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Resumen

La resistencia a antibidticos es un problema de salud publica a nivel mundial. La OMS
estima que para el afio 2050 los antibidticos no surtiran efecto dados los mecanismos
de resistencia que habran desarrollado las bacterias. Los carbapenémicos son un
grupo de antibidticos de amplio espectro y de ultima generacidn, su prescripcion
estaba reservada a pacientes que presentaban infecciones por patdégenos productores
de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE), sin embargo, su uso indiscriminado
dio origen al desarrollo de diferentes mecanismos de resistencia a estos antibioticos,

por ejemplo; la produccion de enzimas hidroliticas conocidas como carbapenemasas.

La deteccidn oportuna de organismos resistentes permite al personal médico cambiar
esquemas de antibioterapia, asi como ejecutar los protocolos para evitar la
propagacion de la cepa. Por estas razones y tomando en cuenta las metodologias
disponibles en el laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCAN), en el presente trabajo se realiz¢ la identificacion de organismos productores
de carbapenemasas mediante la prueba Carba NP, el método modificado de
Inactivacion del Carbapenémico y PCR-Hibridacion, de tal forma que se
correlacionaron los resultados obtenidos y se describieron las frecuencias

encontradas.

Fueron analizadas 58 cepas aisladas en muestras de pacientes, E. coli fue el patogeno
con mayor numero de aislamientos reportados, el tipo de carbapenemasa NDM fue el
que prevalecié en las cepas. A su vez fueron detectadas dos clonas con la combinacién

de 2 carbapenemasas; una tipo NDM y otra tipo OXA 48.

La correlacién entre las metodologias Carba NP y PCR-Hibridacién fue de 98%, a su
vez el método de inactivacion mostré un 100% de concordancia con el de PCR-
Hibridacion.
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1. Introduccion

Los antibioticos son farmacos utilizados para prevenir y tratar las infecciones
bacterianas (Organizacion Mundial de la Salud, 2023). Existe una gran gama de
antibioticos, desde los betalactamicos como la penicilina que fue el primer antibidtico
descubierto hasta los antibidticos de amplio espectro como los carbapenémicos.

Una de las necesidades importantes por las cuales se siguen desarrollando
antibidticos es la resistencia microbiana cuyo aumento representa un problema de
salud publico a nivel mundial segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (OMS,
Organizacién Mundial de la Salud, 2022). Dicha resistencia representa un reto en el
quehacer diario del personal de la salud, particularmente para los médicos y quimicos
de laboratorio clinico, los primeros en el manejo del paciente y los segundos en el
apoyo para brindar herramientas que permitan una buena eleccion del tratamiento

farmacoldgico que puede ser prescrito.

Dado el papel que desarrolla el laboratorio clinico, se vuelve de vital importancia contar
con meétodos que permitan llevar a cabo de manera rapida y eficiente la identificacion
de patdégenos resistentes, por lo que en este trabajo se correlaciono el desempefio de
tres métodos para la deteccion de bacterias productoras de carbapenemasas; Carba
NP, método modificado de inhibicién de carbapenémicos (mMIC) y PCR multiple e
hibridacién reversa. (Jiménez Pearson, y otros, 2019)



1.1 Antecedentes

Las infecciones por patégenos farmaco resistentes cobran la vida de
aproximadamente 700 000 personas al afio segun un comunicado de 2019 de la OMS
y proyecta que para el afio 2050 podrian ser cerca de 10 millones de defunciones al
afno. El diagndstico certero y rapido de bacterias farmaco-resistentes no sélo impacta
en la pronta atencion al paciente que cursa con la enfermedad, sino también
representa disminucion en gastos para la institucion que le brinda atencién, asi como
la oportunidad de ser aislado y prevenir la diseminacion del microorganismo. (OMS,
Organizacién Mundial de la Salud, 2022)

La resistencia a antibidticos es la capacidad heredada de los microorganismos para
crecer en altas concentraciones de antibiotico. Dicha resistencia se cuantifica midiendo
la concentracion minima inhibitoria (MIC) de un antibidtico en el que las bacterias
resistentes pueden desarrollarse en concentraciones nocivas para otras cepas de la
misma especie. La causa de la resistencia puede ser intrinseca debido a la ausencia
o presencia de estructuras que provocan la ineficacia de los antibiéticos, por otra parte,
las bacterias pueden ser resistentes por mutaciones o a través de la transferencia de

material genético. (Huemer, Mairpady Shambat S, Brugger, & Zinkerna, 2020)

Los carbapenémicos pertenecen al grupo de antibidticos denominado B-lactamicos, se
les considera farmacos de ultima eleccion para el tratamiento de patdégenos multi
resistentes. Existen diferentes mecanismos de resistencia para los carbapenémicos,
uno de ellos es la produccion de enzimas carbapenemasas, que hidrolizan el

antibiotico y por ende se inactiva. (Yu Lin, Hsien Meng, Ing Moi , & Po Ren, 2022)

Las técnicas para el diagndstico por parte del laboratorio de microbiologia han ido
evolucionando rapidamente y aunque la identificacion mas exacta de microorganismos
productores de carbapenemasas se basa en métodos moleculares hay que destacar
que no todos los laboratorios cuentan con los recursos necesarios para poder llevarla

a cabo, es por ello que se vuelve necesario contar con otros métodos que no



representen un gasto tan elevado y que permitan obtener resultados confiables.
Ejemplo de ello es el método modificado de inactivacién del carbapenem y los ensayos
enzimaticos como la prueba Carba NP.

1.2 Justificacion

Ante el creciente numero de aislamientos de microorganismos productores de
carbapenemasas el laboratorio de microbiologia del INCAN con la finalidad de emitir
resultados rapidos y confiables lleva a cabo diferentes metodologias para la
identificacion de estas cepas, por lo cual se tiene la necesidad de correlacionar los
resultados de estas pruebas.

1.3 Hipoétesis

Al analizar el mismo grupo de cepas productoras de carbapenemasas mediante la
prueba Carba NP, método modificado de inactivacion de carbapenem y PCR
hibridacién se encontrara una alta correlaciéon en los resultados para la deteccion de

estas enzimas.

2. Fundamento teédrico

2.1 Antibiéticos
Los antibidticos estan definidos por la OMS como medicamentos utilizados para

prevenir y tratar las infecciones bacterianas (OMS, Organizacién Mundial de la Salud,
2022). Existen diferentes tipos de antibioticos y son clasificados por familias de

acuerdo al mecanismo de accién contra las bacterias.



2.1.1 Mecanismos de accidén de los antibiéticos
Tabla 1.- Antibiéticos y su mecanismo de accion.

Aminoglucésidos

Anfenicoles

Betalactamicos

Glicopéptidos

Lincosamidas

Macroélidos

Nitroimidazoles

Oxazolidinona

Quinolonas
Rifamicinas
Sulfonamidas
Tetraciclinas

Se unen a la subunidad 30 de los ribosomas.

Se unen a la fraccion 50S de los ribosomas bacterianos
interfiriendo la sintesis proteica.

Se unen covalentemente a las proteinas fijadoras de penicilina
(PFP) de la membrana citoplasmatica bacteriana, que son
enzimas que fabrican peptidoglicano.

Interfieren en la sintesis de peptidoglicano.

Se unen a la fraccion 50S de los ribosomas bacterianos
interfiriendo la sintesis proteica.

Se unen a la fraccion 50S de los ribosomas bacterianos
interfiriendo la sintesis proteica.

Entran por difusion pasiva al citoplasma bacteriano, donde
generan un producto intermedio reducido que induce dafo
oxidativo en las cadenas de ADN.

Se unen a la fraccion 50S de los ribosomas bacterianos
interfiriendo la sintesis proteica.

Inhibe selectivamente la ADN-girasa.

Unidn a la subunidad B de la ARN-polimerasa.

Inhiben sintesis de acido fdlico.

Se unen a la subunidad 30S del ribosoma.

2.2 Resistencia a antibioticos

La resistencia a los antimicrobianos o RAM es un proceso de adaptacion que se
desarrolla a lo largo del tiempo como respuesta biolégica por parte de los
microorganismos (bacterias, hongos, parasitos) lo que produce menor respuesta a los
medicamentos y se dificulta el tratamiento de las infecciones.

En el caso particular de las bacterias la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
hasta el aino 2021 habia establecido géneros que representaban un mayor riesgo para

la salud de acuerdo con los siguientes criterios:

e Grado de letalidad de las infecciones que provocan.
e Necesidad y tiempo de hospitalizacion requerida para proporcionar el

tratamiento necesario.



e Frecuencia con que presentan resistencia a los antibidticos existentes.

e Facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a personas y
entre personas.

e Silas infecciones que provocan pueden o no prevenirse (por ejemplo, mediante
una buena higiene y vacunacion)

e Opciones terapéuticas aun utilizables para tratar la infeccion y si se encuentra

en desarrollo algun nuevo antibiético contra el microorganismo.

Con base en los criterios descritos se originaron tres grupos con diferentes niveles de
prioridad con base en el tipo de paciente que es afectado y el lugar en donde se
adquiere la infeccion (OPS, Organizacion Panamericana de la Salud, 2022).

Tabla 2.- Microorganismos de prioridad en el diagndstico y control segun la OPS.

Microorganismo Resistencia
Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacterales Carbapenémicos
Prioridad 2: Elevada
Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp Fluoroquinolonas
Salmonella spp Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas y fluoroquinolonas
Prioridad 3: Media
Streptococcus pneumoniae Penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp Fluoroquinolonas



La resistencia puede presentarse a uno o varios antibiéticos, de tal manera se tienen

tres diferentes conceptos para definir la resistencia:

Multidrogo resistencia (MDR, del inglés multidrug-resistance): el aislamiento

bacteriano es resistente a por lo menos tres antibiéticos.

Resistencia extendida (XDR, del inglés extensively drug-resistance): el
aislamiento bacteriano es resistente a todos los grupos de antibiéticos excepto
a uno o dos de ellos; es decir, se mantiene sensible o indeterminado solo a uno

o dos grupos de antibiéticos.

Panresistencia (PDR, del inglés pandrug-resistance): el aislamiento bacteriano
es resistente a todos los antibidticos. (Jiménez Pearson, y otros, 2019)

2.2.1 Mecanismos de resistencia

Se han identificado cuatro mecanismos mediante los cuales las bacterias presentan

resistencia a los antibiéticos:

Alteracién del sitio de accion: consiste en la modificacion del sitio que es
sensible al antibidtico, puede ser mediante metilacion del sitio de accion,
mutacion en las proteinas blanco o genes que codifican para proteinas
alternativas que son menos afines al antibidtico. (Ali Abushaheen, y otros,
2020)

Bombas de eflujo: las bombas de eflujo o bombas de expulsion son sistemas
dependientes de ATP que se encuentran en la membrana citoplasmatica
bacteriana y son utilizadas por la bacteria como medio de excrecion de
desechos de su metabolismo (Lirola Andreu, Avila Jiménez, Fernandez
Mariscal, Reinoso Espin, & Martinez Martinez, 2022). El incremento de la
presencia de bombas de eflujo, permite disminuir los niveles intracelulares del
antibiotico (Ali Abushaheen, y otros, 2020).

Reduccion en la permeabilidad de la membrana: la membrana externa de las

bacterias representa una de las primeras barreras de defensa contra los



antibioticos, en éstas se encuentran proteinas embebidas que forman canales
que regulan el ingreso de elementos (como los antibioticos) a la célula, dichas
proteinas son llamadas porinas (Tafur, Torres, & Villegas, 2008). La
modificacidén o delecion funcional de genes codificantes para porinas disminuye
la entrada de antibiotico a la bacteria. (Ali Abushaheen, y otros, 2020)

e Produccion de enzimas: las enzimas juegan un papel importante en la
resistencia bacteriana, existen diferentes reacciones mediadas por enzimas
como; hidrdlisis (hidrolasas), transferencia de grupos funcionales (transferasas)
y mecanismos Redox (Oxido-Reductasas). El grupo de transferasas es el mas
grande y diverso, cuya funcién de modificar covalentemente a los antibiéticos
no permite que se haga la unién de éste al sitio blanco. Las enzimas hidroliticas
son de gran importancia para el desarrollo de las bacterias, ejemplo de ello son
las betalactamasas, enzimas que desdoblan el anillo lactamico, volviendo en
compuestos biolégicamente inactivos a antibiéticos como penicilina,
cefalosporina, monobactam y carbapenémicos (Mohanty, Pachpute, & Yadav,
2021).

2.2.2 Betalactamasas

Las betalactamasas son enzimas producidas por microorganismos Gram negativos
como mecanismo de resistencia, estas enzimas escinden el enlace amida en el anillo
beta-lactamico inactivando el antibiotico. (Rada, Hernandez Gomez, Restrepo, &
Villegas, 2018)

Existen dos clasificaciones para estas enzimas; la propuesta por Ambler las agrupa
con base en la secuencia de aminoacidos en cuatro clases moleculares (A a D) (Rada,
Hernandez Gomez, Restrepo, & Villegas, 2018). Las clases A, C y D incluyen enzimas
gue hidrolizan sus sustratos mediante la formacién de una enzima acilo a través de

una serina en el sitio activo, mientras que las de clase B son metaloenzimas que



utilizan al menos un ion de zinc en el sitio activo para facilitar la hidrélisis de los beta-
lactamicos. (Bush & Jacoby, 2010)

Por otro lado, la clasificacion de Bush-Jacoby (2010) que es una modificacién de la
propuesta Bush (1995) tiene en cuenta los perfiles de sustrato e inhibidor en un intento
de agrupar las enzimas de manera que puedan correlacionarse con su fenotipo en
aislados clinicos. El sistema actualizado incluye cefalosporinasas del grupo 1 (clase
C); grupo 2 (clases A y D) betalactamasas y serina carbapenemasas de amplio
espectro, resistentes a los inhibidores y de espectro extendido;y metalo-beta-

lactamasas del grupo 3 (Bush & Jacoby, 2010).

De entre todas las betalactamasas descritas hasta el momento (cerca de 1800)
(Hussain, y otros, 2021), destacan por su interés e implicaciones clinicas las

siguientes:

1) Betalactamasas de espectro extendido (enzimas tipo TEM, SHV, CTX-M y OXA).
2) Betalactamasas resistentes a los inhibidores (enzimas tipo TEM y SHV).

3) Betalactamasas tipo AmpC (enzimas tipo LAT, MIR, CMY y FOX).

4) Carbapenemasas (enzimas tipo VIM IMP, IMI, KPC, NDM y OXA) (Calvo, Cantdn,
Fernandez Cuenca , Mirelis, & Navarro, 2011)

2.2.3 Carbapenemasas

Las carbapenemasas son un grupo especifico de betalactamasas cuya accion
hidrolitica es dirigida contra los carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem)
(Werth, 2022) y en general contra los demas miembros de la familia de los beta-
lactamicos. Este mecanismo fue descrito por primera vez en microorganismos Gram
positivos como Bacillus cereus y Bacillus licheniformis, sin embargo, con el paso del
tiempo se han ido describiendo microorganismos como Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Serratia



marcescens, y otros miembros de la familia de los Enterobacteriales en los que se

identifica algun tipo de carbapenemasa (Hammoudi & Ayoub , 2020).

Para su clasificacion se conservan los grupos propuestos por Ambler para las
betalactamasas (Clase A, B, D), cabe destacar que hasta hace unos afos ninguna
enzima de la clase C habia demostrado accion hidrolitica sobre carbapenémicos,
recientemente algunos estudios han mostrado cierta afinidad por algunos miembros
de la familia de los carbapenémicos como el imipenem (Hammoudi & Ayoub , 2020),
sin embargo, no existe un consenso al respecto y unicamente se considera que su
sobreproduccion aunado a una menor permeabilidad de la membrana externa o
sobreexpresion de la bomba de eflujo puede contribuir a la resistencia a estos
antibioticos (Aurilio , y otros, 2022) , por lo que unicamente se consideraran las clases
A, ByD.

e Clase A: las carbapenemasas de clase A pueden estar codificadas

cromosomicamente como en el caso de la SME (Serratia marcescens enzyme)
y NMC-A (no metalo-carbapenemasa tipo A), codificadas por plasmidos como
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) o GES (betalactamasas de
espectro extendido de Guyana) o ambas como la IMI (betalactamasa contra
imipenem) (Aurilio , y otros, 2022).
Las carbapenemasas de clase A mas importantes son las KPC y las GES
codificadas por plasmidos. Las enzimas KPC se describieron inicialmente en
Klebsiella pneumoniae, pero ahora se detectan en varios miembros de la familia
Enterobacteriaceae. Los genes blakpc pueden transportarse en elementos
genéticos moviles como los transposones y plasmidos (Moubareck & Halat,
2022)

e Clase B: el grupo esta constituido por metalo beta lactamasas (MBL). Una de
las mas representativas es la codificada por el integron de Verona (VIM), sin
embargo, existen otras de igual relevancia en la clinica como la tipo

Pseudomonas (IMP) y la MBL de Nueva Delhi (NDM). Estas enzimas se



expresan comunmente a partir de elementos genéticos moviles, como

integrones, plasmidos y transposones, razén por la cual se han propagado

ampliamente entre las bacterias. (Hansen, 2021)

e C(Clase D: esta clase de carbapenemasas son denominadas OXA debido a su

capacidad hidrolitica sobre la oxacilina, meticilina y cloxacilina. A pesar de que

su actividad sobre los carbapenémicos es variable se le considera significativa

dado que no son inhibidos por el acido clavulanico, el tazobactam y el sulbactam

(Moubareck & Halat, 2022). Las enzimas mas representativas de este grupo
son las pertenecientes a la clase tipo OXA-23, tipo OXA 24/40, tipo OXA-48,
tipo OXA-58, tipo OXA-143 y tipo OXA-235 (Hammoudi & Ayoub , 2020).

Tabla 3.- Clasificacién de carbapenemasas.

Grupo Ambler Grupo Bush-Jacoby

Grupo A

Grupo B

Grupo D

2f

2df

Familia de

enzimas
NMC-A
IMI
KPC
GES
SME
NDM
IMP
VIM
GIM
SIM

Tipo OXA

Enzima

representativa

NMC-A
IMI 1-12
Kpc 2-24
GES 1-27
SME
NDM 1-16
IMP 1-52
VIM 1-46
GIM-1
SIM-1
OXA-23
OXA-24
OXA-40
OXA-58

10



OXA-143
OXA-235
OXA-48

(Lirola-Andreu, Avila-Jiménez, Fernandez Mariscal, Reinoso Espin, & Martinez
Martinez, 2022)

2.4 Métodos de deteccion de carbapenemasas
Existen diferentes metodologias utilizadas en el laboratorio cinico para la deteccion de

carbapenemasas, varian en su especificidad y costo, por lo que la eleccion del mejor
meétodo se vuelve de caracter multifactorial. Los métodos se pueden dividir de acuerdo
con la tecnologia de deteccion, de modo que existen las pruebas de resistencia ante
el antibidtico, las enzimaticas basadas en hidrdlisis, los ensayos

inmunocromatograficos y las pruebas moleculares.

2.4.1 Pruebas de resistencia ante antibiético
Existen algunas variantes dentro de este grupo de pruebas, se puede realizar el mCIM,

pruebas de sinergia basadas en inhibidores, prueba de Hodge modificada (MHT) y la
prueba indirecta de carbapenemasas.

El mCIM es una metodologia recomendada por CLSI para el estudio de la produccion
de carbapenemasas en organismos resistentes. La prueba se fundamenta en la
hidrolisis del carbapenémico al estar en contacto con la cepa problema, la metodologia
se describe en el anexo 3.

2.4.2 Pruebas enzimaticas basadas en hidrélisis

Estas pruebas son colorimétricas, se fundamentan en la presencia de la enzima

carbapenemasa que hidrolizara al carbapenemico presente en la prueba, reaccion que
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sera evidenciada por el cambio de color en el medio de reaccién. Existen pruebas

comerciales como la 3-Carba o Carba NP, la metodologia es descrita en el anexo 4.

2.4.3 Ensayos inmunocromatograficos

Se han desarrollado metodologias basadas en la captura inmunoldgica de epitopos
utilizando particulas de oro coloidal en placas de nitrocelulosa. Dicha metodologia se
ha desarrollado unicamente para las carbapenemasas mas comunes (KCP, NDM y
OXA-48), algunos kits disponibles son OXA-48 KSeT y Corisbio. (Wareham & Abdul
Momin, 2017)

2.4.4 Pruebas moleculares

Las pruebas moleculares se basan en la deteccion de material genético, ya sea acido
desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN). La técnica mas utilizada es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ademas de ser el método de referencia
para caracterizar los genotipos de resistencia y virulencia. A diferencia de las pruebas
bioquimicas que detectan la actividad de estas enzimas, las pruebas moleculares

detectan la presencia de un gen especifico.

2.4.5 Hibridacion

La hibridacion es una técnica empleada en el laboratorio con la finalidad de identificar
una secuencia de ADN o ARN en una muestra biologica. Es una metodologia donde
se utiliza una sonda, la cual suele estar hecha de ADN o ARN. Una molécula de cadena
sencilla con una porcion quimica o radiactiva puede ser detectada; la zona de cadena
sencilla es entonces hibridada, y ahi es cuando comienza el procesollamado
hibridacién. Esta sonda se mezcla con la muestra, buscando que la zona de cadena
sencilla se una justamente con el ARN o con el ADN que se esta intentando localizar.
Después se lava la sonda no unida, y se observa dénde se expresa el gen o se
encuentra ese fragmento de ADN en la célula (National Human Genome Research
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Institute, 2022). Dicha union se puede marcar, la sefial se visualiza mediante una
reaccion inmunoenzimatica colorimétrica, en el caso del kit utilizado en este proyecto
la reaccion se lleva a cabo con Estreptavidina-Fosfatasa y un cromoégeno (tetrazolio
nitroazul y 5-bromo-4 -cloro-3-indolfosfato (NBT-BCIP)) que genera precipitados
insolubles en la membrana en aquellas posiciones en las que ha habido hibridacion

(Master Diagnostica, 2018) La metodologia se ha incluido en el anexo 4.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Aislar cepas resistentes a carbapenémicos y detectar la presencia de enzimas tipo
carbapenemasa mediante el método de Carba NP, método modificado de inactivacion
del carbapenémico y PCR multiple e hibridacion para correlacionar los resultados
obtenidos de las tres metodologias.

3.2 Objetivos particulares
-Aislar organismos resistentes a carbapenémicos en muestras de pacientes del
INCAN.

-Realizar la prueba de Carba NP para las muestras que presenten microorganismos

resistentes a carbapenémicos.

-Realizar la prueba de inactivacion para las muestras que presenten microorganismos

resistentes a carbapenémicos.

-Realizar la prueba de PCR multiple e hibridacion para las muestras que presenten

microorganismos resistentes a carbapenémicos.

-Correlacionar los resultados obtenidos por las tres diferentes metodologias utilizadas.
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4. Diseifio metodolégico

4.1 Tipo de estudio

Estudio observacional retrospectivo transversal.

4.2 Area de estudio

El estudio se realizé en el INCAN, hospital de tercer nivel que brinda atencion diaria a
pacientes de todas las entidades de la Republica Mexicana. Se localiza en Ciudad de
México, Colonia Belisario Dominguez Seccion XVI, Delegacion Tlalpan.

4.3 Muestras

58 cepas resistentes a carbapenémicos obtenidas a partir de muestras de diferente
origen biolégico de los pacientes de la consulta externa y hospitalizados, mismas que
fueron procesadas en el laboratorio de microbiologia del INCAN.

4.4 Aspectos éticos

El estudio realizado forma parte del trabajo rutinario del laboratorio de microbiologia
del INCA, por lo que no fue necesario solicitar la aprobacion del comité de ética del

instituto.

4.5 Criterios de inclusion y exclusién

4.5.1 Criterios de inclusion

1.-Muestras microbiologicas de pacientes de la consulta externa y hospitalizados.

2.- Muestras que cumplieron los criterios de aceptacion pre-analitica estipulados por
el laboratorio de microbiologia.

3.-Microorganismos con resultados de resistencia a carbapenémicos en el

antibiograma procesado de manera automatica.

14



4 .-Microorganismos que puedan ser recuperados del cepario y cumplan el criterio

nuimero 3.

4.4.2 Criterios de exclusion

1.- Muestras que no contengan microorganismos con resistencia a carbapenémicos.

2.- Microorganismos que no se encuentren en el cepario y de los que no se cuenten
con los resultados de las pruebas Carba NP, método modificado de inactivacion la

carbapenémico o PCR.

4.6 Proceso

El analisis de las muestras consta de tres etapas; preanalitica, analitica y postanalitica.
La primera etapa inicia con la toma de muestra y culmina con la llegada de esta al
laboratorio de microbiologia, esta es la etapa mas critica e involucra al personal
medico, enfermeria y personal de recepcién del laboratorio clinico. La toma vy
transporte de las muestras de pacientes de hospitalizacién se encuentra a cargo del
personal meédico y de enfermeria del INCAN, por otra parte, las muestras de la consulta
externa se encuentran a cargo del personal de laboratorio, en ambos casos el
procedimiento de encuentra estipulado en el manual de procedimientos del Laboratorio
de Microbiologia.

Una vez que la muestra llega al area de recepcion del laboratorio y cumple lo
estipulado en dicho manual, se lleva al area de microbiologia. Es aqui donde inicia la
fase analitica, las muestras son registradas en la bitacora correspondiente al tipo de
muestra al que pertenezcan, se les asigna un numero interno de identificacion aunado
al folio proporcionado en el area de recepcion. La metodologia subsecuente se ha
esquematizado en el diagrama 1, el flujo de trabajo para la identificaciéon y

caracterizacion de la resistencia microbiana se explica en el Anexo 1.
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Diagrama 1.- Flujo de trabajo para la deteccion de organismos productores

de carbapenemasa.
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Las muestras son procesadas en el equipo automatizado Vitek, mismo que tiene
puntos de corte establecidos con base en las guias del Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (CLSI), que se muestran en el Anexo 2, para definir la resistencia de
un microorganismo a diferentes antibidticos, en el caso particular de este trabajo a los

carbapenémicos.

Una vez que se ha realizado la identificacion del microorganismo en alguna muestra y
que éste ha mostrado ser resistente a los carbapenémicos se procede a realizar el
montaje de tres pruebas: Kirby-Bauer, método modificado de Inactivacion a
Carbapenémicos (mCIM) y Carba NP. La primera se utiliza como método confirmatorio
para la resistencia a carbapenémicos y no como método de detecciéon de
carbapenemasas, el procedimiento se detalla en el Anexo 2.

El método modificado de Inactivacion a Carbapenémicos (mCIM) esta aprobado por el
CLSI para la identificacion de cepas productoras de carbapenemasas. La metodologia
utilizada en este estudio fue tomada del manual interno de procedimientos del
laboratorio de Microbiologia, mismo que se basa en la guia del afio 2020 emitida por

el CLSI. Dicha metodologia se desarrolla en el Anexo 3.

De igual manera el uso de la prueba Carba NP esta aprobado por el CLSI, el
procesamiento de las muestras se llevd a cabo con las indicaciones proporcionadas

en el inserto del kit (Anexo 4) de acuerdo a las recomendaciones del proveedor,

Una vez que se han obtenido datos positivos en una o ambas pruebas (mCIM y Carba
NP) se realiza la identificacion del tipo de carbapenemasa mediante PCR e hibridacion
con el kit AMR Direct Flow Chip y siguiendo la metodologia desarrollada por el

fabricante (Anexo 5).

4.7 Plan de tabulacién y analisis

Se graficaron y tabularon los resultados con el programa Excel.
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5. Resultados

En el grafico 1 se encuentra representada la distribucion de las muestras con respecto
al sitio anatémico del cual fueron tomadas. Como se puede observar, el urocultivo (23)
fue el tipo de muestra con el que mas especimenes se conto, seguido de hemocultivos
(19), asi como menor cantidad expectoracion, entrada de catéter, tejido y liquido de

ascitis con s6lo una muestra.

- 23
20 17
15
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Grafico 1.- Origen de las muestras procesadas.

Se representd en el grafico 2 la agrupacion por género y especie de los
microorganismos aislados en las muestras trabajadas. La mayor prevalencia fue de E.

coli con 42 aislamientos, por el contrario, solo se obtuvo un aislado de P. putida.

m Escherichia coli

m Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii

® Pseudomona aeruginosa

m Pseudomona putida

Grafico 2.- Distribuciéon de los organismos aislados con resistencia a
carbapenémicos.
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Los resultados obtenidos mediante la prueba de Carba NP se muestran en el grafico
3. Las muestras positivas correspondieron al 98% y un 2% a las muestras
indeterminadas, es decir, que la metodologia no permiti6 determinar si el

microorganismo era o no productor de carbapenemasas.

2%

= POSITIVA
INDETERMINADA

Grafico 3.- Resultados obtenidos mediante la prueba Carba NP.

Mediante el método PCR-Hibridacion se identificd el tipo de carbapenemasa que
producia cada microorganismo analizado, las 58 muestras fueron positivas para genes
de resistencia a antibiéticos, en la grafica 4 se represent6 la distribucion del tipo de
carbapenemasa con respecto al microorganismo del cual se aisl6. En esta se puede
observar que se obtuvo una mayor cantidad de carbapenemasas tipo NDM, seguido
por el tipo OXA-48, ademas de dos organismos con una combinacién de
carbapenemasas NDM/OXA 48.

35

30
25
20
15
10
- _ _

NDM OXA-48 GES KPC NDM/OXA 48 VIM
mE. coli mC. freundii = P. putida = E. cloacae K. pneumoniae = P. aeruginosa

(¢}

o

Grafico 4.- Tipo de carbapenemasa de acuerdo con el tipo de microorganismo
aislado.
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Los resultados obtenidos con la prueba PCR-Hibridacién se relacionaron al origen de
la muestra en el grafico 5. Los urocultivos fueron el tipo de muestra que mas
prevalencia tuvo y dentro de este grupo el tipo de carbapenemasa NDM fue el de
mayor incidencia. Por otro lado, los organismos con coproduccion de carbapenemasas

se encontraron en una muestra de urocultivo y una de hemocultivo.

25
o0 N
]

s
10

° ] .

O | |

Sl Sl v& o\oé o‘z’\O cf\\% @\OO & o\oé
> o & & &L v < 5 &
o o 2 A
N & 2 &
8 R
<

NDM mOXA-48 mGES mKPC mNDM/OXA48 mVIM

Grafico 5.- Tipo de carbapenemasa con respecto al origen de las muestras.

Figura 3.- Prueba Carba NP.

Prueba Carba NP, se muestra el resultado de una prueba positiva
(lado izquierdo) y una negativa (lado derecho).
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Método modificado de inactivacion del carbapenémico.

Figura 4.

Se observa un resultado positivo de la prueba.

.- Prueba PC-Hibridacién

Figura 5
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6. Discusion

En octubre de 2021 la OPS emiti6é una alerta a cerca de la situacion pos pandemia de
resistencia antimicrobiana en América Latina, se hacia mencién de paises como
Colombia y Uruguay con datos al alza de aislamientos productores de
carbapenemasas, sobre todo del tipo KPC y NDM. En el analisis realizado en muestras
del INCAN hubo una notable prevalencia del tipo NDM con un 58% de las muestras
analizadas (OPS, Organizacion Panamericana de la Salud, 2021).

La alerta emitida por la OPS en 2021 a cerca de los organismos prioritaritarios
resistentes a carbapenémicos hace mencion de Enterobacterales y P. aeruginosa,
informacion reflejada en los resultados obtenidos al encontrar una prevalencia de E.
coli en los aislamientos realizados, seguida de K. pneumoniae y E. cloacae, todos
miembros de la familia de las Enterobacterias (OPS, Organizacién Panamericana de
la Salud, 2021). Comparando con los reportes de prevalencia de este grupo de
organismos en nuestro pais, en un estudio realizado en el estado de Tamaulipas por
Lara y colaboradores en 2018 se report6 la prevalencia de E. coli en muestras diversas
y en 2017 en el estado de Nuevo Ledn, Garza y colaboradores para muestras
unicamente de urocultivo reportaron la misma prevalencia (Lara Medina, y otros, 2018)
(Garza Montufar, Trevifio Valdez, & De la Garza Salinas, 2017).

En cuanto al tipo de muestra del que se aislaron los microorganismos, el urocultivo
(N=23) fue el espécimen prevalente, cabe destacar que en México las infecciones del
tracto urinario (ITU) son la tercera causa de morbilidad en el pais, por lo que se puede
explicar la prevalencia observada en este estudio. (Cortéz Enriquez & Torres
Gonzales, 2022)

Se realizaron tres metodologias para la deteccién de carbapenemasas. La prueba de
Carba NP obtuvo una concordancia de 98% con respecto al método estandar (PCR-
Hibridacion) que fue utilizado. El 2% restante correspondid a una cepa de P.
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aeruginosa que mediante PCR se identific6 como productora de carbapenemasa tipo
GES, la bibliografia indica que este tipo de enzimas tiene una capacidad hidrolitica
lenta frente a imipenem, carbapenémico utilizado en este test, razon por la cual el

resultado no fue concluyente (Sakurada, 2016).

El método modificado de inactivacién a carbapenémicos tuvo una concordancia del
100% con el método de PCR- Hibridacion. La metodologia implementada en el
Laboratorio de Microbiologia permite identificar los organismos productores de
carbapenemasas, implica un bajo costo tanto en insumos como en equipamiento para
realizar la prueba si se compara con los necesarios para los métodos moleculares, sin
embargo, permite identificar el tipo de enzima que es producida por los
microorganismos. Por otro lado, los tiempos necesarios para efectuar la metodologia
son de 22-26 horas dependiendo del tiempo de incubacion, lo que retrasa la emision
de un resultado que es vital para el escalamiento o des-escalamiento de la
antibioterapia del paciente.

Por otro lado, se encontraron en dos clonas de diferente paciente y origen de muestra
la combinacion de 2 carbapenemasas; una tipo NDM y otra tipo OXA 48. El primer
reporte de una coproduccién de estas enzimas se dio en un aislado de A. baumanii
por Karthikeyan en 2010 en la India y en 2014 Khajuria reporta varios aislados de E.
coli aisladas en muestras de orina con coproduccion de NDM Y OXA 48. (Karthikeyan,

Thirunarayan, & Krishnan, 2010) (Khajuria, Praharaj , Kumar, & Grover , 2014)
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7. Conclusiones

Se detecto la presencia de carbapenemasas producidas por patdégenos en muestras
de pacientes del INCAN mediante las metodologias Carba NP, método modificado de
inactivacion al carbapenémico y PCR-Hibridacion.

El principal microorganismo aislado fue E. coli productora del tipo de carbapenemasa
NDM.

El método modificado de inactivacion del carbapenémico mostr6 un 100% de
concordancia con el de PCR-Hibridacion. Para un laboratorio cuyo presupuesto e
infraestructura es limitado podrian adoptarse las metodologias del “Manual de Métodos
microbioldgicos para la vigilancia del estado de portador de bacterias multirresistentes”
como es la sinergia con Acido fenilboronico y EDTA, obteniendo datos que permiten
conocer el fenotipo del organismo y sospechar el tipo de carbapenemasa producida,
metodologia recomendada por la Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC).

La prueba Carba NP tuvo correlacion de 98% con la técnica de PCR-Hibridacion, por
lo cual representa una opcién facil y econdmica para el tamizaje de este tipo de

muestras.
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8. Anexos

Anexo 1.- Flujo de trabajo para la identificacién y caracterizacion de
la resistencia microbiana.

[

Recepcioén de la muestra

]

-

Registro en bitacora interna

!

Siembra en agares
enriquecidos y selectivos
segun corresponda

|

Incubacion a 34-38°C y
condiciones de oxigeno
especificas al tipo de muestra

!

Observar crecimiento a las
24 horas

!

Tomar una colonia y preparas
suspension al 0.5 NMcF

!

Introducir con tarjeta al
equipo Vitek

.

Esperar entre 16-24 horas
a identificacion y
susceptibilidad

Diagrama 2.- Metodologia primo aislamiento de las muestras.

25



Anexo 2.- Técnica Kirby-Bauer o difusién en placa.

Preparar suspension 0.5 NMcF con
SSF del organismo problema

\ 4

Homogenizar 10-15
segundos

v

Inocular agar MH con
suspension

!

Colocar los discos de ertapenem
(ETP), imipenem (IMP),meropenem
(MEM), Ceftazidime/Avibactam (CZA)
o Piperacillin/tazobactam (TZP).

Invertir placa y colocar en
estufa 35°C + 2°C

-

Medir halo de inhibicién dentro
de las siguientes 16-18 horas

v

Considerar los siguientes
criterios

Antibiético  Sensible  Indeterminado Resistente Antibidtico ~ Sensible  Indeterminado Resistente
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
IMP 223 20-22 =19 IMP =19 16-18 =15
ETP =222 19-21 =18 MEM =19 16-18 =15
CZA 221 - <20 CZA =21 - =20
TZP =21 18-20 =17 2P =21 15-20 =14

NMcF=Nefelometro de MacFarland = SSF=solucion salina fisiolégica

Diagrama 3.- Metodologia para el método difusion en agar (Kirby-Bahuer).
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Anexo 3.- Método modificado de inactivacion a carbapenémicos.

[

Resuspender 10uL de

muestra en soya-tripticasa }

!

Homogenizar por
10-15 segundos

!

Sumergir un disco de
meropenem

Incubar a 35°C £ 2°C
durante 4 horas

v

Preparas suspension E.

coli ATCC 25922 a 0.5

|

Inocular agar MH con
alisnansinn de F enli

v

Dejar secar 3-5 min

:

Sacar disco de
meropenem y quitar

.

Colocar disco
sobre agar MH

v

Invertir placa y 18-
24 horas a 35°C

|

Leer prueba
al dia

[

v

Positivo

o

Diagrama 4.- Metodologia para el método modificado de inactivacion a carbapenémicos.

'

Negativo
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Anexo 4.- Prueba Carba NP

[

Abra y rotule la galeria

Diagrama 5.- Metodologia para la prueba Carba NP (Parte A).

!

Abra ampolla de medio de
suspension

:

Dispense 100 uL en pocillo
AByC.

:

Esperar 4-10 minutos a
15-25°C

:

Mezcle contenido pocillo B

Coloque el pociloBy C
sobre fondo nearo

:

Tome varias colonias
con un bastoncillo

-

Deposite en pocillo C y
mezcle

.

Obtenga una turbidez
equivalente al pocillo B

!

Espere 30 minutos a
15-25°C

.

Transfiera 25uL del
pociloCalDyE

!
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Rojo
Naranja

Rojo

Naranja

Cualquier otro color que no
sea rojo ni naranja

Naranja

Transfiera 25 pL del
pociloAalDyE

v

Incube la galeria durante
30-40 minutos a 33-38°c

v

Coloque la galeria sobre fondo
blanco y realice la lectura de
acuerdo al siguiente criterio

v

Rojo
Negativo
Naranja
Amarillo, naranja claro, naranja,
naranja Oscuro. -
Positivo
Amarillo
No aplicable
No interpretable
Rojo
Resultado de la  |Positiva Emision de
prueba resultado

lNegativa

Vuelva a incubar y espere 1 hora 30
minutos mas

:

El tiempo total no debe
superar las 2 horas.

.

Emisién de resultado

Diagrama 5.- Metodologia para la prueba Carba NP (Parte B).
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Anexo 5.- Prueba PCR-Hibridacion

[ Cultivo joven menor 24 horas ]

!

Colocar 45 uL de agua del
kit para hidratar pocillos

!

Inocular con asa de 1 yL

v

Homogenizar 10
segundos en vortex

!

Llevar a termociclador

Programar protocolo AMR y
procesar

:

Desnaturalizar

:

Levar el reactivo A (solucion
de hibridacién) a bafio Maria
a46°C

!

Colocar chips en equipo
HibriSpot

:

Colocar 300 uL de
reactivo A e incubar
2 minutos

!

Diagrama 6.- Metodologia para la prueba PCR-Hibridacion (Parte A)
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Eliminar reactivo A

!

Anadir 30 pL del producto de
PCR y 250 de reactivo A

!

Incubar a 46°C por 8
minutos

!

Eliminar producto de PCR

:

Lavar con 300 L de reactivo
A (X3)

!

Fijar temperatura en
29°C

Agregar 300 uL de reactivo B
e incubar 5 minutos

!

Eliminar reactivo B

:

Anadir 300 uL de
reactivo C e incubar
5 minutos

'

Eliminar reactivo

!

Diagrama 6.- Metodologia para la prueba PCR-Hibridacion (Parte B)
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Fijar temperatura a 36°C

.

Lavar con 300 L de reactivo
D (X4)

.

Anadir 300 uL de
reactivo E

:

Eliminar reactivo E

!

Lavar con 300 L de reactivo
F (X2)

.

Captura de imagenes

Diagrama 6.- Metodologia para la prueba PCR-Hibridacion (Parte C)
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