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RESUMEN
La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema de salud publica cada vez

mas complejo y se considera una de las peores amenazas en todo el mundo; el
desarrollo de esta resistencia antimicrobiana en las bacterias es consecuencia de la
adaptaciéon evolutiva. Ademas hay multiples factores asociados a su diseminacion,
entre ellos el uso desmedido y poco regulado de los antibidticos en la medicina

humana, veterinaria, agricultura, ganaderia y la industria.

Para el afio 2050 la OMS estima que las llamadas “superbacterias” mataran

anualmente a 10 millones de seres humanos.

Los carbapenémicos son antibioticos betalactamicos de mayor espectro, sus
cualidades los hacen importantes en el tratamiento empirico, en monoterapia de
numerosas infecciones nosocomiales graves incluso de algunas infecciones
adquiridas en la comunidad y en la terapia dirigida contra bacterias gram negativas

multirresistentes.

En el presente trabajo se encontraron 80 bacilos gramnegativos resistentes de un total
de 8856 muestras a uno o mas carbapenémicos; a 77 se realiz6 la prueba de
inactivacion de carbapenémico modificada publicada en las guias del Instituti de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) 2023; de las 77 cepas de bacilos
gramnegativos 49 (64 %) fueron productores de enzimas carbapenemasas y 28 (36%)
no productores. El antibiético de tipo carbapenémico mayormente administrado a estos
pacientes fue el meropenem para ambos casos tanto productores como no

productores, y se realizd un analisis estadistico de relacion prueba Chi? de los



antibidticos administrados de tipo carbapenémico a pacientes hospitalizados y
ambulatorios de este hospital oncoldgico con la aparicion de bacilos gramnegativos
productores y no productores de carbapenemasas, de un periodo de seis meses
(enero-junio 2023) mediante el programa estadistico SPSS version 25, en el cual se
obtuvo como resultado que no existe relacion entre los bacilos gramnegativos
productores y no productores de carbapenemasas con la aplicacion de antibiéticos de

tipo carbapenémico previo a su evento de infeccion.
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1.INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Las enfermedades infecciosas siguen siendo, una de las causas mas importantes de
muerte en la humanidad (Alos, 2015). La introduccién de los antibiéticos en la practica
clinica permitié disminuir de forma importante y notable la morbilidad y mortalidad a

nivel mundial (Gonzalez et al., 2019).

Sin embargo, durante las ultimas décadas, se esta llegando a una etapa de descontrol,
por un crecimiento acelerado de la resistencia antimicrobiana debido a multiples
factores como el uso inadecuado de los antibidticos (OPS, 2021). Al mismo tiempo,
es escaso el descubrimiento de nuevas clases de antibitticos. Todo ello ha llevado a

los especialistas a anunciar que estamos en la era post-antibiética (Alonso et al; 2022)

La resistencia antimicrobiana se define como la capacidad de un microorganismo para
resistir a los efectos de los antibidticos; es una caracteristica inherente de la bacteria

o puede ser una capacidad adquirida durante el proceso infeccioso (Giono et al; 2020).

La aparicion de la resistencia antimicrobiana ha hecho que el tratamiento de
enfermedades infecciosas, se vuelva una tarea complicada y desafiante para el médico
que debe brindar opciones terapéuticas, racionales y basadas en evidencias para

mejorar la salud de los pacientes (Gonzalez et al., 2019).

El impacto sobre los pacientes particularmente vulnerables (con inmunodeficiencias o
enfermedades cronicas) es mas evidente, lo que resulta en una enfermedad

prolongada y una mayor mortalidad (Perozo, 2014).



El desarrollo de resistencia a los antimicrobianos es acelerado por la presién selectiva
ejercida por uso y abuso de los agentes antimicrobianos en los seres humanos y
animales. La falta de nuevos antimicrobianos para reemplazar a los que actualmente
funcionan de manera ineficiente, trae mayor urgencia a la necesidad de proteger la

eficacia de los medicamentos existentes (Perozo, 2014).

Entre los antibidticos comunmente utilizados para tratar las infecciones ocasionadas

por bacilos gramnegativos se incluyen los siguientes.

1.2 Betalactamicos

Los antibidticos betalactamicos, constituyen la familia mas numerosa de
antimicrobianos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, inhibidores de las
penicilinasas y carbapenémicos) y la mas utilizada en la practica clinica; su mecanismo
de accion es la inhibicion de la ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana
(Suarez y Gudiol, 2009). Tienen en comun el anillo betalactamico (Figura 1)
(Astocondor; 2018). Algunas modificaciones de la molécula original han dado lugar a
compuestos con mayor espectro antimicrobiano, pero la progresiva aparicién de
resistencias limita su uso empirico y su eficacia en determinadas situaciones (Suarez

y Gudiol, 2009).

Hoy en dia, los betalactamicos siguen siendo los antibiéticos mas utilizados debido a
su eficacia comparativamente alta, bajo costo, facilidad de administracion y efectos

secundarios minimos (Wilke et al; 2005).



Se trata de antibidticos de accion bactericida lenta, con actividad dependiente del
tiempo, que en general tienen buena distribucion y escasa toxicidad (Suarez y

Gudiol, 2009).
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Figura 1. Estructura quimica de la penicilina resaltando anillo betalactamico el
cual es componente en comun de varios betalactamicos y consiste en un anillo
heterociclico de 4 atomos, tres de carbono y uno de nitrégeno y una cadena

lateral.

1.2 Clasificacion de los betalactamicos

Los antibioticos betalactamicos pueden clasificarse de acuerdo a su espectro de

accion, y estructura quimica (Cruz y Diaz; 2010)

Los primeros antibidticos betalactamicos conocidos pertenecen al grupo de las
penicilinas, y su estructura basica consiste en el anillo betalactamico (esencial para la
actividad antibacteriana), anillo tiazolidinico que originan el acido 6-aminopenicilanico,
una cadena lateral en la posicion 6 del anillo que es determinante del espectro y la

farmacocinética (Figura 1) (Alpizar, 2000).



Las penicilinas las podemos dividir segun su actividad antibacteriana y tenemos a las

siguientes clases (tabla 1)

Penicilinas naturales como la penicilina G que tiene buen actividad frente a
microorganismos como Streptococcus pyogenes y Treponema pallidum su
administracion es intravenosa, su vida media es corta por lo que se afade
procaina o benzatina para que la concentracion se mantenga horas o semanas
(Gomez et al; 2015)

Isoxazolilpenicilinas son activas fundamentalmente sobre grampositivos, pero
resistentes a la penicilinasa producida por Staphylococcus aureus.

Penicilinas semisintéticas o aminopenicilinas se desarrollaron en la década de
1960 en este grupo se incluye la ampicilina que es bactericida tanto para
bacterias grampositivas y gramnegativas, pero por su limitada absorcion oral
40% se busco otra molécula con mejor biodisponibilidad como la amoxicilina
con 75% de absorcion oral (Gomez et al; 2015).

Penicilinas resistentes a penicilinasas como la meticilina que tenia como
objetivo el tratamiento de infecciones por Staphylococcus aureus productor de
penicilinasa, en la actualidad este antibiético ha sido reemplazado por otras

penicilinas mas estables como oxacilina y dicloxacilina.(Gomez et al; 2015).

Tambien a este grupo pertencen las carboxipenicilinas y ureidopenicilinas las cuales

amplian el espectro a los gramnegativos, pero la actividad sobre los grampositivos

puede ser menor (carboxipenicilinas, ureidopenicilinas) o nula (amidinopenicilinas).

(Arnau et al., 2013)



¢ Inhibidores de betalactamasas, son compuestos de diferente origen (sintético
o natural) y estructura quimica, los mas importantes son de naturaleza
betalactamica (Figura 2) como el acido clavulanico combinado con amoxicilina
y dos derivados sulfénicos del acido penicilanico el sulbactam que combinado
con ampicilina aumenta su actividad antibacteriana y tazobactam combinado
con piperacilina; los tres compuestos tienen una actividad muy similar y
mejoran la cobertura frente a Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,

Moraxella catarrhalis y algunas enterobacterias (Barcelona et al; 2008)
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Figura 2. Estructura quimica de los principales inhibidores de betalactamasas
los cuales comparten el anillo betalactamico; para el acido clavulanico esta
caracteristica permite a la molécula actuar con las enzimas betalactamasas de
algunas bacterias comportandose como un inhibidor suicida. (Gomez et al;

2015)(Cruz y Diaz; 2010)

e Oftros antibidticos betalactamicos son las cefalosporinas que su estructura
basica consiste en un nucleo cefémico (fusion de un anillo betalactamico y otro

dihidrotiazinico, esencial para la actividad antibacteriana) y dos cadenas
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laterales (Figura 3) las cuales son importantes por que le confieren espectro de

accion y su farmacocinética (Arnau et al., 2013).
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Figura 3. Estructura quimica basica de las cefalosporinas poseen un anillo
betalactamico fusionado con un anillo dihidrotiazinico constituyendo el

nucleo cefem (Mella et al; 2001)

Estas cefalosporinas son muy parecidas a las penicilinas, ejercen su accién inhibiendo
la sintesis de pared celular s6lo que han mostrado tener una buena resistencia a las

enzimas betalactamasas (Rivas et al; 2002)

Existe una amplia gama de clasificaciones, entre ellas la clasificacion por su estructura
quimica, la cual agrupa a las cefalosporinas de acuerdo a sus sustituyentes presentes
en el carbono 7 de la cadena lateral, teniendo cuatro grupos: cefalosporinas
sustituidas y no sustituidas en la cadena lateral; a-amino cefalosporinas y aril-oxiimino

cefalosporinas. (Mella et al; 2001)

Otra clasificacion agrupa a estos compuestos de acuerdo a su desarrollo histérico o
cronologia y algunas caracteristicas microbioldgicas y estructurales en comun, las
agrupa en las denominadas generaciones (Gomez et al; 2015)(Tabla1), los miembros

de una generacion comparten una actividad antibacteriana similar (Rivas et al; 2002).
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Por lo que en esta clasificacion tenemos a las cefalosporinas de primera generacion
son de administracion oral y parenteral (Rivas et al; 2002) desde un punto de vista
farmacolégico se caracterizan por sus cortos tiempos de vida media, baja penetracion

al liquido cefalorraquideo y excrecion por via urinaria (Mella et al; 2001)

Las cefalosporinas de segunda generaciéon de estas también se cuenta con orales y
parenterales, ofrecen una cobertura mas extensa que las cefalosporinas de primera
generacion ya que incrementan su actividad contra microorganismos gramnegativos,

en especial: Haemophilus influenzae y Neisseria sp.(Rivas et al; 2002)

En esta generacion existe un subgrupo en donde se incluyen moléculas como las
cefamicinas que quimicamente son 7-alfa metoxi-cefalosporinas teniendo a la
cefoxitina como la mas potente de este subgrupo (Rivas et al; 2002), ademas de
cefotetan y cefmetazole que son activos contra el grupo de Bacteroides fragilis (Mella

et al; 2001)

En las cefalosporinas de tercera generacién se cuenta con varias moléculas que
tienen propiedades diferentes entre ellas, los denominados agentes aminotiazolicos
en donde se incluye a la cefotaxima y la ceftriaxona ambas con administracion
parenteral (Gomez et al; 2015). Estas cefalosporinas resultan mas eficaces in vitro
frente a los bacilos gramnegativos y frente a cocos grampositivos (excepto
Staphylococcus aureus) que los farmacos de primera y segunda generacioén.(Rivas et

al; 2002)

Las generaciones de cefalosporinas aumentaron la actividad frente a bacilos

gramnegativos, pero perdieron eficacia contra cocos grampositivos, por lo que esta

12



limitacion sirvio para el impulso a desarrollar las cefalosporinas de cuarta generacion
(Gomez et al;2015). Las cuales surgen en 1992, son compuestos zwiteriénicos que
tienen en la posicion 3 un sustituyente portador de un centro de amonio cuaternario

que es responsable de su mayor espectro (Rodriguez et al; 2013)

Aqui se incluyen el cefepime y el cefpirone las dos de administraciéon parenteral tienen
un amplio espectro de accion comparadas con las de tercera generacion y tienen una
gran estabilidad contra enzimas betalactamasas mediadas cromosomalmente y por

plasmidos (Rivas et al; 2002)

En el caso de las llamadas cefalosporinas de quinta generacion buscan resolver el
problema de poca o ausencia de actividad contra los cocos grampositivos como
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis resistente o no a meticilina,
aquellos con sensibilidad reducida o con resistencia a vancomicina, con resistencia a
linezolid y sensibilidad disminuida a daptomicina (Olarte et al;2018) y en este grupo
tenemos a la ceftarolina esta molécula se origind por la modificacién estructural de

cefozopran una cefalosporina de cuarta generacién (Laudano; 2011)

e Los monobactamicos son otros betalactamicos en donde solo esta incluida una
molécula llamada aztreonam el cual presenta un espectro reducido, ya que solo
es activo frente a Enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa (Hamon et al;
2021). Este monobactamico es importante por que se puede administrar a
personas con hipersensibilidad tipo 2 a penicilinas o cefalosporinas, atraviesa
la barrera hematoencéflica por lo que puede ser una alternativa en dosis altas

para el tratamiento de meningitis por bacilos gramnegativos (Gomez et al; 2015)
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Tabla 1. Clasificaciéon de los betalactamicos con ejemplo de algunos farmacos

importantes de cada uno. (Arnau et al., 2013)

GRUPO
PENICILINAS

INHIBIDORES DE
BETALACTAMASAS

MONOBACTAMICOS

CEFALOSPORINAS

CARBAPENEMICOS

SUBGRUPO

Bencilpenicilinas

Isoxazolilpenicilinas
Aminopenicilinas
Amidinopenicilinas
Carboxipenicilinas
Ureidopenicilinas
Acido clavulanico
Sulbactam
Tazobactam

No tiene

Primera generacion orales

Primera generacion

parenterales

Segunda generacion orales

Segunda generacion

parenterales

Tercera generacion orales

Tercera generacién
parenterales
Cuarta generacioén

parenterales
Quinta generacion

No tiene

FARMACO

Bencilpenicilina (penicilina G)

Fenoximetilpenicilina (penicilina V)
Cloxacilina

Amoxicilina, ampicilina, bacampicilina,
Pivmecilinam

Ticarcilina

Mezlocilina, piperacilina

Amoxicilina + acido clavulanico
Ampicilina + sulbactam

Piperacilina + tazobactam

Aztreonam

Cefradoxilo, cefalexina, cefradina

Cefalotina, cefapirina, cefazolina

Cefaclor, cefuroxima-axetilo cefprozilo

Cefamandol, cefonicida, cefoxitina

cefuroxima

Cefixima, cefpodoxima-proxetilo

ceftibuteno

Cefminox, cefoperazona, Cefotaxima,

ceftazidima Ceftizoxima, ceftriaxona

Cefepima cefpiroma

Ceftarolina

Ertapenem, Meropenem, imipenem,

Doripenem
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1.4 Carbapenémicos

Dentro de los betalactamicos tenemos a los carbapenémicos que son los antibidticos
betalactamicos de mas amplio espectro, mas actividad y con mayor resistencia a las
enzimas betalactamasas (Moreno; 2013) incluidas las betalactamasas de espectro

extendido BLEE (Gomez et al; 2015)

El desarrollo de los carbapenémicos fue en 1976 con el descubrimiento de la

tienamicina producto del metabolismo de Streptomyces cattleya.(Moreno; 2013)

Apesar de sus propiedades antibacterianas la tienamicina era quimicamente inestable,
en soluciones acuosas, se hidrolizaba en medios con pH mayor a 8 por lo que se
desarroll6 un derivado estable la N-formimidoil tienamicina o tambien llamado

imipenem. (Moreno ; 2013)

El imipenem, presentaba el inconveniente de ser inactivado por la dehidropeptidasa |
renal (DHP-I), a nivel de tubulo proximal por lo que se asocié (1:1) a un inhibidor de
esta enzima, la cilastatina (Moreno; 2013). Esta asociacion imipenem/cilastatina fue el
primer carbapenémico autorizado en la terapéutica humana, posteriormente se
introdujeron meropenen, el ertapenem y el doripenem (Fresnadillo et al., 2010). Este
carbapenémico tiene una vida media corta de una hora por lo que su administracion

se recomienda hacerce a dosis de 500-1000 mg cada 6 horas(Gomez et al: 2015)

El meropenem tiene un espectro parecido al imipenem activo contra Enterobacterias,
Pseudomonas aeruginosa, es estable a la dehidropeptidasa | pero su vida media es

un poco mas larga de 1.8 horas (Moreno; 2013)
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El doripenem es el carbapenémico que aparecio al final de los otros carbapenémicos
es muy similar al meropenem en cuanto a su espectro antimicrobiano ya que tiene
actividad frente a grampositivos y es mas efectivo para Pseudomonas aeruginosa

(Gomez et al; 2015).

El ertapenem fue aprobado en 2002 por la por la European Agency for the Evaluation
of Medical Products (EMEA), tiene propiedades que lo diferencian de otros
carbapenémicos, como la falta de necesidad de un inhibidor de la dehidropeptidasa y
una vida media larga, lo que le hace adecuado para el tratamiento empirico de las
infecciones graves adquiridas en la comunidad que para las infecciones
intrahospitalarias, y su administracion en una sola dosis diaria (Gobernado y Acufa

2007).

HO 0
CH
S H Cﬁ
\ o ® S 9 cH
(;oo3 NH, m NH, 3
coo®

Imipenem Meropenem

P H %P
HO CH, o I o « - N\.»‘\N/s\
128 ) YA L Hy 3< / NH
| ¢ N \@ ® HO‘V\ H /‘)
H 1
‘ S ® 0 Na H ‘ S H
0//1 N\\/ NHE O%N /
\
© \
C00 O/\OH

Ertapenem Doripenem
Figura 4. Estructura quimica de los carbapenémicos disponibles (Fresnadillo et
al.,, 2010) Actualmente son cuatro los principales para uso clinico. Estos se
diferencian por sustituciones en las posiciones del carbono 1 y 2 (Falco y

Aranaga; 2015).
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1.5 Mecanismos de resistencia a los antibidéticos en bacterias
gramnegativas

Es importante mencionar que las bacterias gramnegativas tienen diversos
mecanismos de resistencia a los antibidticos y estos mecanismos estan en constante
evolucion y pueden propiciar falla terapéutica, por lo que es indispensable conocer los

mecanismos de resistencia mas prevalentes en estas bacterias (Tafur et al., 2008).

Los bacilos gramnegativos pueden adquirir resistencia a los betalactamicos mediante
3 mecanismos diferentes ,y en ocasiones, pueden ir asociados a otros mecanismos
que pueden causar resistencia a otras familias de antibidticos (Martin, 2002). Los

principales mecanismos implicados en la resistencia son los siguientes:

1. Produccion de enzimas (betalactamasas). Las bacterias expresan enzimas que
pueden realizar cambios estructurales en los antibiéticos, o que provoca que
pierdan su funcién (Tafur et al; 2008). Este es el mecanismo principal frente a los
betalactamicos, especialmente en gramnegativos aunque también pueden
producirlas grampositivos y anaerobios (Suarez y Gudiol, 2009).

Los genes que codifican estas betalactamasas puede estar en plasmidos o en el

cromosoma bacteriano (Tafur et al; 2008). Tambien existen betalactamasas de

Espectro Extendido (BLEE), que son capaces de hidrolizar las cefalosporinas de
tercera generacion y el monobactamico aztreonam (Suarez y Gudiol, 2009).

2.- Alteracion de las proteinas fijadoras de penicilina que son el sitio blanco de los

betalactamicos (Martin, 2002), como mutaciones, hiperexpresién y modificacion

de la afinidad; estas alteraciones pueden dificultar la uniéon del antibiético

betalactamico al sitio blanco, lo que disminuye la actividad del antibiotico (Suarez
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y Gudiol, 2009). Este mecanismo de resistencia a betalactamicos puede estar
presente tambien en microorganismos grampositivos como Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus resistente a meticilina y Enterococcus

faecium (Suarez y Gudiol, 2009).

3.- Disminucion en la permeabilidad de la membrana y bombas de expulsion (Suarez
y Gudiol, 2009). En las bacterias gramnegativas la membrana externa actua como
una barrera, los betalactamicos necesitan atravesar esta mebrana por unos
canales llamados porinas que forman canales hidréfilos que permiten a las
bacterias la captacion selectiva de nutrientes esenciales (Falco y Aranaga; 2015).
Se ha visto que las principales porinas en la familia Enterobacteriaceae implicadas
en el transporte de antibidticos pertenecen a la familia OmpF y OmpC. Y alguna
modificacion en estas porinas puede originar resistencia a antibioticos. (Falco y

Aranaga; 2015).

Las bombas de expulsion o flujo son estructuras proteicas capaces de expulsar del
citoplasma y del periplasma bacteriano compuestos toxicos para la bacteria, como los
antibidticos (Falco y Aranaga; 2015). La expresion de estas bombas puede ser
permanente ya que se expresan constitutivamente o intermitente ya que su expresion
puede inducirse ((Falco y Aranaga; 2015).
Estos transportadores o bombas de expulsion se pueden clasificar en seis familias:
ABC (ATP binding cassette), MF (major facilitator), MATE (multidrug and toxic efflux),
RND (resistance nodulation division), SMR (small multidrug resistance) y DMT

(drug/metabolite transporter superfamily) (Tafur et al; 2008).
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1.6 Mecanismos de resistencia a carbapenémicos

La resistencia a los carbapenémicos es inusual, es menor que la que aparece a otros
betalactamicos, es caracter local, en forma de brotes hospitalarios, aunque su
incidencia va en aumento (Moreno, 2013). Esta resistencia puede deberse a
alteraciones en la permeabilidad de la membrana, bombas de flujo o inactivacion por
betalactamasas estos mecanismos son responsables de la resistencia de las
bacterias gramnegativas mientras que para las bacterias grampositivas las
modificaciones del sitio blanco son las responsables de la resistencia (Moreno, 2013).
En gramnegativos, puede ocurrir que cepas de Pseudomonas aeruginosa son
sensibles a imipenem y resistentes a meropenem y doripenem, cepas de Proteus spp.
Morganella spp. Providencia spp. o Pseudomonas aeruginosa, resistentes a imipenem
y sensibles a los otros carbapenemicos o de cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp, Serratia marcescens, Enterobacter spp. o Citrobacter spp.
resistentes a imipenem y meropenem y sensibles a doripenem. De ello se deriva la

necesidad de incluir en el antibiograma a todos los carbapenémicos (Martin, 2002).

1.7 Betalactamasas y Carbapenemasas

Las enzimas betalactamasas rompen el enlace amida del anillo betalactamico
inactivando el antibiético, son producidas por los bacilos gramnegativos como un

mecanismo de resistencia (Rada et al., 2018).

Fueron clasificadas por Ambler de acuerdo a sus aminoacidos en cuatro clases A, B,
C y D. Las clases A, C y D hidrolizan sus sustratos mediante una serina
(serinoenzimas) y las de clase B son metaloenzimas que requieren de al menos un ion

zinc para la hidrolisis del betalactamico (Bush y Jacoby, 2010).
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La otra clasificacion la realizaron Bush y Jacoby se basa en la capacidad de las

enzimas para hidrolizar diferentes sustratos y su inhibiciéon por diferentes compuestos

como el (EDTA) acido etilendiaminotetraacético (Lepe y Martinez, 2002). A esta

clasificacion se agregaron el grupo 1 de las cefalosporinasas clase C, grupo 2 clases

A y D, carbapenemasas de tipo serino de amplio espectro y resistentes a los

inhibidores y metolobetalactamasas del grupo 3 (Bush y Jacoby, 2010). Para las

carbapenemasas que tienen su accion sobre los antibioticos de tipo carbapenémico y

sobre otros antibidticos de tipo betalactamicos tenemos de tipo A y tipo B (Tabla 2)

(Bush y Jacoby, 2010).

Tabla 2. Clasificacion de las betalactamasas

Grupo
Bush-
Jacoby
(2009)

1

1e

2a

2b

2be

Clase
molecula
r

por

subclase AC

C No
C No
A Si
A Si
A Si

Inhibidas

EDTA
No

No

No

No

No

Substratos
preferidos

Cefalospori
nas

Cefalospori
nas

Penicilinas

Penicilinas,
cefalospori
nas

Cefalospori
nas de
espectro
extendido y
monobacta
m

Principales
caracteristicas

Mejor hidrolisis de
cefalosporinas que
bencilpenicilina
Hidrolisis
incrementada hacia
ceftazidima y otros
oximinobetalactamicos

Mejor hidrolisis de
bencilpenicilina que
cefalosporinas

Hidrolisis similar de
bencilpenicilinas y
cefalosporinas

Hidrolisis
incrementada hacia
ceftazidima y otros
oximino-
betalactamicos

Enzimas
representativas

AmpC, P99, ACT-1,
CYM-2, FOX-1, MIR-
1

GC1,
CMY-37

PC1

TEM-1,
TEM-2,
SHV

TEM-3, SHV-2,
CTXM-1

PER-1, VEM-1
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2br

2ber

2c

2ce

2d

2de

2df

2e

2f

3a

3B

B (B1)

B (B3)
B (B2)

No

No

Si

Si

Vari
abl

Vari
abl

Vari
abl

Si

Vari
abl

No

No

AC: acido clavulanico
Tomado de: (Mosquito et al., 2011)

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Si

Si

Penicilinas

Cefalospori
nas de
espectro
extendido y
monobacta
m

Carbenicilin
as

Carbenicilin
as
cefepime

Cloxacilina

Cefalospori
nas de
espectro
extendido

Carbapené
micos

Cefalospori
nas de
espectro
extendido

Carbapené
micos

Carbapené
micos

Carbapené
micos

Resistencia a acido
clavulanico, sulbactam
y tazobactam

Hidrolisis aumentada
hacia oximino-
betalactamicos
combinados con
resistencia a AC,
sulbactam y
tazobactam
Hidrolisis
incrementada de la
carbenicilina
Hidrolisis
incrementada de la
carbenicilina, cefepime
Hidrolisis
incrementada de
cloxacilina o de la
oxacilina

Hidrolisis cloxacilina o
oxacilina 'y
oximinobetalactamicos

Hidrolisis cloxacilina o
oxacilina 'y
carbapenémicos

Hidrolisis de
cefalosporinas,Inhibido
por AC pero no por
aztreonam

Hidrolisis
incrementada de
carbapenémicos,
oximinobetalactamicos
,cefamicinas

Hidrolisis de espectro
extendido incluyendo
carbapenemicos pero
no monobactam

Hidrolisis
preferentemente de
carbaenémicos

TEM-30, SHV-10

TEM-50

PSE-1
CARB-3

RTG-4

OXA-1
0OX-10

OXA-11
OXA-15

OXA-23
OXA-48

CepA

KPC,
IMI-1
SME-1

IMP-1,VIM-1
CrA,IND-1

L1, Cau-1
CphA
Sfh-1
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1.8 Estudios de betalactamasas y carbapenemasas en México

La investigacion sobre la resistencia bacteriana a los antibiéticos en México se dirigid
inicialmente, en las infecciones gastrointestinales, infecciones hospitalarias, brotes,

endemias o de patdgenos persistentes (Rodriguez et al., 2014).

Rodriguez Noriega et al. (2014) en su investigacién “La evolucion de la resistencia
bacteriana en México, 1973- 2013 realizé una revision de la literatura cientifica
relacionada con la resistencia bacteriana a los antibioticos realizada por investigadores

mexicanos y registrada en Medline-PubMed entre 1973 y julio de 2013.

En dicha revision se encuentran reportes sobre la produccién de betalactamasas de
espectro extendido, de metalobetalactamasas y carbapenemasas asi como los sitios
de aislamiento de bacterias productoras de BLEE en hospitales mexicanos entre el
2004 y el 2008, en los cuale se presentaron bacteriemias e infecciones urinarias por
Klebsiella pneumoniae productoras de SHV-5 y TLA-1.Tambien se informa la
diseminacion de una Klebsiella pneumoniae productora de BLEE SHV-5y TEM-1, y de
los plasmidos responsables de su diseminacién; de Serratia marcescens productora
de SHV-5, el cual causé un brote en 1999; y de la evolucién durante 10 afios de
Klebsiella pneumoniae productoras de diferentes BLEE, principalmente SHV-5, en un

hospital especializado de adultos en la Ciudad de México.

En la revision se informé un hallazgo importante en la descripcion de una
metalobetalactamasa de tipo VIM-2 localizada en un integrén en las enterobacterias

Enterobacter cloacae y en Klebsiella oxytoca, y una VIM-23 en Enterobacter cloacae
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encontradas en un paciente quemado de un hospital en Guadalajara (Castanheira et

al., 2011).

Mencionando otras investigaciones dedicadas al estudio de la resistencia

antimicrobiana en México se encuentran:

El’Plan Universitario contra la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA)", coordinado
desde el Programa Universitario de Investigacion en Salud, de la UNAM, que colabora
desde el afio 2017 con una red de hospitales y laboratorios clinicos, recolectando y
analizando los datos de las bacterias aisladas de muestras de hemocultivos vy
urocultivos con resistencia antimicrobiana; ademas informan el consumo de
antibiodticos en las instituciones participantes. En el cual, las tendencias reportadas en
su primer y segundo reporte 2017 y 2018 destacan la elevada resistencia de bacterias
gramnegativas, que deja pocas opciones terapeuticas y el alarmante nivel de

resistencia de Acinetobacter baumannii (Ponce De Leon et al., 2018).

La red INVIFAR que por su siglas es la red tematica de investigacién y vigilancia de la
farmacorresistencia. En una de sus publicaciones llamada “Drug resistance
phenotypes and genotypes in Mexico in representative gram-negative species: Results
from the infivar network” publicado en 2021, en donde colaboraron 52 centros de los
cuales 43 fueron laboratorios de hospitales publicos y 9 laboratorios de hospitales
privados; se estudiaron los resultados de identificacion y susceptibilidad mediante una
plataforma llamada WHONET para analizar los datos de distribucion de la resistencia
a los antimicrobianos para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter

cloacae complejo, Acinetobacter baumannii complejo y Pseudomonas aeruginosa de
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muestras de sangre, orina y muestras respiratorias. El estudio reporta que NDM-1 es
el gen codificante de carbapenemasas mas frecuente en México en
Enterobacteriaceae,. Ademas, existe una alta circulacion de BLEE tipo CTX-M-15 tanto

en Escherichia coli como en Klebsiella pneumoniae (Garza et al., 2021).
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JUSTIFICACION

Los carbapnémicos son antibiéticos betalactamicos de amplio espectro que se utilizan
para tratar infecciones bacterianas graves. Sin embargo, el uso empirico excesivo de
estos antibidticos es un factor para la seleccion de bacterias resistentes, lo que ha
creado un problema de salud publica, la Organizacion Mundial de la salud estima que
para el ano 2050 los antibidticos tendran poco o ningun efecto contra bacterias
multidrogorresistentes. Por esta razon es importante saber, el tipo de microorganismo
y susceptibilidad presente en infecciones ya sea de tipo intrahospitalario o ambulatorio,
asi como una seleccion correcta en la administracion de antibiéticos. En el presente
trabajo se presenta informacién epidemioldgica acerca de los bacilos gramnegativos
resistentes a carbapenémicos ya sea por la produccién o no produccion de enzimas
carbapenemasas de pacientes oncoldgicos hospitalizados y ambulatorios, de esta
forma se apoyara el desarrollo y aplicacion de estrategias eficaces para reducir la

aparicion y propagacion de la resistencia.

3. HIPOTESIS

El uso de antibidticos de clase carbapenémicos empirica previo a la infeccion
presentada en los pacientes se relaciona con la seleccion de bacilos

gramnegativos productores de carbapenemasas en pacientes oncoldgicos.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la administracién de antibidticos de clase carbapenémico en los pacientes
oncoldgicos previo a una infeccion durante su estancia hospitalaria, contribuye con la
seleccion de bacilos gramnegativos productores y no productores de

carbapenemasas.

4.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar e identificar género y especie las cepas de bacilos gramnegativos de
pacientes oncologicos del Instituto Nacional de Cancerologia de enero a junio
del 2023, mediante espectrometria de masas.

e |dentificar a los bacilos gramnegativos productores de enzimas
carbapenemasas mediante la prueba de inactivacion de carbapenémico
(mMIC) (Método modificado Inactivacion de Carbapenémico) descrito en la
CLSI 2023.

e Realizar técnica de hibridacién reversa para identificar tipo de carbapenemasas
que producen los bacilos gramnegativos con prueba de inactivacion de
carbapenémico postiva.

e Consultar esquema de antibidéticos empiricos de tipo carbapenémico que
recibieron los pacientes que tuvieron cepas de bacilos gramnegativos
resistentes a carbapenémicos mediante el expediente electronico (INCANET)

sistema informatico donde se visualiza el expediente cinico digital.
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e Realizar el analisis estadistico de frecuencias y analisis de relacién con

el uso de antibidticos vs deteccidn de carbapenemasas.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Tipo de estudio

Estudio observacional retrospectivo transversal

5.2 Area de estudio

Se realizé en el Instituto Nacional de Cancerologia, hospital de tercer nivel.

5.3 Materiales
5.3.1 Muestras

80 cepas resistentes a carbapenemicos de 8856 muestras de pacientes del Intituto
Nacional de Cancerologia hospitalizados y de consulta externa, colectadas de enero
a junio del 2023 en el servicio de laboratorio clinico; las muestras debian cumplir los
criterios establecidos por el laboratorio de microbiologia (5.7 proceso) donde fueron
procesadas, estos requisitos son revisados en el area preanalitica del laboratorio

clinico.

5.4 Criterios
5.4.1 Inclusidn

Muestras con los bacilos gramnegativos (de abril a junio) con resultados intermedios o
resistentes a uno o mas carbapenémicos en el antibiograma obtenido por el equipo

automatizado vitek 2 ,

Bacilos gramnegativos islados de muestras de pacientes en los meses de enero a
marzo recuperados del cepario y con resultado de intermedios o resistentes a uno o

mas carbapenémicos en el antibiograma obtenido por el equipo automatizado vitek 2
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5.4.2 Exclusion

Bacilos gramnegativos de muestras de pacientes que no cuenten con datos de

administracion de antibidticos en el sistema informatico INCANET.

Bacilos gramnegativos a los cuales no se recomienda la prueba de inactivacién de

carbapenémico modificada (mMIC).

5.4.3 Eliminacion

Muestras que después de ser analizadas no contienen bacilos gramnegativos con

resistencia a algun carbapenémico.

5.5 Aspectos éticos

No fue necesario solicitar aprobacion del comité de ética del Instituto ya que el trabajo

es parte de la rutina en el area de microbiologia.

5.6 Variables
Tabla 3. Operacionalizacién de variables de estudio
VARIABLE TIPO DE DEFINICION DEFINICION UNIDAD DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDIDA
Sexo Cualitativa Condicion bioldgica 0 MUJER Frecuencia y
que distingue al 1 HOMBRE porcentaje
hombre de mujer
Tipo de cancer Cualitativa Tipo de cancer de Gastrointestinal Frecuencia y
acuerdo a su servicio Ginecolégico porcentaje
Hematoldgico
Uroldgico
Origen biolégico Cualitativa Se refiere a la Hemocultivo Frecuencia y
o sitio anatémico procedencia Urocultivo porcentaje

anatomica de la -
muestra de donde se =~ Secresion
obtuvieron los BGN Heridas quirurgicas

Liquido pleural
Liquido peritoneal
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Servicio

BGN

Prueba mMIC

Tipo de
carbapenemas

Adminitracién de
antibiético de tipo
carbapenémico

Mortalidad

5.7 Proceso

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

El analisis comienza con:

Servicio al cual
29lectroénic los
pacientes no
importando si son de
consulta externa u
hospitalizados

BGN encontrados
con resistencia a uno
0 mas
carbapenémicos
Prueba que se
realiza para detectar
silos BGN con
resistencia a uno o
mas carbapenémicos
es productor o no de
enzimas
carbapenemasas

Tipo de
carbapenemasas
obtenida mediante
hibridacion

Condicién que se
verificd en
expediente
29lectrénico
Condicidn bioldgica
activa de
sobrevivencia

Hematologia
Urologia
Ginecologia
Infectologia
Enfermeria

Piel y partes blandas

Variedad de Géneros
y especie

0 no produtor
1 productor

Diferentes tipos
NDM

OXA

IMP

GES

VIM

0 no administrado
1 si administrado

Si murié
No murié

Frecuencia y
porcentaje

Frecuencia y
porcentaje

Porcentaje

Frecuencia

Frecuencia y
porcentaje

Frecuencia y
porcentaje

1. Las muestras microbioldgicas que obtiene el personal de enfermeria o personal

meéico son recibidas en el laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional de

Cancerologia (INCAN). Las cuales previamente fueron revisadas en el area de

recepcion de muestras por el personal de laboratorio clinico (etapa preanalitica)
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en cuanto a las caracteristicas que deben de cumplir como nombre completo del
paciente, expediente completo, sitio anatémico, fecha de toma ,hora de toma , estar
en el contenedor estéril o bien en el medio de trasporte adecuado; y que de
acuerdo con su sitio anatomico u origen bioldgico (sangre, orina, esputo, liquidos
estériles, heridas quirurgicas, etc) son registradas por el personal del area de
microbiologia (etapa analitica) en la bitacora correspondiente segun el tipo de
muestra al que pertenece, se asigna un numero interno de acuerdo a su bitacora y
estas muestras son sembradas en diferentes medios de cultivo como agar sangre,
agar MacConkey y agar chocolate.

Las muestras se incubaron de 24 a 48 horas o hasta 5 dias dependiendo el origen
bioldgico.

. Se realizo la interpretacion de los cultivos como positivo o negativo , de acuerdo al
origen del cultivo ; ejemplo si se realizo la interpretacion de un urocultivo este debe

contar con 100 000 Unidades formadoras de colonias/mL (Figura 5)

Figura 5. Representacion de un urocultivo postivo en agar MacConkey
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4. Se resembraron las cepas bacterianas en agar sangre para identificar el género y
especie mediante la tecnologia de espectrometria de masas en equipo vitek MS o

pruebas fenotipicas automatizadas en equipo vitek 2. (Figura 6)

\a

Figura 6. Lado izquierdo equipo para identificacion por espectrometria de
masas vitek MS de casa comercial Biomerieux; lado derecho equipo para
identificacion por pruebas bioquimicas Vitek 2 casa comercial Biomnerieux.

5. Se realizé lectura de antibiograma y seleccion de bacilos gramnegativos resistentes
o intermedios a uno o mas antibiotico de clase carbapenémico. (Anexo 1y 2)

6. Se realiz6 método modificado para inactivacion de carbapenémico (mMIC) descrito
en CLSI 2023.(Anexo 3)

7. Se realiz6 técnica hibridacion reversa para identificar tipo de enzimas
carbapenemasas de las cepas resistentes a carbapenémicos con prueba positiva
de inactivacion (mMIC) (Anexo 4).

8. Se ejecuto la recopilacion de datos sobre la administracion de antibioticos de clase
carbapenémicos de los pacientes con bacilos gramnegativos y ademas se

agregaron datos demograficos de los pacientes.
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9. Se realizé el analisis de frecuencias de la poblacion y se realizd el analisis de

relacion con la prueba de chi?

5.8 Analsis estadistico

Se utilizo el programa estadistico Statiscal package for social sciences (SPSS) version

25 para obtener las frecuencias y porcentajes de todas las variables cualitativas.

Se realizo un andlisis de relacion con la prueba de chi? entre la administracion de
antibidticos de tipo carbapenémico y la produccion o no de carbapenemasas de
bacilos gramnegativos encontrados en muestras de pacientes oncologicos de
diferentes servicios hospitalizados y consulta externa en un periodo de 6 meses

mediante la prueba de chi?. Se considero significativo un valor de P<0.05.
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Figura 7. Flujo general de trabajo

Toma de muestrapor el (personal de enfermeria
0 médico)

Muestra microbiologica llega a laboratorio
clinico (etapa preanalitica)

Muestra revisada llega a microbiologia por que
cumple especificaciones establecidas inicia
(etapa analitica)

Registro en bitacora correspondiente y siembra e
incubacion a 35°C vy el tiempo de acuerdo a sitio
anatémico

Interpretacion del cultivo como postivo o negativo
segun el tipo de cultivo (ejemplo urocultivo con
cuenta >100 000 UFC/mL

Muestras con interpretacion del cultivo como
postivo resembrar bacilos gramnegativos en agar
sangre para su identificacion
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Figura 7. Flujo general de trabajo parte 2

Identificacion en vitek
MS y/o vitek 2 y
antibiograma en Vitek
2

Interpretacion de
resultados
SiROI
carbapenémico

Resultado preliminar
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inactivacion de
carbapenemico
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si inactivaciéon
positiva realizar
hybriSpot
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Figura 7. Flujo general de trabajo parte 3

si mMIC positivo se realiza hibridacion
para determinar tipo de renzima
carbapenemasa y reportar sistema
informatico de laborsatorio clinico

Si mMIC negativo se reporta como cepa
no productora de carbapenemasas en
sistema informatico de laboratorio clinico

En ambos casos se revisa en sistema
informatico (Incanet) datos del paciente
(sexo, servicio, antibiotico administrado,

fallecio o vive)

Realizar analisis de frecuencias , y
anélisis de relacion (prueba chi?)
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6. RESULTADOS

En el grafico 1 se representa la distribucion de los bacilos gramnegativos en la
poblacidn de estudio resistente a uno o mas carbapenémicos encontrados por medio
del antibiograma en el equipo Vitek 2, con respecto al género, 33 mujeres que
corresponde al 41% de la poblacién de estudio 47 hombres que corresponde al 59%

de la poblcién de estudio.

a0

40

30

20

41%
33

frecuenciay porcentaje

10

FEMENINO MASCULINO

Sexo

Grafico 1 Distribucion de acuerdo al género de bacilos gramnegativos resistente
a uno o mas carbapenémicos.
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En el grafico 2 se presenta la distribucién en frecuencia y porcentaje de los bacilos
gramnegativos aislados de pacientes oncoldgicos de acuerdo a la localizacion del
cancer. El cual se clasifico en solo 4 tipos gastrointestinal, hematolégicos,
ginecologicos y de urologia si el paciente presentaba un cancer de estémago,
pancreas, intestino, érganos a fines se clasific6 como gastrointestinal, en los pacientes
hematoldgicos estan los diferentes tipos de leucemias y linfomas , para los pacientes
ginecoldgicos se refiere a cancer de ovario, endometrio y sitios anatémicos a fin y en

pacientes de urologia se refiere a pacientes de préstata y testiculo.

[H GASTROINTESTINAL
MW GINECOLOGICO

W HEMATOLOGICO

B UROLOGIA

Grafico 2. Distribucién de pacientes de acuerdo a su tipo de cancer.

Del servicio de hematologia y gastroenterologia se tuvieron 27 pacientes con bacilos
gramnegativos resistentes a uno o mas carbapenémicos que correspondea 33.8%,
seguido del servicio de urologia con 16 pacientes que corresponde a 20% y del
servicio de ginecologia 10 pacientes (12.5%) con bacilos gram negativos resistentes a

carbapenémicos.
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En el grafico 3 esta representada la distribucion en frecuencia y porcentaje del origen
bioldgico o bien sitio anatdémico del cual fueron recolectadas las muestras de los
pacientes oncoldgicos con bacilos gramnegativos con una o mas resistencia a los
antibidticos de clase carbapenémico; y se encontré el mayor porcentaje 41% (n=33),
seguido hemocultivos de 28% (n=22), herida de abdomen 8% (n=6). Liquido biliar,
secrecion de otros sitios anatomicos y secrecidon bronquial con 4% cada uno (n=3),

otros tipos de muestra representan el 8%.
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Grafico 3. Distribucion del origen biolégico las muestras.
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En el grafico 4 se representa la distribucion de los bacilos gramnegativos resistentes
a uno o mas carbapenémicos por servicio hospitalario al cual pertenecen los pacientes
se obtuvo el mayor porcentaje en el servicio de hematologia con 31% (n=25) seguido
del servicio de gastroenterologia con un 25% (n=20), urologia con 24%(n=19).
Ginecologia 13% (n=10), cirugia plastica 3% (n=2) y otros servicios representan el 4%

(n=4).
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Grafico 4. Distribucion de los bacilos gramnegativos resistentes a uno o mas
carbapenémicos por servicio hospitalario de los pacientes.
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En el grafico 5 se observa la distribucion de los bacilos gramnegativos con resistencia
a uno o mas carbapenémicos aislados en los pacientes oncologicos, se obtuvo con el
porcentaje mas alto Escherichia coli con 58% (n=46) seguido de Pseudomonas
aeruginosa con 31% (n=25), Klebsiella pneumoniae con 4% (n=3), Enterobacter
cloacae 3% (n=2) y otros bacilos gramnegativos juntos representan el 4% (n=4) con

1% cada uno.

fracusncia y porcertaje

Acinstobacler Citrobacter Pseudomaonas Ralstonia Enierabacter Kiebsiglla Pseudomonas  Eschenchia col
baumanni eundii alcaligenes insidosa chacae OneLmanEe asfuginosa
complex

macilo gramnegativo

Grafico 5. Géneros y especies de bacilos gramnegativos con resistencia a uno o mas
carbapenémicos aislados en los pacientes oncologicos.
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En el grafico 6, porcentaje y frecuencia de bacilos gramnegativos productores y no
productores de carbapenémasas de acuerdo a la prueba de método de inactivacion de
carbapenémico (mMIC) de la CLSI 2023 , se muestra que 49 bacilos tuvieron una
prueba positiva de inactivacion de carbapenémico y 28 bacilos con prueba negativa de

inactivacion de carbapenémico.

PRUEBA DE INACTVACION
(mMIC)

ENEGATIVA
W rosiTiva

Grafico 6. Porcentaje de bacilos Gram negativos productores y no
productores de carbapenémasas de acuerdo a la prueba de mMIC

Enfatizando que esta prueba solo se realizé a 77 de los 80 bacilos gramnegativos
ya que 3 que fueron excluidos para esta prueba por no estar recomendada por la
CLSI. Los bacilos gram negativos excluidos de esta prueba fueron: Pseudomonas

alcaligenes, Ralstonia insidiosa y Acinetobacter baumannii complejo.
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Con respecto al grafico 7 de los bacilos gramnegativos productores de

carbapenémasas se encontré al tipo NDM en mayor porcentaje con un 69% (n=34) ,

seguido de OXA-48 con 16% (n=8), VIM y GES con 6% (n=3) cada unay 2% (n=1) de

una combinacion de dos enzimas carbapenemasas NDM con OXA-48 en un bacilo

gramnegativo el cual fue Escherichia coli.

@ GES
Y

B NDMIOXA 48
[CJOxA48
Evim

Grafico 7. Tipo de carbapenemasas encontradas con la técnica de hibridacion.

La tecnica de hibridacién reversa (HibrySpot) permite identificar los diferentes tipos
de enzimas betalactamasas, betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y

carbapenémasas.
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En el grafico 8 Se observa la frecuencia y porcentaje de los antibiéticos administrados
empiricamente de tipo carbapenémico en los pacientes oncolégicos de los cuales se
aislaron los bacilos gramnegativos productores de carbapenemasas se observa que el
meropenem fue el antibiético mayormente administrado en estos pacientes con un
porcentaje de 47% (n=23), en estos pacientes tambien se observé la administracion
de antibidticos de otras familias no carbapenémicos los cuales tuvieron un porcentaje

de 37%(n=18).

Frecuencia y porcentaje

Ertapenem Meropenem Mo carbapenémicos
Ertapenamimipensam MeropenamErapenam
Antibidtico

Grafico 8. Carbapenémicos administrados a pacientes con bacilos
gramnegativos productores de carbapenemasas.
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En el grafico 9 se representa la frecuencia y porcentaje de los antibidticos

administrados a los pacientes oncoldgicos con bacilos gramnegativos no productores

de carbapenemasas, en el cual se observd que de Iso antibidticos de tipo

carbapenémico el meropenem fue el mayormente administrado con un 29% (n=8),

seguido del ertapenem con un 21%(n=6); pero también encontramos que los

antibiéticos de otras familias (no carbapenémicos) se administraron mayormente que

los carbapenémicos en un porcentaje de 39% (n=11).

Frecuencia y porcentaje

|
Ertapenem/imipenem

Meropenem/Ertapenem

Ertapenem

Antibidticos

Merapenem

MNo carbapenémicos

Grafico 9. Carbapenémicos administrados en pacientes con
gramnegativos no productores de carbapenemasas

bacilos
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Para el analisis de relacion (Figura 8) en donde se establecio si la relacion de
administracion empirica de antibidticos de tipo carbapenémico con el numero de
bacilos gramnegativos productores y no productores de enzimas carbapenemasas de
acuerdo a prueba de inactivacion de carbapenémico (mMIC) (77 bacilos) se realizd

un analisis chi? obteniendose un valor de p= 0.466 (Figura 9)

Figura 8. Prueba Chi? relacién carbapenémicos vs producciéon o no de
carbapenemasas

Tabla cruzada PRUEBA DE INACTIVACION (mMIC)*ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICO

CARBAPENEMICO
Recuento
ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICO CARBAPENEMICO
Mo
Ertapenemil Meropenem/E  carbapenémi
Ertapenem mipenem Meropenem nMapenem Lo Total

PRUEBA DE Megativa fi 1 8 2 11 28
INACTIVACION (mMIC) Positiva P i 23 7 18 49
Total 11 2 K} 4 24 77

Figura 9. Prueba cruzada relaciéon carbapenémicos vs mMIC.

Pruebas de chi-cuadrado
Significacion
asintotica
Valor df (hilateral)
Chi-cuadrado de 35778 4 466
Pearson
Razdn de verosimilitud 3.569 4 468
N de casos validos 77
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Por ultimo en el estudio se observo la mortalidad de los pacientes con estos bacilos
gramnegativos lo que se puede observar en el grafico 10, de los 80 pacientes con
bacilos gram negativos 23.7% (n=19) fallecieron y 76.2% (n=61) sobrevivieron al
evento de infeccion, aun siendo estos bacilos resistentes a uno o mas

carbapenémicos.

mortalidad

Grafico 10. Mortalidad de pacientes oncoldgicos con resistencia a uno o mas
carbapenémicos.
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7. DISCUSION
De un total de 8856 muestras de seis meses se aislaron 2001 bacilos gramnegativos

de los cuales se encontraron 80 (3.9%) bacilos gramnegativos resistentes a uno o mas
carbapenémicos, a los cuales 77 se les corrio la prueba de inactivacion de
carbapenémico modificada descrita en la CLSI 2023, encontrandose 49 bacilos
gramnegativos productores de enzimas carbapenémasas y 28 bacilos gramnegativos

no productores de enzimas carbapenemasas.

Se encontré a Escherichia coli como el bacilo gramnegativo mas frecuente aisaldo en
los seis meses del estudio (58%) en las muestras con resistencia a uno o mas
carbapenémicos resaltando que en este microorganismo es por lo general el mas
encontrado en infecciones nosocomiales en México de acuerdo a un estudio realizado
por el Instituto Mexicano de Seguro Social (Arias et al.,2016). Ademas que otros
autores mencionan a esta enterobacteria con una frecuencia de 56% en cultivos de
orina de pacientes oncoldgicos (Velazquez et al.,, 2016) destacando que en este
estudio los urocultivos tuvieron una alta prevalencia n=33 (41%) y recordando que en
México son la tercera causa de morbilidad con promedio de mas de 4 millones de
casos anuales (Ahumada et al., 2022), la importancia de esta informacion en estos
pacientes con cancer es que tienen mayor riesgo de infecciones debido a la
inmunosupresién condicionada por la enfermedad per se, asi como por el tratamiento,
ademas de que algunos pacientes pueden presentar obstruccion anatomica del tracto

urinario secundaria al tumor (Velazquez et al., 2016)
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El tipo de enzima carbapenemasa encontrado con mas porcentaje (69%) en este
estudio fue NDM que coincide con la publicacion de la red INVIFAR “Drug resistance
phenotypes and genotypes in Mexico in representative gram negative species: Results
from the infivar network publicado en 2021” donde menciona que la clase NDM es la
mas frecuente en México (Garza et al., 2021). Esta carbapenemasa es importante por
que su presencia limita o anula las opciones terapeuticas para combatir a las bacterias
productoras de estas enzimas. El subtipo mas frecuente de esta enzima es la NDM-1
codificada por el gen plasmidico blanNDM-1, este subtipo es una carbapenemasa
transferible perteneciente a la clase molecular B de la clasificacion de Ambler,
caracterizandose por presentar zinc en su sitio activo ¥ e hidrolizar a todos los

betalactamicos (Resurrecion et al; 2017)

El antibiético empiricamente adrministrado mas frecuentemente a los pacientes con
bacilos gram negativos productores de enzimas carbapenemasas y no productores fue
el meropenem 47% (n=23) y 29% (n=8) respoectivamente, aunque es importante
mencionar que otros antibiéticos de clase no carbapenémico tambien representaron
un porcentaje mas elevado 39% en los pacientes con bacilos gram negativos no

productores de enzimas carbapenemasas en comparacién con el meropenem.

Es relevante sefalar que los pacientes a los que se les aislaron estos bacilos gram
negativos clinicamente tuvieron infeccion por eso se usaron empiricamente estos
antibidticos y recordar que el meropenem debe ser administrado por via intravenosa

lo que normalmente se requiere la hospitalizacion de los pacientes, lo que puede
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causar una diseminacion de la resistencia en el hospital, ademas de elevar costos de

hospitalizacion por el tiempo prolongado del tratamiento.

En cuanto al anadlisis de relacién entre la administracion empirica de antibiéticos de
tipo carbapenémico y la produccion o no de carbapenemasas por los bacilos
gramnegativos encontrados en muestras de pacientes oncoldgicos de diferentes
servicios hospitalizados y consulta externa en un periodo de 6 meses mediante la
prueba de chi?, se obtuvo un valor de P=0.466 por lo que no se considerd significativo
este valor. Lo que indica que no hay una influencia en la administracién de antibiéticos
de tipo carbapenémico en la produccion de mecanismos de resistencia como la
produccion de enzimas carbapenemasas o la no produccién de estas enzimas en los
bacilos gramnegativos, se considera que puede deberse a que la preescripcion de
estos antibidticos y todos los demas esta revisada en su mayoria por infectolégos que
reciben la interconsulta del paciente. Ademas que estos pacientes reciben otras clases
de antibiéticos como quinolonas, aminoglicosidos, y al tener una enfermedad de base
como lo es el cancer estan monitoreados para no usar indiscriminadamente los

antibidticos y evitar infecciones por bacterias multidrogorresitentes.
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8. CONCLUSIONES

Se identificaron 80 cepas de bacilos gramnegativos resistentes a uno o mas
carbapenémicos de pacientes oncolégicos del Instituto Nacional de Cancerologia de
enero a junio del 2023 de un total de 8856 muestras., mediante la tecnologia de
espectrometria de masas en equipo viteck MS o pruebas fenotipicas en vitek 2 de las

cuales Escherichia coli tuvo el mayor porcentaje de frecuencia.

De 77 bacilos gramnegativos a los cuales se les realiz6 la prueba de inactivacion de
carbapenémico identificamos 49 cepas de bacilos gram negativos productores de
carbapenemasas y 28 bacilos gram negativos no productores de carbapenemasas
mediante el método modificado de inactivacion de carbapenémico (mMIC) descrito en

la CLSI 2023.

El tipo de carbapenemasa que producen los bacilos gramnegativos encontrado con la

frecuencia mas elevada fue NDM mediante la técnica de hibridacion reversa.

Se encontré que el meropenem fue el antibiético mas frecuentemente administrado a
los pacientes que tuvieron cepas de bacilos gramnegativos resistentes a
carbapenémicos mediante el expediente electrénico INCANET (sistema informatico

donde se visualiza el expediente cinico digital)

No se encontré relacién entre el uso de antibidticos de tipo carbapenémico vs

deteccién de carbapenemasas.

Estos datos epidemiologicos encontrados en el Instituto Nacional de Cancerologia nos

hacen referencia a que la prescripcion de antibidticos esta regulada de manera
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correcta por los médicos infectolégos, pero ademas el laboratorio de microbiologia
contribuye de manera importante al comunicar y divulgar la epidemiologia del hospital,
para seguir contribuyendo a la racionalizacion correcta de los antibiéticos y asi evitar

las diseminacién de la resistencia antimicrobiana.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Flujo de trabajo para identificacion de bacilos gramnegativos

muestra llega a recepcion
de laboratorio se revisan
criterios (etapa
preanalitica)

criterios :

nombre completo
expediente tipo de
muestra contenedor
esteril,fecha, hora,
conservador adecuado

muestra llega al area
microbiologia (etapa
analitica)

registro en bitacora
correspondiente segun el
tipo de muestra
(hemocultivo, urocultivo,
cultivos diversos)

siembra en diferentes

medios agar sangre,

agar MacConkey, agar
chocolate

interpretacion del cultivo
como positivo 0 negativo
segun su origen

urocultivo >100 000
UFC/mL

hemocultivo no importa
cuenta bacteriana

liquidos esteriles No
importa cuenta

resembrar las bacterias a
identificar en agar sangre

preparar suspencion de
las colonias al 0.5 de
NMCcF para equipo Vitek
2

para la identificacion por
espectrometria de masas
colocar una pequefia
colonia en la placa afadir
reactivo de Matriz e
introducir placa al equipo

de esta forma se obtiene
la identificacion de las
bacterias y el
antibiograma

Homscare— ININIVIINORRRIR

Figura 10. Imagenes de las placas de Vitek Ms y tarjeta de vitek 2 que se utilizan para
identificacion y antibiograma respectivamente.



Anexo 2. Caracterizacion de la resistencia a carbapenémicos en bacilos
gramnegativos Interpretacion de antibiograma (Enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa)

Interpretar antibiograma que arroja equipo vitek 2 de acuerdo
a criterios CLSI 2023 tomando en cuenta si es una
Enterobacteria o Pseudomonas aeruginosa

sensible intermedio resistente

Realizar Kirby
Bauer para
carbapenémicos

Realizar Método de
inactivacion de
carbapenémico

modificado (mMIC)

Realizar Kirby
Bauer para
carbapenémicos

Realizar Método se
inactivacion de
carbapenémico

modificado (mMIC)
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Tabla 3. Puntos de corte para interpretacion de carbapenémicos en Enterobacterias
de acuerdo a guias de CLSI 2023 .

Enterobacterias

disco de Categorias y punto de Categorias y punto de
antibiéti  corte en (mm) corte en CMI (ug/mL)
Antibidtico [ S SDD | R S sbb | R
Ertapenem 10 pg >22 - 19-21 <18 <05 - 1 >2
10pg  >23 - 2022 <19 <1 — [ 2 ]z
10 ug >23 - 20-22 <19 <1 --- 2

Tabla 4. Puntos de corte para interpretacion de carbapenémicos en Pseudomonas
aeruginosa de acuerdo a guias de CLSI 2023

Pseudomonas aeruginosa

disco de Categoriasy punto  Categorias y punto
antibiéti  de corte en (mm) de corte en CMI

co (ng/mL)
Antibiético S I R S I R

Meropenem 10 g >19 16-18 <15 <2 4 >8
10 ng >19 16-18 <15 <2 4
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Anexo 2 continuacion. Caracterizacion de la resistencia a carbapenémicos
en bacilos gramnegativos.Tecnica de Kirby Bauer (Enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa)

En condiciones
asépticas colocar los
mmed  diSCOS de antibioticos
a probar ertapenem,

Realizar suspencion
0.5 NMcF con

Homogenizar la

¥ ; ncion y relaizar
solucion salina suspencion y relaiza

fisiolégica de bacteria
a probar

cesped microbiano en
agar Muller Hinton

meropenem,imipenem

Después de 16 a 18 Consultar guias CLSI
horas realizar lectura 2023 para

Incubar placa de
formainvertida a 35 + (g
2°C

midiendo halos de interpretacion (tablas
inhibicion 3y4)
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Anexo 3. Método de inactivacion de carbapenémico modificado (mMIC)
CLSI 2023

En un tubo 2ml de caldo soya tripticaseina
+
una asada del bacilo gramnegativo
Si es Enterobacteria asa 1 microlitro
si es Pseudomonas aeruginosa asa 10 microlitro
+

disco de meropenem

Incubar 4 horas Temperatura 35+2°C

15 minutos antes de las 4 horas preparar
suspencion 0.5 Macfarland

de Escherichia coli ATCC 25922

realizar césped microbiano con la solucion de
Escherichia coli ATCC 25922 en agar Mueller
Hinton
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Sacar el disco de meropenem que se estaba
incubando y colocarlo sobre la el césped microbiano
en el agar Mueller Hinton

Invertir la placa e incubar de 18 a 24 horas a
35+2°C

Lectura e interpretacion

Positiva si halo de inhibicion 6-15 mm CEPA
PRODUCTORA DE CARBAPENEMASAS

Negativa si halo de inhibicion mayor a 16 sin
colonias satelites CEPA NO PRODUCTORA DE
CARBAPENEMASAS

Indeterminada si
halo de inhibicidon mide 16-18 mm

halo con diametro >19 con presencia de colonias
puntiformes

en este caso no se puede confirmar o descartar la
presencia de carbapenemesas
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Anexo 4. Técnica de hibridacién para determinar tipo de enzimas
carbapenemasas

Se requiere un cultivo joven del
microorganismo en agar sangre

hidratar viales de hibridacion con 45
uL de agua grado biologia molecular

inocular con asa de 1uL la cepa
problema homogenizar

colocar en el termociclador en el
programa de AMR (resistencia
antimicrobiana) 1 hora 20 minutos

terminado el programa AMR en el
mismo termociclador programar
ahora desnaturalizaciéon que dura 11
minutos

ahora sigue fase de hibridacion en
equipo hybriSpot 12
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colocar macrochips en equipo los
cuales ya contienen las sondas
especificas de cada gen de
crbapenemasas

reactivo A de hibridacion incubar en
bafo maria a 46°C

afiadir 300uL de reactivo A por dos
minutos el equipo avisara pasado el
tiempo

equipo aspira el reactivo A
eliminandolo para despues solicitar
afadir 30uL del producto de PCR +
250uL de reactivo A

incubar 8 minutos a 46°C equipo
avisara pasado el tiempo

Equipo eimina Producto de PCR
gue no hibrido con su respectiva
sonda
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Lavar con 300uL de reactivo A 3 veces

equipo cambiara temperatura a 29°C
enseguida agregar 300uL de reactivo B
(bloqueo) por 5 minutos

pasado el tiempo se elimina reactivo y se
solicita 300 pL de reactivo C (Streptavidina) se
incuba por 5 minutos

pasado el tiempo equipo elimina reactivo y
aumenta la temperatura a 36°C para despues
realizar 4 lavados con reactivo D (Buffer)

despues de que se elimino el reactivo D se
solicita el Reactivo E por 10 minutos

pasado el tiempo equipo elimina el reactivo E
y solicita dos lavados con reactivo F
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se retiran los macrochips
para su lectura

en software hibrisoft

en donde se captura una
imagen y el software nos
indica que tipo de
carbapenemasas estan en
la muestra
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Figura 11. Plantilla de las sondas de hibridacién, de esta manera estan acomodadas en el
Macrochip

[ ' ‘
Figura 12. Ejemplo de resultados en equipo hibrySpot en donde se pueden determinar
varios genes de resistencia al mismo tiempo.
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