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ABREVIATURAS

AMC: amoxicilina/clavulanico

BL: betalactamicos

BL/IBL: betalactamico/inhibidor de betalactamasa

IBL: inhibidor de betalactamasa

CDC: Centros de Control y Prevencién de Enfermedades

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CMI: concentracién minima inhibitoria

CMT: complex mutant TEM

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control

ECOQF: epidemiologic cut-off

ESCMID: European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
EUCAST: European Committe of Antimicrobial Susceptibility Testing
FC: farmacocinética

FC/FD: farmacocinético/farmacodinamico

FD: farmacodinamia

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
IRT: inhibitor-resistant TEM betalactamases

PTZ: piperacilina/tazobactam

NCCLS: National Committe for Clinical Laboratory Standards

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PBP: penicilling binding proteins
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MERCEDES DELGADO VALVERDE INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. LAS RESISTENCIAS BACTERIANAS COMO PROBLEMA DE SALUD PU-
BLICA Y EL USO DE ANTIMICROBIANOS

Durante mas de 60 anos, los antibiéticos han sido considerados como la panacea para
el tratamiento de las enfermedades infecciosas, independientemente de si su uso era o
no apropiado. Los Centros de Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC) de Estados
Unidos han calculado que anualmente se realizan en la practica clinica mas de 60 mi-
llones de prescripciones de antibiéticos innecesarias'. La mayor parte del consumo de
antibiéticos en Espafia, al igual que en otros paises, se produce en el ambito extrahos-
pitalario donde alcanza aproximadamente el 90% del total.

En 1945, Alexander Fleming, al recibir el premio Nobel por el descubrimiento de la pe-
nicilina advirtié de que las bacterias podrian volverse resistentes a estos fAarmacos. La
prediccion de Fleming fue acertada: cada vez que se ha puesto en uso un nuevo agente
antimicrobiano en el &mbito clinico, al poco tiempo se han detectado aislados resisten-
tes al mismo(Figura 1)

Figura 1. Linea temporal de descubrimiento de nuevos antibiéticos y apariciéon de
resistencias.
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El desarrollo de resistencias es un proceso evolutivo normal para los microorganismos,
pero en los dltimos anos se ha acelerado debido a la presion selectiva ejercida por el
uso generalizado de los antibiéticos. Ademas, las cepas resistentes son capaces de di-
seminarse cuando no se toman medidas de prevencién y control de las infecciones®. La
frecuencia de bacterias resistentes en la comunidad ha extendido el problema de la re-
sistencia mas alla de los limites del hospital, de manera que las cepas resistentes pueden
ser transferidas de la comunidad al hospital y viceversa*.

Estos hechos han dado lugar a un escenario en el que las bacterias con mecanismos de
resistencia emergentes se estan diseminando por todo el mundo, amenazando nuestra
capacidad para tratar enfermedades infecciosas bacterianas comunes, y originando
un aumento de la morbimortalidad de las mismas?. La diseminacién de bacterias mul-
tirresistentes es por lo tanto un problema de salud publica, estimandose que causan
unas 700.000 muertes atribuibles al afio y en ausencia de medidas eficaces, se estima
que esta cifra continuara aumentando hasta alcanzar los 10 millones de muertes en el
afio 2050¢.

Ademas de para el tratamiento de infecciones en humanos, los antibiéticos también se
utilizan como profilaxis de infecciones en la cirugia y otros procesos, en veterinaria,
acuicultura, agricultura y con fines no terapéuticos como desinfectantes, conservantes
y aditivos de alimentos y piensos’. En este sentido, el uso de los antimicrobianos en
ganaderia y agricultura tanto en profilaxis y tratamiento como para promover el creci-
miento es un tema muy debatido. Se ha demostrado que este uso induce un aumento de
la resistencia a antimicrobianos en bacterias de origen animal, que estas cepas se han
transmitido a humanos y contribuyen a la creacién y establecimiento de reservorios de
genes de resistencia®°.

Por un amplio periodo de tiempo los antibiéticos han permitido la progresién de avan-
ces en medicina. Este hecho se hace evidente en dreas como la quimioterapia antican-
cerosa, el trasplante de 6rganos o células hematopoyéticas o en la cirugia'®. En muchas
ocasiones las alternativas terapéuticas en pacientes con infecciones por bacterias multi-
rresistentes son muy limitadas, motivando el uso de combinaciones de antibiéticos, asi
como antibiéticos que habian dejado de usarse afos atras debido a su poca actividad o
elevada toxicidad'!. Sin embargo, a pesar de la clara necesidad de nuevas moléculas con
actividad antibiética que amplien los espectros de accién de las actuales o tengan como
objetivo nuevas dianas de accién, el nimero de nuevos antibi6ticos que se encuentran
en fases precomercializacién es muy escaso y son pocas las posibilidades de poder tener
una gran cantidad de nuevos farmacos en los préximos anos.

Debido a la importancia mundial del problema, multiples organizaciones han tomado
conciencia de ello y han desarrollado medidas para el control de las resistencias a anti-
biéticos. Todas coinciden en una serie de estrategias principales:

1. Prevencion de infecciones: si prevenimos las infecciones evitaremos el uso de
antibiéticos de amplio espectro para tratarlas, asi como la diseminacién de bac-
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terias multirresistentes. Las medidas méas basicas pueden llegar a ser en muchas
ocasiones las mas eficaces en la prevencion de las infecciones. Entre estas medi-
das se encuentran la higiene de manos, la desinfeccion de superficies inertes, el
aislamiento de pacientes colonizados o con infecciéon por bacterias multirresis-
tentes o la vacunacién'?15.

2. Reducir el uso de antibiéticos en veterinaria: aunque existen farmacos especi-
ficos para uso veterinario, en la mayoria de los casos son los antibi6ticos para uso
humano los que se aplican en este campo o pertenecen a las mismas familias!'®.
El Parlamento Europeo ha aprobado un proyecto legislativo por el cual quedara
estrictamente restringido el uso de antibiéticos para el tratamiento colectivo y
preventivo en los animales destinados a alimentacién, con el fin de atajar el grave
riesgo para la salud publica en que se ha convertido la resistencia antimicrobiana
por el abuso en el consumo de antibiéticos, fundamentalmente de forma indirec-
ta a través de la cadena alimentaria de carnes'’.

3. Desarrollo de nuevos antibiéticos: desde el descubrimiento de la penicilina se
han introducido mas de cien nuevos antibiéticos en clinica en menos de 50 anos,
pero en la dltima década ha habido una disminucién en el desarrollo de nuevas
moléculas con actividad antimicrobiana. Desde hace varios afnos, las compariias
farmacéuticas invierten poco en la busqueda de nuevos antibiéticos. Se da la pa-
radoja de que se necesitan nuevas clases de antibiéticos eficaces en especies bac-
terianas resistentes pero que seran necesariamente farmacos de uso restringido.
El resultado es la disminucién de las alternativas terapéuticas disponibles. En el
ano 2010 la Infectious Diseases Society of America propuso una accién coordina-
da para llevar a cabo una iniciativa que se denominé 10x20 con la que se propo-
nia el desarrollo de 10 nuevos antibi6ticos antes del afio 2020'8. Recientemente,
en Febrero de este afio, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha publicado
una lista de las bacterias que necesitan urgentemente nuevos antibiéticos, entre
las de mayor prioridad se encuentran los bacilos gramnegativos multirresisten-
tes, incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii y varias ente-
robacterias como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Serratia spp. y Proteus

spp'’.

4. Recuperar antiguos antibiéticos y nuevas indicaciones: debido a esta proble-
matica cada vez es mas frecuente encontrar tratamientos en los que estan presen-
tes antibiéticos que habian caido en desuso o tenian otras indicaciones, como la
colistina o la fosfomicina. Ademas, se emplean antibiéticos clasicos con nuevas
indicaciones o pautas de dosificacion, asi como tratamientos combinados.

5. Uso racional y optimizado de los antibiéticos: aunque son muchos los factores
que favorecen la seleccién y diseminacion de la resistencia a los antibiéticos?, el
uso inapropiado e indiscriminado de los mismos es uno de los factores principa-
les que contribuyen a este fenémeno?! junto al control deficiente de la infeccién
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bacteriana. El uso de antibidticos es excesivo y frecuentemente inadecuado tanto
en atencién primaria como en la atencién hospitalaria. Se estima que mas del
50% de los tratamientos antimicrobianos en humanos son inadecuados, tanto
en el ambito hospitalario como en atencién primaria??. Existe un consenso ge-
neralizado en la necesidad de mejorar el uso de antibiéticos. Hay un alto grado
de evidencia cientifica de que las intervenciones dirigidas a mejorar el uso de
antibiéticos reducen la presion antibiética y contribuyen al control de las resis-
tencias tanto en el &mbito hospitalario como comunitario?® ?4. Las intervenciones
son diversas y deberan adaptarse al medio. Las recomendaciones de la OMS y
la Comisién Europea indican que para tener éxito en la lucha contra la resisten-
cia a antimicrobianos se requiere un planteamiento global y multidisciplinario,
en el que se incluyan todos los agentes implicados tales como diferentes profe-
sionales sanitarios con capacidad para prescribir los medicamentos (médicos y
veterinarios), farmacéuticos, farmacélogos clinicos, microbiélogos, profesiona-
les dedicados a la medicina preventiva, profesionales de enfermeria, asi como
los dedicados a la vigilancia y al estudio de las resistencias, profesionales con
actividades en el campo de la veterinaria, entidades sociales que favorezcan la
difusién de los mensajes a la opinién publica y, de manera muy relevante, res-
ponsables de la Administracién con capacidad de implementar estas estrategias
de control®. Acciones tales como una adecuada prescripcién, la notificacién a la
red de vigilancia de la existencia de microorganismos resistentes, la rapida iden-
tificacion de mecanismos de resistencia y clones epidémicos, el fomento de las
buenas practicas profesionales y la promocién, fomento y difusién del estudio y
la investigacién de las resistencias son vitales para conseguir el uso 6ptimo de los
antibioticos?® 77,

1.2. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS A LOS
ANTIBIOTICOS. TECNICAS Y LIMITACIONES

Los estudios de sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se reali-
zan mediante técnicas de antibiograma, cuyo objetivo es evaluar la respuesta de un
microorganismo a la exposicién a un antimicrobiano. De este modo, el antibiograma
define la actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un microorganismo concreto y
su resultado se utiliza como factor predictor de su eficacia clinica. Las pruebas de sensi-
bilidad han de estar normalizadas y sujetas a un control para asegurar su reproducibili-
dad. Los métodos de sensibilidad tuvieron un gran desarrollo durante la década de1940;
con la apariciéon de numerosas técnicas y el gran avance de las mismas pronto se hizo
evidente la necesidad de estandarizacién. Asi, en 1961 la OMS publicé un informe so-
bre la metodologia para estudios de sensibilidad a antimicrobianos?® ?°. Actualmente,
el European Committee for Antimicrobial Susceptility Testing (EUCAST) y el Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) proporcionan las recomendaciones mas aceptadas
(estos organismos se describen mas adelante).
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Existen diferentes métodos para realizar el antibiograma, y en funcién del método usa-
do los resultados de sensibilidad se expresaran como didmetro de halo (en mm) o como
concentracién minima inhibitoria (CMI) (en mg/L).

1.2.1. Método de difusién con discos

El antibiograma mediante difusién con disco est4 basado en el trabajo de Bauer, Kirby y
colaboradores®3!. En 1975, este método se convirtié en la base de los estandares de di-
fusién con discos del entonces llamado National Committe for Clinical Laboratory Stan-
dards (NCCLS), que aun en la actualidad siguen vigentes. La técnica consiste en deposi-
tar, sobre una superficie de agar previamente inoculada con un microorganismo, discos
de papel de filtro impregnados con una concentracién conocida de antibiético. Una
vez que el disco se pone en contacto con la superficie del agar, el antibi6ético comienza
a difundir radialmente a través del mismo forméandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas entre 18-24 horas de incubacién se genera un halo de inhibicién alrede-
dor del disco (figura 2). Todo el procedimiento esti detalladamente estandarizado, asi
como los medios de cultivo, el in6culo bacteriano necesario, la lectura de los halos de
inhibicién y la interpretaciéon de los resultados®*3*. El método es facil de realizar, rapi-
do, barato y reproducible, siempre y cuando se realice de acuerdo a la recomendacién
de los estandares. Los resultados se expresan en mm, que corresponden al diametro del
halo de inhibicién que se genera alrededor del disco de antibiético. La principal limita-
cién es que no permite conocer el valor de la CMI y la necesidad de esperar 18-24 horas
para conocer los resultados.

Figura 2. Antibiograma realizado por difusién con discos.

1.2.2. Método de Epsilon test (E-test)

El E-test se describié por primera vez en 1988 como un nuevo método para determi-
nar la CMI mediante difusiéon en placa y se introdujo en el mercado en 1991 tras ser
aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA)? 3¢, La técnica se basa también en la difusién del antibiético por la superficie de
agar; sin embargo, con el E-test podemos mediante lectura directa determinar la CMI.
En concreto, se trata de una tira de plastico no poroso que incorpora un gradiente de
concentracién del antimicrobiano en cuestién. La metodologia es la misma que para
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el antibiograma mediante difusion en disco. Al poner en contacto la tira de E-test con
la superficie de agar se produce de forma inmediata la difusién del antibiético desde
la tira hasta el agar, creandose un gradiente exponencial de concentraciones del an-
timicrobiano. Tras la incubacién de la placa se observa una zona de inhibicién con
forma de elipse, de manera que el valor de la CMI coincidira con el punto en el que
el extremo de inhibicién intersecciona con la tira (figura 3). Por lo tanto, el E-test se
considera una alternativa para el estudio cuantitativo de sensibilidad a antimicrobia-
nos, que ademas es sencillo, rapido y tiene una buena correlacién con el método de
referencia.

Figura 3. Antibiograma realizado por difusién con E-test.

Elipse de
inhibicion

1.2.3. Microdilucion

Actualmente es el método de referencia para determinar la CMI a la mayoria de antimi-
crobianos. Se necesita un control y normalizacién cuidadosa para la reproducibilidad
intra- e interlaborarotio, ya que los resultados pueden estar significativamente influidos
por el método utilizado. Por ello, el método se encuentra completamente estandarizado
y todas las recomendaciones se basan en la norma ISO?*”. En la microdilucion se prueba
la capacidad de los microorganismos de producir crecimiento visible en los pocillos
de placas de microdilucién, que contienen diluciones seriadas de los antimicrobianos
(dilucién en caldo). Teniendo en cuenta que la mayoria de placas disponibles tienen 96
pocillos (12x8), podemos estudiar con cada una de ellas, y para el mismo microorga-
nismo 8 antimicrobianos y 11 diluciones o viceversa. El resultado se expresa como una
concentracion (en mg/L o pg/mL) que corresponde a la CMI. La interpretacion de los
resultados, que a veces resulta compleja, se facilita tomando como referencia el creci-
miento observado en los pocillos usados como control positivo, dichos controles posi-
tivos deben presentar una clara turbidez o un botén de al menos 2 mm de diametro (fi-
gura 4). La CMI corresponde a la concentracién mas baja de un agente antimicrobiano
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que, en condiciones in vitro definidas, impide la aparicién de crecimiento visible de un
microorganismo antes de transcurrido un periodo de tiempo definido. La CMI propor-
ciona informacion sobre la sensibilidad o resistencia del organismo al antimicrobiano
y puede ayudar en la toma de las decisiones terapéuticas correctas. Generalmente se
acepta que los ensayos para determinar la CMI en caldo son reproducibles dentro de
un intervalo del doble de la dilucién del punto final, es decir, =1 pocillo en una serie de
dilucién al doble.

Figura 4: Antibiograma realizado por microdilucién en caldo.

Concentraciones de antibiotico (mg/L): Control  Control
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1.2.4. Dilucién en agar

Este método se describié por primera vez en 1940, durante esa década aparecieron
numerosas publicaciones en las que se aplicada el método para el estudio de diferentes
antibidticos en diferentes especies bacterianas?. El agente antimicrobiano se incorpora
dentro al medio con agar. Para lograr el rango de concentracién deseado se prepara
una serie de placas, cada una con una determinada concentracién de antibi6tico. Los
in6culos de los distintos microorganismos se pueden aplicar simultdneamente sobre la
superficie del agar utilizando replicadores de Steers (figura 5). La mayoria de los repli-
cadores existentes tienen una capacidad para inocular entre 32 a 36 microorganismos.
En la actualidad, la técnica de dilucién en agar continua siendo el iinico de método de
referencia para determinar la CMI de fosfomicina, aunque es un método recomendado
para el estudio de sensibilidad del resto de antibiéticos excepto daptomicina’®*’. La
principal limitacién de este método es el tiempo que requiere para preparar el material
necesario y la imposibilidad de automatizacién.
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Figura 5. Replicador de Steers.

1.3. PUNTOS DE CORTE DE SENSIBILIDAD

En términos generales, un punto de corte de sensibilidad representa una concentracion
de antibiético que separa a poblaciones de microorganismos*'. Partiendo de esta premi-
sa, los puntos de corte son usados para definir la sensibilidad y la resistencia de los mi-
croorganismos a los antibiéticos. Dependiendo del método de antibiograma utilizado,
se expresan como concentraciéon (mg/L) si utilizamos técnicas como la microdilucién o
la dilucién en agar o como diametro de halo (mm) si utilizamos la técnica de difusién
con discos. Todos los métodos de estudio de sensibilidad requieren de puntos de corte y
de criterios de interpretacion para poder expresar los resultados del antibiograma como
categorias clinicas (sensible, intermedio o resistente)*. El principal objetivo de los pun-
tos de corte es por lo tanto predecir la sensibilidad o resistencia de un microorganismo
en particular a un determinado antibiético, pero la definicién de sensibilidad o resis-
tencia a un antibiético es compleja y conlleva un significado diferente segtn el objetivo.
Mientras que los términos parecen claros, su significado es ambiguo, ya que pueden
referirse a la interaccién directa entre un microorganismo y un agente antimicrobiano
(significado microbiolégico), o a la respuesta que presentara un paciente frente a un
tratamiento con ese antimicrobiano (significado clinico).

1.3.1. Organismos internacionales: CLSI, EUCAST

En la actualidad, los puntos de corte clinicos que se utilizan en la mayoria de labora-
torios del mundo son publicados por dos grandes organismos internacionales: CLSI y
EUCAST.

1.3.1.1. CLSI

En 1968, 31 médicos y cientificos que representaban a 15 organizaciones se reunieron
para discutir como mejorar la practica con los pacientes y desarrollar un documento de
consenso formal para la normalizacién de las intervenciones clinicas, entonces funda-
ron el NCCLS. En 1977, CLSI fue acreditado por el American National Standards Insti-
tute como una organizacién voluntaria de estandares. Al mismo tiempo, CLSI se con-
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virti6 en la sede del National Reference System for the Clinical Laboratory que constaba
de una red de varios sistemas de referencia que tenian como objetivo mejorar la repro-
ducibilidad de los resultados de las pruebas analiticas, de acuerdo con las necesidades
de la practica clinica. En 1985, el NCCLS como el Centro de Estandares del laboratorio
Clinico de la OMS. En 2005, se le otorg6 una nueva designaciéon y pasé a denominarse
CLSI*. Desde su inicio en 1968, CLSI ha evolucionado hasta convertirse en una ins-
titucion internacional con 1.500 organizaciones miembros y miembros individuales,
asi como mas de 2.000 voluntarios, todos trabajando juntos para avanzar en la calidad
de las pruebas de atencién de la salud. En la actualidad, CLSI es una organizacién sin
animo de lucro que retine a la comunidad mundial de laboratorios por la causa comtn
de fomentar la excelencia en el laboratorio clinico mediante el desarrollo de normas
para las pruebas clinicas de laboratorio basado en las aportaciones y el consenso entre
la industria, el gobierno y los profesionales de la salud (www.clsi.org). Es importante
conocer que en el comité de CLSI estan representadas las empresas farmacéuticas.

1.3.1.2. EUCAST

Durante muchos afios en Europa existian varios comités nacionales para el esta-
blecimiento de puntos de corte clinicos. En 2002 habia al menos seis comités acti-
vos: BSAC (Reino Unido), CA-SFM (Francia), SWAB (Paises Bajos), DIN (Alemania),
NWGA (Noruega) y SRGA (Suecia). En otros paises donde no habia comités especi-
ficos se utilizaban los puntos de corte de CLSI. Las diferencias en la interpretacion
de los estudios de sensibilidad eran considerables, originando confusién entre los
clinicos, asi como impidiendo la comparacién de la tasas de resistencia entre los
paises europeos. En 1997, la European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases (ESCMID) junto a varias agencias nacionales de Europa y el European Cen-
tre for Disease Prevention and Control (ECDC) se unieron para formar el EUCAST,
con el principal objetivo de lograr la armonizacién de los puntos de corte clinicos
en todos los paises europeos y de este modo actuar como un comité europeo tnico
comparable al CLSI en EEUU* %, Se crearon diferentes subcomités con la finalidad
de abordar todos los aspectos referentes a las pruebas de sensibilidad, incluyendo la
terminologia, los puntos de corte y la metodologia. Sin embargo, en ese momento no
existia una relacién formal con los comités nacionales por lo que la armonizacién de
los puntos de corte no era posible. Entre los afios 2001 y 2002 EUCAST sufri6 una re-
organizacién para dar un mayor protagonismo a los comités nacionales. Se formo el
comité directivo de EUCAST compuesto por un presidente, un secretario cientifico,
representantes de todos los comités nacionales activos y dos representantes del comi-
té general de EUCAST. El comité general de EUCAST tiene representantes de todos
los paises europeos, de la industria farmacéutica y de fabricantes de sistemas para
estudios de sensibilidad. Esta estructura organizativa permanece vigente en la actua-
lidad. Entre 2002 y 2010, EUCAST armonizé los puntos de corte en toda Europa y
para cada agente se elaboré y publicé un documento de justificacién que describe el
proceso de armonizacién, enumera los datos utilizados y las excepciones pertinen-
tes*. En 2010 ya habia un conjunto completo de puntos de corte europeos, aceptados
por las autoridades europeas*’. Desde entonces cada vez mas laboratorios clinicos en
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toda Europa han implementado su normativa y sus puntos de corte en su practica
habitual, en el afio 2013 mas del 70% de los laboratorios clinicos europeos utilizaban
los estandares de EUCAST* #°. En la actualidad este porcentaje es mayor, no solo en
el territorio Europeo ya que cada vez mas paises de otros continentes implementan
las directrices de EUCAST (figura 8). Las funciones actuales de EUCAST son armo-
nizar los puntos de corte clinicos de los antimicrobianos en Europa, determinar los
puntos de corte clinicos de nuevos farmacos, establecer puntos de corte epidemio-
l6gicos, revisar los puntos de corte cuando segtn sea necesario, armonizar la meto-
dologia de pruebas de sensibilidad antimicrobiana, desarrollar una pagina web con
las distribuciones de CMIs y didmetros de halo de los antimicrobianos para una gran
cantidad de microorganismos y servir de enlace con las agencias gubernamentales
europeas vy las redes europeas que participan en la resistencia a los antimicrobianos
y la vigilancia de la resistencia®. En la actualidad, esta organizacién pone toda esta
informacién de manera gratuita a través de su pagina web (www.eucast.org) a dispo-
siciéon de cualquier profesional que la necesite, y esta en continua actualizacién. La
utilizacién de las recomendaciones de EUCAST en laboratorios de otros continentes
ha ido creciendo progresivamente.

Figura 8. Implementacion de los puntos de corte EUCAST en diferentes paises en
Abril de 2017.
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1.3.2. Puntos de corte epidemiologicos (epidemiologic cut-off o ECOFF)

A mediados de los noventa del siglo pasado se hizo evidente que los puntos de corte
debian tener la capacidad de detectar mecanismos de resistencia bacteriana y asi poder
vigilar el desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. Asi, se
demostré que los puntos de corte disefiados para guiar la terapia antimicrobiana (pun-
tos de corte clinicos) no necesariamente distinguen entre bacterias sin mecanismos de
resistencia adquiridos (wild-type o salvaje) o con ellos, y no siempre permiten su detec-
cion*® 32, Para satisfacer esta necesidad, en el afio 2002 EUCAST estableci6 los denomi-
nados puntos de corte epidemiolégicos, microbiolégicos o ECOFF>3. Los ECOFF estan
relacionados con la distribucién de las CMI para las poblaciones salvajes que carecen de
mecanismos resistencia adquirida a un agente antimicrobiano en cuestién. El ECOFF se
define para un agente y una especie. Corresponde al mayor valor de CMI para aislados
de una misma especie que carecen de mecanismos de resistencia adquiridos expresados
fenotipicamente para un antimicrobiano en concreto, y por lo tanto también al valor de
CMI mas alto que divide a la poblacion bacteriana salvaje de la no salvaje. Los ECCOF
tienen un papel importante en la deteccién de la resistencia fenotipica a los agentes an-
timicrobianos como un fenémeno biolégico y pueden detectar la presencia de genes de
resistencia con CMI inferiores al punto de corte clinico. Este fenémeno puede carecer
de relevancia clinica, pero es un indicador del desarrollo gradual de resistencia que en
algiin momento puede ser significativo a nivel clinico. Los ECOFF ademas pueden ser
ttiles en situaciones en la que se carece de punto de corte clinico, como ocurre con al-
gunos agentes topicos, o en la practica veterinaria, donde estos pueden ser utilizados>.
Para determinar los ECOFF se estudian las CMI de un gran nimero de aislados que
provienen de una amplia variedad de fuentes, incluyendo comités de puntos de corte,
investigadores individuales en medicina humana y veterinaria, programas para la vigi-
lancia de la resistencia a los antimicrobianos en seres humanos y animales y proyectos
de desarrollo de EUCAST** 34, Actualmente hay méas de 29.000 distribuciones de CMI en
la base de datos EUCAST, lo que equivale a varios millones de valores de CMI. El nimero
(o proporcién) de aislados que tienen la misma CMI se traza para obtener una curva de
distribucién. El ECOFF se establece como el limite superior de la curva para la mayo-
ria de la poblacién. Aquellos aislamientos que tienen CMI por encima de este punto de
corte se consideran resistentes microbiolégicamente hablando (no salvajes) al antibi6-
tico incluso si sus CMI estan por debajo del punto de corte clinico. Los ECOFF deben
establecerse usando métodos estandarizados para determinar la CMI mediante dilucion
en caldo®. De acuerdo a los ECOFF los microorganismos se dividen en dos categorias®:

o Salvajes: un microorganismo se define como salvaje cuando carece de me-
canismos de resistencia adquiridos a un firmaco en cuestién. Los microor-
ganismos de tipo salvaje pueden o no responder clinicamente al tratamiento
antimicrobiano.

o No salvaje o resistencia microbiolégica: un microorganismo se define
como no salvaje cuando estan presentes mecanismos de resistencia adquirida
al farmaco en cuestion. Los microorganismos de tipo no salvaje pueden o no
responder clinicamente al tratamiento antimicrobiano.
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Estos puntos de corte son conceptualmente invariables, no dependen de las dosis de anti-
microbiano que puedan utilizarse y no necesariamente tienen que coincidir con los pun-
tos de corte para definicién de categorias clinicas. Este tltimo aspecto se explica porque
algunos mecanismos de resistencia no confieren incrementos de CMI suficientemente
altos como para comprometer la actividad terapéutica del antimicrobiano considerado.

El namero de distribuciones de CMI y ECOFF va en aumento, pero aun son necesarios
muchos datos. A modo de ejemplo, en el caso de amoxicilina-clavulanico (AMC), en el
sitio web donde podemos consultar las distribuciones de CMI de los microorganismos
salvajes y los ECOFF>®, los datos disponibles son escasos. Se encuentran disponibles las
distribuciones de CMI determinadas usando una concentracion fija de 2 mg/L de acido
clavulanico de A. baumanii, Citrobacter spp., E. coli, K. pneumoniae y Proteus mirabilis,
sin embargo solo en el caso de E. coli el nimero de observaciones es elevado. A pesar de
ello y aunque podemos observar la distribucion de la CMI entre la poblacién de E. coli,
EUCAST aun no ha determinado el ECOFF (figura 6).

Figura 6. Distribucién de la CMI de amoxicilina-clavulanico en aislados de E. coli.
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Como ya se ha comentado, los puntos de corte clinicos no tienen porqué coincidir con
el ECOFF, pudiendo ser menores, iguales o mayores a este. Por ejemplo, EUCAST de-
termina el ECOFF para piperacilina-tazobactam (PTZ) en aislados de E. coli en 8 mg/L,
siendo las cepas con CMI <8 mg/L consideradas salvajes; sin embargo, el punto de corte
clinico de EUCAST considera a los aislados de enterobacterias con CMI <8 mg/L como
sensibles y aquellos con CMI >16 mg/L como resistentes (Figura 7).

Figura 7. Distribucién de la CMI de piperacilina-tazobactam en aislados de E. coli.
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Figura modificada de la pagina web de distribuciones de CMI y ECOFF de EUCAST>®.

En el ano 2015 CLSI introdujo también el concepto de punto de corte epidemiolégico
para una combinacién especifica organismos/antimicrobiano. Al igual que EUCAST, se
define el punto de corte epidemiolégico como un valor de CMI que separa las poblacio-
nes bacterianas en aquellas sin (salvajes) y con (no salvajes) mecanismos de resistencia
y/o mutaciones adquiridas, basados en fenotipos (CMI). CLSI solo establece estos pun-
tos de corte para valores de CMI, mientras que EUCAST también los ha establecido para
valores de mm de halo mediante difusién con discos. En el documento M100-S25 de
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CLSI* se incorporé el concepto solo para vancomicina y Propionibacterium acnés; en el
ano 2016 se anadi6 para azitromicina y Shigella flexneri y S. sonnei, y en el afio 201738
para colistina y Enterobacter aerogenes, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae y Raoultella
ornithinolytica y para la combinacién azitromicina y Neisseria gonorrhoeae.

1.3.3. Puntos de corte clinicos

Los puntos de corte clinicos hacen referencia a la concentracién de un antibi6tico que
es capaz de predecir la eficacia terapéutica de dicho farmaco cuando se utiliza a la dosis
estandar para el tratamiento de una infecciéon causada por el patégeno analizado. Por
lo tanto, intentan distinguir entre los pacientes en los que es probable o improbable,
respectivamente, una respuesta favorable al tratamiento antimicrobiano** ¢!. Estos se
utilizan para informar a los clinicos acerca de los posibles antibiéticos de eleccién para
el tratamiento. Esta definicién no tiene en cuenta mecanismos de resistencia de bajo
nivel que aumenten la CMI sin alcanzar el punto de corte, lo que teéricamente podria
originar el desarrollo posterior de resistencia clinicamente relevante de alto nivel. De
acuerdo a estos puntos de corte los microorganismos se clasifican en tres categorias
clinicas: sensible, intermedio y resistente. La definicién de las categorias muestra leves
diferencias dependiendo del organismo que la defina. En cualquier caso, las tres cate-
gorias referidas se definen como tales aplicando puntos de corte adecuados a una prue-
ba fenotipica definida; dichos puntos de corte clinicos pueden cambiar en funcién del
conocimiento disponible en cada momento sobre la correlacién CMI-respuesta clinica,
asi como con las circunstancias (por ejemplo, cambios en las dosis del farmaco comun-
mente utilizadas, emergencia de mecanismos de resistencias nuevos).

Definiciones de EUCAST

Las definiciones de EUCAST coinciden con las publicadas en la norma de refe-
rencia internacional ISO 20776-137 %,

o Sensible: cepa bacteriana inhibida in vitro por una concentracién de un agente
antimicrobiano que se asocia con una alta probabilidad de éxito terapéutico.

o Intermedio: cepa bacteriana inhibida in vitro por una concentracién de un
agente antimicrobiano que se asocia con un efecto terapéutico incierto. Esta
definicién implica que una infeccién debida al aislado puede ser tratada apro-
piadamente en localizaciones anatémicas en las que el antimicrobiano se con-
centre fisiol6gicamente o cuando pueda utilizarse una dosis alta del mismo.
Esta categoria también implica una “zona reguladora”, para impedir que fac-
tores técnicos, pequenos pero dificilmente controlables, causen discrepancias
importantes en las interpretaciones.

o Resistente: cepa bacteriana inhibida in vitro por una concentracién de un
agente antimicrobiano, que se asocia con una alta probabilidad de fallo tera-
péutico.
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Definiciones de CLSI

CLSI proporciona un aspecto mas amplio a las definiciones de las categorias
clinicas, ya que incorpora a la clasificacién basada en la respuesta in vitro de un
microorganismo a un agente antimicrobiano aspectos relacionados con los nive-
les sanguineos o tisulares alcanzados por los mismos con las dosis generalmente
prescritas de estos3®.

o Sensible: aislados inhibidos por las concentraciones del antimicrobiano que
normalmente se alcanzan cuando se usa a la dosis recomendada para tratar el
lugar de infeccién, resultando en probable eficacia clinica.

o Sensible-dosis dependiente (SDD): aislados cuya sensibilidad depende de la
dosis empleada en el paciente. En los casos donde las pruebas de sensibili-
dad (CMI o difusién) determinen que la categoria de interpretacién es SDD,
serd necesario utilizar un régimen de dosificaciéon que resulte en una mayor
exposicion al antimicrobiano que la que se utilizé para establecer los puntos
de corte clinicos. Esto se logra bien aumentando la frecuencia de las dosis (si
el antimicrobiano es tiempo-dependiente) o la dosis en cada administracion
(si es concentracién-dependiente), o ambos. Una exposicién mayor al farmaco
aumenta la probabilidad de conseguir respuesta clinica con los aislados SDD.
El concepto de SDD esta incluido dentro de la definicion de la categoria inter-
media de los antimicrobianos. Sin embargo, a menudo es pasado por alto o no
es bien entendido por los médicos y microbiélogos al informarse un resultado
intermedio. CLSI utiliza la categoria SDD cuando se aprueban dosis muy supe-
riores a las previamente utilizadas para establecer el punto de corte de sensibi-
lidad, asi como cuando existen suficientes datos para justificar su designacion.
Esta categoria se introdujo por primera vez en el ano 2014 para enterobacterias
y cefepime, pero ya se utilizaba en las pruebas de sensibilidad a antifingicos®.

o Intermedio: se utiliza para los aislados con CMI de un antimicrobiano que
se aproxima a los niveles sanguineos y tisulares que normalmente se alcanzan
en el organismo y para los cuales la tasa de respuesta al tratamiento puede
ser inferior a la que se alcanza con aislados sensibles. La categoria intermedia
implica la eficacia clinica en localizaciones anatémicas donde los farmacos
estan fisiol6gicamente concentrados (por ejemplo, quinolonas y betalactami-
cos en la orina) o cuando se pueden usar dosis mayores que las mas usual-
mente utilizadas pero dentro del tango estandar para del antimicrobiano (por
ejemplo, betalactamicos). Esta categoria también incluye una zona regulado-
ra que pretende evitar que pequenios detalles técnicos, incontrolados, causen
discrepancias mayores en la interpretaciéon del antibiograma, especialmente
en los farmacos con estrechos margenes de toxicidad.

o Resistente: aislados que no son inhibidos por las concentraciones sanguineas
o tisulares que normalmente alcanza el antimicrobiano con las dosis habitua-
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les, y/o que tienen valores de CMI que se incluyen dentro del intervalo en el
cual habria que sospechar la presencia de mecanismos de resistencia especifi-
cos y en los que la eficacia clinica del antimicrobiano frente al aislado no se ha
demostrado de forma fiable.

1.3.4. Puntos de corte farmacocinéticos/farmacodindmicos (FC/FD)

El punto de corte FC/FD es el valor de CMI que permite alcanzar un valor de probabili-
dad poblacional para alcanzar el objetivo terapéutico farmacodinamico o probabilidad
de alcanzar el objetivo (PAO) mayor al 90% con un determinado régimen de dosifica-
cién. De este modo, se pueden considerar tratamientos con elevada probabilidad de éxi-
to aquellos que permitan obtener, para un valor dado de CMI, un PAO superior al 90%.
El valor de PAO se calcula a partir de simulaciones de Montecarlo, las cuales consideran
la variabilidad individual de los parametros tanto FC como FD, donde cada grupo de
parametros se describe como una distribucién de valores para los cuales se asocia una
probabilidad de inhibir al microorganismo implicado. De esta manera podemos esti-
mar estocasticamente la proporcién de una poblacién determinada de personas en la
que se podra alcanzar el objetivo farmacodindmico requerido para una CMI determina-
da. En el caso de los antibiéticos betalactamicos el parametro FC/FD que se asocia con
la erradicacién bacteriana y la respuesta microbiolégica es el tiempo durante el cual las
concentraciones permanecen por encima de la CMI (T>CMI), dado que son antibiéticos
con actividad dependiente del tiempo. Para las penicilinas es fT>CMI >50%, es decir,
el tiempo durante el cual la concentracién de farmaco libre esta por encima de la CMI
debe ser superior al 50% del intervalo de dosificacién®! ¢, Desde el afio 2013, EUCAST
publica en su documento sobre puntos de corte clinico los puntos de corte FC/FD no
relacionados con especies para diversos antibiéticos, afiadiendo progresivamente datos
para mas antibiéticos. En el documento se indica que estos puntos de corte solo deben
usarse en ausencia de puntos de corte clinicos especificos de cada especie®.

1.3.5. Principales discrepancias entre las recomendaciones de CLSI y EUCAST

Los puntos de corte clinicos, como ya se ha mencionado anteriormente, afectan a la
toma de decisiones clinicas al determinar si un antibiético es informado como sensible
o resistente para un aislado bacteriano en cuestién. Basicamente, los puntos de corte
de CLSI se basan en las distribuciones de CMI, en propiedades FC/FD y en los meca-
nismos de resistencia. Las medidas para la determinacién de puntos de corte en EEUU
estan reguladas por la FDA. Sin embargo, desde su creacién, EUCAST basa sus puntos
de corte en los ECOFF, estudios FC/FD y datos clinicos. Se han publicado numerosos
trabajos en los que se comparan los puntos de corte de CLSI y EUCAST para diferentes
parejas de microorganismo/antimicrobiano®’!. Las recomendaciones de CLSI tienen
una serie de inconvenientes con respecto a EUCAST; en primer lugar, para su consulta
se requiere de una suscripcién econémica anual y esto puede ser un problema para los
laboratorios de microbiologia con pocos recursos. En segundo lugar, los detalles sobre
la toma de decisiones no estan disponibles para su consulta puiblica. En tercer lugar,
la presencia de representantes de la industria farmacéutica en el comité de votacién
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plantea la cuestién de la existencia de potenciales conflictos de interés en el estableci-
miento de los estandares. En el caso de EUCAST, la industria solo desempefia un papel
consultivo y no se le permite financiar o participar en la toma de decisiones. Ademas,
EUCAST fomenta la formacion de Comités Nacionales que pueden estar representados
en el Comité General de EUCAST y que de este modo puedan formar parte del proceso
de toma de decisiones®. Por tltimo, en CLSI no existen estidndares para los antibiéticos
que no estan aprobados en los EEUU.

1.4. EVIDENCIAS PARA LA TOMA DE DECISION EN PUNTOS DE CORTE

El establecimiento de puntos de corte clinicos es un proceso complejo para el que se
requieren numerosos datos y herramientas. Hace cincuenta anos, cuando se determi-
naban los primeros puntos de corte, estos se basaban en los valores de CMI y en las
concentraciones séricas alcanzadas por los antimicrobianos. Todas las especies tenian
el mismo punto de corte para un mismo agente antimicrobiano. Hoy en dia las indica-
ciones de uso de los antibi6ticos son muy especificas y los puntos de corte para un anti-
microbiano son especificos para cada especie, género o familia de microorganismos. En
los dltimos afios se han desarrollado multiples herramientas para facilitar el estableci-
miento de puntos de corte de calidad, de manera que lo que solia ser un “arte” es ahora
una metodologia basada en la mejor evidencia cientifica disponible*’. De hecho, en el
proceso por el cual se establecen los puntos de corte clinicos se emplean una amplia
variedad de datos, incluyendo datos de actividad in vitro, datos de FC/FD de animales y
humanos y datos clinicos sobre el prondstico de los pacientes cuando existen. Ningin
conjunto de datos por si mismo proporciona toda la informacién necesaria. Un aspecto
basico en la discusién sobre el establecimiento de puntos de corte es hasta qué punto
deben ser tnicos para todas las infecciones, y por tanto sencillos (lo que requiere una
interpretacién posterior) o diversificarlos (y por tanto, aumentar la complejidad) para
las distintas localizaciones de las infecciones, en las que la concentracién de los antimi-
crobianos es distinta a igualdad de dosis, como ocurre por ejemplo en las meningitis,
infecciones del tracto urinario, osteomielitis o neumonias** 72, Es importante destacar
que la existencia de evidencias clinicas sobre la capacidad de prediccién de los puntos
de corte es, desafortunadamente, escasa en general, y dificil de generar.

1.4.1. Datos in vitro, distribucion de CMI y ECOFF

Realizar una buena curva de distribucién de CMI para las combinaciones microorganis-
mo/antimicrobiano es el primer paso en el desarrollo de puntos de corte clinicos para
ese antimicrobiano. Los datos de distribucién de CMI deben basarse en la prueba de un
minimo de 500 aislamientos clinicos recientes usando metodologias recomendadas por
CLSI y EUCAST" 7. Como ya se ha comentado, EUCAST publica tablas e histogramas
que muestran las distribuciones de CMI para un gran niimero de microorganismos y
antibiéticos. Con la observacion del histograma facilmente podemos estimar donde se
encuentra la CMI que divide la poblacién salvaje de la que presenta mecanismos de re-
sistencia adquiridos, valor que coincide con el ECOFF. Existen analisis estadisticos que
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permiten determinar de manera fiable los ECOFF sin necesidad de estimar los valores
visualmente™ 7>, Cuando se establecen puntos de corte clinicos generalmente se consi-
dera inadecuado que estos estén dentro del rango de valores de CMI de las cepas de tipo
salvaje. Si esto ocurre se genera una situacion en las que cepas clinicamente resistentes
tienen un valor de CMI dentro del intervalo de las cepas salvajes que por definicién ca-
recen de mecanismos de resistencia adquiridos*> . Clasicamente las distribuciones de
CMI eran el parametro principal en el que se basaban las organizaciones para el desa-
rrollo de puntos de corte clinico, pero esto tenia el inconveniente de que no se conseguia
predecir una relaciéon 6ptima entre la dosis y el efecto bacteriolégico o clinico”.

1.4.2. Datos farmacocinéticos/farmacodindmicos (FD/FD)

El desarrollo del conocimiento sobre la farmacodinamia de los antimicrobianos ha per-
mitido su aplicacién en el establecimiento de los puntos de corte clinicos™ 7. La far-
macodinamia hace referencia al estudio de los mecanismos de accién de los farmacos
y los efectos bioquimicos, fisiolégicos o farmacolégicos que desarrollan los farmacos al
reaccionar con el organismo. Por otro lado, la farmacocinética estudia los procesos a
los que es sometido el farmaco al interaccionar con el organismo, desde que es adminis-
trado hasta su eliminacién. Dicho de otro modo, la farmacodinamia estudia los efectos
del farmaco sobre el microorganismo diana y la farmacocinética los efectos del organis-
mo del huésped sobre el farmaco. Los conceptos de FC/FD en antimicrobianos fueron
inicialmente definidos entre 1940 y 1950 por Eagle, quien a través de experimentos en
modelos animales con roedores identificé el patrén tiempo-dependiente de la actividad
bactericida de la penicilina, la naturaleza concentracién-dependiente de la estrepto-
micina y el patréon mixto de la actividad bactericida de las tetraciclinas®® 8!, Para los
antibiéticos, la FC/FD es el estudio de la relacién entre las variables FC y la accion bac-
teriostatica o bactericida in vivo y por extension del resultado clinico®> #. Esta actividad
antibacteriana in vivo dependeria de la exposicion del microorganismo al farmaco en el
lugar de infeccion. Se han descrito tres parametros FC/FD que predicen la eficacia de la
mayoria de los antimicrobianos. De este modo, los antibiéticos pueden clasificarse de
acuerdo a cudl de estos parametros describe mejor su patréon de actividad. Los primero
son los antibiéticos concentracién-dependiente (su accion depende de la concentracion
plasmatica alcanzada), siendo el parametro FC/FD que define su actividad la relacién
entre la concentracién maxima alcanzada por el antibiético y la CMI (C__ /CMI). Dentro
de este grupo se encuentran los aminoglucésidos o las quinolonas. El segundo grupo
de antibiéticos son los tiempo-dependiente (su actividad se relaciona con el tiempo en
el cual su concentracién plasmatica se encuentra por encima de la CMI); en este caso
el parametro FC/FD predictor de la eficacia es el tiempo de exposicién del patégeno a
concentraciones del farmaco que superan la CMI (fT>CMI). Ejemplos de este tipo de
antibidticos son los betalactamicos y los macrélidos. En dltimo lugar se encuentran los
farmacos cuya actividad depende del cociente entre el area bajo la curva de concentra-
ciones (ABC) y la CMI del microorganismo que se esta tratando (ABC/CMI); estos anti-
bidticos son también predominantemente concentracion-dependientes. En este grupo
se encontrarian la vancomicina y las tetraciclinas™ 82,
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La relaciéon entre un indice FC/FD y la respuesta al tratamiento permite la definicién
de un objetivo farmacodinamico. Idealmente, el objetivo farmacodinamico deberia cal-
cularse a partir de datos de ensayos clinicos en pacientes, pero en general esto no es
posible. Por tanto, el objetivo se define en general en base a los resultados de modelos
dinamicos in vitro o modelos de infeccién en animales de experimentacién. A continua-
cién, como se explico arriba, se realizan modelos estocésticos que estiman la probabili-
dad de alcanzar ese objetivo con distintas dosis teniendo en cuenta la variabilidad de las
concentraciones del farmaco (farmacocinética) conocida a raiz de estudios realizados
en individuos (idealmente pacientes con la infeccién).

Para lograr el objetivo farmacodindmico en un paciente concreto se deben cumplir dos
condiciones. La primera es que la exposicién del microorganismo al antimicrobiano sea
adecuada en ese paciente. En la practica clinica, sin embargo, las dosis que se prescri-
ben son estandares, a pesar de que la exposicién varia entre los pacientes debido a la
variabilidad interindividual de los parametros FC como el aclaramiento y el volumen
de distribucién, los cuales deben tenerse en cuenta al tratar de predecir el resultado del
tratamiento basado en el objetivo. La segunda condicién es que la CMI sea lo suficien-
temente baja como para alcanzar un valor de indice FC/FD por encima del objetivo. Los
microorganismos con CMI que tengan indices FC/FD inferiores al objetivo FD deben
considerarse resistentes (baja probabilidad de curacién), mientras que aquellos con
CMI que dan como resultado valores de indices FC/FD mas altos que el objetivo PD
deben considerarse sensibles (alta probabilidad de curacién). De este modo, el punto
de corte clinico de CMI se basa en el valor del indice FC/FD que diferencia entre los dos
grupos. Es evidente que el valor del punto de corte depende directamente de la expo-
siciéon esperada del microorganismo al agente antimicrobiano en el paciente a tratar.
Por lo tanto, el primer paso es verificar la dosis y el régimen de dosificacién que mas se
usa en el tratamiento para una determinada indicacion. El método mas sencillo para
determinar el punto de corte de CMI relacionado con una exposicién particular y un ob-
jetivo terapéutico es usar la curva farmacocinética simulada (basada en las propiedades
farmacocinéticas y las ecuaciones estandares) para un agente y calcular directamente
el valor de punto de corte®.

1.4.3. Estudios in vitro

Las propiedades PD de un antibiético se determinan inicialmente in vitro. Tradicional-
mente los modelos in vitro eran estaticos y analizaban la naturaleza de actividad anti-
bacteriana, el efecto post-antibiético (EPA) y los efectos de las concentraciones sub-in-
hibitorias. El EPA se refiere a la capacidad del antibiético para suprimir el crecimiento
bacteriano una vez que su concentracién sérica ha decrecido hasta estar por debajo de
la CMI. Dicho de otro modo, es la supresién del crecimiento bacteriano que persiste
después de una corta exposicién del microorganismo a los antimicrobianos®. En base
al EPA los antibi6ticos se clasifican en aquellos con un EPA prolongado o con un EPA
leve 0 moderado?®®. La demostracion del EPA in vitro requiere de su validacién en un
modelo animal, ya que este efecto observado in vitro puede estar ausente in vivo®”. Con
la combinacién de los datos de la actividad antibacteriana in vitro y el patrén de EPA es
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posible definir las propiedades PD in vitro y con ello poder realizar predicciones sobre
las propiedades FC/FD in vivo. Los modelos FC/FD han evolucionado hasta la actuali-
dad, hoy en dia se usan modelos mas sofisticados donde se simula la FC de los farmacos
en humanos y se mide el efecto antibacteriano de los mismos®® 8°. Estos modelos tienen
las caracteristicas de ser flexibles, adaptables, econémicos y ademas presentar una bue-
na correlacién con datos en animales y humanos. Estas cualidades les hacen ser una
excelente herramienta de investigacion, no solo para predecir el efecto antibacteriano,
sino también para conocer la actividad frente a bacterias con sensibilidad disminuida,
explicar fracasos clinicos y determinar los valores FC/FD necesarios para prevenir la
aparicion de subpoblaciones resistentes®.

1.4.4. Modelos animales

Los modelos animales han sido un pilar fundamental para la compresion de las ca-
racteristicas FC/FD de los antibi6ticos. Desde que Eagle iniciara su investigacién en
este campo los conocimientos han evolucionado enormemente. En su primer trabajo,
demostroé la importancia del intervalo de dosificacion en la eficacia de penicilina®'. Sin
embargo, la importancia de sus trabajos no fue apreciada hasta afios méas tarde: entre fi-
nales de 1970 y principios de 1990, los conceptos FC/FD fueron redescubiertos y amplia-
dos a través de experimentos con roedores®. Desde entonces los modelos de infeccion
en animales han permitido la evaluacién in vivo del efecto de los antimicrobianos para
el tratamiento de infecciones inducidas de forma experimental. En los tltimos veinte
afios, ha habido un aumento considerable de la informacién sobre FC/FD de diferentes
antibiéticos para el tratamiento de infecciones en pacientes. Hoy, la informacién FC/
FD extraida de las infecciones en modelos animales sirve como base fundamental para
seleccionar las dosis y los intervalos de dosificacién de los antimicrobianos y aportan
informacion ttil para el establecimiento de los puntos de corte clinicos®. La utilidad
de la informacién obtenida en modelos animales para el manejo de pacientes ha sido
evaluada, y en general existe una buena concordancia entre los datos FC/FD de los anti-
biéticos en modelos animales y pacientes. Los extensos estudios realizados en animales
y en modelos in vitro de FC en los dltimos 20 afios han llevado a una clara comprension
de las relaciones FC/FD de la mayoria de los antibacterianos®.

1.4.5. Datos clinicos

Los datos clinicos deberian constituir el punto mas relevante en la toma de decisio-
nes para el establecimiento de puntos de corte, pero desgraciadamente estos datos
no suelen estar disponibles, ya que son necesarios ensayos clinicos o estudios pros-
pectivos muy bien disefiados y con suficiente tamafno muestral para poder obtener
datos de calidad. Estos datos son dificiles de evaluar debido a la gran cantidad de fac-
tores de confusién que entrar en juego en la respuesta de un paciente al tratamiento
antimicrobiano. Como parte del proceso para el establecimiento de puntos de corte,
los resultados clinicos se correlacionan con los de sensibilidad in vitro. Durante el
proceso, se examinan los efectos del tratamiento, medidos como curacién, mejoria
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o fracaso clinico y/o microbiolégico, de acuerdo a la especie y el lugar de infeccion.
Generalmente, no se dispone de datos suficientes para apoyar los puntos de corte so-
lamente en ellos, por lo que estos datos sirven para apoyar al resto de informacién y
con el conjunto de todos ellos establecer los puntos de corte clinicos. Con frecuencia,
los datos clinicos se obtienen de analisis post-hoc de los pacientes tratados con un
farmaco concreto en estudios aleatorizados, que utilizan regimenes de dosificacion
predefinidos. Estos estudios tienen la ventaja de que el antibi6tico raramente se usa
en combinacién por lo que podemos analizar facilmente los efectos antibacterianos
del antibiético a estudio. La variable resultado de estos suele ser el resultado clinico
respecto a la CMI del patégeno causante de la infeccién. Sin embargo, con frecuencia
los estudios aleatorizados presentan una serie de limitaciones para este objetivo: (1)
En muchas ocasiones se excluyen pacientes con aislados resistentes; cuando se trata
de ensayos clinicos previos a la comercializacién de nuevos antibiéticos esta definicion
de resistencia suele estar basada en las curvas de distribuciéon de CMI, es decir, en los
puntos de corte epidemioldgicos que como ya se ha comentado no siempre tienen por-
que coincidir con los clinicos. En este caso no es posible establecer si el punto de corte
puede estar por encima de los predefinidos. (2) Es frecuente que la distribucién de
CMI de los aislados sea heterogénea con lo que el tamano muestral para determinadas
CMI suele ser insuficiente para evaluar la eficacia. Los tinicos estudios clinicos con un
namero de pacientes suficiente son aquellos que se realizan para nuevos farmacos con
fines regulatorios**°4, pero en muchos de los pacientes no hay diagnostico etiolégico, y
las propias caracteristicas de los ensayos hacen que se seleccionen pacientes con bajo
riesgo de patégenos resistentes. (3) No suelen incluir todas las especies que pueden ser
de interés para un cuadro clinico en particular, por lo que los puntos de corte pueden
ser inapropiadamente extrapolados al resto de especies no incluidas. (4) Los estudios
suelen realizarse para un sindrome concreto, por lo que los resultados podrian no ser
extrapolables a otros sindromes. (5) Finalmente, existe poco consenso sobre cuales
deber ser las tasas de curacién y/o erradicacion microbiolégica aceptables, al no tener
en cuenta la respuesta inmunitaria de huésped.

Por este motivo, pueden ser de gran utilidad los estudios observacionales disefiados
para este fin. Un estudio clinico ideal deberia reclutar un ntiimero significativo de
casos en los que el patégeno tiene una CMI en ambos lados del puntos de corte epi-
demiol6gico y FC/FD para si poder ayudar en la validacién clinica de los puntos de
corte clinicos definitivos. Por todo ello, son necesarios mas estudios prospectivos de
practica clinica habitual para analizar la relevancia y aplicabilidad de los puntos de
corte actuales.

1.5. ENTEROBACTERIAS

1.5.1. Aspectos microbiolégicos generales

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos gramnegativos, de tamarfio
intermedio (0,3 a 1,0 x 1,0 a 6,0 pm). Se definen por compartir un antigeno comun (an-
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tigeno de Kunin, también conocido como ECA, del inglés enterobacterial common anti-
gen), ser inmoviles o méviles con flagelos peritricos, no producir esporas y en ocasiones
ser capsulados. Se consideran anaerobios facultativos, ya que todos los miembros pue-
den crecer rapidamente de forma aerobia o anaerobia en varios medios no selectivos y
selectivos. Son microorganismos quimio-organotrofos, poseedores a la vez de un meta-
bolismo respiratorio y fermentativo, fermentadores de la glucosa (con o sin produccién
de gas), catalasa positivos, oxidasa negativos y nitrato reductasa positivos®> %,

La familia Enterobacteriaceae pertenece al dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria y orden Enterobacteriales®’y comprende numerosos géneros y
especies relevantes desde el punto de vista médico. El nombre de la familia Enterobac-
teriaceae fue acufiado por Rahn en 1937, y si bien fue ampliamente utilizado durante
afnos® %, en 1979 Lapage sostuvo que esa nomenclatura era incorrecta. El considera-
ba ilegitimo el nombre Enterobacteriaceae y propuso Enterobacteraceae (sin “i”). Se
basaba en que etimolégicamente derivaba de Enterobacter (un género de la familia) y
el sufijo —aceae, que denota “familia”, y no —iaceae (sic)'®. Pero estas reglas del Cédigo
Internacional de Nomenclatura no existian cuando Rahn habia planteado el nombre
de la familia'®!. Una Comisién Judicial del Comité Internacional de Bacteriologia Siste-
matica determindé finalmente que la nomenclatura valida era Enterobacteriaceae (Rahn
1937)%, y su género tipo seria Escherichia (segun Castellani y Chalmers 1919)'%2, como
queda reflejado en las Listas Aprobadas de Nombres Bacterianos de 1980 donde figura
dentro de los nomina conservanda familiarum (nombres de familias conservados)!®
104/ Una explicacién etimolégica fue expuesta por Brenner en la 7% edicién de “Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology”, aqui se propuso enterobacterium para denotar
“bacteria intestinal” y el sufijo —aceae para “familia”. Esta etimologia si explicaria el
porqué del nombre Enterobacteriaceae!®.

En febrero de 1980, se publicaron en las Listas Aprobadas de Nombres Bacterianos sélo
19 géneros dentro de la familia Enterobacteriaceae'®. A la fecha de escritura de este
trabajo, ese nuimero ha aumentado de forma considerable, siendo 53 los géneros valida-
mente publicados (Tabla1)!%. El namero de especies dentro de la familia es mas dificil
de apreciar, ya que numerosas especies han sido reclasificadas dentro de otros géneros
en forma de nuevas combinaciones. Actualmente el nimero de especies diferentes vali-
damente publicadas rondaria las 340%,

Se caracterizan por ser microorganismos ubicuos, ya que se encuentran de forma uni-
versal en el medio ambiente (suelo, agua y vegetacion), ademas forman parte de la flora
intestinal de muchos animales, incluido el ser humano.

38



MERCEDES DELGADO VALVERDE

INTRODUCCION

Tabla 1. Géneros pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

Arsenophonus
Brenneria
Budvicia
Calymmatobacterium
Citrobacter
Cronobacter
Edwarsiella
Erwinia
Ewingella
Hafnia
Kluyvera
Leminorella
Lonsdalea
Moellerella
Obesumbacterium
Pectobacterium
Photorhabdus
Pragia
Providencia
Raoultella
Salmonella
Serratia
Shimwellia
Tatumella
Trabulsiella
Xenorhabdus
Yokenella

Biotrasticola
Buchnera
Buttiauxella
Cedecea
Cosenzaea
Dickeya
Enterobacter
Escherichia
Gibbsiella
Klebsiella
Leclercia
Levinea
Mangrovibacter
Morganella
Pantoea
Phaseolibacter
Plesiomonas
Proteus
Rahnella
Saccharobacter
Samsonia
Shigella
Sodalis
Thorsellia
Wigglesworthia
Yersinia

1.5.2. Aspectos generales de las infecciones por Enterobacterias

Las enterobacterias son el grupo de microorganismos que con mayor frecuencia se
aisla en los laboratorios de Microbiologia Clinica como agentes causales de una amplia
variedad de infecciones en el ser humano. Son responsables de un tercio de todas las
bacteriemias, de dos tercios de las infecciones del tracto urinario (ITU), asi como de un
elevado nimero de infecciones gastrointestinales. Habitualmente, las enterobacterias
aisladas con mayor frecuencia en un laboratorio de Microbiologia Clinica son E. coli y
Klebsiella spp., seguidas por Enterobacter spp., Citrobacter spp. y diferentes especies del
grupo Proteus-Morganella-Providencia o Salmonella spp.
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Dentro de la familia hay especies consideradas patégenas primarias para el ser huma-
no, como Shigella que produce cuadros de enteritis, Salmonella serotipo Typhi y Para-
typhi cuya infeccién causa fiebre tifoidea y paratifoidea, o Yersinia pestis agente causal
de la peste; mientras que otras especies forman parte de la flora comensal normal del
ser humano y producen infecciones oportunistas, entre estas se encuentran los géneros
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus o Serratia, con la excepcion de las cepas de
E. coli patégenas intestinales que son causa de enfermedad diarreica aguda (Tabla 2).

Tabla 2. Especies de la familia Enterobacteriaceae con importancia clinica.

Citrobacter freundii Proteus penneri
Citrobacter koseri Providencia stuartii
Edwardsiella tarda Providencia rettgeri
Enterobacter cloacae Salmonella enterica
Enterobacter aerogenes Serratia marcescens
Escherichia coli Shigella dysenteriae
Klebsiella pneumoniae Shigella flexneri
Klebsiella oxytoca Shigella sonnei
Morganella morganii Shigella boydii
Pantoea agglomerans Yersinia pestis
Proteus mirabilis Yersinia enterocolitica
Proteus vulgaris Yersinia pseudotuberculosis

Los mecanismos de trasmisién de estos microorganismos son muy variados y difieren
de unas especies a otras. En general esta estrechamente relacionado con el habitat na-
tural de las especies; de este modo pueden originar infecciones desde reservorios ani-
males como la mayoria de las especies de Salmonella y Yersinia, a través de portadores
humanos como en el caso de Shigella o Salmonella serotipo Typhi, o bien por disemina-
cién endégena de los microorganismos en el tracto gastrointestinal del propio huésped
como en el caso de las especies oportunistas®.

Aunque se han descrito infecciones por enterobacterias en multiples 6rganos y siste-
mas del ser humano, en la figura 9 se muestran los principales sistemas afectados, asi
como los principales géneros causantes de infecciéon en los mismos. Son de especial
relevancia las infecciones en el &mbito hospitalario, siendo las especies oportunistas
las principales implicadas afectando a pacientes sondados, intubados, e inmunodepri-
midos, causando infecciones urinarias, colecistitis, neumonia, infecciones de heridas
quirargicas o sepsis.
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Figura 9. Localizaciones mas frecuentes de infeccién por enterobacterias.
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1.6. ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS: PENICILINAS Y COMBINACIONES
CON INHIBIDORES DE BETALACTAMASAS

Los antibiéticos betalactamicos (BL) son agentes en general bactericidas que ejercen su
accién al inhibir la dltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana, al impedir
la elongacién del peptidoglicano en formacién. Son anédlogos estructurales del aminoa-
cido terminal de las subunidades peptidicas precursoras de la pared de peptidoglicano,
lo que facilita su unién de caracter irreversible al sitio activo de las peptidasas PBPs
(penicilling binding proteins), interrumpiendo la elongacién del peptidoglucano de la
pared celular. Hasta hoy se han desarrollado gran cantidad de antibi6ticos BL naturales
y derivados semisintéticos, que han convertido a esta familia de antimicrobianos en la
mas utilizada para el tratamiento de las enfermedades infecciosas causadas por entero-
bacterias!'?’.

Las penicilinas contienen un anillo betalactimico y un anillo de tiazolidina (figura
10), formando el 4cido 6-aminopenicilanico. La presencia de una cadena lateral ca-
racteristica en la posicién 6 del anillo betalactamico define el espectro bacteriano y las
propiedades farmacoldgicas de las distintas penicilinas. De este modo, las penicilinas
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se pueden clasificar en 5 clases: 1) penicilinas naturales, 2) penicilinas resistentes a
penicilinasa, 3) aminopenicilinas, 4) carboxipenicilinas y 5) acilureidopenicilinas® 197

(tabla 3).

Figura 10. Estructura quimica de todas las penicilinas.

R—NH N

o N

Tabla 3. Clasificacién de penicilinas.

Naturales

Bencilpenicilina (Penicilina G)

Fenoximetilpenicilina (Penicilina V)

Semisintéticas

Resistentes a penicilinasa

Meticilina

Nafcilina

Cloxacilina

Oxacilina

Aminopenicilinas
Ampicilina
Amoxicilina

Bacampicilina

Pivampicilina

Carboxipenicilinas

Cabercilina

Ticarcilina

Ureidopenicilinas

Azlocilina

Mezlocilina

Piperacilina
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Otros farmacos BL que no desarrollamos en este trabajo son las cefalosporinas, car-
bapenems y monobactamicos.

Los inhibidores de betalactamasas (IBL) son compuestos con actividad antibacteriana
débil, pero con una potente actividad inhibitoria de enzimas betalactamasas de clase A
(figura 11). Cuando se combinan con ciertos antibiéticos BL, los IBL evitan su hidréli-
sis por las betalactamasas actuando como un sustrato suicida al formar un compuesto
intermedio estable que inhibe la actividad enzimatica. Actualmente hay cuatro IBL co-
mercializados: acido clavulanico, sulbactam, tazobactam y avibactam. El acido clavula-
nico fue el primer IBL introducido en la clinica después de ser aislado de Streptomyces
clavuligerus en la década de los setenta!®. Desde el punto de vista quimico esta consti-
tuido por un ntcleo similar al dcido penicilanico de las penicilinas, caracterizado por
la sustitucién de un &tomo de azufre en posicién 3 por uno de oxigeno y la ausencia de
la cadena lateral acilamino en posicién 6. En Espana, se comercializa combinado con
amoxicilina en administracién oral y parenteral. Inhibe las betalactamasas de estafilo-
cocos y de muchas bacterias gramnegativas. Sulbactam y tazobactam son sulfonas del
acido penicilanico que fueron desarrolladas por la industria farmacéutica como com-
puestos sintéticos en 1978 y 1980, respectivamente!'® 1%, El sulbactam es una 6-desami-
nopenicilina sulfona que se administra en combinaciéon con ampicilina; a pesar de tener
un espectro de accién mas amplio que el 4cido clavuldanico posee menor actividad'!'.
Tazobactam se diferencia de sulbactam por la presencia de un grupo tiazol en posicién
3, tiene un espectro de inhibicién similar al de sulbactam pero con una potencia mas
parecida a la del acido clavulanico. Se encuentra disponible para administraciéon por
via parenteral en combinacién con piperacilina, en una proporcién de peso entre pipe-
racilina y tazobactam de 8:1, y recientemente con una nueva cefalosporina, ceftoloza-
no. Los tres inhibidores comparten similitud estructural con la penicilina, son eficaces
frente a muchos organismos sensibles que expresan betalactamasas de clase A (inclu-
yendo CTX-M y BLEEs derivadas de SHV-1 y TEM-1), por lo general son menos eficaces
frente a las betalactamasas de clases B, C y D!'2. Avibactam es el primer miembro de la
familia de derivados de la diazabicilo-(3.2.1)-octanona cuya actividad inhibitoria de las
betalactamasas no es suicidad!'® 4,

Figura 11. Estructura quimica de los inhibidores de betalactamasas.
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1.6.1. Resistencia de enterobacterias a betalactdmicos. Papel de los inhibidores de be-
talactamasas

La resistencia a antimicrobianos puede ser natural o adquirida. La resistencia intrin-
seca o natural de una especie bacteriana a un antibiético particular es la capacidad de
resistir la acciéon de ese antibiético como resultado de caracteristicas estructurales o
funcionales inherentes. El ejemplo mas simple es cuando una bacteria no posee la dia-
na sobre la que actiia el antimicrobiano, un ejemplo es la resistencia de los micoplas-
masa los BL al carecer de pared celular; por lo general esta resistencia carece de interés
clinico. La resistencia adquirida ocurre cuando las bacterias aun poseyendo la diana de
accién del antibidtico, consiguen evitar la accién del antimicrobiano!'s.

La resistencia de las enterobacterias a los antibiéticos BL puede ser debida a varios
mecanismos, que en ocasiones se asocian:

1. Hidrdlisis del antibiético mediante betalactamasas: la produccién de betalac-
tamasas es el mecanismo de resistencia mas importante en enterobacterias a los
antibiéticos BL!!"6. Las betalactamasas o penicilinamido-beta-lactamhidrolasas
han sido definidas por el Nomenclature Committee of the Internacional Unién of
Biochemistry como “enzimas que hidrolizan amidas, amiditas y otras uniones
C-N". Son responsables de la mayor parte de fracasos terapéuticos debido a que
hidrolizan el anillo betalactdmico al unirse al grupo carboxilo y romper el enlace
amidico del anillo, lo cual hace que se pierda la capacidad de unién a las PBP!'":
118 Existen dos clasificaciones para las betalactamasas:

- Clasificacion molecular de Ambler (figura 12): clasifica a las betalactama-
sas en cuatro clases moleculares en base a su estructura primaria!'’® '?°, La
clase A (serin-penicilinasas), B (metaloenzimas), C (serin-cefalosporina-
sas) y D (serin-oxacilinasas).
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Figura 12. Clasificacion de betalactamasas segiin Ambler.

Curremt Ambler classification and implicd relationships

Hydrolyse f-lactam bond
in structurally related antibiotics

Class A
(serine)
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Class C
(senine)

Csuh'lax\ BI) C\ut\‘h\\ B:) C\ut\'lu\\ B.D No coasistent relationship

Current Ambler scheme and actual relationships

Hydrolyse B-lactam bond
in structurally related antibiotics

- lactamases

No homology, hydrolyse by
different machanisms

(Clasa) (Casc) (Cassd)

subclass B3

Structural homology,
no sequence homology

Sequence homology
subclass B1

Fuente: Hall, 2005'%°.

- Clasificacion funcional de Bush, Jacoby y Medeiros (tabla 4): clasifica a
las enzimas de acuerdo a de su espectro de acciéon y respuesta a los inhibi-
dores'?!" 122, Esta clasificacién es la mas util desde el punto de vista clinico

ya que considera tanto los IBL como los sustratos de las enzimas.
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2. Alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa: los antibi6ticos

BL atraviesan la membrana a través de canales proteicos denominados porinas
y, una vez en el espacio periplasmico, se unen a las PBP objetivo. Las mutaciones
en las porinas originan una disminucién de la concentracién de antibiético en el

interior de la célula, lo que reduce significativamente su capacidad de accién!?*
124

Bombas de expulsion activa: el farmaco que entra en el espacio periplasmico
se bombea de vuelta a través de la membrana externa por medio de bombas de
expulsién!?,

Disminucion de la afinidad del antibiético a las PBP: las PBP pueden sufrir
pérdida de afinidad por los BL a consecuencia de las mutaciones que afectan a su
estructura terciaria.

Como se mencioné anteriormente, durante los anos setenta y ochenta se desarrollaron
moléculas con capacidad de resistir la accién de las betalactamasas predominantes en
aquel momento (como determinadas cefalosporinas o carbapenems) o de inhibir su ac-
cién (IBL). Los IBL son eficaces en la inhibicién de las denominadas de amplio espectro
como TEM-1, TEM-2 y SHV-1 y sus variantes de espectro extendido (BLEE), asi como
las BLEE tipo CTX-M. Sin embargo, las enterobacterias rapidamente desarrollaron va-
riantes de betalactamasas capaces de evitar la accion de los IBL. La resistencia a IBL y
sus combinaciones puede ser debida a varios mecanismos:

1.

Produccion de betalactamasas cromosémicas tipo AmpC: Enterobacter, Ci-
trobacter, Serratia, Morganella y Pseudomonas aeruginosa tienen estas betalacta-
masas resistentes a la accion de inhibidores de manera natural, y pueden expre-
sarlas en determinadas situaciones.

Adquisicion plasmidica de betalactamasas tipo AmpC.

. Hiperproduccion de betalactamasas constitutivas: ejemplo de este mecanis-

mo es la hiperproduccién de AmpC en E. coli o SHV-1 en K. pneumoniae'?.

Hiperproduccion de betalactamasas TEM-1 y SHV-1: la hiperproduccién de
enzimas tipo TEM y SHYV, asi como sus derivados BLEE pueden producir una
disminucion de la sensibilidad a los inhibidores. Con frecuencia las bacterias
producen simultaneamente BLEE y otra betalactamasa de amplio espectro, au-
mentando asi el nimero de copias de betalactamasas sobre las que el inhibidor
tiene que actuar, esta situacién disminuye la sensibilidad de las combinaciones
de BL con inhibidor!?,

. Produccién simultianea de betalactamasas y pérdida de porina: la pérdida de

las porinas OmpF y/o OmpC en E. coli no afecta significativamente a la sensibili-
dad de los inhibidores, pero cuando se asocia con la presencia de betalactamasas
se hace relevante reduciendo la sensibilidad a los mismos'?°.
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6. Produccion de betalactamasas tipo OXA: por lo general este tipo de enzimas

son resistentes a la accién de los IBL!*. En los tltimos se ha producido una gran
diseminacion de estas enzimas.

. Inhibitor-resistant TEM betalactamases (IRT): en los primeros afios de la dé-

cada de los noventa se describieron betalactamasas plasmidicas resistentes a la
inhibicién por el acido clavulanico. El estudio de su secuencia revel6 que eran
variantes de las betalactamasas TEM-1 y TEM-2, por ello se les denominé IRT.
Estas enzimas se encontraron inicialmente en aislados de E. coli'?!, pero tam-
bién se han detectado en Klebsiella spp., E. cloacae, P. mirabilis, C. freundii y S.
sonnei'313¢, Los aislados productores de IRT son resistentes a amino-, carboxi- y
ureidopenicilinas pero sensibles a cefalosporinas, cefamicinas, carbapenémicos
y en la mayoria de casos a PTZ. Sin embargo son resistentes a ampicilina-sulbac-
tam e intermedios o resistentes a AMC. Las mutaciones que dan lugar a estas en-
zimas se producen en sitios muy especificos sobre la estructura del gen de TEM-1
y/o TEM-2. Los cambios mas frecuentes se han descrito en la metionina 69, argi-
nina 244, arginina 275 y aspartico 276 en las derivadas de TEM-1, y en lisina 39
en las IRT que derivan de TEM-2. (Tabla 5) La prevalencia real de estas enzimas
se encuentra infraestimada, siendo quizds una de las principales razones para
ello las discrepancias entre CLSI y EUCAST en los puntos de corte de las com-
binaciones de BL/IBL, asi como en la concentracion de clavulanico que se usa
para realizar las pruebas de sensibilidad a AMC. En general, para la deteccién de
IRT es preferible el uso de una concentracién fija de clavulanico de 2 mg/L, tal
como recomienda EUCAST, frente al uso de un ratio 2:1 como recomienda CLSI.
Ademas se ha de tener en cuenta que el nivel de resistencia a las combinaciones
BL/IBL se correlaciona con el nimero de copias de la enzima, por lo que una
produccién de bajo nivel podria ser indetectable cuando se utiliza un ratio 2:1'%,

. Complex mutant TEM (CMT): en algunos casos se producen mutaciones en

TEM que ademas de afectar a la sensibilidad de los inhibidores afecta a las cefa-
losporinas de amplio espectro, dando lugar a las enzimas CMT. Para la aparicién
de estas enzimas es necesario que se produzcan simultineamente mutaciones en
TEM tipo BLEE e IRT. Las CMT se caracterizan por afectar de forma variable
a la actividad de las oximino-cefalosporinas y de los IBL. Hasta la fecha se han
descrito 10 enzimas de esta familia (https://www.lahey.org/Studies/), las cuales
han sido identificadas en diferentes especies de enterobacterias, incluidas E. coli,
K. pneumoniae, P. mirabilis y E. aerogenes'> %, La deteccion en el laboratorio de
estas enzimas puede ser dificil, ya que el resultado del test de sinergia con doble
disco de clavulanico puede verse reducido debido a un alto nivel de resistencia a
acido clavulanico y a la actividad variable sobre cefalosporinas!?® 1%,
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Tabla 5: Sustituciones aminoacidicas en IRT derivadas de TEM-1 y TEM-2.

Amino-acid at position

p-Lactamases 21 39 69 127 130 165 182 244 261 265 275 276 pl

TEM-1 Leu GIn Met Ile Ser Trp Met Arg Val Thr Arg Asn 5.4
TEM-30 (IRT-2) Ser 5.2
TEM-31 (IRT-1) Cys 5.2
TEM-32 (IRT-3) Ile Thr 5.4
TEM-33 (IRT-5) Leu 5.4
TEM-34 (IRT-6) Val 5.4
TEM-35 (IRT-4) Leu Asp 5.2
TEM-36 (IRT-7) Val Asp 5.2
TEM-38 (IRT-9) Val Leu 5.2
TEM-39 (IRT-10) Leu Arg Asp 5.4
TEM-40 (IRT-11) Ile 5.4
TEM-45 (IRT-14) Leu GIn 5.2
TEM-51 (IRT-15) His 5.2
TEM-58 Ser lle NA
TEM-73 (IRT-18) Phe Cys Met 52
TEM-74 (IRT-19) Phe Ser Met 5.2
TEM-76 (IRT-20) Gly NA
TEM-77 (IRT-21) Leu Ser NA
TEM-78 (IRT-22) Val Arg Asp NA
TEM-80 (IRT-24) Leu Val Asp 5.2
TEM-103 (IRT-28) Leu 5.2
TEM-2 Lys 5.6
TEM-44 (IRT-13) Lys Ser 5.4
TEM-59 (IRT-17) Lys Gly 5.6
TEM-65 (IRT-16) Lys Cys 5.4

NA, not available.

Fuente: Canton, 200828,

1.6.2. Sensibilidad a piperacilina-tazobactam. Puntos de corte CLSI y EUCAST

PTZ es un antibiético BL/IBL de amplio espectro con actividad frente a bacterias gram-
negativas y grampositivas. En la actualidad CLSI y EUCAST difieren en el punto de
corte de sensibilidad del mismo, de modo que CLSI recomienda considerar a los ais-
lados con CMI <16/4 mg/L como sensibles, 32-64/4 mg/L. como intermedios y >128/4
mg/L como resistentes'*!, mientras que EUCAST considera los aislados con CMI <8/4
mg/L sensibles, 16/4 mg/L como intermedios y >32/4 mg/L resistentes**. Ambos comités
utilizan una concentracién fija de 4 mg/L de tazobactam para determinar la CMI de la
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combinacién. La diferencia en el punto de corte origina discrepancias en la interpre-
tacién del antibiograma y diferentes porcentajes de resistencia en funcién del comité
usado en la interpretaciéon. En Europa, en el control de calidad externo del European
Antimicrobial Resistance Surveillance System realizado en 2014, en el que participaron
837 centros de 30 paises se determiné la sensibilidad a PTZ en E. coli y K. pneumoniae.
Un 20% de los centros usaron los criterios CLSI, mientras que un 72% us6é EUCAST.
En E. coli, los resultados del control de calidad mostraron grandes discrepancias en
los informes de sensibilidad con una concordancia del 57,3%; los centros que usaron
los puntos de corte CLSI informaron el aislado como sensible en un 59,5% de los casos
frente a un 38,9% en los centros que seguian recomendaciones EUCAST, el aislado fue
informado como intermedio en un 28% de los casos independientemente del punto de
corte aplicado, y resistente en un 12,3% segin CLSI frente a un 32,6% segiin EUCAST.
Sin embargo, la concordancia en K. pneumoniae fue del 98,8%'*. En general el nimero
de aislados de enterobacterias resistentes a PTZ no es elevado, el porcentaje de resisten-
cia descrito en diferentes publicaciones se encuentra en torno al 10943 144,

1.6.3. Sensibilidad a amoxicilina-clavuldnico. Puntos de corte CLSI y EUCAST. Con-
troversia sobre el método

AMC es un antibiético BL/IBL de amplio espectro con actividad frente a bacterias
gramnegativas y grampositivas. CLSI y EUCAST difieren en el punto de corte y en la
concentracion de acido clavulanico que se debe usar para determinar la CMI. CLSI
recomienda usar un ratio de concentracién 2:1 de AMC, y considera a los aislados con
CMI <8/4 mg/L sensibles, 16/8 mg/L intermedios y >32/16 mg/L resistentes!*!. Por otro
lado, EUCAST propone usar una concentracién fija de 2 mg/L de clavulanico cuando se
use su punto de corte, segin el cual los aislados con CMI <8/2 mg/L son sensibles y con
CMI >8/2 mg/L resistentes, la categoria intermedia no existe®. Estas diferencias han
originado una gran variabilidad en los niveles de resistencias en enterobacterias entre
los centros que realizan el antibiograma de acuerdo a CLSI o EUCAST. La concordancia
en los resultados de CMI entre los métodos ha demostrado ser muy baja. Diez-Aguilar et
al. determiné una concordancia menor del 30% en la CMI de AMC por microdilucién en
caldo en aislados clinicos de E. coli, en este estudio un 79% de los aislados fueron resis-
tentes de acuerdo a EUCAST, mientras que por CLSI lo fueron el 60%. En otro trabajo
realizado en Holanda, los autores también informaron de una mayor tasa de resistencia
en aislados de E. coli de pacientes con bacteriemia cuando se aplicaban las recomenda-
ciones y los puntos de corte de EUCAST, en este caso las CMIs se determinaron median-
te sistemas automatizados y E-Test. En este trabajo ademas se correlacioné la CMI de
AMC con el pronéstico clinico de pacientes con bacteriemia, mostrando la metodologia
EUCAST una mejor correlacion con la respuesta clinica de los pacientes™. Sin embargo,
este trabajo tiene importantes limitaciones para evaluar la respuesta clinica: ademas de
ser retrospectivo, no incluyé un analisis del impacto de posibles factores de confusién
(como el foco de infeccién o la gravedad de los pacientes) en la respuesta clinica; no
se conoce si se cambi6 el antimicrobiano o cuanta fue la duracién de la exposicion al
mismo; y finalmente us6 un criterio de respuesta poco especifica. En general, la CMI
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determinada usando un ratio 2:1 origina mayores porcentajes sensibilidad que cuando
se determina usando una concentracién fija de acido clavuldnico y aunque se ha indi-
cado que esta ultima parece predecir mejor la eficacia clinica del tratamiento con AMC,
las evidencias al respecto son débiles'*> 14, Ademas, los datos de concordancia de los
métodos de CLSI y EUCAST para especies de Enterobacteriaceae distintas de E. coli
son escasos.

1.6.4. Efecto indculo: controversias

El efecto in6culo se define como la influencia de la concentracién bacteriana en la
sensibilidad antibiética, de modo que se considera que existe efecto in6culo cuando al
aumentar la concentracion de microorganismos se produce un aumento de la CMI. Di-
ferentes trabajos han establecido considerar la presencia de este efecto cuando la CMI
aumenta 8 veces o mas'¥” 48, E] efecto inoculo en antibiéticos BL ha sido ampliamente
estudiado, la mayoria de estos experimentos se han realizado in vitro, sin embargo po-
cos trabajos han demostrado la existencia in vivo de este efecto, por lo tanto es dificil
establecer la trascendencia que tiene en la terapéutica antimicrobiana. Parece haber
consenso en cuanto a la existencia de este efecto en PTZ tanto en aislados no produc-
tores de betalactamasas como en aislados productores de las mismas. En los aislados
productores de betalactamasas, parece que el efecto es mas marcado cuando la betalac-
tamasa pertenece a la familia SHV'#-14°, Lépez-Cerero et al. estudiaron el efecto inculo
de AMC y PTZ en aislados de E. coli en ensayos in vitro, los resultados mostraron que la
actividad de PTZ, pero no la de AMC, se veia afectada por la concentracién bacteriana
inicial del ensayo. En este estudio se usaron cepas de E. coli productoras de distintas
betalactamasas y dos cepas sin estos mecanismos de resistencia. En estos casos se ob-
servé que la existencia de un efecto inéculo era independiente de la produccién de be-
talactamasas!*®. Posteriormente, Docobo-Pérez et al. estudiaron la influencia del efecto
in6culo en la eficacia del tratamiento con AMC y PTZ en un modelo de sepsis peritoneal
murino. De nuevo, se puso de manifiesto el efecto inéculo en PTZ pero no en AMC en
una cepa no productora de betalactamasa. Sin embargo, esto no ocurrié con una cepa
productora de CTX-M-14. Esto pudo ser debido a la menor semivida de eliminacién del
acido clavulanico respecto al tazobactam!°. Con los datos disponibles no se puede ase-
gurar que el efecto in6culo tenga relevancia en el tratamiento de los pacientes, ya que se
desconoce si su existencia es un artefacto de laboratorio o un efecto con implicaciones
clinicas's!.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

2.1.1. Los pacientes con bacteriemia por bacterias de la familia Enterobacteria-
ceae tratados con piperacilina-tazobactam no tienen peor prondstico si la
cepa tiene una CMI cercana al punto de corte de las cepas sensibles, usando
los criterios EUCAST.

2.1.2. La metodologia para el estudio de sensibilidad de EUCAST y CLSI para
amoxicilina-clavuldnico no proporcionan resultados concordantes para dis-
tintas bacterias de la familia Enterobacteriaceae.

2.1.3. Las metodologias de EUCAST y CLSI no tiene el mismo valor predictor del
pronésticos de los pacientes con bacteriemia por Enterobacteriaceae trata-
dos con amoxicilina-clavulanico.

2.2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

2.2.1. Objetivos principales

2.2.1.1. Evaluar si los pacientes con bacteriemia por Enterobacteriaceae con
CMI en el limite de sensibilidad (8-16 mg/L) de piperacilina-tazobac-
tam y tratados con este antimicrobiano presentan peor prondstico
que aquellos con cepas que presentan CMI menores a 8 mg/L.

2.2.1.2. Evaluar la concordancia de valores de CMI de amoxicilina-clavulani-
co en Enterobacteriaceae aisladas de hemocultivos entre las metodo-
logias de EUCAST y CLSI.

2.2.1.3. Estudiar el valor predictivo de las CMI de amoxicilina-clavulanico
obtenidas mediante EUCAST y CLSI para el pronéstico de los pacien-
tes con bacteriemia por Enterobacteriaceae, controlando el efecto de
posibles variables confusoras.

2.2.2. Objetivo secundario

2.2.2.1. Conocer los factores predictores del prondstico en pacientes con bac-
teriemia por Enterobacteriaceae tratados con piperacilina-tazobac-
tam y amoxicilina-clavulanico.
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3. RESULTADOS
3.1. PUBLICACIONES

3.1.1. Articulo 1: Impact of the MIC of piperacillin/tazobactam on the outcome for pa-

tients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae: the Bacteraemia-MIC project
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Objective: Our objective was to evaluate the impact of low versus borderline MIC of piperacillin/tazobactam on
the clinical outcomes of patients with bacteraemia caused by Enterobacteriaceae who were treated with that
antimicrobial.

Patients and methods: A prospective observational multicentre cohort study was conducted in 13 Spanish uni-
versity hospitals. Patients >17 years old with bacteraemia due to Enterobacteriaceae who received empirical
piperacillin/tazobactam treatment for at least 48 h were included. Outcome variables were clinical response at
day 21, clinical response at end of treatment with piperacillin/tazobactam and all-cause 30 day mortality.
Univariate and multivariate logistic regression analyses were performed.

Results: Overall, 275 patients were included in the analysis; 248 (90.2%) in the low MIC group (<4 mg/L) and 27 (9.8%)
in the borderline MIC group (8-16 mg/L). The biliary tract was the most common source of infection (48.4%) and
Escherichia coli was the most frequent pathogen (63.3%). Crude 30 day mortality rates were 10.5% and 11.1% for
the low MIC group and the borderline MIC group, respectively (relative risk=1.06, 95% CI=0.34-3.27, P=1).
Multivariate analysis of failure at day 21 and at end of treatment with piperacillin/tazobactam and 30 day mortality
showed no trend towards increased clinical failure or mortality with borderline MICs (OR=0.96, 95% CI=0.18-4.88,
P=0.96; OR=0.47, 95% CI=0.10-2.26, P=0.35; OR=1.48, 95% CI=0.33-6.68, P=0.6).

Conclusions: We did not find that higher piperacillin/tazobactam MIC within the susceptible or intermediate suscepti-
bility range had a significant influence on the outcome for patients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae.

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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Introduction

Clinical breakpoints for the interpretation of antimicrobial sus-
ceptibility testing of microorganisms in the laboratory are set
up by international expert committees to help guide decisions
for antimicrobial therapy.' The EUCAST? uses several criteria
for establishing breakpoints, including MIC distributions for
large collections of microorganisms, phenotypic and genotypic
resistance markers, the pharmacokinetic (PK) and pharmacody-
namic (PD) properties of the antimicrobials and, most import-
antly, if available, the observed clinical outcome of patients
treated with licensed doses of those drugs relative to MIC.}3
Unfortunately, clinical data supporting the establishment of
clinical breakpoints are usually lacking, particularly for antimi-
crobials not recently approved and so in vitro data, animal
experiments and PK-PD stochastic models are frequently the
only data available for use.*

Piperacillin/tazobactam is a broad-spectrum B-lactam/
B-lactamase inhibitor combination with activity against Gram-
negative and Gram-positive bacteria. As a B-lactam, the best
PK-PD predictor for efficacy is the length of time at which free
drug concentrations remain above the MIC for the microorganism
(fT>MIC);5 the target is to obtain free drug concentrations above
the MIC for at least 40%-50% of the dosing interval.®” EUCAST
recommends considering Enterobacteriaceae with MICs of
<8 mgl/L as susceptible, MICs of 16 mg/L are intermediate and
those with >16 mg/L as resistant;? patients with isolates showing
intermediate MIC can be treated with higher doses. A fixed con-
centration of 4 mg/L tazobactam is considered for susceptibility
testing of the piperacillin/tazobactam combination.

The objective of this study was to evaluate the impact of
piperacillin/tazobactam MIC on the clinical outcomes of patients
with bacteraemia caused by Enterobacteriaceae treated with
piperacillin/tazobactam when the isolate was fully or borderline
susceptible.

Patients and methods

This study is part of the Bacteraemia-MIC project, aimed at investigating
the impact of the MICs of different antimicrobials on the outcome of bac-
teraemia due to Enterobacteriaceae. A prospective observational multi-
centre cohort study was conducted between January 2011 and
December 2013 at 13 Spanish university hospitals associated with the
Spanish Network for Research in Infectious Diseases (REIPI) (www.reipi.
org). Patients aged >17 years with monomicrobial bacteraemia due to
Enterobacteriaceae and initially treated with g-lactam or a fluoroguino-
lone monotherapy were identified by daily communication with the micro-
biology laboratory, and were included in the Bacteraemia-MIC database if
the first antibiotic dose was administered within the first 12 h after blood
cultures were obtained and was administered for at least 48 h. Patients
with any of the following criteria were excluded: transient bacteraemia
(occurring after an invasive procedure such as a digestive tract endoscopy
that cleared without treatment and had no complications); polymicrobial
bacteraemia; combination antibiotic treatment with the drug of interest;
non-hospitalized patients; patients with a do-not-resuscitate order; neu-
tropenic patients (total neutrophil count <500/mm?); and survival less
than 24 h after blood cultures were obtained. The study was approved
by the Ethics Committee of the Hospital Universitario Virgen Macarena
(reference number 1578), which waived the need to obtain consent
because of the observational nature of study. In this analysis only patients
initially treated with piperacillin/tazobactam in monotherapy were
included.

Variables and definitions

Outcome variables were: clinical response at day 21, irrespective of
whether piperacillin/tazobactam continued for the full course of treat-
ment or was changed to another antibiotic; clinical response at the end
of treatment with piperacillin/tazobactam; and all-cause mortality until
day 30. Mortality at days 7 and 14 were also analysed. Clinical response
at day 21 was classified as: ‘clinical cure’ if all symptoms and signs of infec-
tion had been completely resolved and all antibiotic therapy for the epi-
sode had ceased; ‘improvement’ if all symptoms and signs of infection
had been completely resolved, but antibiotic therapy for the episode
was still needed; and “failure’ if there were any persistent, recurrent or
new symptoms or signs related to infection present, or death occurred.
Clinical response at the end of therapy with piperacillin/tazobactam was
classified as: ‘clinical cure’ if all symptoms and signs of infection had
been completely resolved and no further antibiotics were needed;
‘improvement’ if all symptoms and signs of infection were completely or
partially resolved, but antibiotic therapy for the episode continued with
another drug because of de-escalation, switch to an oral drug or a more
convenient parenteral drug for outpatient therapy; and “failure’ if a switch
to or addition of another antibiotic was needed because infection-related
symptoms or signs worsened or persisted, or death occurred. Clinical
response was decided by a trained clinical investigator at each site; how-
ever, because of the subjectivity of this endpoint, an investigator (J. R.-B.)
blinded with respect to exposure (piperacillin/tazobactam MIC) assessed
the clinical response data of all cases according to vital signs, evolution
of Pitt®® and SOFA'® scores, and laboratory data. When the assessment
of the blind investigator for the clinical response was different from that
indicated by the local investigator, a query with the indication to review
the case was sent to the local team, and an agreement was reached
according to the available data.

All data were collected by local trained clinical investigators. Training was
provided by a teleconference-assisted presentation based on the study
protocol procedures; one investigator (J. R.-B.) was accessible for solving
doubts during the study. Queries for missing and inconsistent data were
sent when appropriate. The data included: demographics; height; weight;
site of acquisition, classified as community, healthcare-associated or noso-
comial according to Friedman’s criteria;'? chronic underlying diseases;
severity of underlying condition according to the Charlson index'? and
McCabe score;'* severity of acute condition according to Pitt and SOFA
scores; invasive procedures; source of bacteraemia according to clinical
and microbiological criteria;'* severity of the systemic inflammatory
response syndrome at presentation; basal creatinine level; aetiology; treat-
ment; and outcome. Additionally, vital signs were recorded daily, if available,
untilday 7, and thereafter weekly, Pitt and SOFA scores were recorded at end
of therapy with piperacillin/tazobactam and at days 14 and 21, and all key
laboratory data were also recorded as available. Patients were followed
for 1 month after the onset of bacteraemia to assess clinical outcome,
including mortality.

Estimating exposure to piperacillin/tazobactam

The software used to predict serum piperacillin concentrations in individual
patients was ID-0DS™ (Individually Designed Optimum Dosing Strategies)
(http://www.optimum-dosing-strategies.org/). ID-0DS™ is a dose optimiza-
tion tool powered by R® software [version 2.15.3; Institute for Statistics and
Mathematics (http://www.r-project.org/)] with an extensive model library
built from population PK models published in peer-reviewed literature.
ID-0DS™ is based on patient demographics and laboratory information
that is readily available at the bedside, and incorporates Monte Carlo simu-
lation and Bayesian feedback into the design of personalized dosing regi-
mens via a graphical user interface. Piperacillin concentration-time
profiles were computed, based on the first-order two-compartment intra-
venous infusion model of Felton et al.,** written in R® language using pub-
lished mean population PK parameter values for drug clearance, volume of
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distribution and transfer rate constants. Individualized patient concentra-
tions were predicted using actual body weight and calculated creatinine
clearance, which were covariates in the original model. Change in calculated
PK parameters was allowed to ensure that changing physiological variables
were incorporated during the time course of therapy. Protein binding of 30%
was assumed for calculating the free piperacillin concentrations’® since the
model used described only total piperacillin concentrations. The model-based
predictions of free piperacillin concentrations at 0.6 min time intervals were
then used to calculate the %fT-wmic in the last recorded dosing interval and
the concentration/MIC ratios, estimated at half the dosing interval (MID con-
centration/MIC) or at the end of the dosing interval (END concentration/MIC).

Microbiological studies

The antibiotic susceptibility of the first blood culture isolate obtained from
each patient was determined at each study hospital by disc diffusion or
automated broth microdilution methods. All isolates included in the
study were frozen at —80°C and sent to the reference laboratory
(Hospital Universitario Virgen Macarena) where identification was con-
firmed and the piperacillin/tazobactam MIC was determined for each iso-
late by manual broth microdilution, following the EUCAST methodology.*”
Briefly, piperacillin (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) MICs in the presence of
sodium salt tazobactam (Sigma-Aldrich) were determined by standard
I1SO broth microdilution (BBL-Mueller-Hinton-II cation-adjusted broth;
Becton-Dickinson, Madrid, Spain). The panels were prepared freshly with
concentrations of piperacillin from 0.06 to 128 mg/L, and a fixed concen-
tration of 4 mg/L of tazobactam.

ESBL production was determined according to EUCAST recommenda-
tions by phenotypic method.*® PCR assays were used to characterize the
B-lactamase produced. PCR conditions and previously described group-
specific primers covering the most frequent ESBLs in our area (SHV,*°
CTX-M-9,%° CTX-M-1%! and TEM'®) were used to amplify the bla genes,
and the amplicons were sequenced.

Statistical analysis

A classification and regression tree was created (CART software 6.0; Salford
Systems) to identify a potential piperacillin/tazobactam breakpoint for the
studied outcomes, both in crude analysis and including confounders.
Because a breakpoint could not be found, the isolates were classified
according to MIC as low MIC (<4 mg/L), borderline MIC (8-16 mg/L) and
high MIC (>32 mg/L). Percentages were compared using the x? or Fisher’s
exact test, as appropriate. For univariate analyses, quantitative variables
were appropriately dichotomized. Contingency tables were used to calcu-
late relative risk (RR) with 95% CI. Multivariate analysis was performed by
logistic regression. Variables with univariate P<0.1 were introduced into
the models and selected using the backward stepwise approach. The
MIC of piperacillin/tazobactam was forced into the final models.
Interactions of interest were tested. The prediction ability of the models
was studied by calculating the area under the receiver operating charac-
teristic (ROC) curve. All tests were performed using SPSS 18.0.

Results

During the study period, 1058 episodes of bacteraemia due to
Enterobacteriaceae were included in the Bacteraemia-MIC cohort.
Of these, 287 were initially treated with piperacillin/tazobactam.
Demographic, epidemiological, clinical and microbiological data
and the outcomes of the episodes are shown in Table 1.
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae were the most frequent
pathogens. ESBL-producing Enterobacteriaceae were identified
in 13 (4.7%) episodes: 10 were E. coli, 2 K. pneumoniae and 1
Enterobacter cloacae (5.7%, 4.3% and 5.9% of the total specific

species, respectively). The ESBL genes were characterized in all
of them: blaCTX*M*‘lS (SiX iSOlOteS); blGCTXfollr (thl’ee); b{aCTXfol
(two); blacrx-m-9 (0ne); blacrx-m-27 (one); blacrx-m-2 (one); and
one isolate produced two ESBLs. The most common source of
bacteraemia was the biliary tract.

Outcomes according to MIC are shown in Table 2. Since CART
analysis could not find an MIC breakpoint that predicted outcome,
either in crude analysis or when confounders were added (see
below), we compared the outcomes of patients with isolates
showing low MICs (<4 mg/L; n=248, 86.4%) and borderline
MICs (8-16 mg/L; n=27, 9.4%). In 12 patients (4.2%), the isolate
was resistant (>16 mg/L) and these were not included for further
analysis. No significant differences between the low MIC group
and the borderline MIC group were detected, except for type of
acquisition. Nosocomial acquisition was more frequent among
borderline MIC cases (Table 1). With respect to the piperacillin/
tazobactam dose, there was no difference between the low MIC
group and the borderline MIC group. Estimated exposures to
piperacillin/tazobactam, measured as %fT~wic, were, as expected,
higher among low MIC isolates (Tables 1 and 3).

The median duration of therapy with piperacillin/tazobactam
was 3 days for patients in whom it was changed to another
drug and 10 in those who were treated with this antibiotic for
the whole course; 216 patients (78.5%) were changed from
piperacillin/tazobactam to another antibiotic during the course
of treatment (80.2% of patients with low MIC and 63.0% with bor-
derline MIC, P=0.04). The most commmon reasons for the switch
were: de-escalation in 167 patients (64.1% of patients with low
MIC and 29.6% with borderline MIC, P<<0.0001) or an unsatisfac-
tory clinical evolution in 23 patients (8.9% of patients with low MIC
and 3.7% with borderline MIC, P=0.71). The most frequently used
antibiotics after piperacillin/tazobactam were quinolones (29.2%),
cephalosporins (26.9%), amoxicillin/clavulanic acid (23.6%) and
carbapenems (17.1%), with no significant differences between
the low MIC group and the borderline MIC group (data not shown).

A crude analysis of clinical outcome at day 21 that compares
low MIC and borderline MIC cases according to patient character-
istics and clinical and microbiological variables is shown in Table 4.
Charlson index, Pitt score, severe sepsis or septic shock, need for
mechanical ventilation and respiratory tract source were asso-
ciated with an increased risk of failure at the end of antimicrobial
treatment, while biliary tract source and change of treatment
were protective.

A multivariate analysis was then performed (Table 5). The pres-
ence of a low or borderline MIC showed no influence on cure rates.
Interactions between MIC and severe sepsis/shock, and between
MIC and source of bacteraemia, were tested, but showed no sig-
nificant modification effect. The area under the ROC curve for this
model was 0.82. When multivariate analyses were performed,
considering the MIC of piperacillin/tazobactam as a continuous
variable, the model showed similar results; the OR (95% CI) for
MIC was 0.97 (0.8-1.17), P=0.72. Estimated exposure to pipera-
cillin/tazobactam, calculated as %fT~mic, had no impact on the
results, either when added to the model or used instead of MIC
[OR (95% CI) was 1.008 (0.94-1.08), P=0.82]. The inclusion of
MID concentration/MIC and END concentration/MIC had no
impact on the results (data not shown).

We also analysed the risk factors associated with failure at end
of treatment with piperacillin/tazobactam (Table S1, available as
Supplementary data at JAC Online). The following clinical variables
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Table 1. Characteristics, clinical features and outcomes of patients with bloodstream infections caused by Enterobacteriaceae treated with piperacillin/

tazobactam; data are expressed as number of patients (%) except where specified

All patients, Low MIC (<4 mg/L), Borderline MIC High MIC (>32 mg/L),
Variable n=287 n=248 (8-16 mg/L), n=27 P n=12
Age (years), median (IQR) 73 (64-80) 73 (64-81) 69 (60-83) 0.53 68 (65-77)
Male 188 (65.5) 160 (64.5) 19 (70.4) 0.55 9 (75.0)
Hospital-acquired infection 178 (62.0) 146 (58.9) 21(77.8) 0.05 11 (91.7)
Comorbidities
diabetes mellitus 88 (30.7) 80 (32.3) 5(18.5) 0.14 3 (25)
chronic pulmonary disease 36 (12.5) 32 (12.9) 3(11.1) 1 1(8.3)
congestive heart failure 17 (5.9) 14 (5.6) 2 (7.4) 0.66 1(8.3)
malignancy 83 (28.9) 72 (29.0) 9(33.3) 0.64 2 (16.7)
renal failure (end-stage renal disease) 24 (8.4) 22 (8.9) 2 (7.4) 1 0(0)
liver cirrhosis 8(2.8) 6 (2.4) 13.7) 0.52 1(8.3)
immunocompromised 22 (7.6) 22 (8.9) 0 (0) 0.14 0 (0)
ultimately or rapidly fatal disease (McCabe 103 (35.9) 92 (37.1) 10 (37.0) 0.99 1(8.3)
classification)
age-weighted Charlson comorbidity index, 2(0-3) 2(0-3) 2 (0-3) 0.8 1(0-2)
median (IQR)
Pitt score, median (IQR) 1(0-2) 1(0-2) 0(0-2) 0.28 1.5(0-2)
Invasive procedures
mechanical ventilation 10 (3.5) 9(3.6) 0 (0) 0.61 1(8.3)
major surgery 41 (14.3) 36 (14.5) 3(11.1) 0.78 2 (16.7)
severe sepsis or septic shock 95 (33.1) 84 (34.0) 8 (29.6) 0.65 3(25.0)
Source of bacteraemia
urinary tract 74 (25.8) 65 (26.2) 6(22.2) 0.65 3 (25.0)
biliary tract 138 (48.1) 119 (48.0) 14 (51.9) 0.7 5(41.7)
intra-abdominal 30 (10.5) 25 (10.1) 2 (7.4) 1 3 (25.0)
vascular catheter 12 (4.2) 9 (3.6) 3(11.1) 0.1 0 (0)
respiratory tract 16 (5.6) 15 (6.0) 0 (0) 0.38 1(8.3)
others 17 (5.8) 15 (6.0) 2 (7.4) 0.68 0(0)
Aetiology
Escherichia coli 183 (63.8) 160 (64.5) 14 (51.9) 0.19 9 (75.0)
Klebsiella pneumoniae 49 (17.1) 43 (17.3) 4 (14.8) 1 2 (16.7)
Klebsiella oxytoca 8(2.8) 7 (2.8) 1(3.7) 0.57 0 (0)
Enterobacter cloacae 17 (5.9) 14 (5.6) 3(11.1) 0.23 0 (0)
Enterobacter aerogenes 8(2.8) 5(2.0) 2 (7.4) 0.14 1(8.3)
Citrobacter freundii 3(1.0) 2(0.8) 1(3.7) 0.27 0(0)
Proteus mirabilis 4 (1.4) 4 (1.6) 0(0) 1 0(0)
Morganella morganii 3 (1.0) 3(1.2) 0 (0) 1 0 (0)
Serratia marcescens 12 (4.2) 10 (4.0) 2 (7.4) 0.33 0(0)
ESBL producer 14 (4.9) 11 (4.4) 2 (7.4) 0.37 1(8.3)
Piperacillin/tazobactam dose
4.5 g/8 h bolus 174 (60.6) 149 (60.1) 16 (59.3) 0.93 9 (75.0)
4.5 g/8 h extended infusion 51 (17.8) 42 (16.9) 6(22.2) 0.59 3(25.0)
others 62 (21.6) 57 (23.0) 5(18.5) 0.59 0 (0)
fTomic (h=251) (n=220) (n=21) (n=10)
50% fT-mic 242 (96.4) 219 (99.5) 18 (87.5) 0.002 5 (50.0)
100% fT-mic 196 (78.1) 189 (85.9) 7 (33.3) <0.0001 0 (0)
Continued
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Table 1. Continued

All patients, Low MIC (<4 mg/L), Borderline MIC High MIC (>32 mg/L),

Variable n=287 n=248 (8-16 mg/L), n=27 P n=12
Outcome at day 21

clinical cure 227 (79.1) 200 (80.6) 19 (70.4) 0.21 8 (66.7)

improvement 34 (11.8) 26 (10.5) 6(22.2) 0.11 2 (16.7)

failure 26 (9.1) 22 (8.9) 2 (7.4) 1 2 (16.7)
Outcome at the end of treatment with piperacillin/tazobactam

clinical cure 57 (19.9) 47 (19.0) 7 (25.9) 0.39 3(25.0)

improvement 185 (64.5) 162 (65.3) 18 (66.7) 0.89 5(41.7)

failure 45 (15.7) 39 (15.7) 2(7.4) 0.39 4(3.3)
Mortality at day 30 31(10.8) 26 (10.5) 3(11.1) 1 2(16.7)

“Low versus borderline MIC.

Table 2. Crude outcomes of patients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae treated with piperacillin/tazobactam according to MIC

Failure at the end of therapy with

MIC (mg/L) piperacillin/tazobactam, n (%) Failure at day 21, n (%) Mortality, n (%)
<1 (n=27) 3(11.1) 2 (7.4) 3(11.1)
1(n=73) 14 (19.2) 5 (6.8) 7 (9.5)

2 (h=100) 14 (14) 11 (1) 11 (11)

4 (n=47) 7 (14.5) 3(6.3) 4 (8.5)

8 (n=20) 2 (10) 3(15) 3(15)

16 (n=8) 1(12.5) 0 1(12.5)
>32 (n=12) 4 (33.3) 2 (16.6) 2 (16.6)

Table 3. Estimated fT-wmic reached by piperacillin/tazobactam among patients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae; only patients for whom
creatinine clearance could be calculated are included (=251, 87.4% of the whole series)

MIC (mg/L) fT-mic (Mean=+SD) 40% fT-mic, N (%) 50% fT=mic, N (%) 100% fT=mic, N (%)
<1 (n=86) 98.53+7.39 86 (100 85 (98.8) 80 (93.0)

2 (n=87) 97.314+£7.19 87 (100 87 (100) 75 (86.2)

4 (n=47) 96.66+7.46 47 (100 47 (100) 34 (72.3)

8 (n=13) 82.80+22.34 13 (100 11 (84.6) 5(38.5)

16 (n=38) 73.77+20.74 8 (100 7 (87.5) 2 (25.0)
>32 (n=10) 43.45+37.92 6 (60) 5 (50.0) 0(0)

showed a significant association with failure under univariate
analysis: mechanical ventilation; Charlson index; Pitt score; noso-
comial acquisition; severe sepsis or septic shock; respiratory or
vascular catheter source, whereas a biliary source was protective.
The variables associated with increased risk of failure in the final
multivariate model (Table 5) were Pitt score and biliary tract
source (protective). Again, borderline MIC showed no association;
severe sepsis/shock or source of bacteraemia did not show signifi-
cant modification effects. The area under the ROC curve for the
model was 0.79. When the MIC of piperacillin/tazobactam was
used as a continuous variable, the model showed similar results;

the OR (95% CI) for MIC was 0.95 (0.81-1.11), P=0.49. Again,
%fT-mic had no impact [OR (95% CI) was 0.99 (0.96-1.04),
P=0.85]. MID concentration/MIC and END concentration/MIC
had no impact (data not shown).

Finally, the univariate analyses of variables associated with
30 day mortality are shown in Table 6. The following variables
were significantly associated with 30 day mortality, while treat-
ment change and biliary tract source were shown to be protective
factors (P<<0.01): age >65 years; mechanical ventilation; Charlson
index; Pitt score; present severe sepsis or septic shock; and abdom-
inal or respiratory source of bacteraemia.
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Table 4. Univariate analysis of the association between different variables and clinical failure at day 21

No. of patients who failed at

Variable Category day 21/no. of patients in category (%) RR (95% CI) P
Gender male 15/179 (8.4) Reference

female 9/96 (9.4) 1.12 (0.51-2.46) 0.78
Age <65 4/81 (4.9) reference

>65 20/193 (10.4) 2.09 (0.74-5.95) 0.147
Mechanical ventilation no 21/266 (7.9) reference

yes 3/9 (33.3) 4.22 (1.54-11.63) 0.035
Charlson index <2 5/132 (3.8) reference

>2 19/143 (13.3) 3.51(1.35-9.09) 0.005
Pitt score 0-1 71177 (4.0) reference

>2 17197 (17.5) 4.42 (1.90-10.31) 0.0001
Onset nosocomial 17/167 (10.2) reference

community 7/108 (6.5) 0.64 (0.27-1.48) 0.289
Source urinary tract 5/71 (7.0) reference

others 19/204 (9.3) 1.32 (0.51-3.41) 0.559

biliary tract 5/133 (3.8) reference

others 19/142 (13.4) 3.56 (1.37-9.26) 0.005

abdominal 5/27 (18.5) reference

others 19/248 (7.7) 0.414 (0.16-1.01) 0.071

vascular catheter 1/12 (8.3) reference

others 23/263 (8.7) 1.049 (0.15-7.14) 1

respiratory 6/15 (40.0) reference

others 18/260 (6.9) 0.173 (0.08-0.37) 0.001
Severe sepsis or septic shock no 8/182 (4.4) reference

yes 16/92 (17.4) 3.95(1.76-8.93) 0.0001
MIC of piperacillin/tazobactam low 22/248 (8.9) reference

borderline 2/27 (7.4) 0.83 (0.21-3.36) 1
Aetiology E. coli 15/174 (8.6) reference

others 9/101 (8.9) 1.03 (0.47-2.28) 0.934
ESBL producer no 22/262 (8.4) reference

yes 2/13 (15.4) 1.831 (0.48-0.69) 0.316
Antibiotic changed no 11/59 (18.6) reference

yes 13/216 (6.0) 0.322 (0.15-0.68) 0.002
50% fT=mic no 0/4 (0)

yes 20/237 (8.4) — 1
100% fT-mic no 5/45 (11.1) reference

yes 15/196 (7.7) 0.689 (0.26-1.79) 0.547

Table 5. Multivariate analysis of variables associated with clinical failure at day 21 and at end of treatment with piperacillin/tazobactam and mortality at

day 30 among patients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae

Failure at day 21

Failure at end of treatment
with piperacillin/tazobactam

Mortality at day 30

Variable OR (95% CI) P OR (95% CI) P OR (95% CI) P
Charlson index 1.30 (1.09-1.55) <0.01 1.14 (0.98-1.33) 0.09 1.36 (1.14-1.63) <0.001
Pitt score 1. 28 (1.00-1.63) 0.05 1.24 (0.99-1.54) 0.05 1.41 (1.09-1.82) <0.01
Severe sepsis or septic shock 8 (0.95-8.30) 0.06 2.07 (0.88-4.88) 0.09 3.43(1.16-10.2) 0.02
Source in biliary tract 0. 37 (0.13-1.07) 0.06 0.22 (0.53-0.09) 0.001 4.52 (1.44-14.22) 0.01
Borderline MIC 0.96 (0.18-4.88) 0.96 0.47 (0.10-2.26) 0.35 1.48 (0.33-6.68) 0.6
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Table 6. Univariate association between epidemiological, clinical and microbiological variables and mortality at day 30 among patients with

bacteraemia due to Enterobacteriaceae

No. of patients who died/no. of

Variable Category patients in category (%) RR (95% CI) P
Gender male 19/179 (10.6) reference
female 10/96 (10.4) 0.981 (0.475-2.025) 0.96
Age <65 4/81 (4.9) reference
>65 25/193 (13.0) 2.625 (0.94-7.299) 0.05
Mechanical ventilation no 24/266 (9.0) reference
yes 5/9 (55.6) 6.173 (3.06-12.356) 0.001
Charlson index <2 5/132 (3.8) reference
>2 24/143 (16.8) 4.425 (1.742-11.256) 0.0001 g
Pitt score 0-1 9/177 (5.1) reference £
>2 19/97 (19.6) 3.846 (1.815-8.197) 0.0001 g
Onset nosocomial 21/167 (12.6) reference 2
community 8/108 (7.4) 0.588 (0.27-1.282) 0.17 Z
Source urinary tract 6/71 (8.5) reference Er
others 23/204 (11.3) 1.33 (0.566-3.144) 0.51 g
biliary tract 5/133 (3.8) reference §
others 24/142 (16.9) 4.504 (1.767-11.494) 0.0001 '>c<
abdominal 6/27 (22.2) reference g
others 23/248 (9.3) 0.417 (0.186-0.935) 0.049 &
vascular catheter 1/12 (8.3) reference §
others 28/263 (10.6) 1.277 (0.189-8.62) 1 g
respiratory 7115 (46.7) reference =
others 22/260 (8.5) 0.181 (0.093-0.355) 0.0001 8
Severe sepsis or septic shock no 8/182 (4.4) reference %
yes 20/92 (21.7) 4.95 (2.268-10.753) 0.0001 E
MIC of piperacillin/tazobactam low 26/248 (10.5) reference z
borderline 3/27 (11.1) 1.059 (0.343-3.268) 1 ]
Aetiology E. coli 15/174 (8.6) reference :5
others 14/101 (13.9) 1.608 (0.809-3.195) 0.17 g
ESBL producer no 28/262 (10.7) reference 2]
yes 1/13 (7.7) 0.719 (0.106-4.878) 1 ;
Antibiotic changed no 12/59 (20.3) reference g
yes 17/216 (7.9) 0.39 (0.196-0.765) 0.006 g
50% fT=mic no 0/4 (0) =
yes 221237 (9.3) — 1 £
100% fT-mic no 6/45 (13.3) reference ‘E
yes 16/196 (8.2) 0.612 (0.254-1.477) 0.263 ':
S
(=2}

The final multivariate model is shown in Table 5. According to
this model, a biliary tract source showed an independent protect-
ive effect against mortality, whereas severe sepsis or septic shock,
Pitt score and Charlson index were associated with increased mor-
tality. Borderline MIC of piperacillin/tazobactam showed no asso-
ciation. Again, severe sepsis/shock or source of bacteraemia did
not show significant modification effects. In this model, the
area under the ROC curve was 0.85. Again, the MIC of piperacil-
lin/tazobactam as a continuous variable caused no change; the
MIC showed an RR of 1.05 (95% CI=0.9-1.24), P=0.5. %fT=mic
did not improve the model [OR (95% CI) was 0.99 (0.94-1.04),
P=0.59] and MID concentration/MIC and END concentration/
MIC showed no impact on this model (data not shown). We add-
itionally performed analyses using 7 and 14 day mortality as out-
comes; the adjusted OR (95% CI) for piperacillin/tazobactam

borderline MIC was 1.98 (0.15-25.31) and 1.93 (0.32-11.48),
respectively.

The outcomes according to MIC were analysed in the subgroup
of patients with a source of bacteraemia different from biliary or
urinary tract (71 patients); only seven of them had isolates with a
borderline MIC. No trends towards higher failure or mortality were
shown; in fact, both failure and mortality were 14.3% (one
patient) among those with borderline MIC and 35.9% and
26.6% among those with a low MIC, respectively.

The results of the multivariate analysis and CART classification
tree (Figure S1, available as Supplementary data at JAC Online)
indicated that Charlson index, biliary source, age and severe sepsis
or septic shock were the important prognostic factors for this kind
of infection. The MIC had no influence. The sensitivity and specifi-
city of the analysis were 69.9% and 89.7% respectively; the AUC
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(0.84) showed an excellent classification and diagnostic perform-
ance of the model.

Discussion

In this prospective cohort study and using carefully designed and
executed assessments of outcome, we did not find that a border-
line piperacillin/tazobactam MIC was associated with a worse out-
come than a lower MIC among patients with bacteraemia due to
Enterobacteriaceae treated with this antibiotic. The influence of
other variables was as expected: severity of chronic underlyingill-
ness as measured by the Charlson index; severity of acute condi-
tion according to Pitt score; presentation with severe sepsis or
septic shock were independent factors associated with a worse
prognosis; while a biliary tract source had a protective effect. An
overall interpretation of these results would be that the specific
MIC of piperacillin/tazobactam, if susceptible, has no significant
impact on outcome, which would therefore reinforce established
breakpoints. Specifically, we think that our data are not enough to
suggest that EUCAST susceptibility breakpoint should be changed
to 16 mg/L. In fact, to interpret the data presented accurately,
several important considerations should be mentioned.

Clinical studies are needed to help establish susceptibility
breakpoints, but, because such studies are scarce,??”2° deci-
sions about breakpoints are mainly based on in vitro and PK-PD
studies. Designing and developing an observational study with
this objective (finding an MIC cut-off to predict clinical out-
comes) presents a challenge, since it requires a large number
of patients infected with organisms with different MICs treated
with a specific antibiotic, carefully chosen inclusion criteria that
avoid exposure bias, accurate outcome definitions and assess-
ment, and appropriate control for confounders. One systematic
review of previous studies performed in Enterobacteriaceae that
provided information on MIC-related outcomes disclosed that
they were not designed for that purpose and so lacked essential
data such as dosing, determination of MIC using reference
methods or control for confounders, among other limitations.?*
Consequently, meta-analyses of data from those studies provided
limited results. We tried to overcome these limitations in our study.

None the less, some limitations must be taken into account,
including low statistical power to detect differences because of
a smaller number of patients with a borderline MIC and the fact
that we mainly evaluated the impact of empirical piperacillin/
tazobactam, because the therapy was changed in a substantial
proportion of patients; however, in bacteraemic patients, empir-
ical therapy is an important determinant of outcome.?®

In this study, we compared the clinical outcomes of patients
with low (<4 mg/L) and borderline susceptible (8-16 mg/L)
MICs; we included isolates with MIC=16 mg/L (considered inter-
mediate according to EUCAST breakpoints) because some PK
studies using Monte Carlo simulation suggested that satisfactory
target attainment rates can be achieved for pathogens with MICs
up to 16 mg/L when piperacillin/tazobactam is administered at
4.5 gevery 6 or 8 hiin continuous infusion (94% and 82%, respect-
ively), but are much lower for higher MICs or other doses.® In our
study, most patients received 4.5 g every 8 h, using either a bolus
or continuous infusion (infusion duration >3 h). Unfortunately, due
to the low numbers, we could not make a comparison between
these two methods of administering the drug. Whatever the infu-
sion time, this dose seems to be appropriate according to our data,

and is the usual dose in most European countries.” We cannot pro-
vide data for 3.375 g every 8 h, which is frequently used in the USA
and other countries, but we would expect lower probability for
target attainment.

Interestingly, even though we could not measure piperacillin/
tazobactam levels due to funding limitations, our estimates of
exposure suggested that most patients with susceptible isolates
reached at least 50% of the time above the MIC for the isolate
with the dose used. Piperacillin/tazobactam concentrations have
been shown to vary widely in critically ill patients,?” =% although
it should be noted that the majority of our patients were not critic-
allyill (only 3.5% were under mechanical ventilation at the onset of
bacteraemia), although a substantial proportion had severe sepsis
or severe shock. Preliminary data of piperacillin/tazobactam con-
centrations measured in a very similar population also supported
the notion that the PK-PD target was attained in a sample of similar
patients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae.*® Our results
would therefore mainly apply to patients who are not critically ill.

Another critical variable is the infection source. A previous
small series of bacteraemic infections caused by ESBL-producing
E. coli showed that the piperacillin/tazobactam MIC had no influ-
ence on urinary tract infections, but had a possible impact on
other sources.®* The most common source in our cohort was
the biliary tract, even more than the urinary tract, reflecting the
fact that piperacillin/tazobactam is frequently used in empirical
therapy for healthcare-associated biliary tract infections in
Spain. This a relatively benign source when compared with noso-
comial pneumonia or other complicated intra-abdominal infec-
tions;?® in our analysis, it was a protective factor. Even though
the source effect was controlled for in the multivariate analysis,
we do think that more studies investigating the impact of pipera-
cillin/tazobactam MIC within the susceptible range should be car-
ried out for other types of infection.

One aspect of specific interest is the influence of piperacillin/
tazobactam MICs in the treatment of patients with infection
caused by ESBL-producing Enterobacteriaceae. Previous data sug-
gested that piperacillin/tazobactam at the doses used in this
study would be efficacious for the treatment of bacteraemia
due to susceptible ESBL-producing E. coli, particularly if the
sources are the urinary or biliary tracts,>*>? but some doubts
were raised for isolates with borderline MICs from other sources.**
The ESBL producers with borderline MICs were not associated with
worse outcomes in univariate or multivariate analyses in our
study; however, only two of these cases had a source different
than urinary or biliary tract, precluding any further analysis.

Other limitations of our study should also be considered when
interpreting the results. First, the sample size was small, particu-
larly in the borderline MIC group, which limited its power to
detect the potential influence of MIC. None the less, this is, to
the best of our knowledge, the largest study to date specifically
to investigate this topic. Secondly, piperacillin/tazobactam was
not always maintained throughout the full course of treatment
of the patient. Since we had anticipated that this would be the
case, we collected the reasons why therapy was changed,
included clinical response at the end of piperacillin/tazobactam
therapy as one of the outcome variables, and considered any
change as failure, unless performed for de-escalation or dosage
convenience. Finally, piperacillin/tazobactam exposure was esti-
mated using a PK model because we could not measure plasma
concentrations.
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In conclusion, we did not find that higher piperacillin/
tazobactam MIC within the susceptible or intermediate suscepti-
bility range had a significant influence on the outcome of patients
with bacteraemia due to Enterobacteriaceae. These results
applied mainly to non-critically ill patients receiving 4.5 g every
8 h with biliary and urinary tract infections. More studies of
other populations are needed.
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Objectives: To compare results of amoxicillin/clavulanate susceptibility testing using CLSI and EUCAST method-
ologies and to evaluate theirimpact on outcome in patients with bacteraemia caused by Enterobacteriaceae.

Patients and methods: A prospective observational cohort study was conducted in 13 Spanish hospitals. Patients
with bacteraemia due to Enterobacteriaceae who received empirical intravenous amoxicillin/clavulanate treatment
for at least 48 h were included. MICs were determined following CLSI and EUCAST recommendations. Outcome vari-
ables were: failure at the end of treatment with amoxicillin/clavulanate (FEAMC); failure at day 21; and 30 day mor-
tality. Classification and regression tree (CART) analysis and logistic regression were performed.
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Results: Overall, 264 episodes were included; the urinary tract was the most common source (64.7%) and
Escherichia coli the most frequent pathogen (76.5%). Fifty-two isolates (19.7%) showed resistance according to CLSI
and 141 (53.4%) according to EUCAST. The kappa index for the concordance between the results of both committees
was only 0.24. EUCAST-derived, but not CLSI-derived, MICs were associated with failure when considered as continu-
ous variables. CART analysis suggested a ‘resistance’ breakpoint of > 8/4 mg/L for CLSI-derived MICs; it predicted
FEAMC in adjusted analysis (OR = 1.96; 95% CI: 0.98-3.90). Isolates with EUCAST-derived MICs >16/2 mg/L inde-
pendently predicted FEAMC (OR = 2.10; 95% CI: 1.05-4.21) and failure at day 21 (OR= 3.01; 95% CI: 0.93-9.67). MICs
>32/2 mg/L were only predictive of failure among patients with bacteraemia from urinary or biliary tract sources.

Conclusions: CLSI and EUCAST methodologies showed low agreement for determining the MIC of amoxicillin/
clavulanate. EUCAST-derived MICs seemed more predictive of failure than CLSI-derived ones. EUCAST-derived
MICs >16/2 mg/L were independently associated with therapeutic failure.

© The Author 2017. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com.
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Introduction

Clinical breakpoints for the interpretation of antimicrobial suscepti-
bility testing of microorganisms in the laboratory are set by inter-
national expert committees to help guide clinical decisions in
antimicrobial therapy.* EUCAST? and CLSI® use a range of informa-
tion to do this, including: MIC distributions for large collections of
microorganisms; genotypic resistance markers; pharmacokinetic
and pharmacodynamic properties of the antimicrobials; and clin-
ical outcomes observed in patients relative to MIC values, when
available.* Unfortunately, clinical data supporting the establish-
ment of clinical breakpoints are usually lacking particularly for
older drugs, so that in vitro data, animal experiments and pharma-
cokinetic and pharmacodynamic stochastic models are frequently
the only data available for these decisions.”

Amoxicillin/clavulanate is a broad-spectrum  B-lactam/
B-lactamase inhibitor combination with activity against Gram-
negative and -positive bacteria. EUCAST recommends using a fixed
concentration of 2mg/L clavulanate for susceptibility testing of
the amoxicillin/clavulanate combination; Enterobacteriaceae with
MICs <8/2mg/L are considered as susceptible and those with
MICs >8/2 mg/L are considered as resistant for invasive infections.?
CLSI recommends using a 2:1 ratio of amoxicillin/clavulanate, and
considers Enterobacteriaceae with MICs <8/4 mg/L as susceptible,
but classifies those with MICs 16/8 mg/L as intermediate and those
with MICs >32/16 mg/L as resistant. The rationale for using a
fixed concentration for clavulanate in EUCAST recommendations
is based on the fact that a minimum concentration of the drug is
needed to exert its inhibitory effect on B-lactamases; such concen-
trations would not be reached for low concentrations of amoxicillin
if using a 2:1 ratio. Previous studies on Escherichia coli isolates have
shown low agreement between the results obtained with the two
methods, with EUCAST methodology providing higher rates of re-
sistance;®” data on other Enterobacteriaceae and a more detailed
analysis of the clinical implications of the results obtained using
these two methods are needed.

The objective of this study was to evaluate the impact of amoxi-
cillin/clavulanate MIC values on the clinical outcome of patients
with bacteraemia caused by Enterobacteriaceae when treated fol-
lowing the recommendations of these two methodologies.

Patients and methods

This study forms part of the Bacteraemia-MIC project, aimed at investigat-
ing the impact of the MICs of different antimicrobials on the outcome of
bacteraemia due to Enterobacteriaceae,® and was designed as a prospect-
ive observational multicentre cohort study, conducted between January
2011 and December 2013 at 13 Spanish university hospitals belonging to
the Spanish Network for Research in Infectious Diseases (REIPI) (www.reipi.
org). Patients aged >17 years with monomicrobial bacteraemia due to
Enterobacteriaceae, and monotherapy with a B-lactam or fluoroquinolone
as initial treatment were identified by daily communication with the
microbiology laboratory; patients were included in the Bacteraemia-MIC
database if the first antibiotic dose was administered in the first 12 h after
blood cultures were obtained and for at least 48 h. Patients with any of the
following criteria were excluded: transient bacteraemia (occurring after an
invasive procedure such as digestive tract endoscopy that cleared without
treatment and had no complications); polymicrobial bacteraemia; non-
hospitalized patients; patients with do-not-resuscitate orders; neutropenic
patients (total neutrophil count <500/mm?); and survival <24 h after blood

cultures were obtained. In this analysis, only patients initially treated with
intravenous amoxicillin/clavulanate in monotherapy for at least 48 h were
included; patients could be changed later to another antibiotic.

Ethics

The study was approved by the Ethics Committee of the Hospital
Universitario Virgen Macarena, which waived the need to obtain consent
because of the observational nature of the study.

Variables and definitions

The outcome variables were: (i) clinical response at the end of treatment
with amoxicillin/clavulanate; (i) clinical response at day 21, irrespective of
whether amoxicillin/clavulanate continued for the full course of treatment
orwas changed to another antibiotic; and (iii) all-cause 30 day mortality.

Clinical response at the end of therapy with amoxicillin/clavulanate was
classified as: (i) ‘clinical cure’ if all symptoms and signs of infection were
completely resolved and no further antibiotics were needed; (ii) improve-
ment’ if all symptoms and signs of infection were completely or partially
resolved and antibiotic therapy for the episode was continued with another
drug because of one of the following reasons: (a) de-escalation, (b) switch
to an oral drug, (c) change to a more convenient parenteral drug for outpa-
tient therapy, or (d) reported in vitro resistance to amoxicillin/clavulanate;
and (iii) “failure’, if a switch to, or addition of, another antibiotic was needed
because infection-related symptoms or signs worsened or persisted, or
death from any cause occurred. Clinical response at day 21 was classified
as: (i) ‘clinical cure’ if all symptoms and signs of infection were completely
resolved and all antibiotics were stopped; (ii) ‘improvement’ if symptoms
and signs of infection improved, but had not completely resolved; and
(iii) “failure” if there were persistent, recurrent or new symptoms or signs
present related to the infection, or death occurred. Clinical response at the
end of treatment with amoxicillin/clavulanate and at day 21 was deter-
mined by a trained clinical investigator at each site; however, because of
the subjectivity of this endpoint, one investigator (J. R. B.), blinded with re-
spect to exposure (MIC of amoxicillin/clavulanate), assessed the clinical re-
sponse data of all cases according to vital signs, evolution of Pitt>*° and
SOFA™ scores, and laboratory data at the end of treatment with amoxicil-
lin/clavulanate and at day 21. When the assessment of clinical response
made by the blind investigator differed from the one indicated by the local
investigator, a query was sent to the local team with the indication to re-
view the case, and agreement was reached based on available data.

Data collected included: patient demographics; height; weight; site of
acquisition, classified as community, healthcare-associated or nosocomial
according to Friedman’s criteria;*? chronic underlying diseases; severity of
underlying condition according to the Charlson score’® and McCabe classifi-
cation;'* severity of acute condition according to Pitt and SOFA scores; inva-
sive procedures; source of bacteraemia according to standard clinical and
microbiological criteria;'® severity of systemic inflammatory response syn-
drome at presentation, classified as sepsis, severe sepsis or shock; baseline
creatinine level; aetiology; treatment; and outcome. Vital signs were re-
corded daily, if available, until day 7, and thereafter weekly; Pitt and SOFA
scores were recorded at the end of therapy with amoxicillin/clavulanate
and at days 14 and 21, and all key laboratory data were recorded as avail-
able. Patients were followed for 1 month after the onset of bacteraemia to
assess clinical outcome, including mortality.

Microbiological studies

The first blood isolate from each patient was frozen at —80°C and sent to
the reference laboratory (Hospital Universitario Virgen Macarena), where
identification was confirmed and the amoxicillin/clavulanate MIC for each
isolate was determined by manual broth microdilution following EUCAST
and CLSI methodologies.'®"” Briefly, amoxicillin (Sigma-Aldrich, Madrid,
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Spain) MICs in the presence of potassium salt clavulanate (Sigma-Aldrich)
were determined by standard broth microdilution (BBL-Mueller-Hinton II
cation-adjusted broth; Becton-Dickinson, Madrid, Spain). For the EUCAST
methodology, panels were freshly prepared with a range of concentrations
of amoxicillin, from 0.03 to 64 mg/L, and a fixed 2 mg/L concentration of
clavulanate, while for CLSI, the panels were freshly prepared using amoxi-
cillin/clavulanate in a 2:1 ratio with the same range of concentrations.
E. coli ATCC 25922 and E. coli ATCC 35218 were used as the control strain in
microdilution. The reading of the results was performed fully manually by
three independent researchers.

ESBL production was determined by standard phenotypic methods.
PCR assays were used to characterize B-lactamase genes. PCR conditions
and previously described group-specific primers covering the most frequent
ESBLs in our area (SHV,?° CTX-M-9,%' CTX-M-1? and TEM?°) were used to
amplify the bla genes, and the amplicons were sequenced. When OXA-1
production was suspected, the presence was determined by PCR with spe-
cific primers.?*

18,19

Statistical analysis

Discrepancies between susceptibility methods were analysed by means
of essential and categorical agreement. Essential agreement referred
to amoxicillin concentration and was considered when the same MIC val-
ues (+1 dilution) were obtained for both microdilution methods, using
EUCAST as the reference. The kappa index was used to evaluate concord-
ance.?* For categorical agreement, MICs were classified into clinical catego-
ries according to EUCAST and CLSI interpretive criteria;'*> very major,
major and minor errors were calculated according to established guide-
lines, with EUCAST considered as the reference method.?®

For analysis of the independent impact of MIC breakpoints on outcome,
a univariate analysis of associated variables was first performed; propor-
tions were compared using the 32 or Fisher’s exact test as appropriate. MIC
breakpoints potentially predictive of clinical outcomes were initially
explored by classification and regression tree (CART) analysis (CART soft-
ware 7.0, Salford Systems) for both CLSI- and EUCAST-derived MICs once
converted into their base 2 logs; however, the different breakpoints recom-
mended by CLSI and EUCAST, as well as others, were also tested. The inde-
pendent association between MIC values (base 2 log) or specific
breakpoints and the different outcomes were assessed by multivariate lo-
gistic regression. Potential confounders (age, Charlson index, Pitt score,
presentation with severe sepsis or shock, source, Enterobacteriaceae and
site) were included in the models if their univariate P value was <0.1. To
control for the site effect, participating centres were classified into those
with lower and higher rates of the different outcomes after considering all
other variables using TreeNet (Salford Systems). Interaction between MIC
breakpoints and source was also investigated. The variables in the final
model were selected by a stepwise backward procedure; variables with
P<0.1 were kept in the models. The MIC breakpoint was always kept.
Subgroup analyses of patients with and without a urinary tract source, and
with urinary or biliary tract sources were also performed. All analyses were
performed using SPSS 18.0.

Results

Description of the cohort

During the study period, 1058 episodes of bacteraemia due to
Enterobacteriaceae were included in the Bacteraemia-MIC cohort.
Of these, 264 were initially treated with amoxicillin/clavulanate
and included in this analysis. Demographic, epidemiological, clin-
ical and microbiological data and the outcomes of episodes are
shown in Table 1. The most common source of bacteraemia was
the urinary tract. E. coli and Klebsiella pneumoniae were the most
frequent pathogens. ESBL-producing Enterobacteriaceae were

identified in 15 (5.7%) episodes: nine were E. coli, five K. pneumo-
niae and one Proteus mirabilis (4.5%, 14.7% and 9.1% of total spe-
cific species, respectively). The ESBL genes were blacrx-nm-15 (seven
isolates), blacrx-m-14 (two), blactx-m-1 (one) and blagyy-1> (five). The
OXA-1 gene was detected in five (1.9%) isolates, all of which were
also ESBL producers (four E. coli and one K. pneumoniae).

The median duration of therapy with amoxicillin/clavulanate
was 4 days for 135 patients who were changed to another drug
and 11 days for those treated with amoxicillin/clavulanate for the
whole course of treatment. The most frequent dose was 1g of
amoxicillin plus 0.2 g of clavulanate (1.2 g) every 8 h intravenously;
we have no information about the reasons why some patients
were administered 2.2 g every 8 h; finally, some patients received
other doses because of adjustments due to renal insufficiency. The
most common reasons for switching from amoxicillin/clavulanate
to another drug were: report of resistance, 41 patients (15.5%);
de-escalation, 39 patients (14.8%); and unsatisfactory clinical evo-
lution, 31 patients (11.7%). The most frequently used antibiotics
after amoxicillin/clavulanate were cephalosporins (31.1%), fluoro-
quinolones (29.6%), carbapenems (20.7%) and piperacillin/tazo-
bactam (13.3%).

MIC distributions and concordance between CLSI and
EUCAST methodologies

Figure 1 shows the MIC distributions according to the CLSI and
EUCAST methods. Overall, the essential agreement was 73.1%
and categorical agreement was only 65.5%. The kappa index was
0.24, indicating weak concordance. Taking the EUCAST criteria as
reference, there were 45 (17%) very major errors, 1 (0.4%) major
error and 45 (17.0%) minor errors. For E. coli, essential agreement
was 74.3% and categorical agreement was 58.9%; the kappa
index was 0.19. For Enterobacteriaceae other than E. coli, the per-
centages for essential and categorical agreement were 69.4% and
87.1%, respectively, and the kappa index was 0.28.

The data for specific microorganisms are shown in Table 2.
E. coli and Klebsiella spp. were more frequently considered resist-
ant by EUCAST than by CLSI, although Proteus spp. was more fre-
quently susceptible. All other Enterobacteriaceae were resistant by
both methods.

We analysed the crude outcomes of patients with bacteraemia
due to isolates with concordant and discrepant categories. The
rate of failure at the end of amoxicillin/clavulanate treatment was
13.1% (16 of 122) for patients with isolates classified as suscep-
tible and 23.5% (12 of 51) for those classified as resistant by both
CLSI and EUCAST T[relative risk (RR)=1.76; 95% CI: 0.90-3.45;
P=10.09]. The failure rate for isolates classified as susceptible or
intermediate by CLSI and resistant by EUCAST lay between the two
[17.8% (16 of 90)]. All failures among discrepant isolates occurred
in those with MICs of 8/4 or 16/8 mg/L by CLSI. The results were
similar for failure at day 21 (Table S1, available as Supplementary
data at JAC Online).

Association of CLSI-derived MICs and outcomes

Associations between MICs and categories obtained with CLSI
methodology and outcomes are shown in Table 3 and Figure 2.
Crude comparisons of outcomes according to recommended
breakpoints are also shown in Table 3; only failure at the end of
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Table 1. Characteristics, clinical features and outcomes of patients with bloodstream infections caused by Enterobacteriaceae treated with amoxicil-
lin/clavulanate according to CART-derived breakpoints for both CLSI and EUCAST methods

EUCAST
MIC (mg/L) MIC (mg/L)
Allisolates
Variable (N =264) <8/t (N=167) =>8/4(N=97) <32/2(N=189) =>32/2(N=75)
Age (years), median (IQR) 75 (64-82) 75 (65-82) 76 (64-84) 76 (65-83) 75 (63-80)
Male 123 (46.6) 73 (43.7) 50 (51.5) 84 (44.4) 39 (52.0)
Hospital-acquired episode 109 (41.3) 60 (35.9) 49 (50.5)¢ 68 (36.0) 41 (54.7)°
Comorbidities
diabetes mellitus 6(32.6) 58 (34.7) 28(28.9) 8 (36.0) 18 (24.0)
chronic pulmonary disease 2(15.9) 26 (15.6) 16 (16.5) 9(15.3) 13(17.3) g
congestive heart failure 7(10.2) 17 (10.2) 10(10.3) 0(10.6) 7(9.3) §
malignancy 7(17.8) 28 (16.8) 19 (19.6) 0(15.9) 17 (22.7) g:_
renal failure (end-stage renal disease) 5(13.3) 18 (10.8) 17 (17.5) 1(11.1) 14 (18.7) &
liver cirrhosis 4 (1.5) 2(1.2) 2(2.1) 2(1.1) 2(2.7) g
immunocompromised 22(8.3) 13(7.8) 9(9.3) 3(6.9) 9(12.0) E
Ultimately or rapidly fatal disease (according to 62 (23.5) 36 (21.6) 26 (26.8) 152 (80.4) 50 (66.7)° 'g\_'
McCabe classification) E\
Age-weighted Charlson comorbidity index, median (IQR) 2 (0-3) 2 (0-3) 2 (0.5-3.5) 2 (0.5-3) (0-4 g
Pitt score, median (IQR) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2 g
Previous invasive procedures é"
mechanical ventilation 1(0.4) 1(0.6) 0(0) 0(0) 1(1.3) g
major surgery 21(8.0) 9 (5.4) 12 (12.4)° 10(5.3) 11 (14.7)° f
urinary catheter 34(12.9) 17 (10.2) 17 (17.5) 16 (8.5) 18 (24.0)¢ @
Severe sepsis or septic shock 49 (18.6) 28 (16.8) 21(21.6) 30(15.9) 19 (25.3) 2
Source of bloodstream infections %
urinary tract 171 (64.7) 105 (62.9) 67(69.1) 125 (66.1) 47 (62.7) 5
biliary tract 44 (16.7) 33(19.8) 11(11.3) 34 (18.0) 10(13.3) 2
abdominal 14 (5.3) 9 (5.4) 5(5.2) 8 (4.2) 6 (8.0) §
vascular catheter 5(1.9) 1(0.6) 4 (4.1) 2(1.1) 3(4.0) =]
respiratory 7(2.7) 4(2.4) 3(3.1) 5(2.6) 2(2.7) g
others 22(8.3) 15 (9.0) 7(7.2) 15(7.9) 7(9.3) 4
Aetiology é
E. coli 202 (76.5) 130(77.8) 72 (74.2) 152 (80.4) 50 (66.7)° g
K. pneumoniae 34(12.9) 25 (15.0) 9(9.3) 26 (13.8) 8(10.7) g
K. oxytoca 2(0.8) 1(0.6) 1(1.0) 1(0.5) 1(1.3) ’g
E. cloacae 7(2.6) 0(0) 7(7.2)° 0(0) 7(9.3)° g
P. mirabilis 11 (4.2) 10 (6.0) 1(1.0 10(5.3) 1(1.3) ‘E
S. marcescens 3(1.1) 0(0) 3(3.1)¢ 0(0) 3 (4.0 v:
others 5(1.9) 1(0.6) 4 (4.1)° 0(0) 5(6.7)° 2
ESBL producer 15(5.7) 7 (4.2) 8(8.2) 0(0) 5(6.7)% ~
OXA-1 producer 5(1.9) 0(0) 5(5.2)¢ 6(3.2) 6(12.0)°
Reason for changing amoxicillin/clavulanate to
another antibiotic
resistance 41 (15.5) 0(0) 41 (42.3)° 3(1.6) 38 (50.7)¢
de-escalation 39 (14.8) 29 (17.4) 10(10.3) 30(15.9) 9(12.0)
unsatisfactory evolution 31(11.7) 19 (11.4) 12 (12.4) 20(10.6) 11 (14.7)
Dose
1.2g/8h 210(79.5) 135(80.8) 75 (77.3) 154 (81.5) 56 (74.7)
2.29/8h 23(8.7) 17 (10.2) 6(6.2) 18(9.5) 5(6.7)
others 31(11.7) 15(9.0) 16 (16.5) 15(8.0) 4(18.7)°
Outcome at the end of treatment with amoxicillin/clavulanate
clinical cure 115 (43.6) 82 (49.1) 33 (34.0)° 91 (48.1) 24 (32.0)°
continued
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Table 1. continued
CLSI EUCAST
MIC (mg/L) MIC (mg/L)
Allisolates
Variable (N=264) <8/4(N=167) >8/4(N=97) <32/2(N=189) >32/2(N=75)
improvement 105 (39.8) 63(37.7) 42 (43.3) 74(39.2) 31 (41.3)
failure 44 (16.7) 22(13.2) 22(22.7) 24(12.7) 20 (26.7)°
Outcome at day 21
clinical cure 208 (78.8) 135(80.8) 73 (75.3) 154 (81.5) 54 (72.0)
improvement 41 (15.5) 25(15.0) 16 (16.5) 29 (15.3) 12 (16.0)
failure 15(5.7) 7 (4.2) 8(8.2) 6(3.2) 9(12.0)¢
Mortality at day 30 19(7.2) 12(7.2) 7(7.2) 11(5.8) 8(10.7)

Data are expressed as number of patients (%) except where specified.
P <0.05.

CLSI (microdilution 2:1)

O EUCAST (microdilution 2 mg/L)

EUCAST
80 4 S 1 R CLSI

o))
o
L

~
o
L

Number of isolates

20 4

16 32 64 128
MIC (mg/L)

Figure 1. MIC distribution of amoxicillin/clavulanate for all isolates ac-
cording to the method used: microdilution with a 2:1 amoxicillin/clavu-
lanate ratio (CLSI) and microdilution with fixed 2mg/L clavulanate
(EUCAST). I, intermediate; R, resistant; S, susceptible.

therapy with amoxicillin/clavulanate was near statistical signifi-
cance when susceptible and non-susceptible isolates were com-
pared. Considered as a continuous variable, base 2 log-converted
MIC obtained with CLSI methodology was not significantly associ-
ated with failure at the end of therapy with amoxicillin/clavulanate
in adjusted analysis (OR per increase in MIC value = 1.13; 95%
Cl: 0.92-1.39; P=0.20), failure at day 21 (OR=1.22; 95% CL
0.85-1.75; P=0.27) or mortality (OR=0.91; 95% CI: 0.66-1.25;
P=0.58).

We first analysed MIC >8/4 mg/L, which is the present CLSI
breakpoint for non-susceptibility, which was also selected by ex-
ploratory CART analysis as predictive of failure at the end of

Table 2. Distribution of Enterobacteriaceae causing bacteraemia, ac-
cording to EUCAST and CLSI criteria for susceptibility to amoxicillin/
clavulanate

Susceptible Intermediate Resistant

Allisolates (n=264)  EUCAST 123 (46.6) - 141 (53.4)
CLSI 167 (63.3) 45(17.0) 2(19.7)
E. coli (n=202) EUCAST 1(45.0) - 111 (55.0)
CLSI 130 (64.4) 42 (20.8) 0(14.8)
Klebsiella spp. (n=36) EUCAST 4 (66.7) - 2(33.3)
CLSI 6(72.3) 3(8.3) 7 (19.4)
Proteus spp. (n=12)  EUCAST 8 (66.7) - 4(33.3)
CLSI 11 (91.7) 0 1(8.3)
Other (n=14)° EUCAST 0 - 14 (100)
CLSI 0 0 14 (100)

Data are presented as number of isolates (%).
°Enterobacter spp. (8), Serratia spp. (4) and Morganella morgannii (2).

therapy with amoxicillin/clavulanate. The characteristics of
patients with isolates showing MICs <8/4mg/L (n=167) or
>8/4mg/L (n=97) are compared in Table 1. Several differences
were found: nosocomial infection, major surgery and specific aeti-
ologies (Enterobacter cloacae, Serratia marcescens) were more
frequent in the MIC >8/4 mg/L group. The failure rate at the end of
treatment with amoxicillin/clavulanate was significantly higher in
the MIC >8/4 mg/L group in crude analysis (22.7% versus 13.2%,
RR=1.72; 95% CI: 1.00-2.94; P=0.04) and in adjusted analysis
(Table 4). An MIC >8/4 mg/L was not predictive of failure at day
21 or mortality in multivariate analyses (Table 4). Subgroup ana-
lyses of patients according to the source of bacteraemia showed
similar results (data not shown).

Multivariate analysis was also performed using MIC >16/8 mg/L
as the breakpoint, which is the CLSI breakpoint for resistance; no as-
sociation with any studied outcome could be identified (Table 4).

Exploratory CART analysis selected >4/2 mg/L as a predictor of
failure at day 21; the rates of failure were 2.1% (2 of 95) for MIC
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Table 3. Crude outcomes of patients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae treated with amoxicillin/clavulanate, by MIC and category, accord-
ing to CLSI and EUCAST methods

CLSI EUCAST
failure at end failure at end
of therapy with of therapy with
MIC (mg/L) amoxicillin/clavulanate failure at day 21 mortality amoxicillin/clavulanate failure at day 21 mortality
<1 0(0) 0(0) 1(14.3) 1(5.9) 0(0) 2(11.8)
2 3(11.5) 0(0) 1(3.8) 3(21.4) 0(0) 0(0)
4 9 (14.5) 2(3.2) 5(8.1) 5(10.2) 1(2.0) 1(2.0)
8 10 (13.9) 5(6.9) 5(6.9) 8(18.6) 3(7.0) 5(11.6)
16 10(22.2) 3(6.7) 3(6.7) 4(10.5) 1(2.6) 2(5.3)
32 6(26.1) 2(8.7) 2(8.7) 4 (14.3) 1(3.6) 1(3.6)
>32 6(20.7) 3(10.3) 2(6.9) 20 (26.7) 9(12.0) 8(10.7)
Category
susceptible 22(13.2)° 7 (4.2) 12(7.2)¢ 16 (13.0)9 4(3.3)" 8(6.5)
intermediate 10(22.2) 3(6.7) 3(6.7) - - -
resistant 12 (23.2)° 5(9.6)¢ 4(7.7)f 28 (19.9) 11(7.8) 11(7.8)

Data are presented as number of patients (%).
Comparisons of outcomes (Fisher test):

%usceptible versus intermediate and resistant, P = 0.06;
bresistant versus susceptible and intermediate, P=0.21;
“susceptible versus intermediate and resistant, P=0.17;
dresistant versus susceptible and intermediate, P = 0.18;
susceptible versus intermediate and resistant, P = 1.0;
fresistant versus susceptible and intermediate, P=0.77;
9susceptible versus resistant, P=0.18;

hsusceptible versus resistant, P=0.18; and

isusceptible versus resistant, P=0.81.

Table 4. Adjusted association of different breakpoints using CLSI or EUCAST methodology with clinical outcomes in patients with bacteraemia due to
Enterobacteriaceae treated with amoxicillin/clavulanate

Outcome Adjusted OR (95% CI) P Adjusted OR (95% CI) P Adjusted OR (95% CI) P
CLSI >4/2 mg/L CLSI >8/4mg/L CLSI >16/8 mg/L
Failure at the end of amoxicillin/clavulanate 1.47 (0.69-3.12) 0.31 1.96 (0.98-3.90) 0.05 1.81 (0.81-4.03) 0.14
Failure at day 21 2.92 (0.62-14.31) 0.17 1.97 (0.65-5.98) 0.22 2.20(0.64-7.52) 0.20
Mortality at day 30 0.70(0.25-1.99) 0.51 0.91 (0.33-2.50) 0.86 0.98(0.29-3.31) 0.98
EUCAST >8/2 mg/L EUCAST >16/2 mg/L EUCAST >32/2 mg/L
Failure at the end of amoxicillin/clavulanate 1.68 (0.82-3.41) 0.14 2.10 (1.05-4.21) 0.03 2.32(1.13-4.77) 0.02
Failure at day 21 2.36 (0.69-8.08) 0.17 3.01(0.93-9.67) 0.06 3.44(1.08-10.88) 0.03
Mortality at day 30 1.05(0.38-2.85) 0.91 1.17 (0.43-3.18) 0.74 1.43 (0.50-4.02) 0.49

<4/2mg/L and 7.7% (13 of 169) for >4/2mg/L (unadjusted
RR = 3.64; 95% CI: 0.84-15.78; P = 0.06). No significant association
could be demonstrated by multivariate analysis (Table 4). In sub-
group analyses, there was a trend towards increased risk of failure
at the end of therapy with amoxicillin/clavulanate in patients
whose source was different from the urinary or biliary tract
(adjusted OR = 2.28; 95% CI: 0.92-5.68; P=0.07). No other sub-
group analyses provided significant results. CART analysis could
not find any MIC value that predicted mortality.

Association of EUCAST-derived MICs and outcomes

The associations between MICs obtained with EUCAST method-
ology and outcomes are shown in Table 3 and Figure 2. Crude com-
parisons of outcomes according to recommended breakpoints are
also shown in Table 3; no statistically significant differences be-
tween susceptible and non-susceptible isolates were found.
Considered as a continuous variable, base 2 log-converted MIC ob-
tained with EUCAST methodology was associated with failure at
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Figure 2. Outcome of patients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae treated with amoxicillin/clavulanate according to MIC, as determined by
CLSI or EUCAST. Data are presented as percentage of patients with the specified outcome. Numbers of patients at each MIC value are specified in
Table 3.
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the end of therapy with amoxicillin/clavulanate (OR per increase in
MIC value=1.22; 95% CI: 1.03-1.43; P=0.01) and at day
21 (OR=1.42;95% CI: 1.06-1.92; P= 0.01), but not with mortality
(OR =1.06;95% CI:0.85-1.33;P=0.57).

No significant association could be found with MIC >8/2 mg/L
(present breakpoint recommended by EUCAST for resistance) and
any of the outcomes investigated (Table 4).

Exploratory CART analysis selected >32/2mg/L as predicting
failure at the end of therapy with amoxicillin/clavulanate. The
features of patients with isolates showing MIC <32/2mg/L and
>32/2mg/L are shown in Table 1. Higher rates of failure were
observed in the high MIC group in crude analysis at the end of
treatment with amoxicillin/clavulanate (12.7% versus 26.7%;
RR=2.10; 95% CI: 1.23-3.56; P = 0.006) and at day 21 (3.2% ver-
sus 12.0%, RR=3.78; 95% CI: 1.39-10.25; P=0.01). The differ-
ences were not significant for mortality (5.8% versus 10.7%,
RR=1.83; 95% CI: 0.76-4.37; P=0.17). By multivariate analysis
(Table 4), isolates with MICs >32/2 mg/L remained independently
associated with a higher risk of failure at the end of treatment with
amoxicillin/clavulanate and at day 21 (Table 4). However, sub-
group analysis showed that isolates with MICs >32/2 mg/L were
associated with failure at the end of therapy with amoxicillin/
clavulanate in patients with a urinary or biliary tract source (ad-
justed OR = 2.34; 95% CI: 1.00-5.44; P = 0.04), but the association
was not significant for other sources (adjusted OR = 1.83; 95% CI:
0.44-7.61; P=0.4). MIC >32/2 mg/L also showed independent as-
sociation with failure at day 21, but not with mortality (Table 4).

We also investigated lower breakpoints. Importantly, MIC
>16/2 mg/L was also associated with crude higher risk of failure at
the end of treatment with amoxicillin/clavulanate (12.4% versus
23.3%; RR=1.88; 95% CI: 1.09-3.21; P=0.02) and at day 21
(3.1% versus 9.7%; RR = 3.12; 95% CI: 1.10-8.84; P= 0.02), but not
with mortality (6.2% versus 8.7%; RR = 1.40; 95% CI: 0.59-3.34;
P = 0.4). The associations with failure at the end of treatment with
amoxicillin/clavulanate and at day 21 were was also significant in
multivariate analysis (Table 4). Stratified analysis according to
source (urinary tract or others) did not change the resuilts.

Discussion

There are few clinical data available to support the establishment
of susceptibility breakpoints for most antimicrobial agents due to
the difficulties of performing studies that address this issue.
It would be impossible, as well as unethical, to randomize patients
for empirical therapy by MIC, and post-hoc analyses of patients
included in randomized trials are usually limited by the fact that
the most severely affected patients or those with resistant isolates
are typically underrepresented. Well-designed observational stud-
ies could be useful for this purpose, although designing such stud-
ies also presents challenges. Several aspects must be taken into
account. First, only patients treated in monotherapy with the anti-
biotic of interest should be included; second, all patients should re-
ceive the antibiotic early enough and for a minimum period to
allow the activity to be measured; third, the reasons for changing
to another antibiotic should be assessed; fourth, the outcomes
should be appropriately chosen to measure the effect; and fifth,
the effect of confounders should be controlled for.

The Bacteraemia-MIC project was specifically designed to
investigate the impact of MICs of B-lactams and fluoroquinolones

on the outcome of patients with bacteraemia due to Enterobacter-
iaceae. We focused, in this analysis, on amoxicillin/clavulanate be-
cause it is commonly used in many countries, and because the
methods recommended by CLSI and EUCAST for susceptibility
assays and clinical breakpoint values differ.

The results obtained from this study showed significant discrep-
ancies and there was low overall agreement for susceptibility data
obtained using CLSI and EUCAST methodologies; this resulted in a
higher percentage of resistant isolates for E. coli and Klebsiella spp.
and a lower one for Proteus spp. when EUCAST methodology was
used. Two previous studies including only E. coli isolates showed
higher resistance rates with EUCAST.®” These data have very im-
portant implications for surveillance of resistance and antibiotic
use; surveillance systems should specify the methodology used
and take into account that whenever EUCAST criteria are applied,
higher rates of resistance to amoxicillin/clavulanate should be
expected for E. coli and Klebsiella spp. In addition, empirical and
targeted therapy with amoxicillin/clavulanate would be less fre-
quently recommended if EUCAST is used.

To the best of our knowledge, this is the first study to include a
detailed prospective clinical evaluation of patients with bacter-
aemia due to Enterobacteriaceae and treated with amoxicillin/
clavulanate with the specific objective of investigating the impact
of MIC on outcome. Several features of the cohort, even though it
was typical of infection studies, should be taken into account when
interpreting the data: first, a high proportion of the cases were due
to E. coli and representation of other Enterobacteriaceae was
therefore limited; second, the most frequent source of bacter-
aemia was the urinary tract, which has better expected outcomes
than other sources; and third, severe sepsis or septic shock were
not frequent. This probably explains the low rate of clinical failures
and mortality found even in the resistant subgroups. MIC was not
therefore expected to have a clear impact on mortality, and clinical
failure was also assessed as an outcome. Because clinical failure is
prone to subjective interpretations, to try and limit investigator-
derived information bias, objective data were collected for use by a
blind investigator to check the outcomes determined by the local
investigators. In addition, because antibiotic therapy is frequently
changed during the course of infection, we assessed clinical failure
at the end of therapy with amoxicillin/clavulanate and at day 21.
We expected failure at the end of therapy with amoxicillin/clavu-
lanate to be most directly associated with amoxicillin/clavulanate
activity, because a change to another drug is expected to cure
eventually the patients who survive. The definition for this out-
come considered any change of antibiotic where the patient was
not clearly improving as a failure, to be as sensitive as possible in
detecting what was considered as failure in clinical practice.

Overall, our results suggest that EUCAST-derived MICs were
more predictive of outcomes. Interestingly, EUCAST-derived MIC
values were predictive of outcome when considered as a continu-
ous variable, while CLSI-derived MIC values were not. The failure
rates for patients with isolates with discrepant CLSI and EUCAST
susceptibility results lay between those that were susceptible and
resistant according to the two methodologies, although the differ-
ences were not statistically significant, which may be due to the
lack of statistical power. Because all failures among discrepant iso-
lates occurred with borderline MICs (8/4-16/8 mg/L) using CLSI cri-
teria, this would suggest using caution when interpreting CLSI
results with borderline MICs until more data become available.
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The CART analysis for CLSI-derived MICs suggested the cur-
rently recommended breakpoint (non-susceptible, >8/4mg/L) as
predictive of failure at the end of therapy with amoxicillin/clavu-
lanate. When confounders were taken into account, however, the
estimate was less precise as the 95% CI was wider and the associ-
ation was borderline significant. In any case, we think that these
results tend to reinforce the fact that isolates with MICs >8/4 mg/L
should not be considered as susceptible when using CLSI methods.
We were unable to find any crude or adjusted association between
this breakpoint and failure at day 21 or mortality. Interestingly, iso-
lates from patients with sources other than the urinary or biliary
tract and with MICs >4/2 mg/L showed an independent trend to-
wards higher risk of failure at day 21. Despite the limitation inher-
ent to low number of cases with other sources, caution should be
exercised with patients with these infections and with borderline
MICs using CLSI criteria.

On the other hand, the breakpoint for failure identified by CART
analysis for EUCAST-derived MICs (>32/2mg/L) is two dilutions
higher than the actual breakpoint for resistance (>8/2 mg/L), but is
the recommended breakpoint for uncomplicated urinary tract in-
fections. Importantly, the results of multivariate analysis supported
>32/2mg/L as an independent predictor of failure at the end of
treatment with amoxicillin/clavulanate in patients with urinary or
biliary tract infections; therefore, the latter types of infection might
be treated with intravenous amoxicillin/clavulanate, even with
MICs up to 32/2 mg/L. However, as MIC >16/2 mg/L was also inde-
pendently associated with failure, this latter breakpoint is probably
more reasonable and safer for all types of infection. Importantly,
the present breakpoint recommended by EUCAST (>8/2 mg/L) did
not show any predictive effect on any of the outcomes measured.
A previous study with fewer patients showed a higher failure rate
for patients with isolates with MICs >8/2 mg/L using EUCAST; in
that study, however, only episodes caused by E. coli were included,
an automated system and gradient test (Etest®) were used to de-
termine the MIC, and the definitions of outcome were different.”
Our results would suggest that the EUCAST breakpoint for invasive
infections might need to be reconsidered.

For interpretation of the data, it should be kept in mind that
most patients were treated with 1.2 g every 8 h. Because some pa-
tients were administered 2.2 g every 8 h, we explored dosing as a
potential confounder, but we found no crude association or trend
with any of the outcomes. Nevertheless, we performed additional
multivariate analysis introducing this variable, but it showed no
statistically significant influence on any outcomes or modification
effect (interaction) with MIC values (data not shown).

This study has some limitations that should be taken into ac-
count. Despite the high number of patients included, the statis-
tical power was limited for some subgroup analyses. The results
would apply mainly to the type of patients included here and to
the most frequent sources of bacteraemia and severity at
presentation as shown by the fact that the rate of failure in
our cohort was low even in patients with resistant isolates.
We included patients in whom amoxicillin/clavulanate was
changed to another antibiotic for various reasons, which gave
our results greater external validity, but jeopardized their in-
ternal validity. Finally, we used MIC values as a continuous vari-
able for some analysis, which is subject to debate; however, it
should be noted that it is not usually possible to analyse this

variable as a discrete categorical variable in clinical studies, as
was the case in this one, because of the low number of cases for
most of the MIC values.

In conclusion, CLSI and EUCAST methodologies showed
low agreement when determining the MICs of amoxicillin/
clavulanate and interpreting susceptibility; EUCAST MICs were
associated with outcomes when considered as a continuous
variable while CLSI ones were not. The present CLSI breakpoint
(>8/4mg/L) was only borderline predictive of failure at the end
of therapy with this drug; an MIC >16/2 mg/L using EUCAST
methodology was independently associated with failure at the
end of therapy with amoxicillin/clavulanate and at day 21.
However, because of the high proportion of cases with a urinary
tract source, more studies are needed in patients with blood-
stream infections from other sources.
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3.2. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Los dos trabajos que componen este proyecto de tesis doctoral forman parte del proyec-
to multicéntrico Bacteriemia-MIC llevado a cabo en el territorio nacional entre Enero de
2011 y Diciembre de 2013, financiado por el Instituto de Salud Carlos III (P110/02021) e
incluido entre los proyectos de la Red Esparfiola de Investigacién en Patologia Infeccio-
sas (REIPI) (www.reipi.org). El proyecto se diseié como un estudio observacional de
cohortes prospectivo, en el que participaron 13 hospitales universitarios esparfioles. El
objetivo general del proyecto era investigar el impacto de la CMI de diferentes antibio-
ticos betalactamicos y quinolonas en el prondstico de los pacientes con bacteriemia por
enterobacterias. El prondstico se evalué como fracaso clinico al final del tratamiento
con el antimicrobiano de interés, fracaso clinico en los dias 14 y 21 y mortalidad en el
dia 30. Durante el periodo de estudio se incluyeron un total de 1058 pacientes con bac-
teriemia por enterobacterias tratados con alguno de estos antibiéticos en monoterapia
desde el primer dia tras la toma de los hemocultivos. De ellos, 287 fueron tratados con
PTZ y 264 con AMC. Como fruto de este trabajo se han publicado los dos articulos que
componen esta Tesis Doctoral.

3.2.1. Articulo 1: Impact of the MIC of piperacillin/tazobactam on the outcome for pa-
tients with bacteraemia due to Enterobacteriaceae: the Bacteraemia-MIC project

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el impacto de la CMI de PTZ en el pro-
néstico clinico de pacientes con bacteriemia tratados con este antibiético cuando el
aislado era categorizado como sensible o cercano a la sensibilidad.

Descripcién de la cohorte

Se analizaron las cepas de 287 pacientes, de los cuales 248 (86,4%) tenian una CMI
<4 mg/L (que consideramos como “CMI baja”), 27 (9,4%) una CMI entre 8 y16 mg/L
(consideradas como “CMI limite”) y 12 (4,2%) una CMI >16 mg/L (resistentes). Los pa-
tégenos aislados con mayor frecuencia fueron E. coli (183, 63,8%) y K. pneumoniae (49,
17,1%), de entre todos los aislados se detectaron 13 (4,5%) enterobacterias productoras
de BLEE. El principal origen de la infeccién fue el tracto biliar (138, 48,1%). Un 60,6%
de los pacientes recibieron una dosis de PTZ igual a 4,5g cada 8 horas administradas en
30 minutos. La duracién media del tratamiento con PTZ fue de 10 dias para aquellos
pacientes en los que se mantuvo el antibiético durante todo el seguimiento, mientras
que en aquellos pacientes en los que el tratamiento se cambié por otro antibiético fue
de 3 dias; en un 64,1% de los casos el motivo para el cambio fue la desescalada, y solo en
un 8,9% de los casos el tratamiento se cambié por una mala evolucién clinica. Cuando
se compararon las caracteristicas de los pacientes con aislados de CMI baja y limite no
se detectaron diferencias importantes, salvo en el tipo de adquisicién, siendo el origen
nosocomial mas frecuente en el grupo de pacientes con aislados con CMI limite, y en el
porcentaje de pacientes con un %jfT>CMI estimado >50% o del 100% que, como era de
esperar, fue mayor en el grupo de CMI baja.
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Analisis pronéstico en funcién de la CMI y otras variables

Los resultados del analisis crudo mostraron un aumento del riesgo de fracaso clinico en
el dia 21 en funcién del indice de Charlson, la escala de Pitt, la presentacién como sepsis
grave o shock séptico, la necesidad de ventilacién mecanica y el origen respiratorio de
la infeccidén; sin embargo, el origen biliar y el cambio de tratamiento antibiético fueron
factores protectores. Cuando se analiz6 el fracaso clinico al final del tratamiento con
PTZ (fuera este cuando fuera) en vez de en el dia 21, los resultados fueron similares;
en este caso las variables clinicas asociadas con el fracaso en el analisis univariante
fueron la necesidad de ventilacién mecanica, el indice de Charlson, la escala de Pitt,
la adquisicién nosocomial, la presentacién como sepsis grave o shock séptico y el ori-
gen respiratorio o de catéter. Nuevamente, el origen biliar fue un factor protector. Por
altimo se analiz6 la asociacion de las variables clinicas y la CMI con la mortalidad en
el dia 30 tras la infeccidn, en este caso las variables estadisticamente asociadas con las
mortalidad fueron la edad >65 anos, la necesidad de ventilacién mecanica, el indice
de Charlson, la escala de Pitt, la presentacién como sepsis grave o shock séptico y el
origen abdominal o respiratorio de la bacteriemia. Como en los analisis anteriores el
origen biliar fue un factor protector, en este caso ademas también lo fue el cambio de
tratamiento antibiético. La CMI de PTZ no fue predictor de ninguna de las variables
resultado estudiadas en los analisis crudos.

Se realizaron los analisis multivariante para todas las variables resultado (fracaso en
el dia 21, fracaso al final del tratamiento con PTZ y mortalidad en el dia 30); en todos
los casos la variable CMI no se relacion6 de manera independiente con el prondstico.
Tampoco lo hizo cuando se midié de manera cuantitativa ni como interaccién con otras
variables. Del mismo modo, tampoco mostré relacion independiente la estimacién de la
exposicién a PTZ, calculada como %fT>CMI. En todos los analisis, el indice de Charl-
son, la escala de Pitt y la presentacién como sepsis grave o shock se asociaron con peor
pronéstico, mientras que origen biliar de la bacteriemia se confirmé como factor pro-
tector independiente del pronéstico de la bacteriemia.

3.2. Articulo 2: MIC of amoxicillin/clavulanate according to CLSI and EUCAST: discre-
pancies and clinical impact in patients with bloodstream infections due to Enterobac-
teriaceae

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la concordancia de los resultados de sensi-
bilidad para AMC en enterobacterias causantes de bacteriemia usando las recomenda-
ciones de EUCAST y CLSI para microdilucién en caldo, asi como estudiar el impacto
de la CMI de AMC en el pronéstico clinico de pacientes con bacteriemia producida por
enterobacterias tratados con este antibiético y la capacidad de prediccion de ambos
métodos en el prondstico.

Descripcién de la cohorte

Se estudiaron los 264 pacientes de la cohorte Bacteriemia-MIC tratados con AMC. El
origen de la infeccién mas frecuente fue el urinario (171, 64.7%), siendo E. coli y K.
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prneumoniae los patégenos mas frecuentemente aislados. De entre todas las enterobac-
terias, 15 (5,7%) fueron productoras de BLEE y 5 (1,9%) de OXA-1, todas estas ultimas
conjuntamente con BLEE. Un 79,5% de los pacientes recibieron una dosis intravenosa
de AMC igual a 1,2g cada 8 horas. La duraciéon media del tratamiento con AMC fue de
11 dias para aquellos pacientes en los que se mantuvo el antibiético durante todo el se-
guimiento, mientras que en aquellos pacientes en los que el tratamiento se cambi6 por
otro antibiético fue de 4 dias; en 41 pacientes el motivo para el cambio fue un informe
de resistencia y en 31 una mala evolucién clinica.

Distribucién de CMI y concordancia entre CL.SI y EUCAST

Cuando se compararon las CMI determinadas de acuerdo a las recomendaciones de
ambos comités, la concordancia entre las CMI fue del 73,1% y entre las categorias cli-
nicas del 65,5%. Si consideramos EUCAST como método de referencia, obtuvimos 45
errores maximos, 1 error mayor y 45 errores minimos. Para medir el impacto de los
errores definidos, se analizé el pronéstico clinico entre los pacientes con resultados
concordantes y discrepantes. Para aislados con clasificados dentro de la misma cate-
goria hubo un 13,1% de fracasos al final del tratamiento con AMC cuando fueron sen-
sibles y un 23,5% entre los resistentes [Riesgo Relativo (RR)=1,76; IC 95%: 0,90-3,45;
p=0,09]. Si los aislados eran categorizados como resistentes de acuerdo a EUCAST e
intermedios o sensibles segiin CLSI el porcentaje de fracaso al final del tratamiento se
situé en un porcentaje intermedio (17,8%). En cuanto a los datos por especies, E. coli y
Klebsiella spp. fueron identificadas como resistentes con maés frecuencia usando la me-
todologia EUCAST que con CLSI, pero lo contrario ocurrié para Proteus spp. El resto
de las enterobacterias fueron resistentes con ambos métodos.

Asociacién entre las CMI determinadas por CLSI y el prondstico

No se encontro relacion entre la CMI considerada como variable continua y el pronésti-
co. El punto de corte de no sensibilidad seleccionado con el anélisis CART para predecir
el fracaso al final del tratamiento con AMC fue >8/4 mg/L; efectivamente, los pacien-
tes con CMI >8/4 mg/L presentaron significativamente mayor fracaso clinico al final
del tratamiento con AMC incluso en el analisis ajustado (OR=1,96; IC 95%: 0,98-3,90;
p=0,05). Por otra parte, el analisis CART seleccioné el punto de corte >4/2 mg/L. como
factor predictor del fracaso clinico en el dia 21; sin embargo, este punto de corte no fue
predictor del fracaso en el dia 21 en el anélisis multivariante. En un anélisis por subgru-
pos, los pacientes con bacteriemias de origen distintos al biliar o urinario presentaron
una tendencia mayor hacia el fracaso al final del tratamiento con AMC al aplicar este
punto de corte (OR: 2,28; IC 95%: 0,92 - 5,68; p=0,07).

Asociacién entre las CMI determinadas por EUCAST y el pronéstico

Cuando se considerd la CMI como una variable continua, se encontraron diferencias
significativas para el fracaso clinico al final del tratamiento con AMC (OR por incre-
mento de CMI=1,22; IC 95%: 1,03-1,43; p=0,01) y en el dia 21(OR por incremento de
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CMI=1,42; IC 95%: 1,06-1,92; p=0,01), pero no para la mortalidad. El analisis CART
seleccion6 una CMI >32/2 mg/L como factor predictor del fracaso al final del tratamien-
to con AMC; el anélisis crudo de ambos grupos mostré un mayor nimero de fracasos
en el grupo con CMI >32/2 mg/L tanto medido al final del tratamiento con AMC (12,7%
versus 26,7%; RR=2,10; IC 95%: 1,23-3,56; p=0,006) como en el dia 21 (3.2% versus
12.0%, RR=3.78; 95% CI: 1.39-10.25; p=0,01). Estas diferencias se confirmaron en el
analisis multivariante, donde la CMI >32/2 mg/L demostré asociarse de manera inde-
pendiente con el fracaso clinico al final del tratamiento con AMC y en el dia 21. En el
analisis de subgrupos, esta asociacién solo se mantuvo para aquellos pacientes con bac-
teriemia de origen urinario o biliar (OR =2,34; IC 95%: 1,00-5,44; p =0,04), pero no para
el resto (aunque el pequeno tamafio muestral es una limitacién). Cuando se analizé el
punto de corte >16/2 mg/L también se encontré asociacion estadisticamente significati-
va con el fracaso al final del tratamiento con AMC (RR=1,88; IC 95%: 1,09-3,21; p=0,02)
y en el dia 21 (RR=3,12; IC 95%: 1,1-8,84; p=0,02), confirméandose en el analisis multi-
variante (OR=2,10; IC 95%: 1,05-4,21; p=0,03 y OR=3,01; IC 95%: 0,93-9,67; p=0,03,
respectivamente).
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4. DISCUSION
4.1. ASPECTOS GENERALES

En general, existen pocos datos clinicos disponibles para apoyar el establecimiento de
puntos de corte de sensibilidad para la mayoria de los agentes antimicrobianos debido
a las dificultades de realizar estudios que aborden esta cuestién. Por ello, debido a que
estos estudios son escasos, las decisiones sobre puntos de corte se basan principalmente
en estudios in vitro y FC/FD*. El diseno y desarrollo de un estudio observacional con
este objetivo (encontrar un valor de CMI para predecir los resultados clinicos) presenta
un gran desafio, ya que requiere un elevado nimero de pacientes infectados con mi-
croorganismos con diferentes valores de CMI y que sean tratados con un antibiético
especifico. Para evitar el sesgo de exposicion, las definiciones de las variables resultado
deben de ser precisas y la evaluacion de las mismas exhaustiva, ademas se debe de lle-
var a cabo un control adecuado de los factores de confusién. Seria imposible, y en todo
caso no ético, asignar al azar a los pacientes para recibir un tratamiento empirico de
acuerdo a la CMI, ya que esto implicaria tratar a pacientes con un farmaco potencial-
mente inactivo frente a la infeccion; ademas los analisis post-hoc de pacientes incluidos
en ensayos clinicos aleatorizados estan limitados por el hecho de que los pacientes mas
graves o aquellos con aislamientos resistentes normalmente estan infrarrepresentados.

Los estudios observacionales bien disefiados pueden ser muy ttiles para este propdsito,
aunque el diseno de estos estudios también presenta desafios. Hay que tener en cuenta
varios aspectos. En primer lugar, s6lo deben incluirse pacientes tratados en monote-
rapia con el antibiético de interés. Segundo, todos los pacientes deben recibir el anti-
biético lo suficientemente pronto y durante un periodo minimo de tiempo para poder
medir el efecto del antibiético en la respuesta. En tercer lugar, deben evaluarse las razo-
nes para el cambio a otro antibiético para asi poder medir su impacto en el resultado.
Cuarto, se deben incluir todos los posibles factores de confusién como covariables y
proporcionar definiciones adecuadas para ellos para poder medir su efecto sobre el re-
sultado. En quinto lugar, se debera hacer una definicién clara de la poblacién de estudio
y utilizar criterios de inclusién y exclusién clinicos muy estrictos, asi como definir los
criterios para la asignacion de pacientes a cada grupo de tratamiento. Sexto, siempre
que sea posible deben disefiarse como estudios prospectivos y multicéntricos; Ademas,
los investigadores deberan asegurarse de que los datos recogidos de los pacientes sean
de calidad y si es posible que se haga por dos investigadores independientes; en el caso
de estudios multicéntricos el investigador principal debera asegurarse de que las defini-
ciones queden claras para todos los participantes y se haga una correcta interpretaciéon
de las mismas en todos los centros. Finalmente, los proyectos deben registrarse por
adelantado en sitios web publicos, incluyendo la hipétesis, los objetivos, la metodolo-
gia y el analisis estadistico que se prevea hacer con los datos recogidos, los métodos
estadisticos que se utilicen para el anélisis han de ser adecuados para controlar todos
los posibles factores de confusién y obtener resultados de calidad!>?. De hecho, en la
literatura hay un nimero muy limitado de estudios que evaltien el impacto de la CMI
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de un antibiético en la respuesta clinica del paciente, y en general, los que hay incluyen
un niimero muy pequefio de casos™ 133159,

Recientemente, nuestro grupo ha publicado una revision sistematica y metaanélisis en
el que se evalué el impacto de las CMI limite en el pronéstico de infecciones invasivas
por enterobacterias tras tratamiento con antibiéticos betalactamicos!'®®. Una conclu-
sién importante fue verificar que los estudios incluidos no estaban disefiados con este
propdsito y, por lo tanto, presentaban limitaciones importantes como no especificar las
dosis usadas, determinacién de las CMI mediante distintos métodos y no siempre de re-
ferencia o la falta de un adecuado control de los factores de confusion. Ese trabajo puso
de manifiesto la necesidad de disponer de estudios clinicos bien disenados que apoyen
los puntos de corte clinicos para infecciones por este grupo de bacterias y de este modo
poder modificar los puntos de corte actuales cuando sea necesario basandose en datos
de practica clinica real. En consecuencia, los metaanalisis de datos de estudios publica-
dos con otra finalidad proporcionan resultados limitados, aunque son necesarios para
mostrar las deficiencias actuales y la necesidad de estudios clinicos bien disefiados con
esta finalidad. Con nuestro estudio hemos intentado superar estas limitaciones, ya que
el proyecto Bacteriemia-MIC fue disefiado especificamente para investigar el impacto
de las CMI de betalactamicos y fluoroquinolonas sobre el prondstico de pacientes con
bacteriemia debida a Enterobacteriaceae.

4.2. PRIMER ARTICULO

En este estudio de cohortes prospectivo en el que se evalué la asociacion entre la CMI
de PTZ y el pronéstico clinico de pacientes con bacteriemia por enterobacterias, no
encontramos que una CMI cercana al punto de corte de PTZ se asociara con mayores
tasas de fracaso respecto a CMI mas bajas cuando los pacientes fueron tratados con
este antibiético, a las dosis utilizadas (la mas habitual, 4,5 g cada 8 horas, administra-
das en bolo de 30 minutos). En cambio, si encontramos asociacién de otras variables
clinicas con el pronéstico de la bacteriemia. La influencia de estas otras variables fue la
esperada y ya descrita previamente en otros trabajos'®1%4; las variables que se asociaron
de manera independiente con el fracaso clinico medido en diferentes momentos de la
infeccién (fin del tratamiento con PTZ, dia 21 y mortalidad cruda) fueron la gravedad
de la enfermedad crénica de base medida con el indice de Charlson, la gravedad de la
situacién aguda de acuerdo a la escala de Pitt y la presentacién de la infeccién como
sepsis grave o shock séptico. Sin embargo, los pacientes con una bacteriemia de origen
biliar tuvieron significativamente menor tasa de fracaso clinico que el resto, por lo que
el origen biliar de la bacteriemia resulto ser un factor de proteccién en el prondstico.

Los puntos de corte EUCAST de PTZ para Enterobacteriaceae consideran los aislados
con CMI <8 mg/L como sensibles, aquellos con CMI >16 mg/L como resistentes y por
lo tanto a los que tienen CMI de 16 mg/L como intermedios; de acuerdo a la interpre-
tacién de la categoria clinica aquellos pacientes con una CMI categorizada como inter-
media podrian ser tratados con altas dosis de PTZ*°. Por otro lado, los puntos de corte
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CLSI para este antibiético difieren con los de EUCAST. CLSI recomienda considerar
sensibles a aquellos aislados con una CMI <16 mg/L, intermedios cuando la CMI se
encuentre entre 32-64 mg/L y resistentes si la CMI es >128 mg/L38. En este trabajo anali-
zamos la asociacion entre el pronéstico y la CMI comparando dos grupos de pacientes,
aquellos con aislados con CMI baja (<4 mg/L) y pacientes con aislados con CMI cercana
al puntos de corte, incluyendo sensibles e intermedios para EUCAST (8-16 mg/L). Te-
niendo en cuenta los puntos de corte descritos y la interpretacién de los mismos, una
interpretaciéon general de nuestros resultados podria ser que dentro de los aislados no
resistentes, el valor de CMI para PTZ no tiene un impacto significativo en el resultado
clinico, ya que no hay diferencias entre el grupo de pacientes con CMI baja y aquellos
con CMI cercana al punto de corte e intermedios; estos resultados podrian reforzar los
puntos de corte actuales y, desde luego, sugieren que no es necesario bajarlos. Por otro
lado, en funcién de nuestros resultados el punto de corte de sensibilidad de CLSI podria
ser mas adecuado que el de EUCAST para las dosis utilizadas en nuestros pacientes.
Sin embargo, deben tenerse en cuenta algunas consideraciones antes de concluir que el
punto de corte de sensibilidad de EUCAST debe cambiarse a 16 mg/L.

Para el analisis de los resultados se realizé la estratificacion de los grupos que se ha indi-
cado previamente (CMI baja y CMI cercana al punto de corte); aunque la interpretacion
de la CMI se hizo de acuerdo a los puntos de corte EUCAST, y por lo tanto los aislados
con CMI de 16 mg/L fueron clasificados como intermedios, nosotros decidimos incluir
aquellos aislados con CMI igual a 16 mg/L dentro del grupo de CMI cercano al punto
de corte de sensibilidad. Esta decision se tomé en base a los resultados de algunos tra-
bajos que estudian la farmacocinética y farmacodinamia de PTZ!%-1%7, En un trabajo de
Lodise et al.'®8 se estudi6 la farmacodinamia de piperacilina en presencia de tazobactam
mediante simulacién de Monte Carlo; sus resultados estimaron que la probabilidad de
alcanzar el objetivo terapéutico administrando 3g de piperacilina cada 6 horas es >95%
para CMI de PTZ <8 mg/L, y de un 72,7% para 16 mg/L. La administracién de pipera-
cilina cada 4 horas tuvo un perfil farmacodindmico superior y proporcionaba tasas de
objetivo terapéutico superiores al 95% para CMI de <16 mg/L. Felton et al.'*” demostra-
ron que la infusion de 4,5g de PTZ en infusién prolongada (durante 3 o 4 horas) cada
6 o 8 horas resultaba en un PAO superior al 98% para microorganismos con CMI <8
mg/L. En el caso de aislados con CMI de 16 mg/L, la PAO fue del 94% cuando PTZ fue
administrado durante 3 horas cada 6 horas y del 82% cuando se administré durante 4
horas cada 8 horas. Sin embargo, cuando la CMI del microorganismo era superior a 16
mg/L, la PAO disminuia bruscamente hasta tasas cercanas al 0% independientemente
del régimen de tratamiento utilizado. En nuestro estudio, la mayoria de los pacientes
recibieron una dosis de 4,5 g cada 8 horas, principalmente en bolo pero algunos en
infusion prolongada. Por ello era de esperar que los pacientes con infeccién causada
por microorganismos con CMI de 16 mg/L tuvieran una alta probabilidad de alcanzar
el objetivo farmacodinamico. Habria sido ideal poder comparar los dos regimenes de
tratamiento mas utilizados en nuestro estudio (bolo y perfusion prolongada), pero debi-
do al bajo numero del segundo no se pudo realizar. Independientemente del tiempo de
infusion empleado, la dosis mas frecuente entre nuestros pacientes parecer ser apropia-
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da de acuerdo a los resultados obtenidos tras los analisis, siendo esta la dosis habitual
utilizada en la mayoria de paises europeos!®, a diferencia de la que tradicionalmente se
ha venido usando en EEUU (3,4 g cada 6 u 8 horas).

Habria sido ideal poder medir los niveles plasmaticos del antibiético en todos los pa-
cientes, pero la financiacién del proyecto no permitié esta posibilidad. En su lugar,
realizamos una estimacién de la exposicion al farmaco utilizando los parametros pre-
dictores de la misma descritos en la literatura para PTZ (peso, talla y aclaramiento de
creatinina)'¢” 17°, El parametro PD predictor de eficacia descrito para este antimicro-
biano es una concentracién plasmatica de farmaco libre por encima del valor de CMI
durante al menos el 50% del intervalo entre dosis (50%fT>MIC)®. Las estimaciones
realizadas en nuestros pacientes sugirieron que la inmensa mayoria de los pacientes
con aislados sensibles e intermedios a PTZ alcanzaron este objetivo con la dosis admi-
nistrada. Diferentes estudios publicados previamente han demostrado que las concen-
traciones plasmaticas de PTZ tienen una gran variabilidad en los pacientes criticos!'7!"!73,
aunque en nuestra serie en la mayoria de los casos los pacientes no podrian describirse
basalmente como tales (solo el 3,5% necesitaban ventilacion mecanica), si que hubo
una proporcién importante de casos con sepsis grave o shock séptico (33,1%). Se han
publicados datos preliminares sobre las concentraciones de PTZ medidas en una po-
blacién de pacientes no criticos con bacteriemia por Enterobacteriaceae, y por lo tanto
muy similar a nuestra cohorte, que apoyan los resultados de las estimaciones FC/FD
que se alcanzaron en nuestra serie'’ 7>, Por lo tanto, creemos que nuestros resultados
serfan aplicables principalmente a pacientes no criticos, aunque inicialmente puedan
presentar datos de gravedad.

Para realizar una correcta interpretacion de nuestros resultados es necesario tener en
cuenta las limitaciones del estudio. La primera consideracién que hay que resaltar es
que, desde el punto de vista estadistico, nuestro estudio podria tener una capacidad
limitada para detectar diferencias entre los dos grupos analizados, debido al bajo ni-
mero de pacientes con aislados con CMI limite. Sin embargo, este es el mayor estudio
publicado hasta la fecha que aborda especificamente este tema. Esto es una limitacién
inherente a la baja frecuencia de cepas con estas CMI en la realidad clinica. En segundo
lugar, la evaluacion del impacto de la CMI se ha realizado principalmente en relacién
al tratamiento empirico de la bacteriemia. La implicacién de la terapia empirica en el
pronéstico de las infecciones graves como la bacteriemia ha sido ampliamente estudia-
da'’¢, habiéndose demostrado que la terapia empirica es un factor importante y estre-
chamente relacionado con el resultado clinico, de tal modo que una terapia empirica
inadecuada se ha asociado independientemente con el aumento de la mortalidad en pa-
cientes con bacteriemia!”’. Sin embargo, el tratamiento dirigido es también relevante, y
dado que no es ético forzar a mantener el tratamiento con un farmaco informado como
intermedio o resistente para el prondstico, hubimos de disenar una forma de controlar
el efecto del cambio de tratamiento. Por este motivo recogimos en nuestro estudio el
momento y los motivos para el cambio, y se han tenido en cuenta en los anélisis, ade-
mas de considerar la variable resultado “fracaso al final del tratamiento con PTZ”.
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En tercer lugar, debemos tener en cuenta que otra variable critica para analizar los
resultados es el foco de la infeccién. Una pequena serie publicada previamente por
nuestro grupo de pacientes con bacteriemia causadas por E. coli productor de BLEE
mostré que la CMI de PTZ no influyé en el pronéstico de las infecciones del tracto uri-
nario pero si para bacteriemias de otros focos, en las que se encontré menor mortalidad
para los aislados con CMI <16 mg/L (sensibles e intermedias) que para los que tenian
una CMI >16 mg/L (resistentes)!'’®. El origen de la bacteriemia mas comin en nuestra
cohorte fue el biliar, incluso mas que el tracto urinario, lo que refleja el hecho de que
PTZ se utiliza con frecuencia en el tratamiento empirico para las infecciones del tracto
biliar asociadas a la asistencia sanitaria en nuestro pais. Las bacteriemias de origen
biliar son relativamente benignas en comparacién con la neumonia nosocomial u otras
infecciones intraabdominales complicadas!”’; de hecho, en nuestro analisis la bacte-
riemia de origen biliar resulto ser un factor protector del pronéstico clinico tanto en el
analisis univariante como en el multivariante. La falta de asociacién de las cepas con
CMI limite con el prondstico es independiente de que la bacteriemia fuera originada en
un foco biliar, pero a pesar de que ello, consideramos son necesarios mas estudios que
investiguen el impacto de la CMI de PTZ dentro de las categorias sensible e intermedia
en otros focos de infeccion.

Un aspecto de interés especial es la influencia de la CMI de PTZ en el tratamiento de
pacientes con infeccién causada por Enterobacteriaceae productoras de BLEE. Se han
publicado estudios previos cuyos resultados sugieren que las dosis utilizadas en nues-
tro trabajo seran eficaces para el tratamiento de la bacteriemia por E. coli productor
de BLEE sensible a PTZ, mas concretamente cuando el origen de la bacteriemia fuera
urinario o biliar'>* 7%, pero como hemos comentado, un anélisis especifico sugirié que
PTZ puede ser menos efectiva en pacientes con infecciones bacterianas graves no uri-
narias causadas por cepas de E. coli productor de BLEE con CMI cercanas al punto de
corte'. Recientemente, Gutiérrez-Gutiérrez et al. han publicado los resultados de un
proyecto multicéntrico en el que han demostrado que las combinaciones de BL/IBL no
son inferiores a los carbapenémicos para el tratamiento de la bacteriemia por entero-
bacterias productoras de BLEE independientemente del origen de la infeccién y de la
especie, siempre y cuando los aislados sean sensibles a PTZ y se administren las dosis
apropiadas. En este trabajo no se hizo un anélisis comparativo entre las CMI de PTZ
y su implicacién en el tratamiento; sin embargo, en la tesis doctoral de esta autora se
comunicaron estos analisis, y los resultados sugieren que entre los aislados con CMI
sensibles no hubo diferencias en el resultado clinico, pero si mostraron una tendencia
de mayor mortalidad segiin aumentaba la CMI de PTZ por encima de 16 mg/L'”°. En
nuestro estudio, los aislados productores de BLEE fueron muy escasos como para ob-
tener conclusiones.

Como conclusién general de esta publicacién, no encontramos que una CMI mayor
dentro de la categoria sensible o un valor de CMI categorizado como intermedio para
PTZ, tuviera una influencia significativa en el prondstico de los pacientes con bacterie-
mia debida a Enterobacteriaceae. Estos resultados podran ser aplicados principalmente
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a pacientes no criticos que reciban una dosis igual a 4,5g cada 8 horas con infecciones
del tracto urinario o biliar. Para confirmar que estos resultados puedan aplicarse a la
poblacién general, seran necesarios estudios que incluyan un mayor nimero de pacien-
tes y con mayor variabilidad de focos de infeccién.

4.3. SEGUNDO ARTICULO

En este trabajo nos concentramos en AMC ya que es un antibiético ampliamente utili-
zado en muchos paises y porque CLSI y EUCAST discrepan en los métodos recomenda-
dos para los estudios de sensibilidad y en los puntos de corte clinicos.

Los resultados de este trabajo demostraron importantes discrepancias entre los valores
de CMI cuando se calcularon de acuerdo a la recomendacién de cada comité, lo cual se
tradujo en una baja concordancia entre los resultados de sensibilidad al compararlas
metodologias de CLSI y EUCAST. Como consecuencia de las discrepancias, en nuestra
serie hubo un mayor porcentaje de aislados de E. coli y K. pneumoniae resistentes cuan-
do la CMI se determiné siguiendo las recomendaciones EUCAST, por el contrario en
el caso de aislados de Proteus spp. el nimero de cepas resistentes fue menor cuando la
sensibilidad se determiné por EUCAST. Previamente se han publicado varios trabajos
que comparan diferentes metodologias para el estudio de la sensibilidad a AMC, todos
estos trabajos se hicieron en aislados de E. coli mientras que en nuestro estudio inclui-
mos toda la familia de enterobacterias. En todos los trabajos se obtuvieron mayores
tasas de resistencia al usar la metodologia recomendada por EUCAST (concentracién
fija de de 2 mg/L de acido clavulanico)®®7°. Los resultados de los estudios de sensibilidad
a AMC tienen una importante implicacién en los programas de vigilancia de microor-
ganismos resistentes y en el uso de antibiéticos, ya que cuando los estudios de sensibi-
lidad se realicen de acuerdo a las recomendaciones EUCAST habra que tener en cuenta
que se deben esperar mayores tasas de resistencia al menos en aislados de E. coli y K.
prneumoniae. Por ello, los datos presentados en los programas de vigilancia deberian es-
pecificar claramente la metodologia usada para determinar la sensibilidad a AMC y sus
resultados deberian ser analizados con precaucion. Ademas, en lo que al tratamiento
empirico se refiere, los médicos prescriptores deberian conocer la metodologia usada
por sus centros para los estudios de sensibilidad; ya que en funcién de ello las tasas de
resistencia locales a AMC pueden variar enormemente y es posible que existiera la nece-
sidad de modificar las recomendaciones de tratamiento empirico con este antibiético.

Hasta el momento este es, en nuestro conocimiento, el primer trabajo publicado que
realiza una evaluacion clinica prospectiva y detallada de la evolucién clinica de pacien-
tes con bacteriemia por enterobacterias y tratados con AMC incluyendo el anélisis de
factores de confusion, con el objetivo especifico de investigar el impacto de la CMI de
AMC en el pronéstico de la bacteriemia. Hasta la fecha solo un trabajo habia hecho una
evaluacién del impacto de la CMI de AMC en el resultado clinico, Leverstain-van Hall y
colaboradores encontraron que la CMI de AMC medida con el sistema comercial Phoe-
nix se relacionaba mejor con la respuesta clinica que cuando se determinaba mediante
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E-test™. El sistema comercial usaba una concentracién fija de clavulanico de 2 mg/L, tal
y como recomienda EUCAST para determinar la CMI, y el E-test lleva incorporado un
ratio de concentracién 2:1 de AMC. A diferencia de nuestro trabajo, en este otro solo se
incluyeron aislados de E. coli y como se ha comentado la metodologia para determinar
la CMI no fue el método de referencia, sino un sistema semiautomatizado comercial y el
E-test. Nosotros sin embargo, incluimos aislados de toda la familia de enterobacterias
y el estudio de sensibilidad lo hicimos mediante microdilucién en caldo siguiendo la
normativa ISO*’. Ademas, ese trabajo fue retrospectivo y no consideré el impacto de los
factores de confusion, ademas de usar una variable resultado menos especifica.

Hay una serie de consideraciones a tener en cuenta para poder realizar una correcta
interpretacién de los datos de esta cohorte. En primer lugar, en nuestra cohorte hay un
elevado numero de infecciones por E. coli con respecto al resto de géneros de la familia
Enterobacteriaceae, aunque este hecho ocurre frecuentemente en todos los estudios
debido a la mayor prevalencia de esta especie, por lo que debemos tener en cuenta que
nuestros datos no siempre podran ser aplicados a todas las enterobacterias. En segundo
lugar, el origen de infeccién mas frecuente en esta serie fue el urinario; las infeccio-
nes del tracto urinario por lo general tienen mejor prondéstico que infecciones de otros
origenes como el abdominal o el respiratorio, este deberia de ser un factor a tener en
cuenta a la hora de valorar las razones por las que los pacientes presentaron una evolu-
cion favorable y medir la implicacién real del tratamiento con AMC en pronéstico. Por
ultimo, hubo un reducido nimero de pacientes con sepsis grave o shock séptico. Todas
estas consideraciones podrian explicar la baja tasa de fracasos clinicos y mortalidad
incluso en el grupo de pacientes resistentes a AMC.

Todo ello era esperado cuando se disen6 el trabajo y motivé que, dado que no podiamos
esperar que la CMI tuviera un impacto directo en la mortalidad, utilizdramos también
el fracaso clinico como variable resultado. Como bien es sabido, el fracaso clinico es
susceptible de interpretaciones subjetivas por el investigador, por lo que para evitar o
limitar en lo posible este sesgo derivado de la interpretaciéon de los datos, se recogie-
ron (ademas de la decisién del investigador local sobre si habia o no fracaso) una serie
de datos objetivables de los pacientes en los distintos momentos de la evaluacién, que
posteriormente fueron evaluados e interpretados por un investigador ciego del centro
de referencia para verificar los resultados interpretados por los investigadores locales.
Ademas, debido a que el tratamiento con AMC no tenia que mantenerse durante todo
el periodo de estudio, sino que el médico responsable del paciente podia cambiar el
tratamiento por otro antibiético bajo su criterio, se evalud el fracaso clinico al final del
tratamiento con AMC y en el dia 21 desde el inicio del tratamiento. Consideramos que
el fracaso al final del tratamiento con AMC es una variable resultado mas sensible para
evaluar la actividad del farmaco, ya que es de esperar que, si se cambia éste por mala
evolucién o por tener una CMI mas elevada, el nuevo farmaco tenga un importante im-
pacto en la curacién y mortalidad de los pacientes. No obstante, los motivos del cambio
de antibiético fueron varios y no siempre el fracaso del tratamiento con AMC.
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En general, nuestros resultados sugieren que la CMI determinada por EUCAST predice
mejor el pronéstico clinico del paciente con bacteriemia. Cuando analizamos la impli-
cacion de la CMI en el fracaso clinico medida como una variable continua, encontra-
mos que si se habia determinado de acuerdo a EUCAST se relacionaba con este, pero
no cuando se calcul6é conforme a las directrices de CLSI. Asimismo, comparamos las
tasas de fracaso entre los pacientes que tenian aislados con categorias clinicas concor-
dantes y discordante en funcién del método, para el analisis tomamos como referencia
la categoria de EUCAST. Este anélisis mostré diferencias en las tasas de fracaso clinico
entre los pacientes que tenian aislados sensibles y resistentes por ambos métodos, pero
estas no fueron estadisticamente significativas (p=0,09) probablemente debido a la falta
de poder estadistico. No obstante, cuando se compararon las tasas de fracaso entre los
pacientes que fueron clasificados como sensibles o intermedios por CLSI y resistentes
de acuerdo a EUCAST, todos los fracasos ocurriendo cuando la CMI tenia un valor de
8/4 mg/L o 16/8 mg/L usando criterios CLSI. Dado que los aislados con CMI 8/4 mg/L
son considerados sensibles y aquellos con CMI 16/8 mg/L intermedios segun el punto
de corte CLSI, nuestros resultados sugieren que hasta disponer de mas datos se debe
tener precaucion, al interpretar los resultados de aislados con CMI entre estos valores,
en aquellos laboratorios donde se apliquen los puntos de corte CLSI.

Adicionalmente, aplicamos un anélisis CART para determinar el valor de CMI que ser-
virfa como punto de corte predictivo de las variables resultados seleccionadas (fracaso
al final del tratamiento con AMC, fracaso en el dia 21 y mortalidad cruda en el dia 30).
Cuando se aplicé este analisis a las CMI determinadas por CLSI, los resultados sugirie-
ron un valor de CMI como punto de corte predictivo del fracaso al final del tratamiento
con AMC que coincidia con el punto de corte clinico actual de este comité. Sin embargo,
cuando se hizo un anélisis mas detallado teniendo en cuenta los factores de confusion
potencialmente implicados, la estimacion fue menos precisa, ya que el IC al 95% fue
mas amplio. En cualquier caso, a la vista de los resultados pensamos que estos tien-
den a reforzar el hecho de que los aislados con CMI >8/4 mg/L no deben considerarse
sensibles cuando se aplican los puntos de corte de CLSI. El analisis CART no encontré
asociacion cruda o ajustada entre este punto de corte y el fracaso clinico el dia 21 o la
mortalidad cruda. Se realizé un andlisis en un subgrupo de pacientes en los que se in-
cluyeron pacientes con infecciones cuyo origen era distinto del tracto urinario o biliar,
en este subgrupo se demostré una relacion independiente entre el fracaso en el dia 21y
CMI >4/2 mg/L. A pesar de que en este subgrupo habia pocos pacientes, este resultado
deberia tenerse en cuanta la hora de tratar a pacientes con bacteriemias de origenes
distintos al urinario o biliar y cuyos aislados tengan valores de CMI en el limite de la
sensibilidad, ya que el resultado podria ser incierto.

Por otro lado, el analisis CART aplicado a las CMI obtenidas de acuerdo a EUCAST
seleccion6é como punto de corte una CMI dos diluciones mayor que el punto de corte
clinico actual (>32/2 mg/L vs. >8/2 mg/L), que sin embargo coincide con el punto de cor-
te recomendado para infecciones urinarias no complicadas. Cuando se hizo el anélisis
multivariante ajustando por los factores de confusién, se confirmé la relacién indepen-
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diente entre la CMI >32 mg/L y el fracaso al final del tratamiento con AMC en pacientes
con infecciones de origen biliar o urinario, por lo que con estos resultados podriamos
concluir que los pacientes con bacteriemias de origen biliar o urinario podrian ser tra-
tados con AMC intravenosa, aun cuando el aislado causante de la infeccién tuviera una
CMI de 32/2 mg/L. Sin embargo, dado que un valor de CMI >16/2 mg/L también se aso-
ci6 de manera independiente con el fracaso clinico al final del tratamiento con AMC y
en el dia 21 para todos los origenes de la infeccién, posiblemente sea mas razonable y
seguro considerar este punto de corte de sensibilidad general. Es importante destacar
que el punto de corte EUCAST actual (>8/2 mg/L) no mostré ningun efecto predictor
sobre el fracaso clinico medido en cualquier punto o la mortalidad. Aunque como se ha
comentado previamente, el trabajo de Leverstain-van Hall y colaboradores’™ mostré una
buena relacion entre el punto de corte de EUCAST vy la respuesta clinica, pero debemos
tener en cuenta a la hora de comparar los resultados las diferencias metodolégicas con
las usadas en nuestro trabajo y las importantes limitaciones del analisis clinico de aquel
trabajo. Nuestros resultados sugieren, en resumen, que los valores de CMI obtenidos
con EUCAST se correlacionan mejor con la respuesta clinica que la determinada por
CLSI, pero también que el punto de corte EUCAST para infecciones invasivas deberia
de ser revisado. No obstante, también creemos que son necesarios mas estudios clinicos
de estas caracteristicas para corroborar nuestros resultados.

Una consideracién importante que debe ser valorada se refiere a la dosis de AMC que re-
cibieron los pacientes. La mayoria de los pacientes fueron tratados con 1,2 g cada 8 ho-
ras, pero hubo un grupo de pacientes a los que se les administraron 2,2 g cada 8 horas.
Por ello, en el analisis crudo incluimos la dosis administrada como un posible factor de
confusion, pero no encontramos ninguna asociacién o tendencia cruda con ninguna de
las variables resultado. Del mismo modo realizamos un anélisis multivariante adicional
donde incluimos esta variable, pero nuevamente no mostré ninguna influencia de esta
variable en el resultado clinico, ni tampoco cuando se analiz6 su posible efecto sobre la
variable CMI a modo de interaccién.

Finalmente, este estudio tiene algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta. En
primer lugar, a pesar del elevado ntimero de pacientes incluidos el poder estadistico fue
limitado para algunos analisis de subgrupos. En segundo lugar, los resultados pueden
ser aplicados principalmente al tipo de pacientes incluidos en la cohorte, es decir pa-
cientes con bacteriemias de origen urinario o biliar y que no se presentan como sepsis
grave. Este hecho va en concordancia con la baja tasa de fracasos clinicos incluso en
pacientes con aislados resistentes. En tercer lugar, se incluyeron pacientes en los el tra-
tamiento empirico con AMC se cambié a otro antibiético por diversas razones, y por
ello es dificil medir el verdadero papel de la CMI de AMC en la respuesta clinica final
del paciente. Para solventar este problema analizamos el fracaso al final del tratamien-
to con AMC, ya que entendemos que este punto es donde podemos encontrar la mayor
implicacion del tratamiento con AMC en el pronéstico de la infeccion. A consecuencia
de este posible cambio en el tratamiento antibiético de los pacientes, nuestros datos
tienen mayor validez externa, pero su validez interna pudo verse afectada. Finalmente,
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en algunos analisis la CMI se incluyé como una variable continua, los cual podria ser
debatido ya que aqui medimos como cada incremento en el valor de la CMI influye en
la respuesta clinica; sin embargo, cabe senalar que desde el punto de vista metodolégico
no suele ser posible analizar esta variable como una variable categérica discreta en los
estudios clinicos, como en este caso, debido al escaso niimero de casos incluido para la
mayoria de los valores de CMI.
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5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en los trabajos expuestos en este proyecto de Tesis Docto-
ral se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.

El valor de la CMI de piperacilina-tazobactam de enterobacterias sensibles o in-
termedias a este antimicrobiano (criterios EUCAST) no afecta significativamente
al pronostico en pacientes con bacteriemia tratados con este antimicrobiano a
dosis de 4,5 g cada 8 horas.

Los factores asociados de manera independiente con un peor prondstico en estos
pacientes son una mayor puntuacién en el indice de Charlson o en la escala de
Pitt, y la presentaciéon como sepsis grave o shock séptico, mientras que el origen
biliar se asocié con mejor pronéstico.

Existe un alto grado de discordancia en los valores de CMI de amoxicilina-clavula-
nico para enterobacterias obtenidos usando las recomendaciones de CLSI (ratio
de concentracién 2:1) y las de EUCAST (concentracion fija de 4cido clavuldnico
de 2 mg/L), obteniéndose mayores tasas de resistencia con estas tiltimas para E.
coli y Klebsiella spp., y menores para Proteus spp.

En los pacientes con bacteriemia por enterobacterias tratados con amoxicili-
na-clavulanico, la CMI (analizada como variable continua) de este antimicrobia-
no determinada con las recomendaciones de EUCAST muestra mejor capacidad
predictiva del pronéstico que con las de CLSI.

Usando la metodologia EUCAST, los aislados con CMI >16/2 mg/L (y >32/2 mg/L
para bacteriemias de origen urinario) se asocian de forma independiente con
mayor riesgo de fracaso terapéutico tanto al final del tratamiento con el farmaco
como en el dia 21, y estos podrian por tanto ser considerados como los puntos de
corte para no sensibilidad. No hemos podido encontrar un punto de corte consis-
tentemente asociado con el prondstico utilizando la metodologia recomendada
por CLSI.
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