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4. RESUMEN

Los Enterobacterales son un amplio grupo de bacterias Gram negativas, algunas especies
forman parte del microbioma intestinal de los humanos y algunos animales. Actualmente,
representan un problema para la salud publica y un reto en la practica clinica diaria, debido al
aumento de la resistencia a los antibidticos disponibles para su tratamiento y las altas tasas de
morbilidad y mortalidad reportadas en todo el mundo. Este tipo de infecciones estan
intimamente relacionadas con la Infecciones Asociadas Atencion en Salud (IAAS) y representa
un gran numero de las mismas. Hasta el momento, el diagndstico para estas infecciones
bacterianas contintia siendo la identificacion microbioldgica que puede tardar entre 3 o 4 dias,
desde la obtencion de la muestra biologica del sitio donde se sospecha la infeccion hasta su
identificacion. Sin embargo, esta metodologia presenta algunas limitaciones como la necesidad
de obtener una muestra clinica para aislar e identificar el agente causal de la infeccion, lo cual
no siempre es posible o facil de obtener; ya sea por desconocer la localizacion exacta del lugar
de infecciébn o por requerir procedimientos invasivos que representar mas riesgos que

beneficios para el paciente.

Teniendo en cuenta lo anterior, urge la necesidad de desarrollar nuevos métodos de diagnostico
rapidos y especificos que permitan identificar las infecciones causadas por los
Enterobacterales en un menor tiempo y con mayor sensibilidad. Por esta razéon un grupo de
investigadores identificé el radiotrazador '8F- Fluorodeoxisorbitol conocido como ('*F-FDS);
substrato metabodlico especifico para los Enterobacterales, el cual a través del operon sr/
conformado por 3 subunidades constituyen el sistema de fosfotransferasa dependiente de
sorbitol, el cual permite el ingreso del sorbitol al interior de la bacteria para ser metabolizado
via glicolisis (1). Posteriormente experimentos (in vitro) utilizando diferentes familias de
bacterias y lineas celulares eucariotas, permitieron determinar su absorcion y establecer la
especificidad para este tipo de bacterias, al igual que experimentos (in vivo) en un modelo de
infeccion murino, permitieron distinguir correctamente los focos de infeccion causados por
Enterobacterales de sitios con inflamacion estéril e infecciones causadas por otros tipos de
bacterias (2) . Posteriormente realizaron estudios de Tomografia por Emisién de Positrones
(PET) y Tomografia Computarizada (TC) con '8F-FDS en personas sanas sin focos de

infeccidn para analizar su biodistribucion y dosimétrica, obteniendo excelentes resultados que



permitieron determinar la actividad radioactiva que se debe inyectar de '8F-FDS y garantizar
el uso seguro en humanos (3). A partir de los anteriores resultados se plante6 como un posible
radiotrazador PET candidato para identificar focos de infeccion especificos originados por los

Enterobacterales.

Razon por la cual; el objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la utilidad diagnostica
del radiotrazador '8F-FDS utilizando la técnica PET/TC en 13 pacientes hospitalizados
mayores de edad, con alta sospecha clinica de infecciones causadas por Enterobacterales,
atendidos en la Fundacion Cardiovascular de Colombia (FCV) entre los afios 2018-2020,
ademas evaluar la respuesta a la antibioticoterapia una vez finalizaran el tratamiento, mediante

un segundo estudio de control PET/CT con '*F-FDS.

Este estudio inicio con la estandarizacion de la sintesis del radiotrazador del '8F-FDS, a partir
de la reduccion quimica de 18- Fluorodexosiglucosa (**F-FDG); radiotrazador ampliamente
utilizado en la practica clinica diaria de la Medicina Nuclear, una vez culminada esta etapa se
da inicio a la busqueda de los participantes con alta sospecha de infeccion causada por
Enterobacterales que cumplieran con los criterios de inclusion previamente definidos por el
grupo de investigadores y aprobados por el Comité de Etica de la Fundaciéon Cardiovascular
de Colombia (FCV) para realizar los estudios PET/TC con '8F-FDS y finalmente, analizar cada
una de las imagenes moleculares obtenidas de los participantes que permitiera localizar el lugar
exacto de la infeccion junto con la confirmacion microbiologica. Ademas, realizar un segundo
estudio de control PET/TC con ¥F-FDS post antibioticoterapia que evaluara la evolucion de

la misma.

La correcta estandarizacion de la sintesis del '8F-FDS vy el analisis preciso de las imagenes
moleculares obtenidas mediante PET/TC permitieron identificar de manera rapida y especifica
los focos de infeccion formados por los Enterobacterales en los 13 participantes junto con la
confirmacion microbioldgica y adicionalmente evaluar la respuesta al tratamiento antibidtico
mediante un segundo estudio de control PET/TC con '®F-FDS que permitio ver el efecto de la
antibioticoterapia y evolucion de los focos de infeccion identificados inicialmente. Ademas,

analizar en qué casos puede ser de mayor utilidad clinica la realizacion del estudio PET/CT
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con '8F-FDS para que en un futuro pueda ser implementado durante la practica de la Medicina

Nuclear (4).

Los resultados producto de esta tesis permitieron (I) realizar la correcta sintesis de 'F-FDS a
partir de '®F-FDG de manera rapida, segura con alta calidad radioquimica y microbioldgica
(1) Evaluar la utilidad clinica del radiotrazador '8F-FDS el cual mostrd selectividad bacterial
para identificar de manera rapida focos de infeccidn causados por Enterobacterales en
diferentes tejidos y microambientes del cuerpo, sin que se vea afectada su absorcion por la
localizaciéon de la infeccion, (III) Analizar mediante imégenes moleculares (in vivo) la
evolucion de los focos de infeccion causados por Enterobacterales después de la
antibioticoterapia. Ademas, evaluar sus posibles aplicaciones clinicas tanto para el diagnostico
como para el seguimiento de las infecciones, (4) Describir la importancia clinica de las

Infecciones Asociadas Atencion en Salud y su relacion con los Enterobacterales.

Por ultimo, es importante resaltar que este estudio es el primero en su clase realizado en el
mundo; en donde se estd evaluando la utilidad clinica del estudio PET/TC con '"®F-FDS en
humanos infectados por Enterobacterales, el cual serd de referencia en el futuro para el

desarrollo nuevos estudios clinicos con '¥F-FDS y su implementacion en Medicina Nuclear.

Palabras clave: Infeccion, Tomografia por Emision de Positrones, Enterobacterales, ['*F]-

Fluorodeoxisorbitol.
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3. ESTADO DEL CONOCIMIENTO

5.1 Enterobacterales

Los Enterobacterales constituyen un amplio y heterogéneo grupo de bacilos Gram negativos,
conformado por mas de 60 géneros y 100 especies (5). Algunas especies de esta familia de
bacterias se localizan principalmente en el tracto gastrointestinal de los humanos formando parte
de su microbiota, otras especies se han encontrado de forma ubicua en agua, suelos, plantas y

algunos animales (6).

Actualmente los Enterobacterales se han clasificado en 7 familias, basado en la secuenciacion del
ARN ribosomal 16S; las cuales son (Budviciaceae, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Hafniaceae, Morganellaceae, Pectobacteriaceae y Yersiniaceae) entre ellas se han descrito mas
de 250 especies, lo cual la convierte en una de las familias bacterianas con mayor diversidad

taxonémicamente reconocida en la actualidad https://lpsn.dsmz.de/order/enterobacterales (7).

Se caracterizan por ser bacilos pleomorfico con un tamafio entre 2-3 um, no esporulados, catalasa
positiva en su mayoria, oxidada negativa, reducen nitratos a nitritos pueden fermentar glucosa con
o sin formacion de gas, ser inmdviles 0 moviles por la presencia de flagelos peritricos, tienen una
pared celular mas compleja comparada con las bacterias Gram positivas, compuesta por una
membrana interna citoplasmatica, seguida de una capa delgada de peptidoglicano y una bicapa
lipidica externa que forma una estructura rigida donde se encuentran los lipopolisacaridos y las

porinas que sirven de canales de penetracion de nutrientes y paso de antibioticos (Figura 1) (9).
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Figura 1. Pared celular bacteriana Gram negativa. Tomado de: (10)
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La familia Enterobacteriaceae esta conformada por diversos géneros y especies de bacilos Gram
negativos patogenos para el ser humano (11) . Algunas especies se han adaptado al ser humano y
se consideran patogenos primarios como (Shigella spp., varios serotipos de Salmonella, Yersinia
pestis), mientras que otras (Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp., etc.) aunque forman parte del
microbioma, pueden tener comportamientos como patdégenos oportunistas (5). Su principal
mecanismo de transmision se produce a través de las manos del personal de la salud que se coloniza
cuando entra en contacto con secreciones de pacientes que a su vez estan colonizados por estas

bacterias.

Algunas Enterobacteriaceae tienen enzimas que son proteinas bacterianas con actividad
enzimatica como las (proteasas, hialuronidasas, neuraminidasas, elastasas y colagenasas) su
funcion es facilitar el ingreso y diseminacion local en los tejidos. Los microorganismos invasores
(p. €j., Shigella flanera, Yersinia enterocolitica) pueden penetrar y atravesar las células eucariotas
intactas e ingresar a través de la superficie de mucosas. También pueden tener betalactamasa
cromosdmica de clase A o Cy expresarlas de forma basal o aumentar bombas de expulsion activa,
lo que determina una resistencia intrinseca a diferentes antimicrobianos (12).

Ademas, se pueden seleccionar con facilidad mutaciones cromosémicas en los genes que codifican
las topoisomerasas de clase II; relacionadas con la resistencia a quinolonas o las porinas
responsables de un ligero incremento del nivel basal de resistencia a multiples compuestos (13).
Adquieren facilmente plasmidos (ADN extracromosdmico) que se replica de manera autonoma y

codifican para betalactamasas y mecanismos de resistencia a aminoglucosidos (enzimas
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modificadoras y metilasas), a quinolonas (proteinas Qnr.) (14,15) otros grupos de antimicrobianos
clinicamente relevantes. La mayoria de los estudios se han relacionado con la multirresistencia en
Enterobacteriaceae con la presencia de betalactamasas adquiridas, en especial las betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), las cefamicinasas (enzimas de clase C) plasmidicas y las

carbapenemasas'®.

Las Enterobacteriaceae productoras de BLEE se describieron inicialmente en Espafia en 1988,
poco después de su deteccion inicial en Alemania y Francia (K. pneumoniae y E. coli) fueron las
especies de mayor importancia en cuanto a la produccion de BLEE, causando brotes nosocomiales
en grandes hospitales, principalmente en unidades de cuidados intensivos, quirurgicas y neonatales
(12,16). Sin embargo, en los ultimos afios han cobrado gran relevancia para las infecciones de
origen estrictamente comunitario (en especial por E. coli)y por otras especies como Enterobacter

spp., Proteus mirabilis y Salmonella (17).

5.2 Manifestaciones clinicas

Actualmente se han descrito alrededor de 20 géneros de importancia clinica para el hombre (11).
Algunas especies son patogenas y otras comensales estables o transitorias del tracto digestivo,
tienen la capacidad para producir infecciones oportunistas siempre que existan factores
predisponentes locales, todos aquellos que rompen las barreras fisicas constituidas por la piel y las
mucosas como las heridas, quemaduras, cirugias, catéteres o las fisiologicas del tracto respiratorio
(intubacion) de la via urinaria (sondas) o de la via genital (dispositivos intrauterinos), asi como
factores generales que causan con una limitada respuesta del sistema inmune en el individuo; ya
sean por algunos factores externos como el estrés, medicamentos, contaminacion u otros derivados
por alguna enfermedad cronica (18). En general esta familia de bacterias es capaz de originar
infeccion en cualquier parte del cuerpo, debido los factores de virulencia que poseen, esenciales
para la produccion de diferentes sindromes clinicos, algunos favorecen la invasion y la evasion de
la respuesta inmune. Regularmente este tipo de infecciones ocurren en pacientes con largas
estancias hospitalarias, tratados por tiempos prolongados con antibidticos de amplio espectro,

inmunosuprimidos o con enfermedades cronicas como el cancer, la diabetes entre otros (18) (Tabla

1).
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La interaccion de los Enterobacterales con el huésped puede ser muy variable dependiendo de
factores exdgenos como las caracteristicas del microorganismo la cantidad del in6culo y factores
endogenos dependientes del huésped y respuesta inmune (19). El equilibrio establecido entre los
factores de patogenicidad o virulencia del microorganismo y los factores del huésped
representados por su respuesta inmune "defensiva" tendra como consecuencia que relacion se
establezca, ya sea colonizacion o como infeccion; para el primer escenario (el microorganismo
vive y se multiplica en el huésped sin causar dafio, en una relacion de tipo comensalismo), como
infeccidn clinica o latente (cuando se limita por la respuesta inmune del huésped, ocasionalmente
originado el estado de portador) o en el segundo escenario dara lugar a una enfermedad infecciosa
con la expresion clinica de un variado conjunto de signos y sintomas que se reflejan tanto por el
dafio producido por el microorganismo patégeno como el resultado de la inflamacioén resultante

producida por la respuesta del huésped (20).

En la mayoria de los casos las infecciones por Enterobacterales son consideradas de tipo endogeno
y pueden ocurrir como consecuencia de una disbiosis en la microbiota del Tracto Gastrointestinal
(TGI) (21,22), condicién que lleva a un desbalance del equilibrio microbiano en el TGI;
provocando una alteracion en la composicion de bacterias que va tener como consecuencia un
aumento en la permeabilizacion de la mucosa intestinal permitiendo el paso de ciertos
Enterobacterales al torrente sanguineo, rdpidamente son transportadas a través de la sangre y
tienen la capacidad de formar nuevos focos de infeccion en cualquier parte del cuerpo o 6rganos
estériles donde normalmente no se encontraban, pueden considerarse a su vez bacterias
oportunistas comunes causando infeccion en individuos inmunosuprimidos. Ademas, tienen la
capacidad de formar focos de infeccion profundos en drganos de dificil acceso, por ejemplo;
abscesos cerebrales, hasta infecciones superficiales en tejidos blandos de poca o amplia extension,
con mayor frecuencia se ha observado esta infecciones en pacientes con tumores solidos que estan
siendo tratados con quimioterapia o radioterapia y pacientes atendidos en Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI) causando un gran porcentaje de las Infecciones Asociadas a la Atencioén en Salud

(IAAS) o también conocidas como infecciones nosocomiales (19).

15



Tabla 1. Factores de riesgo para colonizacion o infeccion por Enterobacterales. Tomado de (14).

Adquisicion Comunitaria Adquisicion Hospitalaria
Tratamiento antibiodtico (fluoroquinolonas Administracion previa de antibioticos
y cefalosporinas)
Estancia previa en una en Unidad de Estancia hospitalaria prolongada
cuidados Intensivos
Hemodialisis Estancia prolongada en UCI
Uso de glucocorticoides Presencia de catéteres venosos centrales o
arteriales, sonda uretral
Enfermedades de base: diabetes, tumores Ventilacion mecanica
solidos, cirrosis
Presencia de sonda de gastrostomia o Cirugia abdominal urgente
yeyunostomia
Obstruccion de via urinaria. Catéteres Sonda de gastrostomia o yeyunostomia
urinarios Bajo peso al nacer
Gravedad de la enfermedad de base
BLEE: Betalactamasa de espectro UCI: Unidad de cuidados intensivos

extendido

5.2.1 Infecciones gastrointestinales

Este tipo de infecciones ocurre normalmente por el consumo de agua o alimentos contaminados
(huevos o productos lacteos) con Enterobacterales. Algunos de los méas comunes para este tipo de
infeccion en humanos son Salmonella tiphy y Salmonella paratiphy, los sintomas generalmente
aparecen entre las 6 a 48 horas después de haber ingerido el alimento contaminado, presentando
nauseas, vomito, dolor abdominal tipo colico, diarrea, mialgias, fiebre y dolor de cabeza. En
pacientes inmunosuprimidos los sintomas suelen acompafiarse de bacteremia, osteoartritis,
endocarditis o infeccidon en prostesis vasculares. Estos pueden persistir durante 2 a 7 dias antes de
la resolucion espontdnea y aproximadamente el 1% de los pacientes con fiebre entérica se
convierten en portadores cronicos al alojar la bacteria en la vesicula biliar y eliminarlo por las

heces durante varios afios (22-24) .
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5.2.2 Infecciones de tracto respiratorio

Clasicamente este tipo de infecciones respiratorias ocurre en pacientes inmunocomprometidos o
con estancias hospitalarias prolongadas, que hayan sido sometidos a alguna intervencion
quirdrgica, en la cual fue necesario el uso prologado de antibidticos de amplio espectro o el empleo
de ventilacion mecénica con dispositivos como el tubo traqueal, afectando la barrera de la mucosa
respiratoria, condicion que con el uso prolongado se convierten en un factor de riesgo para que
desarrollar infecciones respiratorias, puede iniciar con una traqueitis hasta convertirse en
neumonia. Las Enterobacteriaceae méas comunes causando infecciones respiratorias son E. coli y
K. pneumoniae, es importante resaltar que estas bacterias pueden causar neumonias adquiridas en
la comunidad, en las cuales los sintomas respiratorios van acompaiados de fiebre y
consolidaciones pulmonares que pueden ser identificadas por radiografia de térax con sintomas
que se presentan a las horas o dias antes de haber ingresado alguna institucion prestadora del
servicio de salud sin tener antecedentes de alguna intervencion médica o atencion hospitalaria

reciente (25,26).

5.2.3 Infecciones de tracto urinario

Un alto porcentaje de Enterobacteriaceae producen infecciones urinarias, siendo Escherichia coli
una de las especies mas comun representando aproximadamente el 80% de las Infecciones de las
Vias Urinarias (IVU), se localiza principalmente en el colon y posteriormente contaminan la uretra,
ascienden a la vejiga y pueden migrar al rifion o a la prostata. Esta especie en particular tiene la
capacidad de producir algunas adhesinas (P pili, AAF / I, AAF / lll y Dr), las cuales le permiten
adherirse a las células que recubren la vejiga y tracto urinario superior, evitando de esta manera
ser eliminada durante la evacuacion de la orina, también producen la hemolisina HlyA; que le da
la capacidad de lisar los eritrocitos y células a su alrededor desencadenando la liberacion de
citoquinas, estimulando una respuesta inflamatoria y hematuria como consecuencia de la IVU

(27,28).

5.2.4 Infecciones de torrente sanguineo

La infeccién del torrente sanguineo (ITS) ocurre como resultado de la diseminacion de un foco de

infeccidn primario; ya sea de origen gastrointestinal, respiratorio, urinario o por la contaminacion
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de catéteres intravenosos u otros dispositivos médicos contaminados con Enterobacteriaceae. Las

cuales se diseminan a través del torrente sanguineo causando bacteriemias.

Las bacteriemias se clasifican de acuerdo a su duracion ya sean; continuas: donde las bacterias
persisten en el torrente sanguineo y se trata de una infeccion de origen intravascular. Intermitente;
las bacterias aparecen y desaparecen de forma interrumpida, hasta que se elimine por completo el
foco de infeccion. Transitorio; aparecen algunas bacterias momentaneamente como producto de
una herida superficial o manipulacién de mucosas y desaparece a las pocas horas. De acuerdo con
la persistencia de las bacterias en el torrente sanguineo y todo el cuadro clinico de cada individuo,

pueden ser infecciones de facil o dificil manejo clinico con pobre prondstico (29,30) .

La ITS en algunos casos pueden considerarse una condicion clinica grave que empeora el
pronostico de la sepsis porqué aumenta el tiempo de estadia hospitalaria, los costos de su atencion
y mortalidad. Especificamente, se considera que la mortalidad atribuible a la ITS en la sepsis varia
entre el 7 % y 40% segln la poblacion que se estudie: Diferentes estudios epidemiologicos de la
ITS en los Estados Unidos de América (EUA) y Europa, con pacientes registrados en bases de
datos nacionales o en programas de vigilancia activa (31). Se estima que en EUA se presentan
entre 575.000 y 677.000 episodios de ITS por afio con 79.000 a 94.000 muertes por esta causa; y
en Europa un millon doscientos mil episodios de ITS con 157.000 muertes por afio. La mortalidad
reportada varia en general entre 13,6 % y 45% (32). A través de los afios se ha observado un
incremento en la incidencia de ITS y un cambio en el tipo de microorganismos predominante. Sin
embargo, en la mayoria de los casos predominan los bacilos Gram negativos y recientemente los
cocos Gram positivos (33). Igualmente, se han descrito un aumento de los microorganismos
multiresistente a partir de los afios 90 (34), en muchos casos asociadas al uso de catéteres
intravasculares. (35,36). Las especies de mayor importancia para el hombre, de acuerdo con su

género y patologia aparecen en la (Tabla 2).

Tabla 2. Enterobacterales de importancia clinica, tomado de (36).
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Patogenos primarios

Eschenichia E coli (ECEP, ECET, ECEA, ECEH y ECEI)' Gastroenteritis
Saimonella S. enterica
Serotipos: Enteritidis, Typhimurium y otros Gastroenteritis
Serotipos: Typhi, Paratyphi A, ByC Fiebres tifoidea y paratifoidea
Shigella S. flexnen, S. sonnei, S. boydii, S. dysentenae Ententis
Yorsinia Y pestis Peste
Y enterocolitica Ententis
Y. pseudotuberculosis Adenitis mesentérica
Klebsiella K. granulomatis Granuloma inguinal
Comensales (patogenos oportunistas)
Eschenichia E coli Infecciones oportunistas
Klebsiella K. pneumoniae
Enterobacter E cloacae, E. aerogenes
Serratia S. marcescens
Citrobacter C.freundii, C.kosen
Proteus P, mirabibis
Morganella M. morganii

'Grupos de E. coli: Enteropatogénicos (EPEC), Enterotoxigénicos (ETEC), Enteroinvasivos (EIEC), Enteroagregativos (EAEC),

productora de toxinas shiga/verotoxinas Enterohemorragicos (EHEC).

5.3 Epidemiologia
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Las infecciones por Enterobacterales, sigue siendo la causa mas comun de infecciones bacterianas
causadas por bacterias Gram negativas a nivel mundial (37). Representa actualmente un problema
de salud publica debido al aumento de aislamientos resistentes a multiples fArmacos usados para
su tratamiento, relacionado con alta tasas de mortalidad en todo el mundo*!, como consecuencia
de tratamientos prolongados con antibioticos, uso de antibioticoterapia empirica y aumento de
enfermedades cronicas entre otras causas. En especial las Enterobacteriaceae hacen parte de las
12 familias de bacterias que amenazan la salud humana, por esta razéon es imprescindible generar
nuevos antibidticos como lo indica la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (38). Se estima
que de no tomar las medidas necesarias para evitar el aumento de infecciones por bacterias
resistentes podria llegar a causar aproximadamente 10 millones de muertes por afio en el 2050

(39). Datos a nivel mundial reportan una disminucion significativa en la susceptibilidad a los -



lactamicos antibidticos disponibles para su tratamiento y aumento significativo en la dispersion de
Enterobacterales Productoras de PB-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE), las cuales son
codificadas por plasmidos y cefalosporinas AmpC que desencadenan una hiperproduccion de
enzimas en el cromosoma induciendo o deprimido estos genes que les confieren resistencia a esta

clase de antibidticos (40).

En un estudio multicéntrico realizado en Espafia en el afio 2000 el 93% de K. pneumoniae BLEE
se aislaron en pacientes hospitalizados, pero el 51% de E. coli con BLEE se aislaron en pacientes
que en el momento de toma de la muestra clinica no estaban hospitalizados. Varios autores han
descrito un aumento significativo en el numero de portadores fecales de BLEE en la comunidad,
lo que podria incrementar la probabilidad de colonizacién para otros individuos (14). En este
sentido se describe describen que la colonizacion fecal con Enterobacterales productoras de BLEE
aumentd significativamente en pacientes hospitalizados y ambulatorios, de 0,3 a 0,7%,
respectivamente en 1991 de 5,5 a 11,8% en el 2003. La tasa de colonizacion entre voluntarios
sanos fue de 3,7% (41). Las cepas productoras de BLEE son en términos generales resistentes a
penicilinas, cefalosporinas (excluidas cefamicinas, que no se hidrolizan por estas enzimas) y
monobactamicos. Ademads, las cepas productoras de BLEE también presentan altos niveles de

resistencia a quinolonas y aminoglucosidos.

La Resistencia bacteriana a Carbapenémicos (CRE). es un problema que afecta a toda la poblacion,
prolongando la duracion de las enfermedades y aumentando el riesgo de muerte, causando
adicionalmente pérdidas econdmicas significativas en los sistemas de salud. En los ultimos afos
ha observado el aumento de la incidencia de infecciones causadas por bacterias Gram negativas
resistentes a multiplex fArmacos, en las que se incluyen Enterobacterales Multirresistentes (MR),
Pseudomonas aeruginosa-MR y Acinetobacter baumannii-MR (37,42). Estos microorganismos
generalmente estan implicados en infecciones graves, por lo que actualmente suponen un gran
problema para los sistemas de salud. Las infecciones que causan tienen un peor prondstico que las
debidas a patdgenos susceptibles antimicrobianos, debido en parte a que los tratamientos muchas
veces son instaurados antes de conocer los resultados microbiologicos que orienten o confirmen

el agente etiologico que estd causando la infeccidon para un importante nimero de casos. Aunque
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algunos estudios no encuentran esta relacion, esto podria explicarse porque generalmente incluyen

series de pacientes tratados correctamente y de forma temprana (42,43).

Es importante los hallazgos que se tiene hasta el momento sobre la dispersion de estas bacterias,

solo en Estados Unidos se han reportado 2 millones de personas infectadas con Enterobacterales

cada afio, con al menos 23,000 muertes como resultado directo de estas (44). En Latinoamérica ha

habido un aumento constante en la prevalencia general y en el nimero de tipos de BLEE

detectados. De acuerdo con los datos de vigilancia de toda la region (es decir, SENTRY, TEST,

SMART, OPS y API) y los hallazgos de estudios de cohortes independientes de paises especificos,

Los estudios concluyen igualmente que la infeccion causada por Enterobacterales productoras de

BLEE, particularmente K. pneumoniae, son altas en América Latina en comparacion con otras

regiones del mundo (41).

Figura 2. Distribucion global de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemasas. Tomado de

(42)
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En Colombia los Enterobacterales mas frecuentes son (Escherichia coli, Klebsiella spp y
Enterobacter spp) aparecen en los primeros lugares causando Infecciones Asociadas a la Atencioén
en Salud (IAAS) e infecciones adquiridas en la comunidad (45). Estas bacterias pueden desarrollar
resistencia a carbapenémicos como (Ertapenem, Imipenem, Meropenem y Doripenem) por una
combinacion de mecanismos que incluye la produccion de enzimas hidroliticas (como las
betalactamasas de espectro extendido o BLEEs, las cefalosporinas AmpC'y las carbapenemasas) y

las mutaciones en proteinas de la membrana externa (46).

Desde su aparicion en 1996, las carbapenemasas han sido las enzimas mas amenazantes por su
diseminacion y alta mortalidad, denominadas: Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
Verona integron-mediated metallo- B-lactamase (VIM), New Delhi metallo-B-lactamase (NDM),
Imipenemase (IMP) y oxacillinase-48-like carbapenemase (OXA-48) (47) . En 2006 se reportd
por primera vez la presencia de carbapenemasas en Colombia correspondiente a una KPC-24 .
Desde entonces, varios reportes de diversas enzimas han sido publicados por grupos de
investigacion y por el Instituto Nacional de Salud (INS) en su altimo informe el 66% de los
Enterobacterales fueron resistentes a carbapenémicos expresan KPC, 23% expresan NDM y 6%

expresan VIM (48) .

En los sistemas de salud la resistencia a carbapenémicos aumenta los costos de atencion, la estancia
hospitalaria y la mortalidad. Las opciones terapéuticas son escasas debido a que los elementos
genéticos moviles que transportan betalactamasas llevan ademas determinantes de resistencia de
otras familias de antimicrobianos. Las polimixinas (Polimixina B y Colistina), tigeciclina,

fosfomicina y los aminoglucésidos son muchas veces las tinicas opciones para su tratamiento (49) .

Son varios los desafios que se enfrentan en el diagndstico, no existen una prueba de laboratorio
100% sensible y especifica para detectar todas las familias de carbapenemasas ni todas las
variantes alélicas conocidas. Si bien el diagnostico oportuno es determinante en la supervivencia
y una herramienta fundamental para el control de las infecciones, las pruebas rapidas de alto
desempefio tienen generalmente un alto costo. Preocupa cada vez mds la aparicion

de Enterobacterales productores de Carbapenemasas (KPC) con pruebas positivas para BLEEs
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que confunden la aproximacién terapéutica o con resultados de completa sensibilidad a
cefalosporinas de 3° y 4° generacion y carbapenémicos aun aplicando los puntos de corte CLSI
vigentes (50,51) . Esto favorece una diseminacion “silenciosa” de estas enzimas, ya que no todos

los laboratorios tienen disponibles pruebas confirmatorias (52).

5.4 Diagnostico

El diagnéstico de Enterobacterales se basa principalmente en el aislamiento e identificacion
microbioldgica de la bacteria a partir de sangre, tejidos tomados asépticamente en necropsias o de
las heces de frotis rectales, muestras ambientales, productos alimenticios o de pienso. El método
tradicional de aislamiento e identificacion bacteriana consiste en proporcionar a las bacterias las
condiciones fisicas, quimicas y nutritivas adecuadas para que se multiplique de forma controlada,

este crecimiento bacteriano puede tomar entre 12 a 48 horas (36).

En la actualidad, dada la necesidad de acortar el tiempo de identificacion bacteriana, existen
métodos novedosos para la identificacion de Enterobacterales. Uno de ellos es el empleo de un
biosensor, esta prueba utiliza cultivos liquidos donde se genera luz cuando las enzimas que son
caracteristicas de las bacterias reaccionan con sustratos especializados mediante una reaccion
bioluminogénica. El tiempo aproximado de la obtencion de resultados es de 8 horas por lo que se
ha convertido en un método cientificamente valido para la identificacion de Enterobacterales en
un menor tiempo a partir de una muestra clinica (53). Para su identificacién microbioldgica se han
descritos algunos medios cromogénicos selectivos como el CHROMID® ESBL (BioMérieux,

Durham, NC, USA) permite el crecimiento beta lactamasas de espectro extendido (ESBL) (54).

En los distintos métodos se acostumbra a realizar el diagnostico de Enterobacterales a partir de
materia fecal cuyo andlisis consiste en realizar un examen en fresco y coloracion de Gram, siembra
en Agar E.M.B. y Agar Salmonella Shigella, incubacion en 24 horas a 37°C, pruebas bioquimicas,
identificacion seroldgica y antibiograma. Por otra parte, para las muestras extra-intestinales su
ruta diagnostica corresponde con un examen en fresco y coloracion de Gram, siembra en Agar
E.M.B. y Agar sangre, se incuba 24 horas a 37°C, se realiza la pruebas bioquimicas y antibiograma.
Sin embargo, ademds de los métodos empleados para la deteccion de Enterobacteriaceae y su

diagnostico se debe tener en cuenta realizar una correcta toma de la muestra, la necesidad de
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garantizar que esta represente el lugar de la infeccion y en lo posible que sea significativa, de esta
manera se garantiza la recuperacion del microorganismo que estd causando la infeccion y se
garantiza la viabilidad de este para obtener un crecimiento bacteriano representativo que permita

realizar pruebas posteriores de susceptibilidad antimicrobiana (55) .

Aungque las pruebas microbiologicas pueden tardar varios dias, son fundamentales para la correcta
interpretacion clinica e instauracion de la antibioticoterapia, por esta razon es fundamental realizar
una correcta toma de la muestra clinica que facilite la verdadera identificacion del patogeno esta
causando la infeccion, atin més en caso de tratarse de una infeccion polimicrobianas donde puede

aislarse multiples bacterias que enmascaran el verdadero agente causal de la infeccion.

Las herramientas moleculares han sido utilizadas ampliamente usadas el diagndstico viroldgico
desde hace més de una década. Sin embargo, para el estudio de la resistencia bacteriana,
especialmente, la resistencia a carbapenémicos, solo hasta ahora se estan desarrollando estrategias

a nivel de diagnostico que puedan estar disponibles en las instituciones de salud.

5.5 Tratamiento

La resistencia bacteriana es un fendémeno creciente, caracterizado por una refractariedad parcial o
total de los microorganismos al efecto del antibidtico, generado principalmente por el uso
indiscriminado e irracional de estos, asi como por la presion evolutiva que se ejerce su uso
terapéutico (56). Los antibidticos B-lactamicos, contintian siendo el grupo de antibidticos mas
utilizado, debido a su amplio espectro, eficacia, pocos efectos colaterales y escasa toxicidad. La
resistencia a los antibiodticos B-lactdmicos e inhibidores de B-lactamasas, constituye un problema
clinico creciente en todo el mundo. Sobre todo, por la produccion de carbapenemasas en bacterias
Gran negativas convirtiéndose en un gran problema de salud publica en todo el mundo, debido a
los altos costos para su tratamiento y la necesidad de combinar multiples fArmacos para que su

tratamiento sea efectivo (57,58).

Es de anotar que las opciones para tratar las infecciones causadas por Enterobacterales productoras
de BLEE son limitadas, ya que presentan resistencia a la gran mayoria de betalactamicos. Los

unicos betalactdmicos que mantienen actividad frente a los Enterobacterales productoras de estas
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enzimas son las cefamicinas, las combinaciones de betalactamicos con inhibidores de
betalactamasas, y los carbapenémicos (14). Como se ha senalado, los plasmidos que codifican las
BLEE suelen portar genes de resistencia a ciertos antibioticos y el fendmeno de resistencia cruzada
es muy frecuente. Por esas razones, el tratamiento de las infecciones producidas por bacterias

productoras de BLEE es un reto para las instituciones de salud (59-61).

Es razonable, por tanto, pensar en la combinacion de farmacos para el tratamiento empirico de las
infecciones por estos bacilos Gram negativos multirresistentes en individuos con enfermedades
graves. El tratamiento con carbapenémicos supone, comparado con otros antibidticos como
quinolonas, cefalosporinas de tercera generacion o betalactamicos con inhibidores de beta-
lactamasas, un riesgo bajo de fracaso clinico y de muerte en pacientes con infeccion por
Enterobacteriaceae productoras de BLEE, por lo que se ha considerado el tratamiento de eleccién
en estas infecciones (60,62) . Sin embargo, se recomienda ser prudentes con el empleo de los
carbapenémicos, que puedan seleccionar Enterobacterales resistentes por alteraciones de la
permeabilidad o por carbapenemasas, aunque son infrecuentes, pueden tener evolucion

impredecible o bacilos Gram negativos no fermentadores multiresistente (57).

Este tipo de infecciones generan un alto costo social y econdmico en los sistemas de salud, debido
a las largas estancias hospitalarias que son requeridas para tratar los pacientes y el uso combinado
de diferentes antibioticos por tiempos prologados en las entidades de salud (63). Por esta razon se
requiere un proceso coordinado que promueva el uso apropiado de antimicrobianos, esto se refiere
a la seleccion del régimen Optimo, en la dosis correcta y en el tiempo correcto, permitiendo lograr
resultados clinicos favorables para el paciente. Esta estrategia estd basada en el diagndstico
correcto, que en el modelo convencional puede tardar entre 48 - 72 horas. Durante este tiempo, la
decision clinica de inicio de tratamiento empirico puede ser erronea y generar fallas terapéuticas.
Por el contrario, los métodos moleculares estan relacionados con el ahorro del tiempo. Con las
herramientas moleculares los resultados pueden obtenerse entre 6 a 8§ horas, lo cual podria reducir
significativamente el tiempo en la implementacion de la terapia apropiada, siempre y cuando se

tenga acceso a la muestra clinica.
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5.6 Medicina nuclear y la Tomografia por Emision de Positrones (PET)

La medicina nuclear constituye una especialidad del campo de las imdgenes médicas que utiliza
radioisétopos o radiofarmacos con fines diagnosticos y terapéuticos que permiten identificar y
realizar seguimiento a diferentes tipos de cancer, enfermedades cardiacas, endocrinas,
neuroldgicas, inflamatorias, infecciosas, entre otras. El estudio PET/CT de sus siglas en inglés
(Positron Emission Tomography / Computarized Tomography), es una técnica hibrida de la
medicina nuclear que combina las imagenes moleculares y anatdomicas en constante crecimiento,

principalmente en el area de las enfermedades infecciosas (64).

Para su realizacion es suficiente el uso de microdosis de sondas marcadas con radionuclidos,
conocidos como radiotrazadores, los cuales normalmente se administran por via endovenosa se
distribuyen por todo el cuerpo hasta llegar a su objetivo, donde se acumulan y emiten sefial,
permitiendo realizar la reconstruccion de imagenes anatomicas y moleculares que permiten
analizar la biodistribucion, localizacion y cuantificacion de la molécula de interés, en tejidos y
organos, siendo un método no invasivo con alta sensibilidad y especificidad (65). Herramienta
fundamental para el diagnéstico y seguimiento de una gran variedad de enfermedades oncoldgicas,

cardiacas, gastrointestinales, neuroldgicas e infecciosas (66,67).

El fundamento de este estudio se basa en las propiedades fisicas de la emision de positrones,
cuando un positron; electron cargado positivamente, es emitido desde el nucleo viaja una corta
distancia perdiendo energia hasta que interactua con un electron del medio con carga negativa, al
colisionar el positron y el electron sufren ambos la aniquilacion (desaparecen), la masa del electron
y el positrén se convierten en energia generando dos rayos gama cada uno de 511 keV, que viajan

en direcciones opuestas a 180°, como se observa en la (Figura 3).
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Figure 3. Principio de la Tomografia por Emision de Positrones, Alvaro Ordoiiez 2021.
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Los fotones que detectan el tomografo mediante detectores (formados por cristales de centelleo
acoplados a tubos fotomultiplicadores) se disponen en forma de anillos detectores de centelleo
alrededor del paciente y se encuentran enfrentados y conectados entre si, por parejas mediante un
circuito de coincidencia. Asi, los fotones emitidos en la misma direccion, pero en sentido opuesto,
son detectados al mismo tiempo “en coincidencia” y permiten localizar el lugar exacto de un
evento fotonico. Para que esta coincidencia sea valida, los dos fotones deben alcanzar los
detectores en un intervalo de tiempo preestablecido de nanosegundos, conocido como ventana de
coincidencia. Esta se establece teniendo en cuenta la capacidad que tiene el cristal de centelleo de

los detectores para producir luz (68).

En la forma descrita anteriormente, cuanto mayor sea la capacidad del PET menor sera el tiempo
que necesita el sistema para reconocer el impacto de un foton y estard en condiciones para recibir
el siguiente. Esto afecta claramente en la sensibilidad del tomografo, que también se ve influida
por la capacidad de extincion de la luz una vez el impacto ha sido reconocido por el sistema. Los
cristales de centelleo transforman los fotones en senales eléctricas, permitiendo formar la imagen

como esta representado en la (Figura 4).
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Figura 4. Esquema sobre la adquisicion de imagenes PET (69). Tomado de (70)
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La resolucion temporal del PET/TC esta determinada por el tamafio del corte, el tiempo de rotacion
del gantry y el pitch, que se define como la distancia que existe entre la cama de posicionamiento
del paciente y el colimador del haz de rayos X. Actualmente los equipos de TC mas recomendados
para la adquisicion de imagenes tienen entre 16 y 64 cortes y pueden alcanzar una resolucion
espacial de 4-6 mm, con un tiempo de rotacién de 0.33 segundos, lo cual hace posible la
adquisicion de imagenes en menor tiempo y con imagenes de alta resolucion para mayor precision

(71).

El 18-Fluorodeoxiglucosa ('*F-FDG) es un analogo fluorado de la glucosa y el radiotrazador de
imagenes PET més ampliamente usado en Medicina Nuclear, especialmente en oncologia clinica,
basandose en el principio que las células inmunitarias aumentan el uso de la glucosa como fuente
de energia durante las explosiones metabolicas asociadas a las respuestas inflamatorias durante la
infeccion (72), al igual que 6rganos como el cerebro y el corazén con mayor absorcion fisiologica
de glucosa, tienen un metabolismo glicido elevado caracteristica que es compartida con los tejidos
neoplasicos, donde las células tumorales consumen aproximadamente 200 veces mas glucosa que

una célula eucariota normal, por el aumento de su metabolismo anaerdbico, aumenta la expresion
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de transportadores de glucosa (GLU 1- GLU 9) e incorporan mayores cantidades de glucosa (73).
Incluso durante la inflamacion créonica, el aumento de la glucolisis celular persiste. Por lo tanto, la

BF-FDG tiene potencial para obtener imagenes de infecciones con alta sensibilidad.

De acuerdo a las directrices de la Sociedad de Medicina Nuclear e Imagen Molecular (SNMMI) y
de la Asociacion Europea de Medicina Nuclear (EANM) recomiendan la PET con 'F-FDG en
casos clinicos de osteomielitis O0sea periférica, sospecha de infeccion espinal y fiebre de origen
desconocido (FUO) (74). La PET con '"*F-FDG también se ha utilizado para controlar a los
pacientes con tuberculosis (TB) (75), para diagnosticar infecciones del pie diabético (76). Sin
embargo, dado que la '8F-FDG se metaboliza por las mismas vias que la glucosa a través de los
transportadores de superficie de glucosa expresados ampliamente en las células eucariotas, la '3F-
FDG no es lo suficientemente especifica para diferenciar una verdadera infeccion de un lugar con
inflamacion estéril. Razon por la cual se ha avanzado en el desarrollo de nuevos radiotrazadores
especificos para infecciones bacterianas como el PABA y '8F-FDS que proporcionan ventajas
significativas en el diagnodstico de infecciones bacterianas, comparado con los métodos
tradicionales disponibles por los laboratorios clinicos para la identificacion y confirmacion de estas

infecciones (77,78).(69)

El 8Fluorodeoxisorbitol conocido como (!¥F-FDS) es un alcohol de azicar, metabolizado por un
grupo de bacilos gram negativos conocido como Enterobacterales, el 'F-FDS es transportado al
interior de las bacterias a través de transportadores fosfotransferasa dependientes de sorbitol para
ser metabolizado via glicolisis, debido a su unién con el fltor 18 queda atrapado metabdlicamente
dentro de la bacteria, sin ser reconocido por la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. Principio
que es utilizado para identicar, localizar y cuantificar la acumulacion de sorbitol en tejidos u
organos donde se tenga la presencia de Enterobacterales mediante valores estandarizados de
absorcion (SUV). El primero en radiomarcar el sorbitol fue Li et al, mediante una reduccion
quimica de '*F-FDG obtuvo '8F -FDS, en tan solo 30 minutos (69). Posteriormente Weinstein y
Ordofiez et al demostraron que el 'BF-FDS se acumula de forma rapida y selectiva en
Enterobacteriaceae (~1000 veces mayor que en las células de mamiferos), incluidas los
aislamientos clinicos resistentes a los fArmacos, pero no en las bacterias Gram positivas ni en las

células de eucariotas (Figura 5).
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Los hallazgos de este mismo grupo de investigadores se extendieron a modelos de coinfecciones
mixtas por bacterias Gram positivos y neumonia por Klebsiella pneumoniae en ratones sometidos
a quimioterapia inmunosupresora (2). Adicionalmente experimento en un modelo de infeccion
murino permitieron identificar focos de infeccion originados por E. coli causando miositis, donde
se observo hipercaptacion del radiotrazador '8F-FDS en el lugar de la infeccion por E. coli y
ausencia de esta sefial en sitios con inflamacion estéril. Resultados que proporcionaron una vision
holistica tridimensional dentro del animal permitiendo diferenciar rapidamente el lugar de
infeccion verdadera de sitios con inflamacidn aséptica; sin presencia de alglin patdogeno, con un
limite de deteccion de 6,2 + 0,2 log!® Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para E. coli (Figura
6). Consecutivamente Zhu y colaboradores evaluaron la biodistribucion y dosimetria del
radiotrazador '8F-FDS en humanos sanos sin focos de infeccion. Los resultados permitieron
concluir que la administracion del radiotrazador '®F-FDS era segura y bien tolerada en todos los
pacientes (Figura 6) (79). Concluyeron que la '3F-FDS es adecuada para ser usada en humanos en
términos de dosimetria al descubrir que la dosis efectiva de radiacion es comparable con la de otros
radiofarmacos marcados con fltior 18 como la '8F-FDG con (0.021 + 0.001 mSv/MBq) y la '8F-
FDS (0.019 mSv/MBq) (Figura 7) (2,3).

Figure 5. Absorcion de '® F- FDS por Enterobacterales. Tomado de (2)
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Figure 6. Imagenes de PET/TC '"F-FDS en murinos inmunocompetentes con miositis por

Escherichia coli. H: Corazon; I: Intestino; BI: Vejiga. Tomado de (80)
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Figure 7. Distribucion fisiologica *F-FDS. Tomada de (81).
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6. HIPOTESIS DEL TRABAJO

La PET/TC con "8F-FDS puede ser una técnica util en el diagndstico y seguimiento de las

infecciones originadas por Enterobacterales.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo principal:
Evaluar la utilidad del radiotrazador '*F-FDS por Tomografia por Emision de Positrones acoplada

a Tomografia Computarizada en pacientes con infecciones causadas por Enterobacterales.

7.2 Objetivos especificos:

1. Estandarizar la sintesis del radiotrazador '8F-FDS para garantizar la administracion segura

en pacientes.

2. Evaluar la utilidad del estudio por Tomografia por Emision de Positrones con '*F-FDS en

el diagndstico y seguimiento de infecciones originadas por Enterobacterales.
3. Realizar una descripcion epidemiologica y susceptibilidad antimicrobiana de las

Infecciones Asociadas con Atencion en Salud en pacientes ingresados en un hospital de 3

nivel de complejidad en Colombia.
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8. CAPITULO 1.

Estandarizacion del radiotrazador 3F-Fluorodexosisorbitol.
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8.1 Introduccién

&.1.1 Radiotrazadores

En la practica médica existen diferentes radiotrazadores emisores de positrones, siendo el Flaor 18
(*¥F) uno de los mas usados ya que es capaz de unirse al 2-O-trifluorometilsulfonil manosa para
obtener el radioisotopo 18F-FDG. Los radiotrazadores también conocidos como radiofarmacos
estan unidos a un radionuclido que puede ser algiin metal radiomarcados como *mTc, %4Cu, 'Ga,
%Ga y !!'In estos se caracterizan por tener un decaimiento radiactivo finito, que puede ir desde
fracciones de segundo, horas o hasta miles de afios. Incluso algunos no se les ha logrado cuantificar
experimentalmente su periodo de desintegracion. Actualmente se han descrito en la tierra unos tres
mil radionticlidos, de los cuales aproximadamente noventa son tedricamente estables y doscientos
cincuenta y cinco no se les ha observado desintegrarse, cerca del 90% son producidos por los
humanos (antropogénicos) y unos dos mil con una vida medida inferior a una hora y otros tan
inestables que su vida media es muy corta como el carbono , con una vida media de 20.4 minutos
o el flaor con una vida media de 109 minutos, siendo el '*F ampliamente usado para radiomarcar,
ya que requiere de cantidades muy pequefias que estan alrededor de partes por trillon; este
radiomarcaje requieren de técnicas muy minuciosas que demandan mucha atencion en los detalles
y considerable practica en todo el proceso, para proporcionar un radiotrazador que sea

quimicamente y radioactivamente puro y de alta calidad (82).

Las infecciones originadas por Enterobacterales son de gran importancia clinica, debido a las altas
tasas de morbilidad y mortalidad reportadas en todo el mundo, representando un problema para la
salud publica y un reto en la practica clinica diaria. Razén por la cual es fundamental crear nuevas
herramientas de diagnostico rapido y especifico que permita localizarlas rapidamente. Algunas
técnicas de imagenes anatdmicas como los rayos X, las imagenes por ultrasonografia, la tomografia
computarizada, resonancia magnética, permiten observar cambios estructurales en tejidos o
organos producto de la infeccion y la respuesta del hospedero. Estos cambios toman tiempo y antes

de que se puedan observar ocurren alteraciones a nivel molecular en el lugar de la infeccion.
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Con el objetivo de observar de forma temprana focos de infeccion a través de las imagenes
moleculares se ha utilizado diferentes metodologias, como el Galio 67, los leucocitos
radiomarcados, los antibidticos radiomarcados, el '8 F-FDG y mas recientemente el '3 F-FDS, estas
moléculas pueden ser captadas directamente por las células, tejidos, 6rganos o bacterias
localizadas en el lugar donde estd ocurriendo la inflamacion e infeccion a continuacion de describe

con mayor detalle cada una de las metodologias mencionadas anteriormente.

&.1.2 Galio 67

El denominado Citrato de Galio 67, uno de los primeros en ser usado a partir de la década de los
afios 70, es un derivado del elemento quimico Galio situado en el grupo 13 de la tabla periddica y
tiene como numero atomico el 31. En medicina nuclear se utiliza el isdtopo Galio ¢’ que acta
como radiotrazador. Se obtiene en el ciclotron, mediante el bombardeo de particulas cargadas del
is6topo no radiactivo de Zinc (Zn®) enriquecido. Posteriormente se hace reaccionar con acido
citrico para formar la sal de Citrato de Ga %7 y obtener asi el radiotrazador Galio 67. Su vida media
es de 78 horas y decae por captura electronica, presentado cuatro picos de emision de rayos gamma

(93, 185, 288 y 394 KeV respectivamente) (83,84).

Entre la década de 1970y 1980s se usé para diagnosticar infecciones en tejidos blandos y musculo
esqueléticos junto con la gammagrafia osea, su estudio combinado se interpretaba como positivo
0 negativo para infecciéon basdndose en los patrones especificos de captacion de los dos
radiofarmacos, jugo un papel importante durante la epidemia de VIH/SIDA por la capacidad para
detectar inflamacion e infeccion en estos pacientes inmunocomprometidos con pocos o ningun
leucocitos, permitié analizar patrones de captacion pulmonar y predecir si tenia neumonia por
Pneumocystis, hongo microscopico que infecta los pulmones y causa pneumocystosis en personas

inmunosuprimidas (85).

Este radiotrazador se administra por via intravenosa se distribuye por todo el cuerpo donde
aproximadamente el 90% se encuentra en plasma donde se une a las proteinas sanguineas que
transportan el hierro como la transferrina y lactoferrina. Durante la formacion de focos

inflamatorios se produce un aumento de la permeabilidad vascular con la acumulacion de Ga®’
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unido a transferrina, al igual que en exudados inflamatorios secundarios con presencia de
lactoferrina unida a Ga®’, al igual se ha observado acumulacion de Ga%” en bacterias y leucocitos
presumiblemente por mecanismo de captacion directa por difusion facilitada a través de los

sideroforos (86).

En algunos casos para la adquisicion y exploraciéon de imagenes cuando se sospecha de
inflamacion aguda intestinal, es interesante realizar una gammagrafia precoz, sobre las 24 horas
post inyeccioén, dado que transcurrido ese tiempo el colon es la principal via excretora y
posteriormente a las 48-72 horas aproximadamente el 75 % de las dosis permanece en el cuerpo,
distribuida en tejidos blandos, higado, huesos y medula 6sea, se pueden observar algunas
captaciones en tejido sano como el sistema lacrimal y salivar nasofaringeo y mamas que
generalmente son débiles, pero pueden ser intensas durante el embarazo y la lactancia. Las
primeras imagenes suelen obtenerse entre las 48 y 72 horas posterior a su administraciéon. En
algunos casos es necesario repetir la prueba pasadas las 92 horas de inyeccion, para realizar una
interpretacion mas fina del abdomen, cuando la actividad fisiologica renal e intestinal genera dudas

sobre el resultado de la prueba (87).

Su uso fue decayendo a través del tiempo debido al uso de nuevas modalidades de imagenes, junto
con algunas desventajas como su baja especificidad para infecciones, tumor, traumas o
inflamacion aséptica, ademas del largo intervalo de tiempo entre la administracion del Ga®’ y la
obtencion de imdgenes puede tomar entre 24 hasta 72 horas, observando imdgenes con baja
resolucion, su papel es muy limitado y se utiliza para evaluar inflamacion pulmonar, diferenciar
necrosis tubular aguda de nefritis intersticial en pacientes con insuficiencia renal aguda, como
alternativa cuando la '8F-FDG no esta disponible. Razon por la cual algunos investigadores se
motivaron en continuar con la busqueda de nuevas moléculas que sean méas especificas, como los

leucocitos marcados que se describen a continuacion.

&.1.3 Leucocitos radiomarcados

En cuanto a los leucocitos, la utilizacion documentada de células sanguineas marcadas da inicio
en 1991 con la comparacion de las técnicas de marcacion de leucocitos en sangre completa y capa

leucocitaria, utilizando el Tecnecio-99m (*™Tc) y Dicloruro de estafio (SnCl2) y Tc99m-
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Difloururo de estafo (SnF2) coloidales en sangre fresca de donadores y pacientes con leucocitosis,
estudio que demostrd que se obtiene un mayor porcentaje de marcacion utilizando Tc99m-SnCl12

ya que su pureza radioquimica es mayor (88).

En el aflo 1992, se evalu6 la marcacion de plaquetas utilizando cuatro radiotrazadores diferentes a
base de **™Tc, para emplearlos en el diagndstico de trombosis: Glucoheptonato de calcio,
Pirofosfato de sodio, Citrato de sodio y Sal trisddica calcica de acido dietilenotriaminopentacético,
midiendo los parametros de biodistribucion y eficacia de marcacion. El estudio concluyé que los
cuatro radiofdrmacos, el glucoheptonato presenta mayor porcentaje de marcacion y biodistribucion

(89).

Posteriormente, en 1995, se realizd el marcaje radioisotopico de leucocitos con *™Tc
Hexametilpropilenaminoxima y **™T¢ -glucoheptonato con el fin de evaluar con cual de los dos
radiofdrmacos se obtenia mayor porcentaje de marcacion, alta viabilidad y funcionalidad de los
leucocitos. El estudio concluyd que la eficacia de marcacion, la viabilidad y la recuperacion
leucocitaria fue mayor con **™Tc¢ -Hexametilpropilenaminoxima . Mas tarde, en 1996, otro estudio
evalué la estabilizacion de hexametazima marcada con **™Tc¢ con cloruro de cobalto
hexahidratado, para la marcacion de leucocitos. El estudio concluy6 que al agregar 100ug/ml de
cloruro de cobalto hexahidratado a la hexametazima marcada con *™Tc se prolonga la estabilidad
del farmaco, no se afecta el porcentaje de marcacion ni la morfologia de los leucocitos hexametil

propilen amino oxima (HMPAO) (90).

En la actualidad el radiomarcaje de los leucocitos requiere de personal capacitado y entrenado,
esta metodologia puede tomar hasta 3 horas para la preparacion de los leucocitos. El procedimiento
inicia con la separacion de los leucocitos del resto de componentes sanguineos, después los
leucocitos se aislan y se incuban con el radiomarcaje, con el cual la oxina hidroxiquinolina
radiomarcada con cloruro de Indio oxina (In'!') forman un complejo lipofilico que traspasa la

membrana del leucocito llevando consigo al In'!!

y liberandolo dentro de esta célula, el cual se
une a proteinas intracelulares, Toda la técnica se debe realizar bajo condiciones estériles y de forma

cuidadosa para evitar la activacion de los leucocitos que posteriormente se reinfunden en el
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paciente. Se requiere un recuento minimo de 2000 leucocitos /ul para obtener imagenes

satisfactorias(91) .

Las imagenes que se obtienen se caracterizan por tener una intensa actividad pulmonar que
rapidamente desaparece y alcanza niveles de fondo aproximadamente en 4 horas, este fendmeno
puede suceder por la activacion de leucocitos durante el marcaje lo cual impide su paso a través

de la base vascular pulmonar y prologa su residencia en los pulmones. Cuando se usa In'!!

es
estable y su biodistribucion normal se limita al higado, el bazo y la médula 6sea con un periodo de
vida media de 67 horas, facilita la obtenciéon de imagenes por un largo periodo de tiempo. Las
desventajas de esta metodologia es la energia de fotones subdptimas con imagenes de baja
resolucion, con intervalos entre 18 a 30 horas entre la inyeccion de leucocitos marcados y la

obtencion de iméagenes (92).

Por otro lado, la biodistribucién normal leucocitos marcados con *™T¢ es mas variable que con

Inlll

por que el Tecnecio eluye (extraer mediante un liquido apropiado una sustancia del medio
solido que la ha absorbido) de los leucocitos, ademas esta en el sistema reticuloendotelial con
actividad en el tracto urinario, intestino grueso dentro de las 4 horas posteriores a la reinfusion y
ocasionalmente la vesicula biliar, el tiempo para la obtencion de imagenes varia con la indicacion,
por lo general est4 en pocas horas después de la inyeccion. Cuando se requieren imagenes 6seas o

de medula 6sea es necesario un intervalo entre 48 a 72 horas para obtenerlas.

Las ventajas de esta técnica leucocitos marcados con *™Tc incluye un foton 6ptimo de energia
para imagenes de gama cadmara, un alto flujo de fotones y la capacidad de detectar anomalias unas
pocas horas después de la reinfusion de leucocitos marcados. desventajas la actividad en el tracto
urinario y el intestino y la corta vida media del *™T¢ de 24 horas juega un papel importante si se
retrasa la obtencion de imagenes. El fundamento de esta metodologia se basa en lugar donde ocurre
la infeccion los leucocitos eventualmente mueren y se acumulan junto con el tejido destruido
formado un absceso por la respuesta inflamatoria; usualmente contiene bacterias patogenas y si no
es tratado puede poner en peligro la vida del paciente o llevar a largos periodos de enfermedad y
hospitalizacion. La localizacion de un absceso es a menudo un problema clinico de dificil solucion.

Como un absceso es por definicion acumulacién de leucocitos, estas células marcadas con un
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radionuclido gamma emisor pueda ser detectado externamente y producir una imagen del lugar de
la infeccion, siempre y cuando durante el proceso de marcacion no se afecten las funciones
celulares normales de los leucocitos. Por todos los inconvenientes presentados con la marcacion
de leucocitos in vitro se realizé un gran esfuerzo en desarrollar nuevos métodos de marcaje in vivo
con el marcaje de anticuerpos antigranulocitos o fragmentos de anticuerpo, siendo uno de los
primeros en explorar la inmonuglobulina G1 monoclonal murina **™T¢ besilesomab se une al
antigeno 95 de reaccion cruzada e inespecifica con los neutréfilos, una gran desventaja de este
método es la alta incidencia de anticuerpo de repuesta dependiente de dosis humana antimurina
(HAMA), la cual varia entre 4. 5 % en paciente que reciben una dosis unica de 125mg de
anticuerpo a mas del 30% en pacientes que reciben inyecciones repetidas, lo que hace que su uso
no sea practico porqué el paciente tiene que ser preseleccionados antes de administrar el
anticuerpo, por lo que no se recomienda inyectar con mas de 50 mg de anticuerpo y no repetir su

administracioén en poco tiempo (93).

8.1.4 Antibidticos radiomarcados

Con el objetivo de continuar con la busqueda de moléculas radiomarcadas especificas para
infecciones, se realizo el marcaje de algunos antibioticos, basandose en que estos tienen un blanco
molecular especifico dentro del metabolismo de las bacterias y podrian detectar de manera exacta
el lugar de la infeccion, una de las investigaciones mas extensas fue realizada con la ciprofloxacina
marcada con **™Tc observando en sus primeros ensayos una alta sensibilidad y especificidad, sin
embargo, estudios posteriores evidenciaron su baja especificidad en focos de infeccion. Lo cual
generd dudas y gran parte del entusiasmo original por los antibidticos radiomarcados disminuy6

(94).

Los antibiodticos radiomarcados se remontan a la década de los 70’s cuando un grupo de
investigadores sintetizaron la tetraciclina radiomarcada con iodo-I- 131 (TET-1311) (Chaucey DM,
1976). Alcanz6 una pureza méaxima de 85% y una estabilidad del marcaje hasta de 72 horas
almacenada a cuatro grados Celsius. Estudios experimentales en ratas con abscesos por
(Staphylococcus aureus) fueron inoculados y se compar6 al Ga®” y I- 131 para detectar abscesos,
como resultado se observo que la concentracion de Ga®” fue significativamente mayor tanto a las

24 como a las 72 horas de administrados los radiofarmacos. Su aplicacion clinica en el estudio de
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procesos inflamatorios no tuvo aceptacion y fue mas util en estudios de tumores, dado que en la
practica médica se observaron que las imagenes obtenidas con dicho radiotrazadores evidencian
en muchos casos una falta de selectividad en la localizacion de la marca radiactiva, que con lleva
dificultades en la realizacion de un diagnostico adecuado. Entre las posibles causas, la falta de
selectividad puede contarse mecanismos de localizacion inespecificos, asi como malas

marcaciones del farmaco (95).

También se ha radiomarcado la biotina conocida como vitamina B7 o H, la cual es usada como un

factor de crecimiento para ciertas bacterias, se radiomarcé con In'!!

sola y en combinacién con la
estreptavidina. Se uso para la obtencion de imagenes infecciosas en el musculo esquelético en la

columna con excelentes resultados, este radiofarmaco nunca se comercializo (96).

8.1.5 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMP) forman parte importante de la defensas naturales de los
organismos vivos, en su mayoria son pequeios cationicos alifaticos (hidrofilicos e hidrofébicos)
atraen patogenos por diferentes mecanismos exhibiendo un gran espectro contra bacterias, hongos
y virus, se transportan por el torrente sanguineo hasta el sitio de infeccion entrando en contacto
estrecho con los microorganismos, involucrados en el proceso de apoptosis y modulacion de la
respuesta inmune, eliminan al microbio sin causar dafios en las células del hospedero. Un ejemplo
son los fragmentos sintéticos de Ubiquitina (UBI) radiomarcada a un péptido antimicrobiano
murino radiomarcado con **™T¢ UBI (97) presente en una fraccion citosolica de los macrofagos;
se observd una buena sensibilidad y especificidad para una gran variedad de infecciones, también
para monitorizacion del tratamiento. Hasta el momento no se han realizado ensayos clinicos a gran

escala con UBIL.29-41 o con algliin otro AMPs (97).

8.1.6 *F-Fluorodexosiglucosa

A mediados del siglo 20 prolifero el uso clinico de la PET, razon por la cual los investigadores se
centraron en identificar radiotrazadores emisores de positrones para el diagnostico clinico, de
tumores, linfomas, infecciones y otros, con las grandes ventajas en su uso como la obtencion de

imagenes tridimensionales de alta resolucion de todo el cuerpo, que permiten la localizacion exacta
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del radiotrazador y por lo tanto el lugar de la infeccion. El radiotrazador mas extensamente
utilizado por excelencia desde el afio 1976 ha sido la '*F-FDG, anélogo fluorado de la glucosa,
radiotrazador de imagenes mas ampliamente utilizado a nivel clinico. La Sociedad de Medicina
Nuclear e Imagen Molecular (SNMMI) y la Asociacion de Medicina Nuclear Europea (EANM,
siglas en inglés) recomiendan su uso para el diagnostico y evaluacion de tumores, linfomas,

osteomielitis, metastasis, vasculitis (74).

La captacion celular de F-FDG al interior de la célula se realiza mediante transportadores de
glucosa localizados en la membrana celular conocidos como GLUTI1-GLUTY, estos permiten
internalizarla en la célula, para que sea metabolizada por la via glucolitica mediante la enzima
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa pero este quedando atrapado y acumulado dentro de la célula
debido a su union con el Fluor 18, la enzima no lo reconoce, sin difundirse de nuevo al espacio
extracelular, principio que es utilizado en la practica médica para identificar, localizar y cuantificar
la absorcion de glucosa radiomarcada al interior de tejidos u 6rganos mediante los valores SUV

(98).

Puede observarse una biodistribucion normal de "*F-FDG cerebro, miocardio, tracto urinario y
algunas captaciones de bajo grado en higado, bazo y medula 6sea. Por tratarse de una molécula
pequeia ingresa rapidamente las dreas refundidas por lo que permite realizar imagenes dentro de
1 hora después de su administracion endovenosa. La captacion esquelética, generalmente se
normaliza entre 3 y 4 meses, pueden ocurrir captaciones en lugares con inflamacion que
generalmente se normalizan en con el tiempo, posteriores al trauma, cirugia o lugares con cambios
0seos o degenerativos que muestra una captacion levemente aumentada. El '*F-FDG también es
util para el diagndstico de enfermedades cardiovasculares, incluida la endocarditis infecciosa, asi

como de dispositivos electronicos implante cardiaco protesis vascular infecciones de injerto (66).

En general todos los radiotrazadores deben ser lo suficientemente estable tanto in vitro como in
vivo, no ser toxicos en las concentraciones que se van a utilizar y detectar el objetivo que se alla
establecido de acuerdo con los ensayos experimentales realizados previamente, caracteristicas que

cumple el radiotrazador PET !8F-FDS, el cual permite localizar sitios con infecciones originadas

41



por Enterobacterales sin que exista ningun riesgo para la salud humana. Estas han sido definidas

por diferentes investigadores y se encuentran descritas en la (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de un radiotrazador para infecciones bacterianas, Tomado de: (80,99)

CARACTERISTICAS

DESCRIPCION

PENETRACION DEL TEJIDO

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

ESPECIFICO PARA

BACTERIAS

CUANTITATIVO

ESTABILIDAD

SEGURO
FABRICACION

Alta penetracion en tejidos con reducida vascularidad y
condiciones heterogéneas de infeccion

Alta senal del blanco molecular fondo senal ratio, bajo limite de
deteccion (<10° Unidades Formadoras de Colonia UFC)
Acumulacion tanto en bacterias susceptibles como resistentes en
diferentes fases de crecimiento. Capaz de diferenciar entre la
infeccidn bacteriana e inflamacion estéril.

Acumulacion selectiva para patogenos. Capaz de diferenciar entre
infecciones por Gram positivos- Gram negativos e inflamacion
estéril.

Sefial sea proporcional a la carga bacteriana

Estabilidad quimica en sangre. Baja degradacion del
radiotrazador en el hospedero. mientras se distribuye por todo el
cuerpo

Dosis de radiacion aceptable, rapida inyeccion y baja toxicidad
Buenas practicas de fabricacion (BPM) produccion en linea de
radioisétopos  disponibilidad para PET/SPECT a costos

razonables.
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8.2 Objetivo

Estandarizar la sintesis del radiotrazador 'F-FDS de buena calidad para asegurar su

administracion en pacientes.

8.3 Materiales y Métodos

Para cumplir con los objetivos de este capitulo se llevaron a cabo las siguientes actividades:

AN A e

Verificar y determinar las caracteristicas radioquimicas de la '8F-FDG disponible.
Realizar los primeros experimentos para sintetizar el FDS sin exposicion a la radiacion.
Realizar la sintesis de '8F-FDS a partir de '*F-FDG.

Realizar los controles de calidad radioquimica y determinar la pureza de '8F-FDS.
Realizar las pruebas microbiologicas de '8F-FDS sintetizada, para garantizar su esterilidad.

Describir el protocolo para realizar la sintesis radioquimica de '®F-FDS a partir de!®F-FDG

8.3.1 Estandarizar la sintesis del radiotrazador '3F-FDS

Todos los procesos de sintesis se realizaron en la Radiofarmacia del HIC por personal capacitado

con el equipo de Radioproteccion adecuado y materiales blindados necesarios para su

manipulacion

1. Al vial que contiene la solucion acuosa de '8F-FDG se le agrega borohidruro de sodio (10
mg).

2. La mezcla se calienta a 55 °C durante 10 minutos mientras se agita en un vial sellado en
forma de V.

3. Enfriar a temperatura ambiente.

4. Agregar lentamente 20 ul de acido acético glacial a la mezcla enfriada.

5. Transferir la solucion completa a través de un cartucho Chromabond V (el cartucho se lava
primero con 5 ml de etanol, seguido de 10 ml de agua estéril) unido a un filtro para de
esterilizacion de 0,22 pm.

6. Empujar los residuos dentro del cartucho + filtro con SmL de solucion salina al 0.9%.
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7. Pasar la solucion del cartucho + filtro a un vial estéril libre de pirdgenos previamente
cargado con 4 ml de solucion salina al 3% para producir al final ['®F]FDS estéril en una

concentracion salina final al 0.9%.

8.3.2 Control de calidad radioquimica:

Realizar Cromatografia de Capa Fina (TLC)
1. Preparacion de Solucion de corrida 40ml de acetonitrilo + 10 ml de agua destilada.

2. Preparacion de Solucion de revelado con 0.5g de Permanganato de Potasio en una solucion al
1 N de Hidréxido de Sodio.

3. Realizar registro de soluciones preparadas y rotular.
4. Realizar el paso a paso segun la lista de verificacion del paso a paso.
5. Determinar el % Pureza radioactiva:  Rfl X 100

RfO+Rf1

8.3.3 Control de calidad microbiolégico

Se realizaron las pruebas microbiologicas tomando 1 ml de la solucion inyectable de 'F-FDS para
adicionar al caldo de cultivo tioglicolato, se tomaron 2 tubos de medio liquido para inocular por
muestra, cada medio con 0.1 ml de la muestra de '3F-FDS e incubar aerobicamente a 37°C durante
14 dias. La primera lectura se realiz6 a las 12 horas, para observar turbidez o algiin crecimiento
en el medio, luego una segunda lectura a las 24 horas y 72 horas, hasta que cumpla 14 dias de
incubacion. En caso de observar alguna turbidez la muestra se cultiva en agar sangre para aislar la
bacteria e identificarla. Después que transcurra las 2 semanas de incubacién y la muestra no tenga
ningun crecimiento, el resultado es negativo para microorganismos y la muestra cumple con los

requisitos de esterilidad.
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8.4 Resultados

Durante el proceso de sintesis para obtener '3 F-FDS, algunos autores han realizado el control
radioquimica mediante Cromatografia de capa fina conocida por sus siglas en inglés como (TLC)
utilizando esta técnica cromatografica se determina el Rf o distancia de la muestra desde el
origen/ distancia del eluyente desde el origen, la cual es especifica para cada que se analice en
este caso la '®F-FDS. A continuacidn, algunos autores han descrito los Rf obtenidos en sus

experimentos descritos en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultado por cromatografia de capa fina de la sintesis '*F-FDS. Tomado y adaptado
de (69,100)

Rf8F-FDG Rf8F-FDS Fase movil Referencias

55 glucosa 10 sorbitol O. Hadzija et al., 1994
045 | - 95:5 S Yu, 2006
0.34 0.55 80:20 Zi-Bo Li et al., 2008
0.58 0.40 80:20 Shaobo Yao et al., 2016
0.46 0.20 95:5

Figure 9. Resultados por cromatografia de capa fina para '8F-FDS.

Identifico la fase movil que permitio distinguir la "*F-FDG de la '8F-FDS, la fase movil que

permiti6 diferencias esos radiotrazadores fue Acetonitrilo 80:20
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Calcular % Pureza Radiactiva

TLC 80:20

tiempo corrida cromatografia: 13 minutos Mezcla FDS producto sintesis + FDS estandar Rf1:
7,32 uCi- Fondo 6,62= 0.7Ci

Rf0: 6,66 nCi— Fondo 6,62=0.04 uCi

% Pureza radioactiva=100% - % Impurezas

% impurezas= (Rf0/(RfO+Rf1))x 100

% Pureza radioactiva= 0,04/ 0,74=5,40 % impurezas

% Pureza radioactiva= 94, 59%

Las caracteristicas radioquimicas de la '*F-FDG que estéa disponible a partir de dos proveedores y

de acuerdo con estas caracteristicas se estandarizaron las condiciones de sintesis.

Sintesis y formulacion en un solo paso de 18F-FDS:
El 8F-FDS se puede sintetizar rapidamente a partir de '®F-FDG disponible comercialmente, a

continuacion, se describe el paso a paso para realizar esta sintesis.

Procedimiento:

1. Al vial que contiene la solucion acuosa de [18F] FDG se le agrega borohidruro de sodio
(10 mg).

2. La mezcla se calienta a 55 °C durante 10 minutos mientras se agita en un vial sellado en
forma de

3. Enfriar a temperatura ambiente.

4. Se agregar lentamente 1 ml de 4cido acético glacial a la mezcla enfriada.

5. Se transfiere la solucién completa a través de un cartucho Chromabond V (el cartucho se
lava primero con 5 ml de etanol 200 ul, seguido de 10 ml de agua estéril) unido a un filtro
para de esterilizacion de 0,22 pm.

6. Se empujan los residuos dentro del cartucho + filtro con SmL de solucion salina al 0.9%.
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7. Pasar la solucion del cartucho + filtro a un vial estéril libre de pirdgenos previamente
cargado con 4 ml de solucion salina al 3% para producir al final [18F]FDS estéril en una

concentracion salina final al 0.9%. (pH permitido: 4.5 a 8.5).

Figura 10. Sistema de sintesis de '®F-FDS a partir de '*F-FDG. Tomado de (4)

® e
A NEt; BHy
H%Y“:;C_)VOH Ho/\./'\l/'\4O > HO/\./,\H\/OH
18 OH OH OH OH
“F-FDG “F-FDS
B C

“F-FDG

BE.FDG

Radioactivity

J

0 20 40 60 8 100

v Position (mm)
Cartucho de sintesis D

> “F-FDS \
E ’I ’|
A 4 8 f \
% VI ‘l
Cartucho de - & /A
Purificacion i _.l./‘ "\l : :
0 20 40 60 80 100
Position (mm)
E
18
F-FDS — “FLFDS - R = 0.60 @
*FFDG-R=0.77@

Baseline Solvent front
Se optimizo el proceso para la sintesis de '3 F-FDS en un solo paso que permite sintetizar '*F-FDS
listo para usar a partir de '®F-FDG disponible en menos de 10 minutos a temperatura ambiente Al
comenzar con 857 + 81 MBq de '8F-FDG, este kit basado enfoque produjo 524 + 68 MBq de 18F-
FDS con> 90% radioquimico pureza, que seria adecuada para una dosis tipica de 18F-FDS

requerida para humano adulto (tipicamente 370 MBq).

Se utiliz6 el sistema de cartucho en fase solida para sintetizar '*F-FDS, en un proceso de reduccion

hacia '8F-FDG (A), tal como aparece en la (Figura 10), a temperatura ambiente utilizando un
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soporte solido fuente de borohidruro (B) Representacion esquematica de kits basados en sintesis y
formulacion de 'F-FDS, que se puede lograr diluyendo una soluciéon de 'F-FDG a través de un
cartucho de sintesis en fase solida seguido de una purificaciéon y cartucho de formulacion
(Chromabond Set V). Con una pureza radioquimica > 90% que fue evaluada por radio-TLC, lo
que muestra que '*F-FDG (C) y '"8F-FDS (D), tienen diferentes tiempos de retencion y que estos

son idénticos a los de frio tal como se observa en FDG y FDS (E).

Actividad Volumen
Pasos | Hora Reactivo radiactiva pH
. ml
mCi
. .| Tomar vial de '"*F-FDG pH del certificado
Inicio: 1 s
1 de analisis: no
enviaron el
certificado
5 Mezclar ®F-FDG+ 10mgde | -

Borihidruro de Sodio: ( )mg

Incubar la mezcla de '*F-FDG +

3 10mg de Borihidruro de Sodio a 55°C
por 10 minutos

Activar cartucho Chromabond V con
5 ml de Etanol y dos lavados con agua
estéril.

Dejar enfriar la mezcla entre 3-5
minutos

Adicionar a la mezcla lentamente 20 | -------
ul Acido Acético

Ajustar pH con 20mg de Bicarbonato
7 de Sodio

20mg

Transferir Solucion a través de
Chromabond V previamente activado

Tomar 5 ml de solucion salina al 0.9
% y pasarla de nuevo por el cartucho
Chromabond V para recolectar toda la
solucion en un tubo estéril

Recolectar toda la solucion filtrada en| ------
10 un tubo estéril de 10ml que contiene
4ml de Soluciodn salina estéril al 3%

Hora | Producir finalmente una solucion
Final: | estéril de "*F- FDS en una

H concentracion salina final al 0.9%.

Tabla 5. Protocolo para realizar la sintesis radioquimica de '®F-FDS a partir de '*F-FDG
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8.5 Conclusiones

La sintesis del '*F-FDS obtenida en la presente investigacion puede considerarse como un adelanto
significativo como un radiotrazador en infecciones por Enterobacterales y ser utilizado en el
campo de la medicina nuclear en Colombia.

Con la puesta en practica de este protocolo se sintetizo la '8F-FDS de manera exitosa, con
rendimientos quimicos y actividades especificas altas y tiempos de reaccion cortos.

Una contribucion importante estd dada en la posibilidad de difundir los resultados de investigacion
a organizaciones clinicas y hospitalarias que tengan el equipo PET relativamente lejanos del sitio
de produccion. Con la ayuda de esta metodologia de sintesis se puede preparar de forma rutinaria
BF-FDS, en condiciones de: i) asepsia, ii) seguridad radioldgica, iii) calidad y iv) costos asequibles
para pacientes e instituciones interesadas en este radiofarmaco. Con base a la presente experiencia
de investigacion se aproximan las posibilidades de aplicar de manera exitosa en la medicina

nuclear este radiotrazador PET para obtener imagenes de diagnostico.
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8.6 Productos del capitulo I

Durante el desarrollo de este capitulo se obtuvieron una serie de experiencia novedosas durante la
sintesis de '"8F-FDS entre las cuales pueden citarse como referencias metodicas y técnicas de

investigacion, las siguientes:

1. Se realizdo el entrenamiento en proteccion radioldgica para el manejo de material
radioactivo en la Fundacién Cardiovascular de Colombia- Hospital Internacional de
Colombia.

2. Se capacito y formo el personal de la radiofarmacia junto con la estudiante doctoral en la
sintesis de un nuevo radiotrazador PET con la asesoria internacional del Hospital Johns
Hopkins.

3. Se estandarizo el protocolo para sintetizar '*F-FDS a partir de FDG sin importar el
proveedor nacional.

4. Se implemento y estandarizo el control de calidad radioquimica mediante un método
sencillo como la cromatografia de capa fina que puede estar disponible facilmente en las
radiofarmacia sin generar altos costos o necesitar de equipos sofisticados.

5. Se implemento el control de calidad microbiologico de la solucion inyectable de!8F-FDS,
para garantizar la esterilidad con la colaboracion del laboratorio de microbiologia de HIC.

6. Se obtuvo una BF-FDS de alta calidad radioquimica en la radiofarmacia de alta
complejidad, ubicada en la Unidad de Medicina Nuclear del Hospital Internacional de

Colombia.
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9. CAPITULO 1L

Evaluar la utilidad del estudio por tomografia por emision de positrones con
BE-FDS en el diagnéstico y seguimiento de infecciones originadas por

Enterobacterales.
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Enterobacterales represent the largest group of bacterial pathogens in humans and are responsible for severe,
deep-seated infections, often resulting in sepsis or death. They are also a prominent cause of multidrug-resistant
(MDR) infections, and some species are recognized as biothreat pathogens. Tools for noninvasive, whole-body
analysis that can localize a pathogen with specificity are needed, but no such technology currently exists. We previ-
ously demonstrated that positron emission tomography (PET) with 2-deoxy-2-["®Ffluoro-o-sorbitol ('°F-FDS) can
selectively detect Enterobacterales infections in murine models. Here, we demonstrate that uptake of '*F-FDS by
bacteria occurs via a metabolically conserved sorbitol-specific pathway with rapid in vitro "c.FDS uptake noted in
clinical strains, including MDR isolates. Whole-body "*F-FDS PET/computerized tomography (CT) in 26 prospectively
enrolled patients with either microbiologically confirmed Enterobacterales infection or other pathologies demon-
strated that '®F-FDS PET/CT was safe, could rapidly detect and localize Enterobacterales infections due to drug-
susceptible or MDR strains, and differentiated them from sterile inflammation or cancerous lesions. Repeatimaging
in the same patients monitored antibiotic efficacy with decreases in PET signal correlating with clinical improve-
ment. To facilitate the use of "*F-FDS, we developed a self-contained, solid-phase cartridge to rapidly (<10 min)
formulate ready-to-use '®F-FDS from commercially available 2-deoxy-2-{**Fifluoro-b-glucose ('*F-FDG) at room
temperature. In a hamster model, '®F-FDS PET/CT also differentiated severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 (SARS-CoV-2) pneumonia from secondary Klebsiella pneumoniae pneumonia—a leading cause of compli-
cations in hospitalized patients with COVID-19. These data support '*F-FDS as an innovative and readily available,

pathogen-specific PET technology with clinical applications.

INTRODUCTION

Enterobacterales are rod-shaped Gram-negative bacteria inhabiting
the gastrointestinal tract, representing the largest group of bacterial
pathogens in humans (I). They indude Escherichia coli, Klebsiella
prneumoniae, Enterobacter spp., Salmonella spp., Serratia spp.,
and Yersinia spp. (2), which produce a range of human disease
including implant-associated infections, meningitis, brain ab-
scesses, and nosocomial pneumonias that can result in sepsis or
death. Multidrug-resistant (MDR) strains of Enterobacterales
such as extended-spectrum f-lactamase (ESBL)-producing and
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carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) are designated as
urgent threats to human health by the U.S. Centers for Discase
Control and Prevention (3) and have become widespread globally.
MDR infections due to Enterobacterales are associated with late di-
agnosis, a lower rate of appropriate empirical antibiotic treatment,
and higher mortality (4). Enterobacterales, especially K. pneumoniae,
are also a leading cause of secondary pneumonias in hospitalized
patients with coronavirus disease 2019 (COVID-19) (5). Last, a
prominent Enterobacterales, Yersinia pestis (causes plague), is
designated as a biothreat pathogen and was responsible for several
past pandemics (I).

Divergent evolution has created highly differentiated metabolic
pathways between mammalian (eukaryotic) and bacterial (prokaryotic)
cells (6), which can be exploited to develop bacteria-specific im-
aging approaches. 2-Deoxy-2-[**F]fluoro-p-sorbitol (**E-FDS)
was identified by systematically screening random radiolabeled,
small molecules for selective metabolism by bacteria (7). We have
previously demonstrated that '"E-FDS selectively accumulates in
Enterobacterales but not in healthy mammalian or cancer cells and
that **F-FDS positron emission tomography (PET) can specifically
detect Enterobacterales infections in murine models (8). In this study,
we prospectively assessed '*F-FDS PET and computerized tomography
(CT) in patients with microbiologically confirmed Enterobacterales
infections before and after antibiotic treatment and compared them
to control patients with other pathologies. We also developed a
self-contained, solid-phase cartridge to rapidly synthesize '*F-FDS
and used it to evaluate K. pneumoniae coinfection in a hamster
model of SARS-CoV-2.
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RESULTS

Mechanism of incorporation of '*F-FDS into bacteria

""£_FDS uptake in Enterobacterales occurs via a metabolically con-
served pathway mediated by a sorbitol-specific phosphotransferase
system (PTS) composed of three subunits: SrlE, SrlA, and SrlB (9).
The srl operon is induced by sorbitol, and PTS transports sorbitol
with low micromolar affinities (10). E. coli K-12 srlA, sriB, and srlE

knockout strains demonstrated that the
sorbitol-specific PTS is essential for bac-
terial uptake of "*F-FDS but not 2-deoxy-
2-['8F]ﬂuoro-l>-giucosc ("F-PDG) (fig.
$1). However, no selective transporter for
'®E-EDS is present in mammalian cells,
and substitution of the hydroxyl group
by fluorine at the 2-position abrogates
recognition by mammalian cells (11).

'®F-FDS PET/CT selectively detects
Enterobacterales infection
In the current study, 26 newly identified
patients with cither microbiologically con-
firmed Enterobacterales infections (n = 18)
or control patients with other patholo-
gies (n = 8) were prospectively enrolled
(Fig. 1 and table $1). For all infections,
microbiological confirmation was re-
quired from the clinical/biopsy sample
obtained from the infection site. Onco-
logic diagnoses were made via tissue
biopsies, and sterile inflammatory pa-
thologies were determined dlinically and/
or by tissue biopsies. Four patients with
Enterobacterales infections had coexist-
ing biopsy-proven oncologic disease. The
median age was 60.5 years (range, 31 to
91 years), and 38% (10 of 26) were
female (table $2). The cohort comprised
a diverse group of patients with comor-
bidities and thus representative of
hospitalized patients in a tertiary care
setting. On the basis of the kinetics of
radiotracer clearance (8, 12), g kDS
PET/CT was performed at 1 and 2 hours
after an intravenous injection of
'*E-EDS. '*F-FDS was rapidly eliminated
hepatobiliary excretion and an overall
low background PET signal (figs. 2
and $3). Overall, 71 "*F-FDS PET/CT
scans were performed in enrolled pa-
tients, which were safe, well tolerated, and
without adverse effects in all patients.
"*E-FDS PET/CT was able to detect
and localize infections at multiple body
sites (Fig. 2, A and B). ""F-FDS PET also
detected an intracranial infection (Fig.
2C) over the inherently low 5L EDS
background in the surrounding unaf-
fected brain tissues (Fig. 2D and figs. S2

Ordonez et al, Sci. Transi. Med. 13, eabe5805 (2021}

and $3). Consistent with previous reports (13, 14), acute infections
were associated with a high bacterial burden at the infection sites
(fig. S4A), and Enterobacterales isolated from the infected patients,
including one ESBL-producing strain, demonstrated robust in vitro
'®E-EDS uptake (fig. S4B). There was no correlation between the pe-
ripheral white blood cell or neutrophil counts and the "*F-FDS PET
signal in the infected patients (fig. S5), suggesting that "E-FDS PET
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Fig. 1. Clinical study design. (A) Patients with microbiologically confirmed or high suspicion for Enterobacterales
infection and control patients with other pathologies were prospectively enrolled. For all infections, microbiological
confirmation was required from the clinical/biopsy sample obtained from the infection site. Definite microbiological
diagnosis was not established in five patients who were excluded from the study. Oncologic diagnosis was made via
tissue biopsies, and sterile inflammatory pathologies were determined clinically and/or with tissue biopsies. Four
p with E bocterales infections had coexisting biopsy-proven oncologic disease. Patients maeting the eligibility
criteria underwent *F-FDS PET/CT at 1 and 2 hours after tracer injection. (B) Patients with microbiologically confirmed or
high suspicion for Enterobacterales infection were imaged. A subset of patients with microbiologically confirmed
Enterobacterales infection was imaged again after completion of antibiotic treatment. (C) Patients with confirmed
inflammatory or oncologic diseases without infection were also enrolled and served as controls.
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Fig. 2. "*F-FDS PET can selectively detect and
localize E ¢ I at several
body sites. (A} Patients with microbiologically
confirmed Enterobacterales infection (blue lines)
or control patients with other pathologies (red
lines) were praspectively enrolled and underwent
PET/CT at 1 and 2 hours after intravenous admin-
istration of "*F-FDS. (B) Three-dimensional (3D)
maximum intensity projection (MIP), transverse
CT (top right), PET (middle right), and overlaid
PET/CT (bottom right} from a 67-year-old female
with KlebsieNa aerogenes cellulitis of the left breast.
The breast infection site is marked by a yellow
arrow, and a microbiologically confirmed pleural
effusion is also noted (red arrow). Signal is also
noted in the heart (blood pool), kver, kidneys,
and the urinary bladder, but no signal is noted in
the brain. (C) From left to right, 3D MIP (left), CT,
PET, and overlaid PET/CT from a sagittal view (top)
and transverse view (bottom), where "*F-FDS PET
signal is observed in a 38-year-old male with an
intracranial infection due to an MDR bacteria
ESBL-produding K. pneumonige was isolated from
the site of infection (yellow arrow) and cerebro-
spinal fluid. (D) Sagittal "*F-FDS PET (top) and
averlaid PET/CT (bottom) of the healthy brain of
a control patient with low background signal.
(E) Transverse CT [top), PET [middle), and overlaid
PET/CT (bottom), where “E-FDS PET signal is ob-
served in the infected lung areas {yellow arrows) in
a 51-year-old female patient with K préumonioe
pneumonia. (F) Transverse CT (top), PET (middle),
and overlaid PET/CT (bottom) show lack of “*F-FDS
PET signal in the affected lung areas (yellow arrow)
of a 54-year-old male with interstitial lung disease
(control patient). (G) Target-to-nontarget ratio at
1 and 2 hours after "F-FDS injection for all 26
patients. Data are represented as median and IQR.
Statistical comparisons were performed using a
two-tailed Mann-Whitney U test. SUV, standard-
ized uptake value.

[ ygwe)

is not dependent on host inflammatory
cells (8). Increased "*F-FDS PET signal
was observed at infection sites (Fig. 2E),
whereas minimal signal was noted at
the sites of oncologic or sterile inflam-
matory pathologies (Fig. 2F and fig. §2).

To quantify the PET signal, spherical
volumes of interest (VOlIs) were drawn
at the sites of pathology and unaffected
sites of the same tissue to calculate the
target-to-nontarget tissue ratio (TNT).
The "*F-FDS PET signal 2 hours after

injection was significantly higher (P < 0.0001) at the sites of
Enterobacterales infection [TNT, 4.46; interquartile range (IQR),
3.32 to 4.95; Fig. 2G] than at the sites with oncologic/sterile inflam-
matory pathologies or infections due to non-Enterobacterales (TNT,
1.14; IQR, 0.98 to 1.50). Using a TN cutoff of 3.0, '*F-FDS PET at
2 hours after injection could identify infection sites with a sensitivity

Ordonez et al, Sci. Transl. Med. 13, eabe9805 (2021)
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of 82% [95% confidence interval (CI), 55.8 to 95.3%)] and a specificity
of 100% (95% CI, 69.9% to 100%).

One patient (#5; table $2) with metastatic squamous cell carcinoma
of the lung and K. pneumoniae pneumonia underwent *F-EDG
PET/CT for clinical reasons 12 days after the study-related '*F-FDS
PET/CT (Fig. 3). Note the '"*F-FDG PET signal in the brain, which,
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“F-FDS PETICT

hi

Fig. 3. Patient with Enterobacterales infection and

“F-FOG PETICT

purity, which would be suitable for a
typical "*F-FDS dose required for an
adult human (typically 370 MBq).

'%F-FDS can differentiate bacterial
infection from SARS-CoV-2
pneumonitis in a hamster model
Enterobacterales, especially K. pneumoniae,
are a leading cause of secondary pneu-
monia in hospitalized patients with
COVID-19. We, therefore, tested whether
"E-FDS PET could differentiate SARS-
CoV-2 pneumonia from secondary
K. priewumoniae pneumonia in a hamster

laaic di

' Lt A

werse CT, PET, and overlaid PET/CT are shown from a 67-year-old male with squamous cell carcinoma of the lung and
K pneumaniae pneumonia that underwent '*F-FDG PET for diinical reasons 12 days after the study-related “'F-FDS
PET. "*F-FDG avid pulmonary lesions are noted in red arrows; "*F-FDS PET signal is noted selectively in the infected
tissues in yellow arrow. "F-FDG PET signal is noted in infected lesions and in the cancerous pulmonary lesions (red
arrows). Also, note the "*F-FDG PET signal in the brain, which is absent for ""F-FDS PET.

as expected, is absent for ""E_-FDS PET. Whereas multiple pulmonary
lesions were noted on CT and *F-FDG PET in this patient, several
'®E_EDG avid lesions (Fig. 3, red arrow) were not visualized on
"E-EDS PET (Fig. 3, left panel).

'®F-FDS PET can monitor antibiotic treatments
Hospital-acquired infections due to MDR Enterobacterales have be-
come widespread in the United States and globally (3). CRE infec-
tions are associated with late diagnosis, lower rate of appropriate
empirical therapy, and considerably higher mortality rates (4). Bac-
terial metabolism of "*F-FDS is mediated via highly conserved met-
abolic pathways with rapid and substantial in vitro '*F-FDS uptake
by clinical strains, including those that are MDR (ESBL or CRE)
(fig. S4B) (7, 8). Thirteen patients with microbiologically confirmed
Enterobacterales infections underwent repeat PET/CT after comple-
tion of antibiotic treatments (Fig. 4 and fig. $6). F-FDS PET/CT
from representative patients with successful or failed antibiotic treat-
ment (due to the presence of MDR strain) is shown (Fig. 4, A and B).
Overall, clinical improvement in patients (as determined inde-
pendently by the clinical team) was associated with a significant de-
crease (65%) in the lesion-specific *F-FDS PET activity with TNT
of 4.70 (IQR, 3.92 to 5.21) and TNT of 1.64 (IQR, 1.21 to 2.83)
before and after completion of antibiotic treatments, respectively
(Fig. 4C; P = 0.002). However, lack of clinical improvement, e.g.,
treatment failure due to the presence of an MDR strain, did not lead
to a decrease in '"F-FDS PET activity (Fig. 4D). Monitoring of anti-
biotic treatments using '*F-FDS PET could be a highly valuable
clinical tool for the management of infected patients.

One-step synthesis and formulation of '*F-FDS

from "*F-FDG

'*E-FDS can be synthesized rapidly from "*F-FDG, which is widely
available. However, current methods require the use of specialized
equipment available in a radiochemistry laboratory (8, 15). There-
fore, we developed a sclf-contained, one-step, solid-phase cartridge
system to synthesize and formulate ready-to-use '*F-FDS from com-
mercially available "*E-FDG in under 10 min at room temperature
(Fig. 5). When starting with 857 + 81 MBq of "*F-FDG, this kit-based
approach yielded 524 + 68 MBq of '*F-FDS with >90% radiochemical

Ordonez et al,, Sci. Transi. Med. 13, eabeS805 (2021} 14 April 2021

oo iP ens model (Fig. 6A and fig. §7). Seven days

after SARS-CoV-2 inoculation, the in-
fectious viral load in the lungs was 2.20 £
0.71 logye 50% tissue culture infective
dose (TCIDsp) per milliliter, and CT
demonstrated a robust pneumonia with
corresponding pulmonary '*F-FDG PET signal (Fig. 6B). However,
as anticipated, no pulmonary “*F-FDS PET was noted with SARS-
CoV-2 pneumonia (Fig. 6C and movie S1). PET was repeated in the
same animals after establishing a secondary pneumonia with
K. pneumoniae (Fig. 6D and movie $2). "*F-EDS PET demonstrated
a robust signal in the lungs (Fig. 6E; TNT, 7.39; IQR, 6.47 to 10.34),
which was significantly higher than the pulmonary signal noted
with SARS-CoV-2 pneumonia before the secondary bacterial pneu-
monia (TNT, 1.39; IQR, 1.25 to 1.52; P = 0.002). At the time of im-
aging, the bacterial burden was 10.45 + 0.35 logio colony-forming
units (CFU) per milliliter, and the viral burden was 1.12 £ 0.09 log
TCIDs per milliliter.

DISCUSSION

When infections occur in an inaccessible site, clinical samples (blood,
urine, stool, or cerebrospinal fluid) can often yield nondiagnostic
results or are otherwise insensitive for deep-seated infections. For
example, a systematic review demonstrated that blood cultures for
patients hospitalized with pneumonia were true positives in 0 to
14% of patients (16). Invasive procedures (e.g., bronchoalveolar
lavage) or surgical resection/biopsy is often used for establishing a
definitive diagnosis. However, the time and effort required for inva-
sive procedures can delay diagnosis, may be dangerous, and are
generally limited to the most accessible lesion, identified at a single
time point. Therefore, noninvasive tools such as CT, magnetic
resonance imaging (MRI), or nuclear medicine techniques such
as radiolabeled white blood cell imaging and '"F-EDG PET are
often incorporated into the diagnostic workup of such patients.
However, those imaging tools detect morphologic changes or
host immune responses to infection and thereby cannot reliably
differentiate oncologic, inflammatory, or infectious pathologies
(17). Morcover, host responses to infection may be reduced or
absent in immunosuppressed patients (e.g., cancer chemotherapy,
HIV/AIDS, and organ transplant), who are also most at risk for
infection. Last, current approaches fail to provide rapid feedback
about the effect, or adequacy, of a selected antibiotic regimen.
Therefore, there is a need for rapid, whole-body imaging that could
localize a pathogen with specificity and provide a quantitative
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occur frequently in these patients (25).
Salmonella readily takes up '*F-FDS and,
therefore, '"F-FDS PET may be useful for
the diagnosis of infections in patients with
sicklehemoglobinopathies (8). '*F-FDS$
is rapidly cleared from circulation and
primarily excreted through the urinary
system, with small amounts also excreted
through the hepatobiliary system. Subse-
quent "*F-FDS$ PET signal is noted in the
gastrointestinal system within 2 hours in
mice and after 150 min in humans, a
late time point that was not ca}:turcd
in the current study (8, 12). e EDS
PET is still useful to diagnose abdominal
infections. Spatial information provided
by co-registering the PET with ana-
tomical imaging (CT and MRI) can dif-
ferentiate the intraluminal signal due to
normal flora versus extraluminal signal
representing an infection (e.g., peritonitis
and abscess). As anticipated, only mini-
mal signal was noted at the sites of onco-
logic or sterile inflammatory pathologies.
Kang ef al. (26) have recently demon-
strated in mice that "*F-FDS PET signal
was significantly higher in tumors colo-
nized by live E. coli than those without
infection, and ""F-FDS PET signal strongly

Altee irealment

T T T L4 T T T T LS T
Thoer  2hours Thow 2hours  Thowr 2 hours fhour 2hours 1how 2 hours
Bafors Imalmant Aler irealment Conirols Before ¥walment Afler tresiment
Responded to treatment Falied treatment
Fig. 4. ""F-FDS PET can it ibiotic tr ts. Thirteen patients with microbiologically confirmed

Enterobacterales infections underwent repeat '®F-FDS PET/CT after completion of antibiotic treatments. Transverse
CT, PET, and overlaid PET/CT from (A) a 91-year-old male with MDR, ESBL-producing K pneurnaniae pneumnonia before
and after appropriate treatment. The yellow arrows indicate the sites of infection. (B) 3D MIP from a 33-year-old male
with MDR, ESBL-producing E. coli osteomyelitis (yellow arrows) before and after inadeguate treatment. The extent of
'8F-FDS PET signal decreasad, but the intensity did not change. (C and D) Target-to-nontarget tissue ratio at 1 and
2hours after '*F-FDS injection for all 13 patients before and after completion of antibiotic treatments. Ratios from
control patients are shown as reference. (C) Eleven patients who clinically responded to treatment and (D) two patients
with treatment failure are shown. Data are represented as median and IQR. Statistical comparisons were performed

correlated with the bacterial burden in tu-
mors, supporting our observation demon-
strating minimal '*F-FDS uptake in
cancerous lesions compared to that of tis-
sues infected with Enterobacterales.
PET has become a routine clinical
tool, particularly for oncology, neurology,
and cardiology (27), and is increasingly
available in both developed and devel-
oping countries (28). PET typically takes
15 to 60 min (depending on body cover-
age), performed 1 to 2 hours after an

using a two-tailed Mann-Whitney U test.

readout of disease burden. However, thus far, no such technology is
available clinically (17).

In this prospective study, '*F-FDS PET/CT detected and localized
infections at multiple body sites. Pneumonia was noted in several
patients in the study, which is consistent with the observation that
Enterobacterales account for 30% of healthcare-associated pneumo-
nias (18) and up to 55% of all ventilator-associated pneumonias
(VAPs) (19, 20), with an associated mortality of 24 to 50% (21).
Osteoarticular/soft tissue infections were also well visualized, espe-
cially due to low background in healthy bone and muscle tissues.
Enterobacterales are an important cause of lower extremity infections
(22). In addition, Salmonella spp. are the leading cause of osteoartic-
ular infections in patients with sickle hemoglobinopathies (23, 24),
which are challenging to diagnose because their clinical and
imaging findings are similar to those of bone infarcts, which also
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intravenous administration of the tracer.
New developments such as the total-
body PET scanner will shorten the scan
duration while increasing sensitivity (29). Because of the short half-
life of most PET radionuclides, ¢.g., 109 min for F-18, the tracer has
to be synthesized cither on-site or at a nearby location, which re-
quires the availability of dedicated infrastructure (cyclotron) and
trained personnel, thus limiting on-demand supply. A major advan-
tage of “*F-FDS is the ability to synthesize it rapidly from '*F-FDG,
which is widely available. In addition, high specific activity (radio-
activity per mass) is not required because even low specific activity
'®E_EDS (20 to 50 Ci/mM) produces optimal imaging characteristics
(7, 8). Therefore, we developed a self-contained, solid-phase cartridge
system to synthesize and formulate ready-to-use '*F-FDS from com-
mercially available "*F-FDG in under 10 min at room temperature
with minimal equipment requirements. We belicve this to be a major
advantage of this technology as it could be synthesized on-demand
at essentially any site with access to *E-FDG.
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Fig. 5. Solid-phase cartridge system to synthesize '°F-FDS. (A} '*F-FDS syn-
thesis from '*F-FDG reduction at room temperature using a solid-supported
borohydride source in under 10 min. (B} Schematic representation of kit-based
synthesis and formulation of "*F-FDS, which can be achieved by eluting a solu-
tion of "*F-FDG through a solid-phase synthesis cartridge foll d by a purifica-
tion and f lation cartridge (Ch bond Set V). Radiochemical purity (>90%,
n = 3) was assessed by radio-TLC, which shows that "*F-FDG (C) and "*F-FDS
(D) have different retention times and that these are identical to those of cold
FDG and FDS (E).

Although COVID-19 in humans is frequently a mild illness,
some patients develop acute respiratory distress syndrome (ARDS)
requiring mechanical ventilation (30). Prolonged ventilatory sup-
port, presence of comorbidities, and the increased use of immuno-
modulatory medications lead to an increased risk of bacterial
pneumonia in this population (31, 32). In patients with severe
COVID-19, an accurate and timely diagnosis is required to identify,
or exclude, bacterial pathogens, which may present initially as coin-
fections or arise later in the course of the disease. Bronchoalveolar
lavage samples have traditionally been used to isolate the causative
pathogen and determine antibiotic therapy. However, some institu-
tions have placed limitations on bronchoscopic procedures for
patients with COVID-19 due to the risk of viral acrosolization
(33). Chest radiographs and CT are also routinely used in the eval-
uation of VAP, but in some cases, they can be difficult to interpret
because they rely on the presence of nonspecific structural abnormal-
ities that can mimic other pathologies, including COVID-19 (34).
Given that Enterobacterales are the leading pathogens causing VAP
in hospitalized patients with COVID-19 (5), we evaluated "*F-EDS
PET/CT in a hamster model of SARS-CoV-2 and K. pneumoniae
coinfection. "*F-FDS PET/CT was able to noninvasively differentiate
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bacterial from viral pneumonia and determine the extent of the
discase, with significantly higher TNT in the bacterial coinfection
compared to viral pneumonia. These data support the specificity of
'®E_FDS PET/CT and its utility to detect secondary pneumonia due
to Enterobacterales infections.

Our study has several limitations. A large hepatic abscess was
not adequately visualized by *F-FDS PET, demonstrating a focus of
photopenia (fig. S8A), likely due to limited '*F-FDS access into
large avascular lesions. Central photopenia with large abscesses has
also been noted with "*F-FDG PET, which is generally considered
highly sensitive (35). In addition, when using a TNT cutoff of 3.0,
sites of Enterobacterales infection in two patients with diabetes were
below this threshold (fig. S8, B and C). Patients with diabetes have
impaired venous drainage, which could have contributed to an in-
crease in the background signal and thus a lack of a sufficiently high
TNT. "F-FDS PET signal was also noted in likely uninfected fluids,
e.g., large joints and pleural and peritoneal effusions (fig. $9), which
needs to be assessed in future studies. PET uptake in pleural fluids
may also be noted with "*F-FDG (36), and the underlying basis for
these findings needs to be better understood. Although the strin-
gent criteria used in this study—prospective enrollment, micro-
biological confirmation required from the clinical/biopsy sample
obtained from the infection site, and inclusion of patients who re-
ceived <72 hours of antibiotic treatment by the time of first '"F-FDS
PET—are a major strength (17), they were also an impediment to
patient recruitment. However, the patient cohort was representa-
tive of hospitalized patients in a tertiary care setting, and a validated
PET tracer in clinical use would not be subject to such restrictions.
Moreover, due to the case of tracer synthesis, this technology could
be implemented practically, especially with on-demand, one-step,
solid-phase cartridge system synthesis, becoming a valuable adjunct
to traditional approaches used for infectious discases. Some brain
tumors or inflammatory pathologies may accumulate "*F-EDS (37, 38);
however, these reports describe pituitary lesions, which are ana-
tomically outside the blood-brain barrier, and thus have a higher
background signal compared to the brain parenchyma. Moreover,
some measurements were made at 5 min after tracer injection in the
context of low signal with high background versus 60 and 120 min
after tracer injection in our current study due to the time needed for
clearance of the background signal (8, 12). Therefore, the findings
noted in pituitary lesions are likely consistent with a nonspecific
blood pool effect, that is, capillary leak at the site of inflammation or
tumor (39). Last, although this study demonstrates proof of concept
and feasibility of bacteria-specific tracers in patients, the sample size
is relatively small. Therefore, larger studies are needed to validate
these findings.

In summary, we present data from a prospective clinical study
evaluating whole-body '*E-EDS PET/CT in newly identified, micro-
biologicall}' confirmed Enterobacterales infections. We demon-
strate that “*F-FDS PET is safe, can rapidly and specifically detect
and differentiate Enterobacterales infections from other patholo-
gies, and can monitor antibiotic efficacy with clinical improve-
ment associated with decreases in PET signal. '*F-EDS uptake in
bacteria is mediated via highly conserved metabolic pathways
with the ability to detect both drug-sensitive and MDR infection
in situ. Although larger clinical studies are needed to validate
these findings, our data support the role of "*E-EDS as an easily
synthesizable, bacteria class-specific PET tracer with clinical
applications.
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Ministerio de Salud y Proteccion Social,
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Fig. 6. "°F-FDS and SARS-CoV-2 versus K. pneumoniae infections in hamsters. (A] Syrian golden hamsters were  Imaging

infected intranasally with SARS-CoV-2 and, 7 days lates, imaged with ""F-FDS or "*F-FDG PET/CT. A group of animals
was euthanized at that time point for histology and quantification of viral burden (fig. 57). A subset of animals was
subsequently coinfected with K. pneumonios and imaged with "*F-FDS PET 36 hours Later. (B) 3D MIP, transverse [top)
and coronal (bottom) CT, and averlaid PET/CT for '*F-FDG in SARS-CoV-2-infected animals. The affected lung paren-
chyma is noted by yellow arrows. (€) 3D MIP, transverse (top) and coronal (bottom) CT, and overlaid PET/CT for “*F-FDS
in SARS-CoV-2-infected animals, where minimal signal is observed in the affected lung areas (yellow arrows). (D) 3D
MIP, transverse (top) and coronal (bottom) CT, and overlaid PET/CT for '*F-FDS in SARS-CaV-2- and K. pneumoniae-
infected animals. Yellow arrows indicate the affected lung areas. (E) Target-to-nontarget ratio '*F-FDS or ""F-FDG in-
jection for all animals (n =6 animals per group of "*F-FDS and n =8 animals for '*F-FDG). Data are represented as
median and IQR. Statistical comparisons were performed using a two-tailed Mann-Whitney U test.

MATERIALS AND METHODS

Study design

The objective of this study was to assess **F-FDS$ PET in patients with
infections due to Enterobacterales and those with inflammatory and/or
oncologic disease. No sample size calculations were performed. The
investigators involved in this study were not blinded during data
collection and/or analysis. Determination of whether a patient had
clinical improvement after completion of antibiotic treatments was
assessed independently by the clinical team, and the study team was
blinded to these results. The study team had no role in the diagnosis
or clinical management of the patients. Thirty-seven eligible patients
(table S1) with microbiologically confirmed or high suspicion for
Enterobacterales infection and control patients with other pathologies
were prospectively enrolled between November 2016 and May 2020
at the Fundacion Cardiovascular de Colombia-Hospital Internacional
de Colombia (HIC) or the Johns Hopkins Hospitals (JHH) (table $2).
Written informed consent was obtained from all patients, and de-
identified PET/CT images are presented. Six consented patients
were excluded: one patient due to motion artifact during the scan,
two patients because the tracer could not be administered, and three
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'"E_EDS was synthesized at the Johns
Hopkins PET Radiotracer Center using
current good manufacturing practices
or at the HIC radiopharmacy per local
regulations. A slow intravenous push of
370.4 + 47.2 MBq of ""E-FDS was ad-
ministered to study participants, and
'*E-FDS-PET/CT was acquired at 60 and
120 min after tracer injection. At JHH,
a Siemens Biograph mCT' 128-slice scanner
was used and PET images were obtained
from the skull vertex to mid-thigh with 3 min per bed position. At
HIC, a General Electric Discovery 1Q 600 scanner was used with the
same acquisition parameters. Noncontrast CT scans were used for
attenuation correction and localization. CT parameters included
120 kVp, 80 mAs, 4-mm slice thickness, and 3.3-mm slice increment.

Bacterial strains and assays

Reference bacterial strains purchased from the American Type Culture
Collection [E. coli (ATCC 25922)] or Horizon Discovery [E. coli K-12
(parent strain, BW25113) and E. coli K-12 sriA, sriB, and sriE knockout
strains (Keio Knockout Collection) (42)] and clinical strains from
the clinical microbiology laboratory (HIC) were acrobically grown
to an absorbance at 600 nm of 1.0 in lysogeny broth (LB). The num-
ber of CFU was enumerated by dilution and plated onto solidified
LB medium. In vitro uptake of '*F-FDS assays was performed as
described before with 20 kBq/ml at 37°C with rapid agitation (8).

Solid-phase cartridge system to synthesize '*F-FDS
Unless specified otherwise, all other reagents and materials were

purchased from Sigma-Aldrich. A synthesis cartridge was prepared
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by packing a solid-phase extraction tube (2 ml) with 500 mg of macro-
porous triethylammonium mcd\ylpolrstyrcnc borohydride (Biotage)
between two frits (20-um porosity). '"F-EDG (857 + 81 MBq; Sofie
Co.) was passed through a synthesis cartridge and Chromabond Set
V cartridge (ABX), in tandem, over 5 min. The syringes were flushed
with saline (20 ml, discarding the first 10 ml). "*F-FDS (524 + 68 MBq,
pH 6, 61 £ 2% non-decay-corrected radiochemical yield) was eluted
into a sterile vial in 97 + 2% radiochemical purity assessed by radio-
TLC (thin-layer chromatography) (AR-2000, Eckert & Ziegler).

Animal studies

Syrian golden hamsters (male, 6 to 7 weeks old; Envigo) were used.
SARS-CoV-2/USA-WA1/2020 strain (BEI Resources, National In-
stitute of Allergy and Infectious Discases) was propagated with one
passage in cell cultures in a biosafety level-3 (BSL—3) laboratory
(JHH). Animals were challenged with 1.5 x 10° TCIDs, in 100 ul
by intranasal route (43). The pneumonia model, adapted from
Weinstein et al. (8), was established by intratracheal installation of
K. pneumoniae (ATCC 43816) (3 logy CFU). Live animals were
imaged inside in-house developed, sealed biocontainment devices
compliant with BSL-3 (44, 45). Seven days after infection, SARS-
CoV-2-infected hamsters underwent PET using “*F-FDG (7.13 +
0.91 MBq, n = 8) and "*F-FDS (cartridge-synthesized, 7.58 £ 0.59 MBgq,
n = 6) administered intravenously via the penile vein. A 15-min PET
acquisition was performed usmﬁthc nanoScan PET/CT (Mediso)
45 min ("*F-FDG) or 120 min (°F-FDS) after tracer injection (8).
PET images were acquired within one field of view. Noncontrast CT
was subsequently acquired for anatomical co-registration. CT acqui-
sition parameters included 480 projections, 50-kVp tube voltage,
600 pA, 300-ms exposure time, 1:4 binning, and helical acquisition.
Animals were infected with K. pneumoniae after imaging, and repeat
'SE_FDS PET (7.14 + 2.32 MBq, n = 6) was performed 36 hours after
the bacterial infection. No animal was excluded from the analyses.

Image analysis

Human PET data were visualized using OsiriX MD 11.0 DICOM
Viewer (Pixmeo SARL). VivoQuant 2020 (Invicro) was used for
animal data. VOIs were manually drawn using CT as a guide and
applied to the PET dataset (44, 46).

Statistical analysis

Prism 8.2 (GraphPad Software Inc.) was u.scd fot the data analysis.
CFU data (logso scale) and in vitro uptake of '*F-FDS are presented
as mean and SD. PET data presented as median and IQR were com-
pared using a Mann-Whitney U test. Correlation analysis was per-
formed using Pearson analysis. P values <0.05 were considered
statistically significant. Individual subject-level data are reported in
data file S1.
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9.1 Conclusiones

El estudio de PET/CT con '8F-FDS es una técnica 1til en el diagndstico de los pacientes con
infeccidn bacteriana producida por Enterobacterales. Su utilizacion ha mejorado la sensibilidad
diagnéstica del 52% al 90,7% y establecido un diagnodstico concluyente en el 95% de los casos en

la poblacion general.

La PET/CT con '8F-FDS es una técnica de imagenes no invasiva que permitié obtener imagenes
tridimensionales de alta resolucion de todo el cuerpo para identificar la ubicacion exacta de los
focos de infecciones generados por los Enterobacterales, esta metodologia fue muy Ttil
particularmente para algunos pacientes que presentaron infecciones profundas de dificil acceso
que debian ser atendidas de manera inmediata, como abscesos cerebrales, infecciones en liquido
cefalorraquideo, cancer entre otras. En algunos casos las muestras clinicas (sangre, orina, heces o
liquido cefalorraquideo) a menudo pueden dar resultados no diagnosticos o requieren de
procedimientos invasivos que pueden retrasar el dictamen médico, pueden ser de dificil acceso y
generalmente se limitan a la lesion mas viable, identificada en un unico momento. Por lo tanto, las
herramientas no invasivas de medicina nuclear como PET/CT con !8F-FDS deben ser incorporadas

de los estudios de diagnostico para pacientes con altas sospechas clinicas de estas infecciones.

Se logré comprobar la coincidencia de la investigacion con los resultados obtenidos en estudios
previos de PET con '¥F-FDS, permitiendo detectar los focos de infeccion con especificidad
bacteriana y seguro para ser usado en humanos. Las imagenes que se obtuvieron permiten a la vez
observar cambios morfoldgicos, analizar la respuesta inmunitarias del hospedero a la infeccion y
al mismo tiempo ser una alternativa eficaz que proporciona informacion rapida sobre el efecto de

la antibioticoterapia seleccionada para su tratamiento.

En general todos los radiotrazadores deben ser lo suficientemente estable tanto in vitro e in vivo,
no deben ser toxicos en las concentraciones que se van a utilizar y debe encontrar el objetivo segiin
lo previsto en ensayos experimentales previos, cumpliendo estas caracteristicas se podria
considerar que el 18F-FDS promete ser un buen radiotrazador que permita la localizacion exacta

de infecciones por Enterobacterales sin que exista ningun riesgo para la salud humana.
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9.2 Productos del capitulo II

Durante el desarrollo de esta investigacion se obtuvieron los siguientes productos.

10.

Publicacion de un articulo cientifico en la revista Q1, Science Translational Medicine, en
el siguiente enlace se  pueden acceder  al articulo completo

https://stm.sciencemag.org/content/13/589/eabe9805.

Presentacion de poster en el Congreso Nacional de Medicina Nuclear 2019.
Imagenologia de Infecciones por Enterobacterales in vivo con Tomografia de Emision de
Positrones y '8F Fluorodeoxisorbitol. Ulises Granados, Alvaro A. Ordoiiez, Luz M.
Wintaco, Digson M. Lambrariol , Jose R. Bustamante et al. Realizado entre el 16 al 18

agosto Bucaramanga- Colombia 2019.

Presentacion de oral en el Congreso Mundial de Imagenes Moleculares WMIC 2019.
Noninvasive Diagnosis and Monitoring of Pneumonia using Pathogen-Specific 18F-
Fluorodeoxysorbitol (FDS) PET. Alvaro A. Ordoiiez, Ulises Granados, Luz M. Wintaco,
Camilo A. Ruiz-Bedoya, Sanjay K. Jain et al. Realizado entre el 4-7 de septiembre
Montreal (Canada).

Ganadora del Programa las Mujeres en la Ciencia 2021. L' Oreal- Minciencias.
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11. Capitulo III.

Epidemiologia y susceptibilidad antimicrobiana de las Infecciones Asociadas a

la Atencion en Salud.
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ABSTRACT
Objective:

To describe the epidemiology and antimicrobial susceptibility of Healthcare Associated

Infections reported between 2018 and 2020.

Methods:

We conducted a retrospective observational study of Healthcare Associated Infections
(HAIls), which was carried out in a fourth level hospital in the city of Bucaramanga
(Colombia). We included all in-patients with a confirmed diagnosis of HAI, included in a
prospective database for the Committee on nosocomial infections during the years 2018 to
2020 identifying a total of 504 HAls. All clinical data, demographics, microbiological results

and microbial susceptibility information was collected, the latter information taken from the
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Whonet software for antimicrobial resistance surveillance with 391 isolates accumulated
during 2018 to 2020. Clinical information was collected from the hospital's electronic
medical records. We performed statistical analysis using Stata statistical software version
15.0 (Stata Corporation, College Station, TX).

Results:
We identified 504 cases of Healthcare Associated Infections (during 2018 to 2020. The

overall in-hospital infection rate was 2.55/ 1000 patient-days. The median age of pediatric
patients was 5 years and adults 56 years, 57% were male. The most common admission
diagnoses were complications of oncologic disease (31%), respiratory failure (13%), and
tissue infections (7%). Mortality was 13% at 30 days in bacteremia. The most common
source of infection for bacteremia was catheter-associated (37%). Gram-negative bacilli
were the most frequent in all types of infection; Klebsiella pneumoniae ranked first
followed by Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa together representing 58% of
all identified cases of HAIs. For Enterobacteriaceae, susceptibility to amikacin and
carbapenems was >85%, contrary to Staphylococcus aureus where resistance to oxacillin
was 47%. In the univariate analysis for bacteremia, previous infectious diseases p<0.06,
days of hospital stay p<0.0002 and COVID-19 diagnosis p<0.0001 statistical differences
were observed between living and deceased.

Conclusions: Gram-negative bacilli are the most frequent microorganisms in HAI.
Bacteremia is associated with high mortality in patients with immunosuppression or
oncologic disease. Resistance to cephalosporins and carbapenems was the most

common.

Keywords: Bacteremia; Gram-negative; infection; intensive care unit; MDR; antimicrobial
resistance; nosocomial infections; hospital-acquired infections; HAI
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Introduction

Healthcare-associated infections (HAIs) continue to contribute substantially to hospital
morbidity and mortality.(101) Especially when associated with antibiotic-resistant
microorganisms. They may occur in as many as 4% of hospitalized patients.(102,103)The
increase in the incidence of HAIs is largely due to the multiple interventions of modern
medicine, by using new medical devices, organ transplants, broad-spectrum antibiotics,
long hospital stays, among others.(104)These HAIs have become one of the most
important challenges in medical practice, as pointed out by the WHO (World Health
Organization).(105)

It is estimated that the prevalence of HAIs in developing countries is significantly higher
compared to developed countries, as described in a recent meta-analysis where regions
such as North America and Europe report a prevalence between 4 to 7 cases per 100
hospitalized patients, contrary to reports in Latin America, Africa and Asia where the
prevalence can reach up to 16 cases per 100 hospitalized patients.(106) This situation is
even more worrying when describing the incidence of HAls in Intensive Care Units (ICU),
where countries such as Brazil reach between 14-62 cases per 1000 patients compared
to the United States which reports between 6-9 cases per 1000 patients.(44,107) This data
coincides with estimates that between 20-30% of all HAls in the hospital are acquired in
ICUs with the presence of Multi-Drug Resistant Organisms (MDRO). (108,109)

HAIs may increase considerably because of the current SARS-CoV2 pandemic situation
and the complications that bring some of these critically ill patients to ICUs, where some
invasive airway devices, urinary or central venous catheters are used.(110) Risk factors
for acquiring HAIs; which combined, may increase susceptibility to develop an infection
secondary to COVID-19. (111)

The objective of this study is to perform an epidemiological description of HAIs in a 4th
level hospital; including demographic data, microbiological identification, antimicrobial

susceptibility. Information collected from the hospital's electronic medical records. Which
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allows obtaining valuable information on HAIs during the last three years. The aim is to
implement new promotion and prevention measures for the control of HAIs that contribute

to reduce the number of infections reported each year.

METHODS
Study design

This was an observational retrospective study aimed at describing the changes in HAls
in the Hospital Internacional de Colombia, Fundacion Cardiovascular de Colombia, a
tertiary-care hospital during the COVID-19 pandemic. The study was conducted over
three years, from January 1, 2018 to December 31, 2020 and included the analysis of
244 889 hospital admissions during this period. We analyzed all patients admitted to the
hospital from January 1, 2018 to March 29, 2020 (168.034 hospital admissions), the day
when the first SARS-CoV-2 positive patient was admitted to our institution, and compared
it to patients admitted from March 30, 2020 until December 31, 2020 (76.885 hospital
admissions). This study was approved by the ethics committee of the Fundacion
Cardiovascular de Colombia (Acta # 525 of December 15, 2020).

Clinical setting and data collection

The study took place in a Joint Commission-accredited 286-bed tertiary care institution in
Santander, Colombia. The hospital has a 187-bed capacity in adult general wards and 99
in adult intensive care unit (ICU). Case definition for HAI followed the Centers for Disease
Control HAI criteria (112), which defines HAI as a localized or systemic condition resulting
from an adverse reaction to the presence of an infectious agent(s) or its toxin(s). There
must be no evidence that the infection was present or incubating at the time of admission
to the acute care setting. All patients with a confirmed diagnosis of HAI (n=504) were
included in the analysis. Clinical and demographic data were collected from the hospital's
electronic medical records, including age, sex, date of admission, type of admission,
discharge date, status of the patient at discharge, pre-existing comorbidities; antimicrobial
therapy; diagnosed HAIs and microbiological cultures performed, locating the site of

infection, date of HAI onset and microbiological confirmation. The analysis for site of
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infection was performed according to the following groups (113), bloodstream, includes
bacteremia associated with central venous catheter, Hickman Broviac catheter, Mahurkar
catheter, peripherally inserted central catheter, fungemia and bacteremia associated with
mucosal barrier injury; urinary tract includes urinary tract and bladder catheter-associated
infections; surgical site includes superficial and deep surgical site infection, organ space
surgical site infection, and soft tissue infection; respiratory tract includes tracheobronchitis
associated with mechanical ventilation, pneumonias, tracheitis, aspiration pneumonia
and aspiration tracheobronchitis. For COVID-19 patients, laboratory confirmation of
SARS-CoV-2 was defined as a positive result of real-time reverse transcriptase-

polymerase chain reaction assay of nasal and pharyngeal swabs.

Microbiological identification

For each case of HAI, the type of infection, pathogen identification and microbiological
susceptibility were obtained from the medical record and WHONET Software (version
5.6), used for surveillance of antimicrobial susceptibility (114). lIdentification of microbial
species and antimicrobial resistance patterns were determined using the VITEK-2
Compact system (BioMerieux SA, France). The following quality control strains were
included: Staphylococcus aureus [American Type Culture Collection (ATCC) 25923],
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603; BAA1705) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Statistical analysis

Clinical and microbiological data was collected and by the principal investigator and data
analyst. For statistical analyses, a descriptive analysis was initially performed, where
categorical values are presented as proportions and continuous variables as means and
standard deviation (SD). All data were analyzed in Stata statistical software version 15.0
(Stata Corporation, College Station, TX). Statistical significance was defined as a p-value
<0.05.
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RESULTS

A total of 244,889 hospital admissions comprising 168,034 hospital admissions recorded
from January 1, 2018, to March 29, 2020 (referred to as the 2018/2019 cohort) and 76,855
hospital admissions from March 30, 2020, to December 31, 2020 (described as the 2020
cohort). Among all the admissions, 504 cases of HAI were reported, with an average of
166.5 cases per year in the 2-year period prior to COVID-19 (total of 333 cases, rate of
0.13% per hospital admission), and 171 cases reported after the first case of SARS-CoV-
2 infection was confirmed in the institution on March 29, 2020 (rate of 0.67% per hospital
admission). A detailed description of the patient demographics is provided in (Table 1).

In both cohorts, most of the patients were men, especially in the 2020 cohort (65%). The
mean age was similar between cohorts (46.3 vs 48.6 years), but the proportion of pediatric
patients was higher in the 2018/2019 cohort (25.2%). In the 2018/2019, cancer,
immunodeficiencies, and hypertension were the most common coexisting conditions,
compared to the 2020 cohort where central nervous system (CNS) pathologies,
immunodeficiencies, and hypertension were the most common. In the 2020, there was a
21.4%, 12.6%, and 11.6% increase in patients with HAls that also presented with CNS
pathologies, chronic renal disease, and obesity, respectively, compared to the 2018/2019
cohort (p < 0.0001). Conversely, there was a 25.8% reduction in the 2020 cohort,
compared to the 2018/2019 cohort, among patients with cancer and HAls. In both cohorts,
the most commonly identified site of infection was blood. However, in the 2020 cohort
there was a significant reduction in surgical site infections (p = 0.0002), likely due to the
decreased surgical procedures performed in our institution during the early stages of the
COVID-19 pandemic. While the median length of stay decreased between the 2018/2019
cohort (31 days) and the 2020 cohort (28 days), the proportion of patients admitted to the
ICU increased by 16.3%. As for invasive devices, patients hospitalized in 2020 were more
likely to have urinary catheters and respiratory support through mechanical ventilation.
Overall mortality was significantly higher in the 2020 cohort (28.0%), with a mortality rate
of 5.77 (95% CI 4.3-7.6) per 1000 patients-days. By contrast, the mortality rate in the
2018/2019 was 2.9 (95% CI 2.0-4.0) per 1000 patients-days. Rates of readmission were
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similar between both cohorts (16.8% vs 17.5%, p = 0.84). Within the cases observed in
the 2020 cohort, 58 HAls (33.9%) corresponded to patients who tested positive for SARS-
CoV-2. These patients were more likely to be male, older (median age 60.7 years) and
obese (Supplementary Table 1). A higher proportion of the patients with both SARS-
CoV-2 infection and HAIs died (63.7%) compared to those without SARS-CoV-2 (12.5%).
However, the mortality rate was similar between subgroups.

Table 1. Characteristics of the patients (n=504)

Results are expressed as number (percentage), median (interquartile range) or mean
(standard deviation).
2018/2019 cohort 2020 cohort p value

Patients 333 171 -
Observation time, person-days 114,776 83,087 -
Gender (female) 153 (46%) 60 (35%) 0.0181%
Age, years (mean £ SD) 46.3 £ 28.0 48.6 £ 23.8 0.3594%
Pediatric patients (<18 years) 84 (25.2%) 29 (16.9%) 0.0345%
Age of pediatric patients, (mean + SD) 44 +5.1 742 +£6.2 0.3594¥
Age of adult patients, (mean + SD) 56.8 £ 17.7 57.0£15.9 0.9012¥
Coexisting conditions
Coronary heart disease 36 (10.8%) 19 (11.1%) 0.9186%
Chronic lung disease 27 (8.1%) 27 (15.7%) 0.0090%
Autoimmune disease 12 (3.6%) 9 (5.2%) 0.3774%
Endocrine disease 17 (5.1%) 10 (5.8%) 0.7258%
Chronic renal disease 29 (8.7%) 37 (21.6%) < 0.0001%
Hypertension 115 (34.5%) 59 (34.5%) -
Diabetes mellitus 43 (19.9%) 44 (25.7%) 0.1362%
Obesity 10 (3.0%) 25 (14.6%) <0.0001%
Psychiatric disorder 66 (19.8%) 27 (15.7%) 0.0540%
Cancer 152 (45.6%) 34 (19.8%) <0.00001%
Genetic disease 7 (2.1%) 12 (7.1%) 0.0061%
Central nervous system disorders 61(18.3%) 68 (39.7%) < 0.0001%
Immunosuppression 96 (28.8%) 61 (35.6%) 0.1188%
Infection site
Bloodstream 143 (42.9%) 1(47.3%) 0.3470%
Urinary tract 5 (16.5%) 41 (23.9%) 0.0452%
Surgical site 91 (27.3%) 2 (12.8%) 0.0002%
Respiratory tract 4 (13.2%) 27 (15.7%) 0.4449%
Length of hospital stay (days), median (IQR) 77 (18-95) 33 (17-50) 0.4278%
Admission to ICU 121 (36.3) 90 (52.6%) 000041
Central venous catheter 117 (35.1) 6 (38.5%) 0.5046%
Urinary catheter 66 (19.8) 43 (25.1%) 0.1113%
Invasive ventilation 53 (15.9%) 5 (20.4%) 0.2025%
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Positive RT-PCR for SARS-CoV-2 N/A 58 (33.9%) -

Mortality 33 (9.9%) 48 (28.0%) <0.0001%
Mortality rate (95% CI) per 1000 patient-days 2.9(2.01-3.99) 5.77 (4.30- 7.59) -
30-day mortality in patients with bacteremia 17 (56.1%) 19 (11.1%) 0.0133%
Re-admission 56 (16.8%) 30 (17.5%) 0.8433%

Notes: *p value determined by Chi2 test; ¥ p value determined by Student’s t test.

While the overall proportion of patients with HAIs was similar between cohorts, patients
with HAls in the 2020 cohort were more likely to become infected earlier after being
admitted to the hospital (Figure 1). The frequency of HAIs by site of infection and
hospitalization service was similar in most cases, except for bloodstream infections,
urinary tract infections, and respiratory tract infections of patients in intensive care unit,

which increased to > 100% for respiratory infections in the 2020 cohort, according to the
significant increase in the 30% available beds ICU in the number of COVID-19 cases

seen (Figure 2, Supplementary Table 2).

Figure 1. Cumulative incidence of HAls
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Figure 2. Frequency of HAIs per site of infection and hospitalization service
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Most infections were monomicrobial 486 (98%), only 27 infections were polymicrobial, of
which 17 were Gram negative pathogen and 8 with one Gram positive and one Gram
negative organism. There was one mixed infection with two fungi and another infection
with one Gram negative organism and one fungus. In both cohorts, the most commonly
isolated microorganism was Klebsiella pneumoniae, followed by Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa (Table 2). Overall, Enterobacterales were the causative
organisms in 48% of HAIs in the 2018/2019 cohort and 46.2% of HAls in the 2020 cohort.
In the 2020 cohort, there was a 5% increase in cases of Pseudomonas aeruginosa
compared to the prior years. Similarly, infections by Candida spp. Increased by 5.8%. A
detailed distribution of causative organism per site of infection is provided in
(supplementary Figure 3). While Enterobacterales were the most common organism
isolated from bloodstream, urinary tract and surgical site HAls, Pseudomonas aeruginosa

was the most common pathogen in respiratory tract HAIs.
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Table 2. Microorganisms isolated.

Microorganism

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis
Acinetobacter baumannii
Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas putida
Morganella morgannii
Aeromonas hydrophila
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Streptococcus mitis
Streptococcus agalactiae
Stenotrophomonas maltophilia
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida haemulonii
Candida krusei
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Proteus penneri
Klebsiella oxytoca
Pantoea spp
Sthaphylococcus capitis
Staphylococcus warneri
Staphylococcus hominis
Steptococcus anginosus
Steptococcus sanguinis

2018/2019
cohort
82 (24.6%)
45 (13.5%)
41 (12.3%)
21 (6.3%)
18 (5.4%)
14 (4.2%)
7 (2.1%)
6 (1.8%)
5 (1.5%)
5 (1.5%)
4 (1.2%)
4 (1.2%)
4 (1.2%)
3 (0.9%)
2 (0.6%)
3 (0.9%)
2 (0.6%)
1(0.3%)
3 (0.9%)
1(0.3%)
0 (0.0%)
1(0.3%)
2 (0.6%)
0 (0.0%)
2 (0.6%)
1(0.3%)
3 (0.9%)
1(0.3%)
1(0.3%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
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2020 cohort

37 (21.6%)
26 (15.2%)
29 (16.9%)
15 (8.7%)
6 (3.5%)

0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
1(0.5%)
1(0.5%)
1(0.5%)

%
change
-2,99
1.69
4.65
-1.90
-2,45
-2.45
-0.35
0.54
-0.33
-0.92
-0.62
0.55
-0.03
-0.90
-0.60
-0,32%
2,91%
2,62%
0,27%
-0,30%
0,58%
-0,30%
2,91%
1,17%
-0,60%
-0,30%
-0,90%
-0,30%
-0,30%
0,58%
0,58%
0,58%



Streptococcus pseudoporcinus
Aeromonas sobria
Chryseobacterium indologenes
Salmonella enterica arizonae
Haemophilus influenzae
Achromobacter xylosoxidans
Myroides spp

Listeria monocytogenes
Burkholderia cepacia
Citrobacter koseri

Citrobacter youngae
Cupriavidus pauculus
Negativo

Sin Germen

Given that Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and
Staphylococcus aureus represent 58% of all cases identified as HAlIs among the patients
included in this study, we characterized the antimicrobial susceptibility patterns from the
isolates obtained between 2018 and 2020 (Figure 3). During this period the percentage
of extended spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae remained at approximately 37% and 45%, respectively. A progressive

increase in resistance to meropenem was observed in Klebsiella pneumoniae, from 1.7%

in 2018 to 17% in 2020.

0 (0.0%)
1(0.3%)
1(0.3%)
1(0.3%)
1(0.3%)
1(0.3%)
1(0.3%)
1(0.3%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
6 (1.8%)
38
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1 (0.5%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
1 (0.5%)
1 (0.5%)
1 (0.5%)
1 (0.5%)
1 (0.5%)
7 (4.0%)

0,58%
-0,30%
-0,30%
-0,30%
-0,30%
-0,30%
-0,30%
-0,30%
0,58%
0,58%
0,58%
0,58%
-1,22%
-7,32%



Figure 3. Comparison of antimicrobial resistance over time
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Table 3. Univariate analysis 30-day mortality (224 bacteremic events)

Variables
Years
2018
2019
2020
Gender
Female
Masculine
Population Group
Pediatrics
Adult

Age pediatric group, years mean [SD].

Age adult group, years mean [SD].
Comorbidities in adult
Oncologic disease

Coronary artery disease
Chronic lung disease

Hormonal disease

Chronic renal disease
Hypertension

Diabetes mellitus

Obesity

Psychiatric disorder
Comorbidities in Pediatrics
Oncologic Disease
Gastrointestinal Disease
Genetic Disease
Cardiovascular Disease
Previous infectious diseases
Immune suppression all ages

Diagnostic SARS-CoV 2, year 2020 (n: 232)
Length of hospital stay, days mean [SD]

/Adequate empiric therapy

30 (15.5%)
70 (36.3%)
93 (48.2%)

79 (40.9%)
114 (59.1%)

69 (35.7%)
124 (64.2%)
5,4 [3.8]
52.7 [24.5]
(n=124)

64 (84.2%)
(14 5%

12 9%

201%
10.5%

)
)
)
16 1%)
)
)
)
25.8%)

10 (5.1%
102 (52.8%
11 (5.7%)
74.8 [85.5]

)
)
)
3 (4.3%)
)
)

| 132 (68.3%)

7 (22.6%)
5(16.1%)
19 (61.3%)

12 (38.7%)
19 (61.3%)

4 (12.9%)
7 (87.1%)
1.9[1.3]
61.5 [30.5]
(n=27)
12(18.7%)

13 (41.9%
10 (27.0%)
31.8 [23.0]
19 (61.3%)

Alive (n=193) Dead (n=31) p-Value

0.080t

0.815%

0.012%

0.9205¥
0.8320¥

0.6436%
0.070%
0.510%
0.169%
0.834%
0.657%
0.275%
0.529%
0.0661

0.111%
0.9961
0.083%

0.063%
0.259%
<0.0001%
0.0002¥
0.4335%

SD: Standard Deviation; Hospital stay; was defined as the total number of days the patient was in the

hospital until discharge; Immune suppression: Neutropenia, chemotherapy, malnutrition and HIV/AIDS.

Psychiatric disorder: Epilepsy, delirium, depression, schizophrenia, bipolar affective disorder, acute

psychotic and schizophrenia.

1: determined by Fischer’s exact test 1: p value determined by Chi2 test; ¥: p value determined by

Student’s t test.



Bacteremia was the most common type of HAI. In the univariate analysis (see Table 3),
statistical differences were observed between the living and dead of those who had had
a previous infectious disease compared to those who had not had previous infections. In
addition, patients diagnosed with SARS-CoV 2 showed statistical differences in mortality
and hospital stay was short for patients who died of bacteremia and pediatric population.

DISCUSSION

In this study, we describe for the first time the overall incidence rate of healthcare-
associated infections of HAl is 2.55 patients per 1000 days. This is the first report of the
incidence rate of HAI in a 3™ level hospital in the city of Bucaramanga, Santander
(Colombia). In Latin America there is little data on the burden of HAIl. However, some
countries have made progress in the characterization of this problem, as described in the
study of Prevalence of Adverse Events in Latin American Hospitals - IBEAS in which
nosocomial infections or currently known as HAI was the most frequent event with 37%
in agreement, the result for Colombia occupied the first place, followed by other events
related to procedures and care.(115)

Our study revealed that bloodstream infections were the most frequent, accounting for
44% of the HAls identified during the last 3 years; we observed that this frequency
increases significantly in patients with immunosuppression or oncologic disease. As
reported by other studies in Latin America.(116) The dynamics of nosocomial infection
sites may change according to the use of new medical devices and the implementation
of immunosuppressive therapies implemented by each hospital institution.(117)

The most common microorganisms for the different types of infections were Gram-
negative bacilli (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa).
In the case of Gram-positives it was Staphylococcus aureus. Similar data have been
reported from other institutions of equal complexity where Gram-negative bacilli are the

most common microorganisms associated with nosocomial infections. (118-120)
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Another important finding was that 75.2% of patients with HAI had some comorbidities:
arterial hypertension 34%, phychiatric disease 25%, diabetes 17%, chronic renal disease
13%, chronic pulmonary disease and coronary disease in 10% of the cases analyzed.
Comorbidities being a considerable risk factor, which can contribute to long hospital stays,
generating a negative impact on healthcare systems.(101)

As reported by several studies, bacteremia is associated with high mortality. In fact, 13/74
(18%), several studies have demonstrated similarly dismal outcomes in
immunosuppressed or critically ill patients who develop sepsis, 1,14 including liver
transplant patients with gram-negative sepsis. (119,121)

A comparison of antimicrobial resistance over time showed a significant increase in
resistance to cephalosporins from 22% to 47% for Enterobacteriaceae. On the contrary,
resistance to ciprofloxacin remained between 16% and 20% during the last 3 years; as
for piperacillin tazobactam, there were no significant differences with a resistance
between 7% and 8%. Contrary to other studies where the highest bacterial resistance is
associated with cephalosporins and carbapenems. 33 The number of Pseudomonas
aeruginosa isolates in HAI increased from 7 reported for 2018 to 43 by 2020, this
significant increase may be attributed possible outbreaks that occurred in the ICU,

increased use of medical devices in patients with COVID-19 among others.

The MDR organisms comprised 15% of the total isolates, including BLEE, CRE and MDR
Pseudomonas MDR infections. Overall, a significant increase in reported BLEE was
observed by 2020. This can be attributed to the expansion of the hospital capacity
installed by COVID-19, the reconversion of services was carried out, increasing the
number of intensive care beds from 21 beds to 51 beds for adults and temporarily opening
in the Special Registry of Health Providers - REPS, 17 beds for adult intensive care and
18 beds for adult intermediate care; with the consequent growth in human talent,
equipment and biomedical devices.

The most commonly wused empirical antibiotic in our institution was

piperacillin/tazobactam, used in 40% of patients with HAIs; no significant increase in
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resistance to this type of antibiotic was observed in our analysis. Similar data have been
reported by other hospital institutions. (121)During the development of this study,
information from both pediatric and adult populations was consolidated to perform a
comprehensive and detailed analysis of all HAIs detected during the last 3 years in our

institution.

It is important to mention that during the hospital stay, the causative agent was identified
for 90% of all the detected HAIls together with the antimicrobial susceptibility profile,
obtaining valuable information that allowed the treating physician to implement the
appropriate antibiotic therapy. However, it is important to point out that a small percentage
of the cultures performed could not identify the causal agent of the infection, a situation
that may be associated with the fact that the International Hospital of Colombia is a
reference health institution where a high number of patients are referred by other health
institutions of lower complexity where patients have received empirical antibiotic
treatment, which in some cases does not allow isolating and identifying the
microorganism that is causing the infection for 100% of the cultures performed in the

institution.

Urinary tract infections accounted for 28% to 35% of HAls in ICU, general hospitalization
and oncology services, 46% of HAls being associated with bladder catheter use, making
bladder catheter use a risk factor, as described in other studies. Recent studies have
shown that the inadequate use of antibiotic prophylaxis in urinary tract infections
outweighs the benefits and contributes to the increase of bacterial resistance.(28,122)
For this reason it is only recommended to use antibiotics in symptomatic infections in
catheterized patients and not to use prophylaxis after catheter change in the absence of
symptoms of infection.(27)

Among the difficulties and limitations of the study, some stand out, such as the collection
of all the relevant clinical information for the 504 patients with HAls. A possible poor
quality of some of the data collected in the clinical history may underestimate important
information for the analysis. However, all the information collected was done together with

79



the medical team to clarify any doubts or uncertainties that arose in the collection of these

data.

Hospital-acquired infections contribute to prolonged hospital stays and present a
substantial economic burden to healthcare systems. Studies show that middle-income
countries experience a higher burden of HAlIs compared to developed countries, so
implementing measures to prevent HAIs in middle-income countries appears to be a high-
value information resource that can contribute to improved HAI control and surveillance.
In addition, it can contribute to improve the standardization of reporting for the control of
these infections. (63,123)

It is important to highlight the work performed by the Hospital Infection Committee, which
collects, updates, and constantly informs all health personnel about the behavior of HAls
in this hospital. Simultaneously, it takes the measures required for any area of the hospital
and highlights the importance of prevention and surveillance of these infections in the

health system.

HAIls are not exclusive to any one hospital area, but some factors that contribute to the
risk of contracting them have been described, whether due to long hospital stays,
immunosuppression, surgical interventions, or the use of invasive medical devices,
among others. For this reason, it is recommended that antimicrobial stewardship
programs be implemented to effectively reduce the inappropriate use of antibiotics,
especially in ICUs with the highest number of MDRO. (19,124,125)
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Conclusions

In conclusion, bacteremia was the most frequent infection in the total number of HAls.
The most common microorganisms were Gram-negative bacteria; no differences were
found between the type of infection or hospital area analyzed. Resistance to
piperacillin/tazobactam increased substantially in the last year for both
Enterobacteriaceae and Pseudomonas, as did oxacillin resistance for Staphylococcus
aureus. Despite the increase in antimicrobial resistance, most patients received adequate
empirical antimicrobial therapy, a significant increase in the number of respiratory
infections identified in the ICU was observed for the 2020 cohort (during COVID-19), due
to the high number of patients treated in the hospital for SARS-CoV-2. It is suggested that
empirical treatment regimens be based on specific data from ongoing surveillance,
analysis, and interpretation of HAls in each hospital. To implement and evaluate new
strategies for HAls prevention.
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Supplementary Materials

Supplementary Table 1. Description of the 2020 cohort
With COVID-19

Patients
Observation time, person-days
Gender (female)
Age, years (mean £ SD)
Pediatric patients (<18 years)
Age of pediatric patients, (mean + SD)
Age of adult patients, (mean + SD)
Coexisting conditions
Coronary heart disease
Chronic lung disease
Chronic kidney disease
Hypertension
Diabetes mellitus
Obesity
Psychiatric disorder
Immunosuppression
Cancer
Infection site
Bloodstream
Urinary tract
Surgical site
Respiratory tract
Length of hospital stay (days), median (1Q)
Admission to ICU
Central venous catheter
Urinary catheter
Invasive ventilation
Mortality
Mortality rate (95% CI) per 1000 patient-
days
30-day mortality in patients with
bacteremia
Re-admission

58
1,927
12 (20.6%)
60.7 + 14.5
1(1.7%)
4.0 (£ 0.0)
61.7 +12.5

(8.

( )

20 ( )

30 (51.7%)

(34. 4%)

( )
o)

4 (6.89%)
2 (3.4%)

23 (20)
0 (86.2%)
4 (24.1%)
5 (25.8%)
6 (27.5%)
7 (63.7%)

1.92 (1.37-2.61)

10 (17.2%)

2 (3.4%)

Without
COVID-19
40
2322
19 (47.5%)
48.6 (+ 23.8)

4 (35%)
5.8 (£5.7)
52.8 (£ 17.2)

4 (10%)
8 (20%)
6 (15%)

13 (32.5%)

7 (17.5%)
1(2.5%)
4 (35%)

19 (47.5%)
12 (30%)

23 (57.5%)
12 (30%)
3 (7.5%)
3 (7.5%)

32 (36)
14 (35%)

9 (22.5%)
8 (20%)
3 (7.5%)
5 (12.5%)

2.15 (0.78-4.77)

4 (10%)

2 (5%)

I: p value determined by Chi2 test; ¥: p value determined by Student’s t test.
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p-Value

0.0051%
0.0024
< 0.0001%

0.0038

0.8144%
0.6342%
0.0333%
0.0611%
0.0669%
<0.0001%
0.6103%
<0.0084%
<0.0041%

0.0093%
0.9163%
0.1552%
0.0012%

<0.0198%
0.9300%
0.7676%
0.0701%

<0.0001%

0.3189%

0.6945%



Supplementary Table 2. Source of HAls according to hospitalization service. Data
represented as number of cases and percentage within each service.

2018/2019 cohort 2020 cohort

Surgery
Bloodstream 4 (2.8%) 1(1.2%)
Urinary tract 2 (4%) 0 (0%)
Surgical site 89 (98%) 22 (100%)
Respiratory tract 2 (4.5%) 1 (3.7%)
Hospitalization
Bloodstream 44 (31%) 20 (25%)
Urinary tract 15 (28%) 12 (29.3%)
Surgical site 0 (0%) 0 (0%)
Respiratory tract 18 (41%) 1(3.7%)
Oncology
Bloodstream 74 (52%) 32 (39.5%)
Urinary tract 25 (46%) 4 (9.8%)
Surgical site 1 (1%) 0 (0%)
Respiratory tract 7 (16%) 0 (0%)
ICU
Bloodstream 18 (13%) 28 (34.6%)
Urinary tract 11 (20%) 23 (56.1%)
Surgical site 1 (1%) 0 (0%)
Respiratory tract 15 (34%) 25 (93%)
Intermediate care unit
Bloodstream 3(2.1%) 0 (0%)
Urinary tract 2 (4%) 2 (4.9%)
Surgical site 0 (0%) 0 (0%)
Respiratory tract 2 (4.5%) 0 (0%)

For surgical site infections between in 2018/2019 vs 2020 a significant decrease is seen
that can be attributed to the number of surgeries that were performed during this period
were restricted by the SARS-CoV-2 pandemic, as were bloodstream infections for the
oncology service. On the other hand, bloodstream, urinary tract and respiratory tract
infections increased significantly during the year 2020 due to the expansion of the
installed capacity by reconversion of services, increasing the supply of intensive care
beds, from 21 beds to 51 beds for adults and temporarily opening, in the Special Registry
of Health Providers - REPS, 17 beds for adult intensive care and 18 beds for adult
intermediate care; with the consequent growth in human talent, equipment and

biomedical devices, to respond to the pandemic caused by SARS-CoV 2.
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Supplementary Table 3. Most frequent microorganisms by type of infection

Percentage (%)
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10.1 Conclusiones

1.

Las infecciones del torrente sanguineo fueron las mas frecuentes para las dos cohortes
analizadas (antes de COVID-19) y (durante COVID-19).

Los Enterobacterales se aislaron en el 50% de las Infecciones Asociadas a la Atencion en
Salud (IAAS) y el 98% fueron monomicrobianas.

Las infecciones del tracto respiratorio aumentaron significativamente en la cohorte 2020
especialmente en las Unidades de Cuidado Intensivo (ICU), aumentando la mortalidad para
pacientes positivos para SARS-CoV-2.

Los individuos que presentaron mas de 2 comorbilidades se asociaron con un alto riesgo
de adquirir una [AAS.

Se observo un aumento significativo de las IAAS en las UCI durante el periodo de atencion

a pacientes con COVID-19.
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10.2 Productos del capitulo II1

1. Publicacion articulo cientifico sometido y aceptado para su publicacion, Revista indexada

Q2 Journal of Positive Psychology and Wellbeing (JPPW).

2. Durante el desarrollo de este estudio se consolidaron bases de datos con informacion
valiosa de la poblacion pediatrica y de adultos, para realizar un analisis exhaustivo y
detallado de todas las IAAS detectadas durante los ultimos 3 afos en el Hospital

Internacional de Colombia.
3. El analisis de la resistencia bacteriana permiti6 realizar un mapa de calor con informacion

valiosa donde estan descritas las bacterias que se han identificado en las TAAS y porcentaje

de resistencia antimicrobiana (Anexo A)
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