

hospitalizacion y
tratamiento de
bacteriemia con
Cefazolina

hospitalizacion y
tratamiento de
bacteriemia con
isoxazilpenicilinas

diagnosticados por la
prueba rapida para
efecto inoculo a
cefazolina en Colombia
(159)

diagnosticados por
antibiograma para efecto
inoculo a cefazolina (CzIE)

5.1.6.2 Analisis de RICE de los costos del tratamiento con cefazolina Vs
Isoxazilpenicilinas y la efectividad relacionada con diferentes desenlaces clinicos

Escenarios | Costo de Costo de Efecto adverso Efectividad | Efectividad de
para intervencién intervencion por tratamiento de pacientes
analisis de | nueva (C1) estandar (Co) antibidtico pacientes | tratados con
RICE tratados Isoxazilpenicilinas
con (Eo)
Cefazolina
(E1)
1 Nefrotoxicidad(28) 13% 33%
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Costo de Costo de Fracaso 31,4% 54,9%
hospitalizacion | hospitalizaciény | terapéutico (160)

y tratamiento | tratamiento de Anomalias 10% 15%
de bacteriemia | bacteriemia con Hepaticas (28)

con isoxazilpenicilinas | Mortalidad a los 2% 30%
Cefazolina 30 dias (22)

5.1.7 Arbol de decisiones

El arbol de decisiones se modelé contemplando el proceso de una bacteriemia, iniciando
con los sintomas como estado mental alterado, frecuencia respiratoria elevada, 25
respiraciones por minuto o mas, necesidad de oxigeno (40% o mas) presion arterial sistolica
de 90 mmHg o menos, ritmo cardiaco elevado: mas de 130 latidos por minuto entre otros.
Posteriormente se contempld el resultado del hemocultivo, en caso de un hemocultivo
positivo, se procederia a identificar la bacteria en este caso, S. aureusy si es positivo para
este microrganismo, se procederia a identificar la resistencia a meticilina, en caso de ser
negativa su resistencia, se contempla la opcion de realizar la prueba rapida a cefazolina y
de alli se desencadenan los posibles escenarios (Anexo 3).

5.2 RESULTADOS

5.2.1 Letalidad de bacteriemia por Staphylococcus aureus Susceptible a Meticilina
(MSSA).

La letalidad de la bacteriemia por MSSA dio como resultado 30%, lo que quiere decir que
de los 87.851 casos de bacteriemias por MSSA, se mueren 26.355 personas (Tabla 10),
este porcentaje es alto a los que se han reportado en el mundo, para esta infeccién en
Australia por ejemplo se ha reportado una letalidad que oscila entre el 10% y el 30% (168),
en Dinamarca oscila entre 20,7% y el 26,7% (169), y en Canada esta entre 19% -28% (170).
Por lo cual es necesario poner la mirada y recursos en herramientas que sean valiosas para
mitigar este alto porcentaje de muertes en una poblacion.

Tabla 9. Letalidad de bacteriemia por MSSA

Numero de muertes de | Numero de casos por Letalidad
bacteriemia por MSSA | bacteriemia por MSSA
26.355 87.851 30%

5.2.2 Andlisis de costos econdmicos

Se realiz6 el analisis de costos econdmicos de una hospitalizacién por bacteriemia no
complicada, bacteriemia persistente y Shock séptico. Cada escenario se analizé con
tratamiento antibiotico, con oxacilina y con Cefazolina. Adicionalmente, el calculo tarifario
se realiz6 con él con el manual ISS 2001 y el Manual tarifario del SOAT al 30%,50%,100%
y 200% con el fin de tener valores mas reales de lo que cuesta este tratamiento en las
instituciones hospitalarias en el pais. La tabla 10 muestra los costos en pesos de una
hospitalizacion segun el ISS 2001 con tratamiento a oxacilina, donde se evidencia que una
bacteriemia no complicada podria costar desde 7.344.355 COP hasta 46.269,437 COP,
para una bacteriemia persistente el costo puede oscilar entre 25.667.353 hasta 77.002.058
COP y un shock séptico estaria entre 50.161.390 hasta 225.726 COP. Mientras que la tabla
11 se reportan los costos de hospitalizacion de los tipos de bacteriemia con tratamiento con
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cefazolina, donde los valores disminuyen de manera importante en comparacion con el
tratamiento con oxacilina por ejemplo la bacteriemia no complicada oscila entre 3.444.375
COP hasta 21.699.563 COP, la bacteriemia persistente de 13.734.883 COP a 41.204.648
COP y un shock séptico 46.261.410 COP a 208.176.345 COP.

Tabla 10. Costos de una bacteriemia segun el ISS 2001 con tratamiento con Oxacilina

Costos Tratamiento con Oxacilina- ISS 2001
Plena 30% 50% 100% 200%

Hospitalizacion por  [$7.344.355 $9.547.662 [$12.118.186 $19.462.541 [$46.269.437
Bacteriemia no
complicada
(2 semanas)
Hospitalizacion por [$25.667.353 $33.367.558 [$38.501.029 $51.334.705 [$77.002.058
Bacteriemia
Persistente
(4-6 semanas)

Hospitalizacién por $50.161.390 [$65.209.807 [$75.242.085 $130.419.614 ($225.726.255
Shock séptico

Tabla 11. Costos de una bacteriemia segun el ISS 2001 con tratamiento con
Cefazolina

Costos Tratamiento con Cefazolina- ISS 2001

Plena 30% 50% 100% 200%
Hospitalizacion por ($3.444.375 $4.477.688 [$5.683.219 $9.127.594 $21.699.563
Bacteriemia no
complicada

(2 semanas)

Hospitalizacion por [$13.734.883 $17.855.347 [$20.602.324 $27.469.765 ($41.204.648
Bacteriemia
Persistente
(4-6 semanas)

Hospitalizacion por ($46.261.410 $60.139.833 [$69.392.115 $120.279.666 [$208.176.345
Shock séptico

Por otro lado, al analizar los costos de los 3 escenarios de bacteriemias con el Manual del
SOAT 2023, el costo aumenta dramaticamente con respecto al Manual ISS 2001, tanto en
tratamiento con oxacilina como cefazolina. Con el manual del SOAT 2023, una bacteriemia
no complicada tratada con oxacilina puede costar 18.440.680 COP hasta 67.308.482 COP,
una bacteriemia persistente tratado con el mismo antibidtico su costo oscila entre
61.590.970 COP hasta 184.772.910 COP y un shock séptico entre 173.729.380 COP y
353.845.768 COP (tabla 12). Mientras que los costos con tratamiento con cefazolina se
evidencian en la tabla 13 donde se puede observar que una bacteriemia no complicada
podria tener un costo entre 14.540.700 COP y 53.073.555 COP, la bacteriemia persistente
entre 49.658.500 COP y 148.975.500 COP y para shock séptico el valor varia entre
169.829.400 COP y 346.045.808 COP. Cabe resaltar que, dentro del analisis tarifario con
el manual del SOAT, también se observd una diferencia en el costo de todos los escenarios
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analizados entre oxacilina y cefazolina, mostrando que el tratamiento con cefazolina tiene
un costo mucho menor que el tratamiento con oxacilina.

Tabla 12. Costos de una bacteriemia segun el SOAT en tratamiento con Oxacilina

Costos Tratamiento con Oxacilina- SOAT 2023

Pleno 30% 50% 100% 200%
Hospitalizacion| $18.440.680 $23.972.884 |$30.427.122 ($48.867.802 $67.308.482
por
Bacteriemia no
complicada

(2 semanas)

Hospitalizacion| $61.590.970 $80.068.261 |$92.386.455 [$123.181.940 [$184.772.910
por
Bacteriemia
Persistente
(4-6 semanas)

Hospitalizacion|$173.729.380  [$225.848.194 ($227.125.594 |$347.458.764  |$353.845.768
por Shock
séptico

Tabla 13. Costos de una bacteriemia seguiin el SOAT en tratamiento con Cefazolina

Costos Tratamiento con Cefazolina- SOAT 2023

Pleno 30% 50% 100% 200%

Hospitalizacion por [$14.540.700 [$18.902.910 |$23.992.155 [$38.532.855 $53.073.555
Bacteriemia no
complicada
(2 semanas)

Hospitalizacion por [$49.658.500 ($64.556.050 ($74.487.750 [$99.317.000 $148.975.500
Bacteriemia
Persistente
(4-6 semanas)

Hospitalizacion por [$169.829.400($220.778.220($222.055.620($339.658.804  [$346.045.808
Shock séptico

5.2.3 Costo de la prueba rapida para efecto Inoculo a Cefazolina y del antibiograma
convencional.

Para la descripcién de los costos econdmicos de la prueba rapida se estimaron los valores
de cada uno de los materiales, el tiempo del investigador y 30% de gastos administrativos
(servicios publicos, uso de equipos y tramite administrativo), se estimo el valor para un
cultivo junto con los dos controles de calidad (TX0017 control positivo y la ATCC29213
control negativo) (159) y el total de la prueba es de $156.335 (Tabla 14). Por otro lado, y se
revisé el valor en pesos del antibiograma estandar en el ISS y el SOAT vy se tarifo a los
porcentajes plateados en la metodologia (Tabla 15). Esta prueba microbiologia segun el
manual ISS podria costar entre $16.410 y $49.230 mientras que por el manual del SOAT
su valor aumenta oscilando entre $40.200 y $120.600.

Tabla 14. Costos de la Prueba rapida para la deteccion de CzIE
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Descripcion Costo (COP)

Materiales $32.897

Tiempo del Investigador | $87.360

Gastos administrativos $36.077

TOTAL $156.335
Tabla 15. Costos del antibiograma
Costos Antibiograma |Descripcion

Plena 30% 50% 100% 200%
ISS 2001 $16.410 $21.333 $24.615 $32.820 $49.230

SOAT- 2023 $40.200 $52.260 $60.300 $80.400 $120.600

5.2.4 Anadlisis de costo efectividad
5.2.4.1 Razén Incremental de costo efectividad (RICE)

Se realizd el RICE con los costos de la prueba rapida(C+) vs el antibiograma (Co) y la
efectividad de la prueba rapida se estimé con los casos correctamente diagnosticados
tomando el valor predictivo positivo (VPP) para Colombia que fue del 86%(E1) (159), y se
comparo con la Unica prueba de susceptibilidad en el hospital que es el antibiograma (Eo)
con 0% de detecciones para CzIE (Tabla 16). Se obtuvo que por los 87.851 casos con
bacteriemia por MSSA diagnosticados por la prueba rapida le cuesta al sistema de salud
con un ISS- 2001-30% COP 137.468.141 (Tabla 16), lo cual es un valor muy bajo para la
cantidad de pacientes que tendrian la posibilidad de tener un tratamiento direccionado y
oportuno para reducir la posibilidad de malos desenlaces clinicos, que terminan en
disminucion de la esperanza y calidad de vida de los pacientes.

Tabla 16. RICE Prueba rapida CzIE vs Antibiograma

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valoren ddlares
ISS-2001 casos UsD

Pleno $39.465 86 $459 $40.185.925 8.814

30% $135.002 | 86 $1.570 $137.468.141 30.151

50% $131.720 | 86 $1.532 $134.126.187 29.418

100% $123.515 | 86 $1.436 $125.771.303 27.585

200% $107.105 | 86 $1.245 $109.061.534 23.920

Tasa del ddlar 4.559,25 pesos

Por otro lado, cuando se realizé el RICE de los costos de hospitalizacion de bacteriemia vs
la prueba rapida y se encontré al implementar esta nueva tecnologia para el sistema de
salud dependiendo del tarifario puede tener un ahorro de hasta de COP 25.018.702.745
para una bacteriemia no complicada (Tabla 17), COP 36.451.337.106 (Tabla 18) para una
bacteriemia persistente y COP 88.103.018.109 para shock séptico (Tabla 19).
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Tabla 17.Costos de hospitalizacion de bacteriemia no complicada vs la prueba rapida

CzIE
Descripcion | AC AE | AC/ AE C/E x Numero de | Valor en dolares
ISS-2001 casos UsD
Pleno -3.899.980 86 | -45.349 -3.971.222.658 -871.025
30% -5.069.974 86 | -58.953 -5.162.589.455 -1.132.333
50% -6.434.967 86 | -74.825 -6.552.517.386 -1.437.191
100% -10.334.947 86 | -120.174 | -10.523.740.043 -2.308.217
200% -24.569.874 86 | -285.696 | -25.018.702.745 -5.487.460
Tabla 18. Costos de hospitalizacion de bacteriemia persistente vs la prueba rapida
CzIE
Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en dolares
ISS-2001 casos UsD
Pleno -11.932.470 | 86 -138.750 -12.150.445.702 -2.665.009
30% -15.512.211 86 -180.375 -15.795.579.413 -3.464.512
50% -17.898.705 | 86 -208.124 -18.225.668.553 -3.997.514
100% -23.864.940 | 86 -277.499 -24.300.891.404 -5.330.019
200% -35.797.410 | 86 -416.249 -36.451.337.106 -7.995.029

Tabla 19. Costos de hospitalizacion por shock séptico vs la prueba rapida CzIE

Descripcion AC AE | AC/ AE C/E x Numero de | Valores en dodlares
ISS-2001 casos UsD

Pleno -11.699.940 | 86 | -136.046 -19.578.448.469 -4.294.225

30% -15.209.922 | 86 | -176.860 -25.451.983.009 -5.582.493

50% -17.549.910 | 86 | -204.069 -29.367.672.703 -6.441338

100% -30.419.844 | 86 | -353.719 -50.903.966.019 -11.164.986

200% -52.649.730 | 86 | -612.206 -88.103.018.109 -19.324.015

Sin embargo, el impacto de la prueba rapida a CzIE, no esta en su costo neto sino en los
desenlaces clinicos cuando un paciente con bacteriemia por MSSA tiene la posibilidad de
ser tratado con Cefazolina. El RICE para todos los desenlaces clinicos se analizé desde los
tres los escenarios planteados en este trabajo (Bacteriemia no complicada, bacteriemia
persistente y shock séptico) y con los diferentes porcentajes tarifados. Se realizo el analisis
con los valores del ISS-2001 como representacion porque en proporciones de los valores
para el RICE da el mismo resultado.

5.2.4.2 RICE eventos adversos de Isoxazilpenicilinas vs Cefazolina
Nefrotoxicidad

La lesion renal puede ser fatal y requiere de tratamiento intensivo, se ha planteado que esta
enfermedad es un problema de salud publica debido a que no se diagnostica o se trata a
tiempo, ademas de los altos costos que genera al sistema de salud y lo mas grave puede
causar hasta la muerte, incluso han reportado que la lesién renal adquirida en el hospital
tuvo una mortalidad global del 47.3% (171-173). Flyn y Col, reportaron que cuando los
pacientes con bacteriemia por MSSA son tratados con isoxazilpenicilinas el 33% generan
Nefrotoxicidad mientras que, si son tratados con Cefazolina solo el 13%, lo cual traducido
en costos indica que el sistema de salud si usa cefazolina como terapia final, se ahorraria
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en una bacteriemia no complicada hasta COP 107.580.421.803 (Tabla 20), Bacteriemia
persistente COP156.740.749.556 (Tabla 21) y por shock séptico COP 378.842.977.870
(Tabla 22).

Tabla 20. Costos de hospitalizacion de bacteriemia no complicada vs Nefrotoxicidad

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en dolares
ISS-2001 casos usD

Pleno 3.899.980 -20 -194.999 -17.076.257.429 -3.745.409

30% 5.069.974 -20 -253.499 -22.199.134.658 -4.869.032

50% 6.434.967 -20 -321.748 -28.175.824.758 -6.179.925

100% 10.334.947 | -20 -516.747 -45.252.082.187 -9.925.334

200% 24.569.874 | -20 -1.228.494 -107.580.421.803 -23.596.078

Tabla 21. Costos de hospitalizacion de bacteriemia persistente vs Nefrotoxicidad

Descripcion | AC AE | AC/ AE C/E x Nimero de Valor en ddlares
ISS-2001 casos

Pleno 11.932.470 | -20 | -596.624 -52.246.916.519 -11.459.541
30% 15.512.211 -20 | -775.611 -67.920.991.474 -14.897.404
50% 17.898.705 | -20 | -894.935 -78.370.374.778 -17.189.312
100% 23.864.940 | -20 | -1.193.247 -104.493.833.037 -22.919.083
200% 35.797.410 | -20 | -1.789.871 -156.740.749.556 -34.378.625

Tabla 22. Costos de hospitalizacion por shock séptico vs Nefrotoxicidad

Descripcion | AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en
ISS-2001 casos ddlares USD
Pleno 11.699.940 -20 -584.997 -84.187.328.415 -18.465.170
30% 15.209.922 -20 -760.496 -109.443.526.940 -24.004.722
50% 17.549.910 -20 -877.496 -126.280.992.623 -27.697.756
100% 30.419.844 -20 -1.520.992 -218.887.053.880 -48.009.443
200% 52.649.730 -20 -2.632.487 -378.842.977.870 -83.093.267

Fallas de tratamiento antibiético isoxazilpenicilinas vs Cefazolina

Las fallas de tratamiento antibiético son un real problema para el sistema de salud, debido
a que implican aumento de estancia hospitalaria, cambio de tratamiento antibidtico,
aumento de morbilidades y aumento de costos hospitalarios(132). Para hacer el analisis de
este desenlace clinico, se tomdé como referencia un estudio donde los pacientes con
bacteriemia tratados con isoxazilpenicilinas presentaron un fracaso terapéutico del 51,9%
y los tratados con cefazolina un 31.4%, las razones del cambio terapéutico incluyeron:
toxicidad, facilidad de administracion y terapia ampliada para sospechas de infecciones
secundarias durante el ingreso (160). El RICE realizado arrojo que si la cefazolina se
recupera como antibiotico de primera eleccion utilizando la prueba rapida a Cefazolina para
tratamiento de la bacteriemia se evitarian 20,5% de fallas de tratamiento y disminuiran los
costos en COP 104.956.509.076 para bacteriemia no complicada (Tabla 23),
COP152.917.804.444 para bacteriemia persistente (Tabla 24) y COP 224.906.805.162 para
Shock séptico (Tabla 25).
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Tabla 23. Costos de hospitalizacion de bacteriemia no complicada vs Falla de
tratamiento

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en
ISS-2001 casos ddlares
Pleno 3.899.980 -20,5 | -190.243 -16.659.763.345 -3.654.058
30% 5.069.974 -20,5 | -247.316 -21.657.692.349 -4.750.275
50% 6.434.967 -20,5 | -313.901 -27.488.609.520 -6.029.195
100% 10.334.947 -20,5 | -504.144 -44.148.372.865 -9.683.253
200% 24.569.874 -20,5 | -1.198.530 -104.956.509.076 -23.020.565

Tabla 24. Costos de hospitalizacion de bacteriemia persistente vs Falla de tratamiento

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en
ISS-2001 casos ddlares USD
Pleno 11.932.470 -20,5 -582.072 -50.972.601.481 -11.180.041
30% 15.512.211 -20,5 -756.693 -66.264.381.926 -14.534.053
50% 17.898.705 -20,5 -873.108 -76.458.902.222 -16.770.061
100% 23.864.940 -20,5 -1.164.143 -101.945.202.963 | -22.360.082
200% 35.797.410 -20,5 -1.746.215 -152.917.804.444 | -33.540.123

Tabla 25. Costos de hospitalizacion por shock séptico vs Falla de tratamiento

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en
ISS-2001 casos ddlares USD
Pleno 11.699.940 -20,5 -570.729 -49.979.290.036 -10.962.174
30% 15.209.922 -20,5 -741.947 -64.973.077.047 -14.250.826
50% 17.549.910 -20,5 -856.093 -74.968.935.054 -16.443.260
100% 30.419.844 -20,5 -1.483.895 | -129.946.154.094 -28.501.651
200% 52.649.730 -20,5 -2.568.280 | -224.906.805.162 -49.329.781
Enfermedad hepética

La sepsis y la respuesta inflamatoria tienen una importante funcién en el desarrollo de la
hepatitis hipoxica o isquémica debida a la presencia de «disoxia» hepatica y a la alteracion
de la funcion respiratoria de las células hepaticas, La insuficiencia cardiaca, la insuficiencia
respiratoria y el shock séptico son responsables de mas de un 90 % de los casos de
hepatitis hipoxica(174). A pesar de que las enfermedades hepaticas no causan muerte si
hacen el que paciente pierda calidad de vida e se incurre en costos hospitalarios para su
tratamiento (175). Youngester y col. Reportaron que pacientes con bacteriemia por MSSA
tratados con cefazolina tan solo el 2% presento enfermedad hepatica mientras que los
tratados con isoxazilpenicilinas fue del 30% (28). Segun el analisis realizado si se usa
cefazolina podran disminuir los costos hospitalarios relacionados bacteriemia y falla
hepatica en COP 76.843.158.431 en una bacteriemia no complicada (tabla 26), COP
111.957.678.254 en una bacteriemia persistente (Tabla 27) y COP 164.663.910.923. (Tabla
28)

Tabla 26. Costos de hospitalizacion de bacteriemia no complicada vs Enfermedades
hepaticas

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en dodlares
ISS-2001 casos
Pleno 3.899.980 -28 -139.285 -12.197.326.735 -2.675.292
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30% 5.069.974 -28 | -181.071 -15.856.524.756 -3.477.880
50% 6.434.967 -28 | -229.820 -20.125.589.113 -4.414.232
100% 10.334.947 -28 | -369.105 -32.322.915.848 -7.089.525
200% 24.569.874 -28 | -877.496 -76.843.158.431 - 16.854.342
Tabla 27. Costos de hospitalizacion de bacteriemia persistente vs Enfermedades
hepaticas

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en
ISS-2001 casos ddlares

Pleno 11.932.470 -28 | -426.160 -37.319.226.085 -8.185.387
30% 15.512.211 -28 | -554.008 -48.514.993.910 -10.641.003
50% 17.898.705 -28 | -639.239 -55.978.839.127 -12.278.081
100% 23.864.940 -28 | -852.319 -74.638.452.169 -16.370.774
200% 35.797.410 -28 | -1.278.479 -111.957.678.254 | -24.556.161

Tabla 28. Costos de hospitalizacion por shock séptico vs Enfermedades hepaticas

Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en
1ISS-2001 casos délares USD
Pleno 11.699.940 -28 | -417.855 -36.591.980.205 -8.025.877
30% 15.209.922 -28 | -543.212 -47.569.574.267 -10.433.640
50% 17.549.910 -28 | -626.783 -54.887.970.308 -12.038.816
100% 30.419.844 -28 | -1.086.423 -95.139.148.533 -20.867.280
200% 52.649.730 -28 | -1.880.348 -164.663.910.923 -36.116.447
Mortalidad a los 30 dias

La bacteriemia es una de las enfermedades que mas causan altas tasas de mortalidad entre
el 35-40% (41,176). Se ha reportado que el tratamiento con isoxazilpenicilinas causa un
15% de muertes a los 30 dias, mientras Cefazolina un 10%(19). El uso de cefazolina no
solo evitaria un 5% menos de muertes, (que no es un porcentaje menos importante cuando
se trata de mantener la vida de los pacientes). sino que adicionalmente el sistema de salud
lograria un ahorro de COP 430.321.687.211 por una bacteriemia no complicada (Tabla 29),
para una bacteriemia persistente COP 626.962.998.222 (Tabla 30) y por un shock séptico

COP 922.117.901.166 (Tabla 31)

Tabla 29. Costos de hospitalizacion de bacteriemia no complicada vs Mortalidad a los

30 dias
Descripcion AC AE AC/ AE C/E x Numero de | Valor en dolares
ISS-2001 casos UsD
Pleno 3.899.980 -5 -779.996 -68.305.029.716 -14.981.637
30% 5.069.974 -5 -1.013.995 -88.796.538.631 -19.476.128
50% 6.434.967 -5 -1.286.993 -112.703.299.031 | -24.719.701
100% 10.334.947 -5 -2.066.989 -181.008.328.747 | -39.701.339
200% 24.569.874 -5 -4.913.975 -430.321.687.211 | -94.384.315

Tabla 30. Costos de hospitalizacion de bacteriemia persistente vs Mortalidad a los 30

dias
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Descripcion AC AE | AC/ AE C/E x Niumero de | Valor en ddlares
ISS-2001 casos UsD

Pleno 11.932.470 -5 -2.386.494 -208.987.666.074 | -45.838.168
30% 15.512.211 -5 -3.102.442 -271.683.965.896 | -59.589.618
50% 17.898.705 -5 -3.579.741 -313.481.499.111 | -68.757.252
100% 23.864.940 -5 -4.772.988 -417.975.332.148 | -91.676.335
200% 35.797.410 -5 -7.159.482 -626.962.998.222 | -137.514.503

Tabla 31. Costos de hospitalizacion por shock séptico vs Mortalidad a los 30 dias

Descripcion AC AE | AC/ AE C/E x Numero de | Valor en
ISS-2001 casos ddlares USD
Pleno -11.699.940 -5 -2.339.988 -204.915.089.148 -44.944 912
30% -15.209.922 -5 -3.041.984 -266.389.615.892 -58.428.385
50% -17.549.910 -5 -3.509.982 -307.372.633.722 -67.417.368
100% -30.419.844 -5 -6.083.969 -532.779.231.785 -116.856.771
200% -52.649.730 -5 -10.529.946 -922.117.901.166 -202.252.103

5.2.5 Arbol de decisiones

En el arbol de decisiones se puede apreciar la descripcion de la toma de decisiones en caso
de tener un paciente con sintomas de posible bacteriemia y que desenlaces clinicos se
podrian dar si se introduce la prueba rapida como alternativa para conocer el CzIE en los
MSSA y cada decision como influiria la disminucién de efectos adversos, y en el ahorro en
pesos para el sistema de salud cada vez que un paciente tiene menor probabilidad de
generar comorbilidades y mayor posibilidad de tener calidad de vida (Anexo 3).

5.5 DISCUSION

La evaluacién econdmica permite la gestién integral de los recursos, analizar los procesos
y los costos incurridos para desarrollar una determinada intervencién sanitaria, evaluar la
relacion de coste-efectividad de los resultados de las acciones segun su impacto, es decir,
la obtencién de un beneficio sostenido en términos de salud sobre la morbilidad y mortalidad
de la poblacion, en funcion de los costes asociados para lograr determinada accién(177).
Estas evaluaciones econdmicas se hacen necesarias para relacionar los costos con las
actividades de vigilancia en salud y sus los recursos que son limitados, por tanto, es
importante disponer de estudios que permitan ver la forma de asignar recursos que
permitan maximizar la salud(178).

La bacteriemia causada por Staphylococcus aureus en nuestro pais afecta a mas de
100.000 personas, se ha reportado que el 78% de esta infeccion es causada por MSSA y
genera al alrededor de 26.000 muertes (12,39,44,179). La letalidad de esta es del 30%, lo
cual hace que esta enfermedad este en el foco del sistema de salud buscando alternativas
para mejorar su tratamiento y disminuir morbilidad y mortalidad. Cefazolina es un antibiético
que se usa para tratar las bacteriemias por MSSA tiene buena tolerabilidad, bajos efectos
adversos, menor costo y menor mortalidad en comparacién con las isoxazilpenicilinas
(19,26,160,180). Sin embargo, el efecto inoculo a cefazolina a amenaza la eficacia de este
antibiotico. En este capitulo se realizé una estimacién de la costo-efectividad de una prueba
rapida para deteccién del efecto inoculo a cefazolina, con el fin de recuperar la cefazolina
como antibiético de uso para infecciones de alto inoculo como bacteriemia, endocarditis,
osteomielitis causadas por MSSA, (19,26,). Se ha reportado en Estados Unidos que los
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costos directos hospitalarios por bacteriemia causada por MSSA puede llegar hasta los
40.725 USD (181), otros estudios reportan valores de 123.065 USD en 84 casos con
bacteriemia sin incluir el tratamiento con antimicrobianos que fue de 119.210 USD (182).
Los analisis de costos de la bacteriemia no complicada, complicada y shock séptico, se
realizaron con los precios del Manual de 1SS-2001 y El Manual del SOAT 2023 (con
tratamiento a oxacilina o cefazolina) se tarifaron diferentes porcentajes para tener una
aproximacion en diferentes escenarios de cuanto podria ser el valor de esta infeccién en un
hospital del pais. Segun el 1SS-2001 el costo de bacteriemia no complicada hasta shock
séptico con tratamiento a oxacilina oscila entre COP 46.269.437 y COP 225.726.255 en su
tarifa mas alta (Tabla 10). Y con el SOAT 2023 oscila entre COP 67.308.482 y COP
353.845.768 (Tabla 12 ); Mientras que con el tratamiento a cefazolina el ISS-2001 el costo
oscila entre COP 21.699.563 Y COP 208.176.345 en su tarifa mas alta (tabla 12) y con el
SOAT 2023 COP 53.073.555 y COP 346.045.808(Tabla 14). En las dos alternativas
tarifarias cefazolina presenta un menor costo que la oxacilina, lo que es consistente con la
literatura donde se ha reportado que para tratamiento de una bacteriemia por MSSA el costo
de las isoxazilpenicilinas por dia es de 162 USD, mientras que el de cefazolina es de 8 USD
por dia y realizando el calcula de un promedio de 20 dias de estancia hospitalaria el costo
de la isoxazilpenicilina fue de 3400 USD y con cefazolina de 166 USD (26). En otro estudio
en una clinica ambulatoria, que trata aproximadamente a 100 pacientes al afo con
cefazolina y/o nafcilina durante una mediana de 28 dias, indicaron el costo econémico de
los 100 pacientes si fueran todos tratados con nafcilina el costo ascenderia a $475 776
frente a $73 584 por 100 pacientes tratados con cefazolina: un ahorro potencial de $402
192 por afo (28).

Por otro lado se realiz6 el coste del valor de la prueba rapida a cefazolina para una muestra
con dos controles de calidad y el valor es de COP156.335 (Tabla 14) y también se buscé el
valor del comparador que es el antibiograma por los manuales tarifarios 1SS-2001(166) y
SOAT 2023 (167)(Tabla 16). Se realizé el RICE de la prueba rapida vs el antibiograma y
arrojo un aumento incremental por cada paciente 1.245-1.570 COP, es decir que el sistema
de salud tendria que invertir COP entre 40.185.925 a 109.061.534 para 87.851 casos de
bacteriemia por MSSA. Aparentemente el costo de la prueba es bajo por paciente y no
habria diferencia entre implementarla o no. Pero el RICE cuando se analizaron los costos
de tratamiento a una bacteriemia al implementar la prueba rapida, sugirié que el sistema de
salud por utilizar cefazolina lograria ahorrar en costo de hospitalizacién en bacteriemia no
complicada, complicada y shock séptico entre COP 25.018.702.745, hasta COP
88.103.018.109. Sin embargo, el verdadero impacto econdmico no solo es evidente cuando
la prueba rapida permite usar cefazolina, sino que también se ve reflejado en la disminucién
de efectos adversos y por ende los costos econdmicos de tratamiento por estos eventos.

La cefazolina no solamente es mas econdmica que las isoxazilpenicilinas, sino que también
tiene mejor tolerabilidad, genera menos eventos adversos como la nefrotoxicidad, las
anomalias hepaticas, ademas causa menos fracaso terapéutico por toxicidad, facilidad de
administracion y terapia ampliada para sospechas de infecciones secundarias durante el
ingreso y menor mortalidad(19,26,71,160). A partir de los datos de los desenlaces
mencionadas anteriormente y con los costos de la infeccidon de bacteriemia con oxacilina
vs Cefazolina se quiso hacer el analisis de la Razén Incremental de costo efectividad para
cada uno de ellos. Cuando los pacientes con bacteriemia por MSSA son tratados con
cefazolina tiene menor probabilidad de tener nefrotoxicidad en comparacién con
isoxazilpenicilinas, lo cual segun los resultados de este estudio con el RICE el costo de
ahorro al tener menor nefrotoxicidad varian entre COP 107.580.421.803 a COP
378.842.977.870 para los casos con bacteriemias, por fallas de tratamiento el ahorro oscila
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entre COP 104.956.509.076 y COP 224.906.805.162, en enfermedades hepaticas entre
76.843.158.431 a 164.663.910.923. y en mortalidad a los 30 dias el ahorro esta entre COP
430.321.687.211- COP 922.117.901.166.

Esta estimacion de costo efectividad de la prueba rapida y su implementacién como impacta
en la recuperacion de cefazolina permitiendo disminucion de los efectos adversos y el
ahorro que implica para el sistema de salud, es muy valioso debido a que el CzIE es un
mecanismo de resistencia que se ha reportado en diferentes partes del mundo. En Estados
unidos se ha reportado que es del 29,8%(89), En Corea del sur varios estudios reportan
CzIE entre el 11% y 57% (50,95,131,147,183) , Japon ha reportado 57% de CzIlE (133)
Argentina tiene el 54% de CzlE y es un pais donde las isoxazilpenicilinas no estan
disponibles y solo se usa cefazolina como antibiético de primera linea para infecciones
profundas por MSSA (39), En el capitulo | se realizé la prevalencia en 9 paises de latino
América y se reporto el 40% de este CzIE. Lo que indica que esta prueba diagndstica no
solo seria util para nuestro pais sino para todos aquellos que presentan este fenotipo de
resistencia como los es el CzIE.

Es importante resaltar que esta estimacién de costo efectividad, tiene sesgos y limitaciones,
lo casos de bacteriemias y las defunciones por las mismas estan subestimadas
posiblemente por subregistro de las entidades (162,179), por esto para las defunciones se
tomé un porcentaje de mortalidad de la literatura(163,165). Por otro lado, los costos
evaluados de hospitalizacion se realizaron contemplando un panorama general de una
bacteriemia no complicada, persistente y shock séptico y tomando tiempos de estadia
hospitalaria estandar reportadas en la literatura (184), es claro que cada paciente tiene un
proceso de enfermedad diferente y los costos pueden variar de un paciente a otro. Los
precios de la cefazolina y la oxacilina no estan completamente regulados en el pais, es
posible que los valores puedan diferir, pero la cefazolina sigue siendo mucho mas
econdémica que las isoxazilpenicilinas. Adicionalmente este estudio se realizé solo para
bacteriemia causada por MSSA y se ha reportado que otras enfermedades con alto inoculo
bacteriano como Osteomielitis presentan hasta un 60% de CzIE (40). Si se incluyen todas
las enfermedades de alto inoculo bacteriano causadas por MSSA, posiblemente aumentara
el costo de la prueba rapida a alto inoculo a cefazolina y se aumentara el ahorro para el
sistema de salud. Los costos de las bacteriemias deben ser mas altos de los estimados en
este estudio debido a que solo se contemplaron costos directos y se omitieron los indirectos
que estan relacionados con el paciente y su entorno.

5.6 CONCLUSIONES

El analisis de costo-efectividad demostré que la implementacion de la prueba rapida a
cefazolina es de un bajo costo por paciente y que su impacto mas directo esta la
recuperacion de la cefazolina como antibiético de primera linea y esto conlleva a que se
disminuyan los efectos adversos en los pacientes, los costos de tratamiento y la mortalidad
a los 30 dias, lo cual se desencadena en un ahorro para el sistema de salud nacional de
miles de millones de pesos, que podran ser destinados a otras enfermedades que son un
problema de salud publica.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

La resistencia a los antimicrobianos es una amenaza para la medicina moderna y para la
sostenibilidad de la respuesta eficaz de la salud publica mundial ante la amenaza constante
de las enfermedades infecciosas. Los medicamentos efectivos son esenciales para las
medidas preventivas y los tratamientos, protegiendo a los pacientes de enfermedades
potencialmente mortales y asegurando que los procedimientos complejos como la cirugia y
la quimioterapia entre otras se puedan realizar con bajo riesgo. Sin embargo, el uso
indiscriminado de los medicamentos pone riesgo al mundo sin excluir a ningun pais, pues
hay muy pocos productos de reemplazo en la etapa de investigacion y desarrollo. Ni
tampoco existe una accion global inmediata y concertada. Esta problematica amenaza con
entrar al planeta en una era posantibiotica donde las infecciones comunes podrian volver a
ser mortales(185).

La organizacion Mundial de la Salud adopto un plan accién para tratar de mitigar la crisis
de la RAM en el mundo, planteandose 5 objetivos:1. mejorar la concienciacién y la
comprension con respecto a la resistencia a los antimicrobianos a través de una
comunicacion, educacion y formacion efectivas; 2. reforzar los conocimientos y la base
cientifica a través de la vigilancia y la investigacion; 3. reducir la incidencia de las
infecciones con medidas eficaces de saneamiento, higiene y prevencién de las infecciones;
4. utilizar de forma éptima los medicamentos antimicrobianos en la salud humana y animal;
5. Preparar argumentos econémicos a favor de una inversion sostenible que tenga en
cuenta las necesidades de todos los paises, y aumentar la inversibn en nuevos
medicamentos, medios de diagndstico, vacunas y otras intervenciones (185).

Esta investigacién contribuye a reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de la
vigilancia y la investigacién; conocer a detalle el comportamiento de los microorganismos y
sus caracteristicas evolutivas y de resistencia, es por ello que caracterizar el efecto inoculo
a cefazolina (CzIE) en aislamientos de MSSA causante de bacteriemia de 9 paises de
Latino América permite vigilar la prevalencia de CzIE en las estas regiones. Es de resaltar
que todos los paises evaluados presentaron una presencia de CzIE no menor del 30%,
siendo el mayor Argentina con un 54% (39). En Ecuador y Colombia presentaron un CzIE
del 42% y 40% respectivamente, lo cual es consistente con reportes anteriores realizados
del CzIE en estos paises respectivamente (40), estos son porcentaje realmente alarmantes
teniendo en cuenta que es un mecanismo que no se detecta por métodos de rutina clinica,
para empeorar la situacion en infecciones como osteomielitis se ha reportado en Colombia
un 60% CzIE y en un estudio de nifios con osteomielitis aguda en Estados Unidos se reportd
14.4% de CzIE y se asociaron con el desarrollo de osteomielitis cronica (57).

De la misma manera, se caracterizaron los aislamientos de MSSA que presentaron efecto
inoculo a cefazolina (CzIE) encontrando el 78% tuvieron BlaZ-A y 53% BlaZ-C. y los MSSA
que no presentaron CzIE se asociaron con BlaZ-B con 90% y BlaZ-C con 47% (Tabla 5).
Por otro lado, se propuso una nueva clasificacion de las betalactamasas basadas en el
CzlIE, por medio de alotipos los cuales incluyeron un analisis de la betalactamasa completa
incluido el péptido sefial y esta clasificacion evidencio 3 cambios de aminoacidos
significativos, que podrian estar involucrados de forma critica en la generacién del efecto
inoculo.
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Sin embargo, en los experimentos del capitulo | se presentaron varias limitaciones Primero,
no se investigaron los perfiles cinéticos de los diferentes alotipos de betalactamasas.
Ademas, aunque los valores de CIM son importantes desde un punto de vista clinico, en
este trabajo se utilizd CIM de cefazolina como sustituto de las caracteristicas cinéticas de
las betalactamasas. Por lo tanto, para establecer si la clasificacién de alotipos de BlaZ
podria correlacionarse con la CzIE y predecir el fenotipo en aislamientos clinicos de S.
aureus, seria necesario realizar un analisis enzimatico. En segundo lugar, se evaluaron solo
aislamientos recolectados de infecciones del torrente sanguineo. Por lo tanto, nuestros
hallazgos pueden no ser aplicables a MSSA recuperados de otras fuentes (es decir,
abscesos profundos, osteomielitis, neumonia, endocarditis y otras infecciones con altas
cargas bacterianas). Finalmente, los resultados clinicos no estaban disponibles para el
analisis y, por lo tanto, la correlacién con fenotipos clinicamente relevantes seria de suma
importancia en futuras investigaciones.

Por otro lado, y contribuyendo nuevamente a él plan de resistencia antimicrobiana de la
OMS. En la preparacién de nuevos medios de diagndstico, vacunas y otras intervenciones
(185). Se postulo una prueba diagnédstica rapida para la deteccién del efecto inoculo a
cefazolina (CzIE), lo cual es un desarrollo valioso para la ciencia, la clinica humana y la
salud publica. Debido a que este fendmeno que por afos ha pasado desapercibido y
posiblemente ha generado mayores estancias hospitalarias, mas comorbilidades y fallas
terapéuticas en infecciones con alto inoculo bacteriano como bacteriemia, osteomielitis,
endocarditis y abscesos entre otras(32,39,55).

Esta prueba se validd utilizando 689 aislamientos de MSSA del torrente sanguineo
recuperados de Latino América y EE.UU con una sensibilidad y especificidad global de
82,5% y 88,9%, respectivamente. La sensibilidad en los aislados de MSSA que albergaban
BlaZ tipo A (la enzima mas eficaz contra la cefazolina) fue del 92,7 % con una especificidad
del 87,8 %. El rendimiento de la prueba fue menor frente a las enzimas tipo By C
(sensibilidades del 53,3 % y 72,3 %, respectivamente) y el resultado se obtiene en 2 a3
horas, mientras que la prueba estandar de oro para deteccién de CzIE se puede demorar
hasta 4 dias y diferencia de la determinacion de la CIM con indculo alto, la prueba rapida
es econdémica, factible y facil de realizar. Después de pequefios pasos de validacion, podria
incorporarse al flujo de trabajo de laboratorio clinico de rutina.

A pesar de este importante aporte a la salud publica como lo es la prueba rapida, este
estudio del capitulo Il presenté varias limitaciones. En primer lugar, los aislamientos
incluidos en la cohorte son principalmente de Latino América (93%) vy, por lo tanto, las
medidas de rendimiento de la prueba podrian variar cuando se aplican a aislamientos de
otras ubicaciones geograficas, ya que la probabilidad previa a la prueba estaria influenciada
por la prevalencia de la prueba. CzIE en cada region. En segundo lugar, la prueba se
desarrollé en un laboratorio de investigacién y es necesario validar el rendimiento de la
prueba en el mundo real. En tercer lugar, en esta cohorte solo se incluyeron los aislamientos
que causan infecciones del torrente sanguineo, y no esta claro si los resultados se
aplicarian a los aislamientos recuperados de otras infecciones. Concluyendo, y como
ocurrid en la parte | de esta investigaciéon no fue posible evaluar los resultados clinicos
debido a la falta de informacion confiable en todos los pacientes.

Finalmente, para la salud publica las evaluaciones econémicas, tan tomado relevancia al
momento de tomar decisiones para optimizar recursos econdmicos y al mismo tiempo
disminuir la letalidad de las infecciones y mejorar la calidad y esperanza de vida de los
pacientes(106). Para completar esta investigacién el estudio econémico de costo
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efectividad de la prueba rapida y las implicaciones que tendria poderla tener en el ambito
clinico. En primer lugar, logré mostrar que las tarifas del manual SOAT son dramaticamente
mas altas que las del ISS 2001, es tal la diferencia que mientras una bacteriemia no
complicada por el ISS en su tarifa mas alta podria llegar a costar 225.726.255 COP (Tabla
10) , por el SOAT aumenta casi 100.000.000 COP mas con un valor de 353.845.768 COP
(Tabla 12). Esto se debe a que el ISS 2001 desde su creacion no ha sido actualizado y sin
embargo hay muchas entidades hospitalarias que negocian con este manual, mientras que
el SOAT es actualizado anualmente y a pesar que fue un manual disefado para accidentes
de transito, es muy completo y también se emplea para negociar en instituciones
hospitalarias. En segunda instancia al calcular la Razén de costo Incremental de Costo
Efectividad (RICE) entre la prueba rapida y el antibiograma se estimé que el sistema de
salud le costaria 134.126.187 COP para implementar la prueba rapida a 87.851 casos de
bacteriemia por MSSA. Al lograr por medio de la prueba rapida a CzIlE recuperar la
cefazolina como terapia definitiva, no solo disminuira los costos en hospitalizaciéon con
respecto al tratamiento con oxacilina hasta en 88.103.018.109 COP ( Tablas 18-20), sino
que también se disminuira el porcentaje de efectos adversos y a su vez los costos que
generan estos efectos por el tratamiento con isoxazilpenicilinas. Eventos adversos como la
nefrotoxicidad podrian disminuir hasta un 20% con un ahorro al sistema de salud de hasta
378.842.977.870 COP ( Tablas 21-23) y la mortalidad a 30 dias hasta un 5% con un ahorro
hasta de hasta 922.117.901.166 COP (tablas 24-26).

Y con esto incluyendo la calidad de vida que podria aumentar en los pacientes evitando las
comorbilidades y disminuyendo la letalidad de la infeccién que es del 30%. Realmente esta
herramienta diagnostica permitira recuperar la cefazolina un antibiético que ademas de
econdmico tiene muchas ventajas para el personal de salud y para el paciente.

En este estudio de costo efectividad se presentaron sesgos de clasificacién . En primer
lugar, debido a que los casos por bacteriemia no estuvieron bien definidos en el CIE-10
cuando se quiso atribuir una muerte por bacteriemia por S.aureus muertes fue posible, por
tal motivo se imputaron datos, tomando la mortalidad por literatura. En segundo lugar, El
subregistro de datos en el RIPS en los CIE-10 correspondiente a Sepsis por S.aureus,
impidié dar un numero exacto de datos, por lo que se decidid incluir las bacteriemias
causadas por Staphylococccus spp y no especificadas e imputar la prevalencia de las
causadas por MSSA segun lo reportado en la literatura. En tercer lugar, los analisis de los
efectos adversos se realizaron desde datos de la literatura. Y por ultimo se realizo el analisis
para una sola infeccion, lo cual nos impide saber como seria el analisis con otras infecciones
de alto inoculo bacteriano.

El objetivo mas importante es para la salud publica garantizar de forma integra, la salud de
la poblacion mediante acciones dirigidas tanto de forma individual como colectiva y los
resultados de estas acciones se constituyen en indicadores de las condiciones de vida,
bienestar y desarrollo integral. La prueba rapida a cefazolina CzIE es una herramienta
diagnostica valiosa para recuperar la cefazolina para el tratamiento de infecciones de alto
inoculo bacteriano y de esta manera disminuir los costos en hospitalizacién y por
consecuencia de los efectos adversos, Ademas de mejorar la calidad y esperanza de vida
de los pacientes disminuyendo la posibilidad que tengan una comorbilidad por
consecuencia de administracion de antibiético.
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7. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto inoculo a cefazolina en otra infecciones de alto inoculo
bacteriano como endocarditis, abscesos u osteomielitis donde se ha
reportado que la prevalencia en Colombia es del 60% (40).

Realizar el ensayo cinético de los alotipos de las betalactamasas para tener
informacion mas certera de la relacion de los alotipos con el CzIE.

Realizar la validacion la prueba rapida en diferentes laboratorios clinicos del
pais y en tiempo real, para mejorar o adaptar la prueba para que sea
reproducible en cualquier laboratorio.

A partir de esta investigacion, seria interesante desarrollar un estudio clinico
donde se puedan tener la informacion clinica, microbiolégica y econdémica
para realizar un analisis no basado en la literatura sino en datos reales del
pais.
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Anexo 1. Distribucién de falsos positivos y falsos negativos de MSSA con eCzIE

Cefazolin MIC a Al (ug/mL)
Blaz No de (No de aislamientos) Complejo clonal CC

Discrepancias Alotipo Tipo alslazg/:)entos o6 64 3 16 8 4 2 1 (No de aislamientos)
Falso Blaz-1 C 24 (53) 5 3 2 14 CC5 (7), CC8 (5), CC1 (5), CC15 (4), CC45 (1)
Negativo Blaz-4 A 9 (20) 1 8 CC45 (4), CC8 (3), CC5(1), ND (1)
n=45 Blaz-3 B 5 (11) 4 1 ND (3), CC8(2)
Blaz-6 C 3(7) 2 1 CC30 (1), CC1 (1), ND (1)
Blaz-2 A 1(2) 1 CC30 (1)
Blaz-5 B 1(2) 1 CC5 (1)
Blaz-8 B 1(2) 1 CC8 (1)
Blaz-23 C 1(2) 1 CC15 (1)
TOTAL 45 (100) 13 4 5 23 CC8 (11), CC5 (9), CC1 (6), CC15 (5), CC45 (5),
ND (7
Falso Blaz-1 C 16 (33) 7 71 2 cc:1( (23), C5 (4), CC30 (1), CC15 (1), CC8 (1),
Positivo ND (1)
(n=48) Blaz-5 B 15 (31) 5 7 3 CC5(9), C97 (4), CC1 (1), CC45 (1)
Blaz-3 C 8 (17) 1 7 CC8(4),ND (4)
Blaz 2 A 2 (4) 1 1 CC30 (1), ND (1)
Blaz-4 A 2 (4) 2 CC8 (2)
Blaz-6 C 1(2) 1 CC1 (1)
Blaz-9 B 1(2) 1 CCl(1)
Blaz-13 C 1(2) 1 ND (1)
Blaz-28 A 1(2) 1 CC30(1)
Blaz-0 A 1(2) 1 CC8 (1)
TOTAL 48 (100) 9 16 11 12 C5(13), CC1 (11), CC8 (8), CC97 (4) CC30 (3),

CC15 (2), CC45 (1), ND (7)

ND: No determinado. MICg Negrita, MICso Subrayado..



Anexo 2 . Nitrocefin-based hydrolysis of MSSA strains after 30 minutes in the presence and absence of ampicillin.

1.2-
£
£ 10- ®BHI alone
o ! mBHI plus nitrocefin
3 087 - ATX0117 uninduced (TX/U)
§ 0.6- 1 ¥ TX0117¢ uninduced (TXC/U)
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o 0.44 -
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Q’qb Strains

TX0117 (exhibits the CzIE), TX0117c (cured derivative of TX0117 without CzIE) and ATCC29213 (BlaZ but no CzIE).
Symbols represent the number of repetitions of each experiment. Statistically significant differences (all p<0.001) were
observed in ODs after 30 min of incubation for TX0117 (CzIE) vs TX0117c (no CzIE) and vs. ATCC 29213 (no CzIE).



Anexo 3. Arbol de decisiones

Sintomas del
paciente
- Estado mental
alterado
- 25 respiraciones
por minuto 0 mas
- Nueva necesidad de
oxigeno (40% o més)
-Presion arterial

sistélica de 90 mmHg
0 menos
- Mas de 130 latidos
por minuto
- No orinar en las 18
horas anteriores.

- Aspecto mouado ]
ceniciento Cianosis
de piel, labios o
lengua Erupcién de la
piel que no blanquea

Hemocultivo

No
N Otro tratamiento

Positivo

Negativo

Bacteriemia

Otra infeccién

-G

Identificacion
de S.aureus

No

S.aureus susceptible a
melicilina- MSSA

\ S.aureus resistente a

meticilina- MRSA

Tratamiento con
vancomicina

e

1 1. Mayor probabilidad de mortalidad

Tratamiento con . Efcios adversos: nefrotocidad,
DI hepatotoxicidad, irritacion venosa.

.~ OxaciPeniciinas 3. Larga estancia hospitalaria

Positivo 4. Mayor Costo economico

Deteccion del efecto
inoculo a Cefazolina
Negativo
\\ T i con
Cefazolina =

Si

1. Menor Probalidad de mortalidad
2. Menores efectos adversos

3. Menor estancia hospitalaria

4. Menor costo economico

rikde 18 enla de

identificacion de
e CzIE? © 2. Reingreso hnspmlano
3. Efectos
hepatotoxicidad, irritacion vencsa.
4. Larga estancia hospitalaria
5. Aumento en los costos ecominicos

Falla de

por efecto Inoculo
No

Si

®

.1. Menor Probalidad de mortalidad
2. Menores efectos adversos

3. Menor estancia hospitalaria

4. Menor costo economico

Tratamiento antibittico
con cefazolina

Si—— Ti exitoso

Antibiograma
1. Mayor probabilidad de mortalidad
2. Em ldversos. nefrotoxicidad,

venosa.
3. Larga estancia hospitalaria
4. Mayor Costo econemico

o]

Penicilinas

1k enlafF idad de

2. Reingreso hospitalario

3. Efectos adversos: nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad, irritacién venosa.

4, Larga estancia hospilalaria

5. Aumento en los costos ecominicos

Falla de
por efecto Inoculo

MSSA il
cefazolina

1 MemrFrobdmddemidad

2. Menores efectos advel
Tratamiento exitoso -@—3 Menor estancia hospildllil
4. Menor costo economico

1. Mayor probabilidad de mortalidad

T o 2. Efectos adversos: nefrotoxicidad,
iritacion venosa

Penicilinas

3 Larga estancia hospitalaria
4. Mayor Coslo economico






