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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

° C: Grados Celsius

ATCC: American Typing Culture Collection / Coleccién Americana de Cultivos Tipo
ATM: Aztreonam

BGN: Bacilos Gram Negativo

BLEE: Betalactamasa de Espectro Extendido

CAZ: Ceftazidima

CAZ-CLA: Ceftazidima / Acido clavulanico

CDC: Centers For Disease Control and Prevention / Centro de Control y Prevencion de Enfermedades
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute / Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
CRE: Enterobacteria Resistente a Carbapenémicos

CRO: Ceftriaxona

CST: Caldo Soya Tripticaseina

CTT: Cefotetan

CTX: Cefotaxima

CTX-CLA: Cefotaxima / Acido clavulanico

DHP: Dihidropeptidasa Renal

DNA: Deoxyribonucleic Acid / Acido Desoxirribonucleico

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

EPC: Enterobacteria Productora de Carbapenemasas

ERT: Ertapenem

EVR: Enterococos Vancomicina Resistente

FDA: Food and Drug Administration / Administracion de Alimentos y Medicamentos
FEP: Cefepime

FOX: Cefoxitina



GES: Guyana Extended Spectrum / Espectro Extendido de Guyana

GLASS: Global Antimicrobial Resistance Surveillance System / Sistema Global de Vigilancia de Resistencia a los

Antimicrobianos

I: Intermedio

IAAS: Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud

IMI: Imipenemase / Imipenemasa

IMP: Imipenem

IMP: Imipenemasa

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

ISQ: Infeccion del Sitio Quirdrgico

ISSSTE: Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado

ITS: Infeccién del Torrente Sanguineo

KPC: Klebsiella pneumoniae Carbapenemase / Carbapenemasa de Klebsiella pneumoniae

KRC: Klebsiella Resistente a los Carbapenémicos

LPS: Lipopolisacarido

MDR: Multi-Drug Resistance / Multi-Drogo Resistencia

MEM: Meropenem

MIC: Método de Inactivacién del Carbapenémico

mm: Milimetro

NDM: New Delhi Metalobetalactamase / Metalobetalactamasa de Nueva Delhi

NOM: Norma Oficial Mexicana

OMP: Outer Membrane Proteins / Proteinas de Membrana Externa

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

OPS: Organizacién Panamericana de la Salud

OXA: Oxacilinasa



P12D: Prueba de los 12 Discos

PBP: Penicilin Binding Protein / Proteinas de Union a Penicilina

PCR: Polymerase Chain Reaction / Reaccion en cadena de la Polimerasa

PPC: Productor Potencial de Carbapenemasas

R: Resistente

RHOVE: Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica

RT-PCR: Real Time Polymerase Chain Reaction / Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

S: Susceptible

SARM: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina

SINAVE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica

SME: Serratia marcescens Enzyme / Enzima de Serratia marcescens

SRM: Staphylococcus Resistente a Meticilina

THM: Test de Hodge Modificado

TSA: Tripticasein Soy Agar/ Agar Soya Tripticaseina

UMAE: Unidad Médica de Alta Especialidad

VIM: Verona Integron-Encoded Metalobetalactamase / Metalobetalactamasa Codificada en Integrén, de Verona
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1.0 RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo principal la caracterizacion fenotipica y genotipica de
aislamientos del género Klebsiella resistentes a los carbapenémicos, obtenidos de
muestras clinicas de pacientes que presentaron Infecciones Asociadas a la Atencién en
Salud (IAAS) en tres hospitales del ISSSTE en la Ciudad de México, durante el periodo

comprendido entre los afos 2012 y 2015.

Se estudiaron un total de 53 aislamientos, a los cuales se les realizé un panel de
identificacion y susceptibilidad en el que se obtuvo como resultado el fenotipo: Potencial
Productor de Carbapenemasas (PPC), posteriormente se realizaron tres pruebas
fenotipicas adicionales, la Prueba de los 12 Discos (P12D), el Test de Hodge Modificado
(THM), el Método de Inactivacién del Carbapenémico (MIC) y complementario a esto, su
genotipo fue determinado por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
(RT-PCR).

La P12D sirvid para confirmar la susceptibilidad a los diferentes carbapenémicos
(ertapenem, meropenem, imipenem) mientras que los resultados de las pruebas
fenotipicas del THM y el MIC permitieron establecer si las cepas eran productoras de
carbapenemasas de acuerdo con lo establecido por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Mediante la evaluacion por RT-PCR se identific6 que el genotipo
predominante en los aislamientos fue Klebsiella pneumoniae Carbapenamasa (KPC,
83%), demostrandose su presencia en la institucién desde el afio 2012, seguido por New-
Delhi-Metalobetalactamasa NDM (1.9%) detectado en una cepa del afio 2014. En 7 de
las cepas (13.2%) no se definié el mecanismo de resistencia a los carbapenémicos con
las pruebas que se utilizaron siendo caracterizadas como Klebsiella spp. resistentes a

los carbapenémicos (KRC) y solamente una de las cepas (1.9%) resulté susceptible.

Todo este analisis resulta de utilidad para el apoyo al diagndstico y para la recoleccion

de datos de importancia epidemioldgica institucional y nacional.




2.0 INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibioticos se ha convertido en un problema de salud
publica a nivel mundial. En el afio 2015 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
implementd el plan de accidn mundial contra la resistencia a los antimicrobianos,
posteriormente en febrero del 2017 la misma organizacién publicé la lista de
microorganismos patdégenos prioritarios donde se encuentran en el nivel de prioridad
critica las enterobacterias resistentes a los carbapenémicos y las productoras de
betalactamasas de espectro extendido dentro de las cuales se mencionan algunas

especies pertenecientes al género Klebsiella.

En México en el afio 2015 la especie Klebsiella pneumoniae ocupaba el tercer lugar como
microorganismo causante de IAAS de acuerdo con lo descrito en el reporte anual de la
Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica (RHOVE). K. pneumoniae se caracteriza
por poseer plasmidos que le confieren resistencia a los carbapenémicos (farmacos de
ultima linea utilizados para el tratamiento de IAAS) principalmente mediante la
produccion de enzimas degradadoras, el cierre/pérdida de porinas o la presencia de

bombas de eflujo.

La presencia de los genes involucrados en la produccién carbapenemasas se ha descrito
a nivel mundial. De acuerdo con el reporte anual 2016-2017 del Global Antimicrobial
Resistance Surveillance System (GLASS) de la OMS México no aporta datos respecto a
la presencia de microorganismos productores de carbapenemasas, limitdndose
unicamente a proporcionar reportes aislados sin dar el panorama de la situacion en la

gue se encuentra el pais con respecto a la resistencia a dichos antibi6ticos.

Para identificar y evaluar la susceptibilidad a carbapenémicos, en el laboratorio se utilizan
diversas técnicas siendo la PCR la mas importante, pero su uso se ve limitado por su
alto costo. A su vez, se realizan pruebas fenotipicas que aunque son relativamente mas
sencillas, se requiere de personal altamente capacitado e insumos especificos que no se
utilizan con frecuencia dentro de los laboratorios de microbiologia. Tomando en cuenta
lo anterior debe elegirse la metodologia mas conveniente para la deteccion de este tipo

de microorganismos con base en la capacidad de los laboratorios.




3.0 MARCO TEORICO
3.1 Infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS)

Las IAAS son un problema mundial de salud publica debido a su relacién con una alta
tasa de morbilidad y mortalidad, asi mismo son el evento adverso mas frecuente durante
la prestacidon de atencidn sanitaria, son contraidas por el paciente durante su estancia
en un hospital, considerando que la infeccion no estaba presente al momento de su
ingreso al nosocomio ni estaba en periodo de incubacién. Estas infecciones prolongan la
estancia intrahospitalaria, incrementan el costo de atencioén, y aumentan la resistencia a
los antimicrobianos (OMS, 2017), dichas infecciones pueden ser causadas por diversos

agentes tales como bacterias, hongos o virus.

En México, en el afio 2015 se reportaron 61,969 casos de IAAS, aumentando un 3.7%
con respecto al afio 2014, y con una tasa de incidencia de 4.7 casos por cada 100
egresos (RHOVE, 2015).

3.1.2 Factores que conllevan al desarrollo de IAAS

Las IAAS son producto de tres clases de factores, los inherentes al hospedero, los
ambientales (involucran al medio en el que se encuentra) y los del agente

(correspondientes al agente causal de la infeccion) (RHOVE, 2015) (figura 1).




Figura 1. Factores asociados al riesgo de desarrollar IAAS.

3.1.3 IAAS méas comunes en México

Existen cuatro tipos principales de IAAS, las infecciones de vias urinarias, infecciones
del sitio quirurgico, infecciones del torrente sanguineo, y las neumonias asociadas a la
ventilacion mecanica; en la tabla 1 se observa que en México durante los afios 2014 y
2015 las infecciones del torrente sanguineo fueron las que se presentaron con mayor
frecuencia (RHOVE 2015).
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Tabla 1. Numero de casos de |IAAS reportados en México durante los afios 2014, 2015

y su clasificacion por tipo de infeccion (RHOVE, 2015) Modificado.

IAAS 2014 IAAS 2015
Casos | Porcentaje | Casos | Porcentaje

Infecciones del torrente sanguineo* | 13,969 234 14,856 24.0

Tipos de IAAS

Neumonias** 11,930 20.0 12,851 20.7
Infecciones de vias urinarias 9,463 15.9 9,750 15.7
Infecciones del sitio quirargico*** 9182 154 9,301 15.0

Fuente: Informe anual RHOVE 2015.

*Incluyen: Las confirmadas por laboratorio, relacionadas a catéter, a contaminacion de soluciones,
secundarias a procedimiento, bacteriemias primarias, secundarias.

**Incluyen: Neumonias asociadas a procedimiento, asociadas a ventilador, con aislamiento microbiolégico
y las definidas clinicamente.

***Infecciones del sitio quirurgico: Incluyen superficiales, profundas, de érganos y espacios.

3.1.4 Principales microorganismos causantes de IAAS

A nivel global los microorganismos causantes de IAAS en su mayoria pertenecen al
denominado grupo ESKAPE, que por su siglas incluye a Enterococcus Vancomicina
Resistente (EVR), Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM), Klebsiella
pneumoniae productora de betalactamasas de espectro extendido, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y otras especies de enterobacterias como
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Morganella morganii etc. (Arias-Flores et al.,
2016), y aunque no todos presenten las resistencias mencionadas, los géneros y
especies se mantienen como los mas relacionados a casos de IAAS. El panorama en
México no es muy diferente, de acuerdo con la tabla 2 y tabla 3 este grupo de
microorganismos encabezan las estadisticas referentes a la produccién de IAAS en las

instituciones de salud del pais.

—
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Tabla 2. Principales agentes etioldgicos de IAAS en unidades de la RHOVE en México,

en 2015.
Agente etiologico E)?;IZSS Porcentaje
Escherichia coli 6,550 18.8
Pseudomonas aeruginosa 4,342 124
Klebsiella pneumoniae 3,310 9.5
Staphylococcus aureus 2,459 7.0
Acinetobacter baumannii 2,290 6.6
Staphylococcus epidermidis 2,191 6.3
Candida albicans 1,830 5.2
Enterococcus faecium 1,311 3.8
Enterobacter cloacae 1,122 3.2

Fuente: Informe anual RHOVE, 2015. (Modificado)

Tabla 3. Principales agentes etioldgicos de IAAS de las unidades médicas del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), 2013.

Unidades médicas Unidades médicas Unidades mgdlpas de
S : alta especialidad
Agente etiol6gico del IMSS de segundo nivel (UMAE)
Casos % Casos | Porcentaje | Casos %
Escherichia coli 8,192 16.9 6,282 17.9 1,910 14.5
Staphylococcus | ¢ 44, 140 | 4,899 13.9 1,872 14.2
coagulasa negativo
Pseudomonas | g 575 109 | 3,721 10.6 1,554 118
aeruginosa
Staphylococeus | 4 755 9.8 3.534 10.0 1,191 9.0
aureus
Kiebsiella 3.122 6.5 2118 6.0 1,004 76
pneumoniae
Candida albicans 3,115 6.4 2,499 71 616 4.7
Enterobacter 1,696 35 1,158 33 538 41
cloacae
Acinetobacter spp. 1,437 3.0 690 2.0 747 5.7

Fuente: Arias-Flores et al. 2016. (Modificado).
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La apariciéon de las mismas especies de microorganismos como causantes de IAAS tanto
a nivel global como a nivel nacional, demuestra la importancia de tomar acciones para el
control y disminucion de casos dentro de los hospitales de la Ciudad de México. Para
ello es necesario tener un buen sistema de vigilancia epidemiolégica que desarrolle
estrategias para frenar el incremento de este tipo de infecciones, impidiendo la

diseminacion de microorganismos multirresistentes.

3.2 Vigilancia epidemioldgica de las IAAS

La vigilancia epidemiolégica consta de una serie de acciones necesarias para la toma de
decisiones en salud publica, dentro de las cuales se incluyen: Recoger, procesar,
analizar, interpretar y difundir datos, de manera sistematica, continua, oportuna y
confiable, referentes a la propagacion o transmision de enfermedades, a su vez la

manera en que estas puedan prevenirse y controlarse (OPS, 2012).

Para ello se plantean los siguientes objetivos:

e Conformar un comité de prevencion y control de IAAS para mantener o disminuir
las tasas de las principales IAAS en los hospitales.

¢ |dentificar y controlar tempranamente los brotes implementando estrategias de
respuesta rapida en contra de estos.

e Contribuir con estrategias que controlen la aparicion y diseminacion de la
resistencia a los antimicrobianos como lo son el uso racionalizado de los mismos
y la supervision de las buenas practicas de laboratorio dentro de las instalaciones
enfocadas a la salud (OPS,2012).

3.2.1 Vigilancia epidemioldgica de las IAAS en México

En México con base en la NOM-017-SSA2-2012, para la vigilancia epidemioldgica,
corresponde a la Secretaria de Salud gestionar el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (SINAVE) con la ayuda de instituciones del sector publico, social y
privado, mientras que la vigilancia epidemioldgica de las IAAS esta a cargo de la Red
Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE), sustentandose en la NOM-045-




SSA2-2005 y mediante la implementacion del manual de procedimientos estandarizados

para la vigilancia epidemiologica.
3.2.2 Vigilancia de resistencia a antimicrobianos

En 2015 la OMS adopt6 el plan mundial contra la resistencia a los antimicrobianos, para
el cual utiliza como herramienta principal el Sistema Mundial de Vigilancia de Resistencia
a los Antimicrobianos, GLASS por sus siglas en inglés, cuyo objetivo es enlazar los datos
clinicos, epidemiologicos y de laboratorio sobre los microorganismos multirresistentes

patdgenos que representen un mayor riesgo para la salud mundial (OMS,2017b).

Una parte de la vigilancia de la resistencia bacteriana ocurre dentro de los hospitales,
donde es frecuente y prolongado el uso de los antibiéticos, accion que genera una

presion selectiva que facilita la adquisicion de resistencia.

Los datos obtenidos en las identificaciones y susceptibilidades de los microorganismos
deben de estar respaldados por las técnicas propuestas por el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio, CLSI por sus siglas en inglés, u otras instituciones similares,
donde se proponen metodologias como: la evaluacion de la concentracion minima
inhibitoria por microdilucion en caldo, pruebas de difusion en agar y métodos
automatizados, que establecen los criterios necesarios para la seleccion de los farmacos
a emplear en la terapia (RHOVE, 2015).

Con base en los resultados de las pruebas mencionadas anteriormente, se establecieron
los marcadores de resistencia de mayor relevancia para la vigilancia epidemioldgica

nacional (tabla 4).




Tabla 4. Mecanismos de resistencia a reportar a la RHOVE de acuerdo con el Gram de

la bacteria.
Marcadores de resistencia en Mecanismos de resistencia en
Gram negativos Gram positivos
Betalactamasas de espectro extendido Resistencia a meticilina
Probable producciéon de carbapenemasas Resistencia a vancomicina

Fuente|: Informe anual RHOVE 2015 (Modificado).

3.3 Caracteristicas generales del género Klebsiella

El género Klebsiella fue nombrado asi en honor al bacteridlogo Edwin Klebs y pertenece
a la familia Enterobacteriaceae, las cepas que se incluyen en este grupo son bacilos
Gram negativos (figura 2), aerobios facultativos que crecen a temperaturas entre los 30
y 37 °C, inmoviles, capaces de producir una cantidad abundante de capsula, siendo esta
caracteristica la que los diferencia de la mayoria de los demas miembros de esa familia,
fermentan la lactosa y otros carbohidratos (figura 2). Algunos de los miembros de este
género habitan en el suelo o forman parte de la microbiota del tracto respiratorio y
gastrointestinal en los humanos. Las especies de Klebsiella que se asocian a infecciones
en humanos son principalmente Klebsiella pneumoniae, posteriormente Klebsiella
oxytoca y Klebsiella ozaenae (Brisse et al., 2006). Como ya se menciond anteriormente
en México Klebsiella pneumoniae ocupa el tercer lugar en la lista de agentes causales
de IAAS.




Figura 2. A. Tincion de Gram de un aislamiento de Klebsiella pneumoniae, pueden observarse

bacilos Gram negativos. B. Colonias mucoides de K. pneumoniae en agar MacConkey.

3.3.1 Factores de patogenicidad en Klebsiella

La virulencia de las especies de Klebsiella se asocia principalmente a tres factores (Ver

figura 3):

a) Adhesinas
b) Polisacarido capsular (antigeno K)

c) Lipopolisacarido (LPS)
3.3.1.1 Adhesinas

La adhesién a las mucosas y a los tejidos es el paso fundamental para que se logre llevar
a cabo la colonizacién-infeccion del hospedero. En las especies de Klebsiella y otras
enterobacterias se lleva a cabo gracias a la ayuda de las fimbrias, que estan ancladas a
la membrana celular externa y sirven de soporte de las adhesinas facilitando la adhesién

de la bacteria a las superficies celulares (Molina-L6pez, sf).

3.3.1.2 Polisacéarido capsular

La capsula es un elemento importante en la virulencia asociada a Klebsiella, gracias a
ella estos microorganismos son capaces de evitar la fagocitosis y resistir la actividad

bactericida de algunas sustancias presentes en el suero sanguineo, dicha estructura esta
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compuesta por cadenas de polisacaridos muy complejas (antigenos K). Se han reportado

77 serotipos capsulares en esta especie (Podschun & Ullmann, 1998).

3.3.1.3 Lipopolisacarido (LPS)

El lipopolisacarido es una molécula compuesta por lipido A, un nucleo de polisacarido y
una cadena lateral denominada antigeno O, cuya funcidén es proteger a las células
bacterianas de la actividad del complemento, se han relacionado a estas moléculas con
la necrosis que se genera en los tejidos infectados por dichas bacterias (Brooks et al.,
2005).

Figura 3. Algunas estructuras importantes presentes del género Klebsiella.

3.3.2 Klebsiellay laresistencia a los antibiéticos

Klebsiella pneumoniae figura como el patdgeno de mayor importancia clinica del género,
esto se debe a la aparicion y diseminacion de cepas resistentes a multiples antibiéticos.
Estas suelen portar una amplia variedad de genes que limitan las opciones terapéuticas
disponibles. La diseminacion de la resistencia en Klebsiella spp. se asocia a la presencia

de elementos genéticos moviles como los plasmidos (Moradigaravand et al., 2017).
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3.4 Antibioticos

Son moléculas que tienen efectos selectivos y especificos sobre las bacterias, como
actividad ante las enzimas necesarias para la sintesis de la pared celular, la sintesis de
nucledtidos, la replicacion del DNA, ademas de accion sobre el ribosoma y la membrana
celular. La adicidon de estas sustancias en un medio con dichos microorganismos puede
tener como consecuencia la inhibicion del crecimiento sin eliminar a las bacterias en su
totalidad (efecto bacteriostatico), o la muerte de las mismas (efecto bactericida) (Calvo &
Martinez-Martinez 2009).

3.4.1 Betalactamicos

Los betalactamicos son farmacos que interfieren en la sintesis de peptidoglucano de la
pared celular; a nivel de la reaccién de transpeptidacion; representan al grupo de
antibidticos mas extenso y al que se utiliza con mayor frecuencia en la clinica (Marin &
Guidol, 2002). La eficiencia de este grupo depende de respetar los intervalos de tiempo
de dosificacion, ya que actuan sobre células en proceso de division. Poseen un espectro
de actividad que abarca desde cocos Gram positivos, exceptuando a los Staphylococcus
Resistentes a Meticilina (SRM), hasta bacilos Gram negativos (BGN) tanto
fermentadores como no fermentadores, excluyendo a aquellos que poseen algun

mecanismo de resistencia contra betalactamicos (Gomez et al., 2015).

Estructuralmente estos antibidticos comparten un anillo de lactama (amida ciclica)
caracteristico, el cual se compone de cuatro atomos, tres de carbono y uno de nitrégeno,
denominado betalactama porque el carbono 3 se une al atomo de nitrégeno en relacién
B al carbonilo, de acuerdo a los radicales que se le adicionen se puede mejorar su accion
antimicrobiana (espectro) y farmacocinética (Gomez et al., 2015), pudiéndolos clasificar
en los siguientes grupos: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos
(tabla 5).
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Tabla 5. Estructura base de los diferentes grupos de antibiéticos betalactamicos.

Fuente: Suarez & Guidol (2009).

3.4.2 Carbapenémicos

En 1976 se descubrid la tienamicina, un compuesto de origen natural producido por
Streptomyces catleya, el cual presentaba similitudes con los betalactamicos pero cuya
inestabilidad quimica no favorecia su uso terapéutico, razén por la que se comenzaron
a desarrollar nuevos derivados denominados como carbapenémicos, que posteriormente
serian considerados como los farmacos de ultima linea o de ultimo recurso en el
tratamiento de infecciones intraabdominales severas y otros tipos de infecciones de
origen nosocomial (Papp-Wallace et al. 2011), su uso en estas situaciones se atribuye a

que presentan diversas caracteristicas como:
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e Amplio espectro de actividad que incluye tanto bacterias Gram positivas como
Gram negativas.

e Penetran facilmente la membrana externa de las bacterias Gram negativas.

e Son estables a la hidrdlisis por betalactamasas plasmidicas o cromosdmicas.

e Alta afinidad a las proteinas de union a penicilina (PBP-2, PBP-3, PBP-4 y PBP-
1b).

Como puede verse en la tabla 5 este grupo de antibiéticos difiere de las penicilinas y las
cefalosporinas por la sustitucion del atomo de azufre en la posiciéon 1 por un atomo de
carbono, estan formados por la condensacion de un anillo betalactamico y un anillo
pirrolinico con un enlace insaturado entre la posicion 2 y 3, todos sus derivados tienen
un grupo hidroxietilo en la posicidén 6 con configuracion trans el cual le otorga proteccién
al anillo betalactamico contra la accion de enzimas que degradan este tipo de antibiéticos
(betalactamasas) y en la posicion 3 un grupo carboxilo, que ayuda a la activacién del

anillo betalactamico (Carrascoso, 2016) ver figura 4.

Figura 4. Estructura base de un antibiético del grupo de los carbapenémicos, fuente: Papp-
Wallace et al., 2011.

El grupo de los carbapenémicos incluye al imipenem, ertapenem, meropenem Yy
doripenem, y puede clasificarse en dos grupos de acuerdo con la actividad que presenten
en contra de Pseudomonas aeruginosa (tabla 6.).
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Tabla 6. Clasificacion de los carbapenémicos con base en su actividad contra
Pseudomonas aeruginosa.

o Activo contra
Carbapenémico :
Pseudomonas aeruginosa
Ertapenem No
Imipenem
Meropenem Si
Doripenem

3.4.2.1 Imipenem

Fue el primer farmaco de este grupo en ser descubierto y aprobado para el uso clinico
(1985), debido a que como su predecesor, la tienamicina, mostrd una excelente afinidad
por las PBP’s pero con mayor estabilidad. Estructuralmente (figura 5) difiere de los
demas carbapenémicos al carecer de un metilo en la posicion 1-3, por lo que es
susceptible a la degradacion por la enzima dihidropeptidasa renal (DHP) y requiere de
su administracion conjunta con cilastatina, un inhibidor de la DHP (Papp-Wallace et al.,
2011). Presenta el menor peso molecular de todos los carbapenémicos y posee una
estructura compacta, lo que facilita su entrada a través de las porinas de los Gram
negativos e incluso de microorganismos Gram positivos. Actualmente sigue siendo muy

empleado en la clinica pese a sus efectos secundarios.

Figura 5. Estructura quimica del imipenem, fuente: Papp-Wallace et al., 2011.




3.4.2.2 Meropenem

Aceptado por la FDA (Food and Drug Administration) en 1996, fue el primer 1-beta-metil
carbapenem sintético, por lo que a diferencia del imipenem presenta estabilidad ante la
acciéon de la DHP (Kattan et al., 2008), su cadena lateral esta compuesta por un grupo
dimetil-carbamoil-pirrolidin-tio (figura 6) que ayuda a la molécula a tener un mayor
espectro ante microorganismos Gram negativos pero disminuye su actividad contra
microorganismos Gram positivos, clinicamente presenta menos efectos secundarios que

el imipenem (Fresnadillo, et al., 2010).

Figura 6. Estructura quimica del meropenem, fuente: Papp-Wallace et al., 2011.

3.4.2.3 Ertapenem

En el 2001 la unidén europea autorizo el uso clinico del ertapenem que es un 1-beta-metil
carbapenem sintético con estabilidad ante la dihidropeptidasa renal, por lo cual no
requiere de administracion conjunta de cilastatina, en contraste con imipenem posee un
grupo metilo en el carbono 1, y un grupo carboxifenil amino-carbomoilpirrolidin-tio, similar
al de meropenem, denominado grupo benzoato (figura 7) que facilita su unién a
proteinas plasmaticas pero a su vez favorece su eliminacién por bombas de eflujo
presentes en ciertos microorganismos, esta fraccion también le ayuda a alargar su vida
media. Ertapenem puede resistir moderadamente la actividad de enzimas de tipo Amp-

C y Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE), manteniendo su actividad en contra
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de bacterias Gram negativas productoras de betalactamasas de alta potencia diferentes

a las carbapenemasas (Morales, 2003).

Figura 7. Estructura quimica del ertapenem, fuente: Gobernado & Acufia, 2007.

3.4.2.4 Doripenem

Es el ultimo de los 1-beta-metil-carbapenem aceptado por la FDA para su uso clinico
(2009), como los demas carbapenémicos tiene una buena estabilidad en presencia de
betalactamasas, a su vez como meropenem y ertapenem es activo frente a la DPH.
Gracias a su cadena lateral que contiene un grupo sulfamoil-aminometil-pirrolidin-tio
(Fresnadillo et al., 2010), se le atribuye una mayor actividad en contra de los BGN no
fermentadores como Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia
cepacia, ademas de una buena actividad contra cocos Gram positivos similar a la del

imipenem (Fritsche et al., 2005) ver figura 8.
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Figura 8. Estructura quimica del doripenem, fuente Fresnadillo et al., 2010.

3.4.3 Mecanismo de accion de los carbapenémicos

Al ser parte de la familia de los betalactamicos, los carbapenémicos tienen como principal
mecanismo de accion la inhibicion de la sintesis de la pared celular, particularmente
cuando ocurre la transpeptidacion, estas moléculas se unen a las proteinas de union a
penicilina PBP’s principalmente las de mayor peso molecular (PBP-1a, PBP-1b, PBP-2,
PBP-3 y PBP-4) impidiendo un adecuado ensamblaje de la pared celular, lo que tiene

como consecuencia la lisis de la bacteria (figura 9) (Fresnadillo et al., 2010).

1) Las cadenas de peptidoglucano comienzan a agruparse para formar la pared celular.
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2) La transpetidasa (PBP) ensambla las cadenas peptidicas del peptidoglucano
mediante un enlace peptidico.

3) El carbapenem se une a la transpeptidasa (PBPs de alto peso molecular) impidiendo
que esta lleve a cabo la transpeptidacién, teniendo como consecuencia la lisis de la
bacteria.

Figura 9. Inhibicion de la sintesis de la pared celular por la actividad de los
carbapenémicos.
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3.5 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es un suceso que se produce cuando los
microorganismos, sean bacterias, hongos, virus y parasitos, se ven obligados a realizar
cambios a causa de la presion selectiva ejercida por los antibidticos, antifungicos,
antiviricos, y antihelminticos en el medio donde se desarrollan, teniendo como
consecuencia que estos pierdan sus efectos. De esta manera las infecciones que
generan los microorganismos multirresistentes aumentan su duracion, elevan el riesgo
de propagacion e incrementan la mortalidad de las personas que se ven afectadas por

ellas.

Los microorganismos adquieren resistencia naturalmente en un determinado tiempo, sin
embargo, el hombre ha incrementado la velocidad con la que se presenta este fenémeno,
como consecuencia del uso indebido de los farmacos no solamente a nivel hospitalario,
también a nivel comunitario e incluso ganadero, por lo cual encontrar microorganismos
multirresistentes en lugares donde antes parecia dificil resulta sencillo en estos tiempos
(OMS, 2017b).

3.5.1 Resistencia bacteriana

Naturalmente, la resistencia a los antibiéticos puede darse de dos maneras: la primera
es la resistencia intrinseca que esta presente de manera conservada entre las mismas
especies 0 géneros de microorganismos. Un ejemplo seria Klebsiella pneumoniae
productora de betalactamasas por naturaleza, con las cuales puede evitar el efecto de
farmacos como la ampicilina, asi mismo los bacilos Gram negativos aerobios que al no
tener el sitio de accion para la clindamicina son resistentes a esta por naturaleza (Pérez-
Cano & Contreras, 2013). De la misma manera la falta de permeabilidad de la membrana
externa en géneros como Pseudomonas y Acinetobacter y la presencia de bombas de
eflujo en diversas enterobacterias confieren a estos microorganismos resistencia a cierto
tipo de farmacos, la propagacién de este tipo de resistencia se da de manera vertical

unicamente (figura 10).
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La segunda manera es mediante la transferencia genética horizontal mediante
plasmidos, transposones, integrones o asimilacion de DNA desnudo, ya sea cromosomal
o extracromosomal, mediante el uso de ciertos mecanismos destinados a la asimilacion

de material genético entre bacterias (Fernandez & Hancock, 2012).

Figura 10. Esquema de la diseminacién de la resistencia a antibiéticos entre bacterias.

Ambos tipos de resistencia son relevantes, pero este estudio se enfoca en la resistencia
adquirida, ya que su impacto es mayor en el campo clinico, debido a la facilidad con la
gue se propaga Y a la dificultad que genera para encontrar una terapia adecuada cuando
un paciente sufre una infeccion relacionada con microorganismos que hayan adquirido

dicha resistencia.
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3.5.2 Mecanismos de transferencia horizontal de genes entre bacterias

En las bacterias, la manera en la que se lleva a cabo la recombinacién del material
genético entre individuos de una o diferentes especies es por medio de una serie de
mecanismos independientes de la division celular, denominados: transformacion,
transduccion, conjugacion, los cuales ayudan a estos microorganismos a adquirir
caracteristicas que antes no poseian (factores de virulencia, resistencia a antibioticos,
resistencia a metales pesados, produccion de metabolitos) y a sobrevivir en el ambiente

en que se desarrollan (Betancor et al., 2006).

3.5.2.1 Transformacién

La transformacion se puede definir como el proceso por el cual una bacteria competente
incorpora DNA exoégeno del medio en el que se encuentra (proveniente de una bacteria
donadora) a su material genético (ver figura 10), para posteriormente expresar una
caracteristica genotipica o fenotipica que antes no poseia (Baron, 1996). Este proceso
no ocurre con facilidad en la naturaleza, ya que solo algunos géneros o especies
bacterianos son capaces de realizarlo como por ejemplo (Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus, Neisseria y Bacillus) (Betancor et al., 2006).

Figura 10. Esquema de la transformacion bacteriana.
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3.5.2.2 Transduccién

Se denomina transduccion al proceso de transferencia de material genético en el cual el
DNA de la célula bacteriana donadora se transporta por medio de un bacteri6fago (virus)
y se incorpora a la célula receptora como consecuencia de la infeccién por el virus
(Brooks et al., 2005). Ver figura 11.

Figura 11. Esquema de la transduccién generalizada.




3.5.2.3 Conjugacion

La conjugacion es la transferencia de genes mediada por estructuras tipo pili codificadas
en el factor F, que puede encontrarse en plasmidos dentro del genoma. En los
microorganismos Gram negativos existe un plasmido que porta los genes codificantes
de los pili sexuales, extensiones de la célula donadora con las cuales las bacterias logran
tener contacto directo entre ellas (Tortora, 2007). Este proceso esta descrito
detalladamente para E. coli donde se denominé al plasmido que contiene los genes de
los pili sexuales como plasmido F".

La informacién que puede contener un plasmido no se limita Unicamente a la
transferencia de genes relacionados con la conjugacion como el plasmido F’, también
contienen otro tipo de genes que favorecen la supervivencia de la bacteria como se
muestra en la tabla 7, siendo de relevancia clinica los involucrados en la resistencia a

antibioticos.

Tabla 7. Tipos de plasmidos y los microorganismos donde pueden encontrarse.

Tipo de pldsmido Microorganismo portador
Enterobacterias
Plasmidos de resistencia a antibioticos (R) Staphylococcus
Pseudomonas
. . . Enterobacterias
Plasmidos de resistencia a metales pesados
. Staphylococcus
(Hg, Cd, Ni, Cu, Pb) P
seudomonas
Plasmidos conjugativos E. coli
Plasmidos para la produccién de bacteriocinas y Enterobacterias
o Clostridium
antibioticos
Streptomyces
Plasmidos metabdlicos .
. . Enterobacterias
e Metabolismo de carbohidratos (lactosa y sacarosa)
- . Pseudomonas
e Degradacién de hidrocarburos
Plasmidos de virulencia o interaccion con el hospedero E. coli
(Enterotoxinas, neurotoxinas y hemolisinas) C. tetani

Fuente: modificado de http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/geneticabacteriana_9091.pdf.




3.6 Mecanismos de resistencia a los antibidticos en enterobacterias

Las enterobacterias poseen una maquinaria tanto genética como metabdlica para
sobrevivir al efecto que ejercen los antibidticos, en la mayoria de estos microorganismos

la resistencia a los mismos se lleva a cabo de tres maneras (Vignoli & Seija, 2008):

e Por la inactivacion del antibidtico mediante la produccién de enzimas.
e Mediante cambios en el sitio blanco del antibi6tico.

e Realizando modificaciones en la permeabilidad celular de las bacterias.

3.6.1 Resistencia a los betalactamicos

El principal mecanismo de resistencia a los betalactamicos es la produccion de enzimas
qgue hidrolizan dichos farmacos, estas enzimas se denominan betalactamasas, a su vez
se encuentran las modificaciones del sitio blanco del antibidtico, los cambios en la
permeabilidad de la membrana debidos a la menor expresion o a la pérdida de las porinas
(proteinas encargadas de regular la entrada de moléculas a la células bacterianas), o la
sobreexpresion de genes que codifican para las bombas de eflujo encargadas de sacar

del interior de la célula ciertas moléculas (Suarez & Guidol 2009).

3.6.2 Betalactamasas y su mecanismo de accion

Las betalactamasas son enzimas que rompen el enlace amida presente en el anillo
betalactamico inactivandolo (figura 12). Los genes que codifican para estas enzimas
pueden encontrarse tanto en los cromosomas bacterianos como en plasmidos, siendo
los ultimos de mayor importancia clinica dada la facil propagacion de este tipo de
elementos de resistencia. La afinidad que tienen hacia los betalactamicos es mayor que
las del antibidtico con las PBP, teniendo como consecuencia que el espectro de las
betalactamasas abarque desde las penicilinas, las cefalosporinas hasta los

carbapenémicos en algunos casos (Solérzano, 2004).




Figura 12. Mecanismo de accion de las betalactamasas (e.g. en las cefalosporinas).

3.6.2.1 Clasificacion de las betalactamasas

Estan clasificadas de dos maneras, la primera, la clasificacion molecular de Ambler que
depende del porcentaje de identidad de las proteinas que las constituyen, y la segunda

conforme a su funcionalidad de Bush-Jacoby y Medeiros (Shaikh et al., 2014).

La clasificacion de Ambler se compone de cuatro clases (A,B,C,D) como lo muestra la
(figura 13), las pertenecientes a los grupos A,C,D se nombran serin-betalactamasas
debido a que utilizan a este aminoacido para llevar a cabo la hidrdlisis del antibidtico, y
las pertenecientes al grupo B se conocen como metalo-betalactamasas ya que su funcién
depende de la presencia de un cation divalente metalico usualmente Zinc?* (Bush y
Jacoby 2010).

Clasificacion de Ambler de las betalactamasas

Clase A Clase B Clase C Clase D
Tipo serina Metalo-betalactamasas Tipo serina Tipo serina

Figura 13. Clasificacion de Ambler para las betalactamasas
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Por otra parte, la clasificacion funcional de Bush-Jacoby y Medeiros considera que las
betalactamasas estan dividas en tres grupos (1,2,3) con base en los sustratos y los
perfiles inhibitorios de estas, actualmente con la aplicacion de métodos moleculares se
ha ampliado esta clasificacién con nuevos subgrupos que hacen mas especifica esta

clasificacion los cuales van de la letra “a” hasta la “f” (Bush & Jacoby, 2010) ver tabla 8.

Tabla 8. Ejemplos de la clasificacion de Bush-Jacoby para las betalactamasas.

Grupo | Subgrupo Observaciones

1 A Espectro que abarca las cefalosporinas, benzilpenicilinas, y la cefamicina.

E Espectro que abarca las cefalosporinas, mejor hidrélisis de ceftazidima
5 B Penicilinas, cefalosporinas de primeras generaciones

Be Cefalosporinas de amplio espectro, monobactames

A Hidrolisis de amplio espectro en los betalactamicos exceptuando a los
3 monobactams

Hidrolisis de amplio espectro preferentemente a los carbapenémicos

3.7 Resistencia a los carbapenémicos

Cuando se emplean los carbapenémicos, las enterobacterias en su mayoria suelen
expresar 3 mecanismos de resistencia ya mencionados anteriormente y que se explican

a continuacion (Meletis, 2016). Figura 14.

Figura 14. Mecanismos generales de resistencia a carbapenémicos en enterobacterias.
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3.7.1 Disminucién o pérdida de la expresion de porinas

Las porinas proveen una via de entrada para los antibiéticos de tamafo pequefio a través
de la membrana externa de las bacterias, dado esto, cualquier cambio en el tamainio,
forma o rango de entrada de estas proteinas puede conllevar a la resistencia a
antibidticos. Se han descrito mecanismos de alteracién de las proteinas de membrana
externa en diversas especies de bacterias como: E. coli, P. aeruginosa, N. gonorrhoeae,

E. aerogenes y K. pneumoniae.

Existen dos mecanismos principales de resistencia a antibiéticos asociados con las

porinas (Delcour, 2009). Figura 14.

1) Alteraciones de las proteinas de membrana, incluyendo la pérdida o la disminucion de

la cantidad de porinas.

2) Alteracion de la funcion debida a mutaciones especificas que reducen la

permeabilidad.

Ambos mecanismos son dependientes de la expresidon de diversos genes.

3.7.2 Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son transportadores situados en la membrana externa que ayudan
a eliminar sustancias toxicas que han ingresado a la célula bacteriana, estan
conformadas por proteinas que pueden estar presentes tanto en Gram positivos y
negativos. Estas bombas pueden ser selectivas o funcionar para diversos sustratos
especificos incluyendo los antibiéticos, por lo cual la presencia de algunas de ellas se
asocia a la multirresistencia (bombas tipo MDR). Este tipo de resistencia es propia de
algunas especies de bacterias como (S. aureus, H. influenzae y P. aeruginosa),
(Marchetti, et al., 2011).
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3.7.3 Produccion de carbapenemasas

Las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar a los carbapenémicos,
pertenecen a la familia de las betalactamasas, sin embargo dentro de las betalactamasas
de clase C no existe ninguna enzima con actividad de carbapenemasa (Diene & Rolain
2014).

La aparicion de cepas productoras de carbapenemasas se ha incrementado a nivel
global, y dado que algunos paises no cuentan con un buen sistema de vigilancia
epidemioldgica, no se logra visualizar en tiempo y forma la aparicién de estas cepas.

Figura 15.
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Figura 15. Distribucion de carbapenemasas a nivel global, fuente: The Lancet France, 2013.
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3.7.3.1 Carbapenemasas de clase A

Las carbapenemasas de clase A son denominadas carbapenemasas de tipo serina, ya
que poseen un residuo de serina en la posicion 70 de su sitio activo, el cual esta
altamente conservado en diversas especies de micoorganismos (Walther-Rasmussen &
Hgiby, 2007). La actividad de estas enzimas en su mayoria se ve inhibida por el acido
clavulanico y el acido boronico (ver tabla 8). Por otra parte, la ubicacion de los genes
que codifican para estas enzimas puede ser tanto cromosoémica como plasmidica siendo
las de mayor importancia clinicas las ultimas dada la facilidad de transmisién de
elementos genéticos, las carbapenemasas mas importantes de esta clase son SME, IMI,
GES y KPC (Dahiya et al. 2015).

Tabla 8. Resumen de las principales carbapenemasas y su espectro hidrolitico en las

enterobacterias.

Fuente: Aguirre-Quifionero & Martinez-Martinez, 2017 (modificado).

31

o
—



3.7.3.1.1 Enzima de Serratia marcescens (SME)

Fue la primera enzima con actividad de carbapenemasa descubierta, detectada en dos
aislamientos de Serratia marcescens de pacientes en Inglaterra en 1982 (Queenan et al.
2006).

El gen (blasme) que codifica para esta enzima se encuentra exclusivamente en el
cromosoma bacteriano de Serratia marcescens, por lo cual su potencial para causar
brotes o aparecer frecuentemente como agente causal de una infeccidén se ve limitado,
actualmente se han descrito tres variantes del gen: blaswve-1, blasve-2, blasve-3. (Walther-
Rasmussen & Hgiby, 2007).

3.7.3.1.2 Imipenemasa (IMI)

En 1984 en un hospital de California se aislé una cepa de Enterobacter cloacae capaz
de resistir el efecto de los carbapenémicos, particularmente el imipenem. Tras realizar
un analisis se detecto la presencia de una enzima que seria denominada imipenemasa,
de la cual los genes que codificaban para su produccién (blami) se encontraban en el
cromosoma bacteriano, razén por la cual su diseminacion a nivel mundial es reducida.
Cabe destacar que existen reportes de especies de Enterobacter que poseen los genes
IMI en plasmidos y de las cuales solo se ha reportado un caso clinico en China (Naas et
al., 2016).

3.7.3.1.3 Espectro Extendido de Guyana (GES)

Como su nombre lo indica este tipo de enzimas pertenecen a la clasificacion de las
betalactamasas de espectro extendido (BLEE's), fueron descubiertas en el afio 2000
provenientes de un aislamiento de Klebsiella pneumoniae realizado en Guyana
Francesa, sin embargo existen variantes de GES que presentan actividad contra el

imipenem, los genes que codifican para estas enzimas (blaces) se encuentran en
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plasmidos aunque la aparicion de casos relacionados con la presencia de

microorganismos productores de GES son poco frecuentes (Queenan & Bush, 2007).

3.7.3.1.4 Carbapenemasa de Klebsiella pneumoniae (KPC)

Actualmente la carbapenemasa de clase A que causa una mayor preocupacion a nivel
hospitalario ya que se encuentra principalmente en un microorganismo causante de IAAS
(Klebsiella pneumoniae). Asi mismo, la localizacion plasmidica de los genes que
codifican para esta enzima (blakec) le brinda una capacidad de diseminacién de
resistencia muy alta entre esta especie. La primer variante de esta familia de enzimas
fue descubierta en 1996 en Carolina del Norte, y en los anos subsecuentes ha sido

detectada en cepas de Ps. aeruginosa y S. marcescens (Queenan y Bush 2007).

3.7.3.2 Carbapenemasas de clase B (metalobetalactamasas)

Son enzimas capaces de hidrolizar la mayoria de los betalactamicos, exceptuando a los
monobactamicos (aztreonam), para esto utilizan cationes de Zinc razén por la cual su
actividad se ve inhibida por un agente como el Acido Etilen Diamino Tetraacético (EDTA)
(ver tabla 9). En contraste con las carbapenemasas de clase A, las de clase B no se ven
afectadas por el efecto inhibidor del acido clavulanico y otros inhibidores de
betalactamasas, las familias mas representativas de estas enzimas son IMP, VIM y NDM
(Martinez- Martinez & Gonzalez-Lopez 2014).

3.7.3.2.1 Imipenemasa (IMP)

El primer caso reportado de una enzima capaz de hidrolizar el imipenem, las penicilinas
y las cefalosporinas de amplio espectro, pero sin actividad sobre el aztreonam, fue
registrado en Japon en 1990 proveniente de un aislamiento de Ps. aeruginosa, del cual
su actividad hidrolitica se veia inhibida en presencia de EDTA, pero aumentaba con la
adicion de Zinc en el medio por lo que se concluy6 posteriormente que se trataba de una

metalo-betalactamasa, siendo caracterizada en los afos siguientes como imipenemasa,




la misma es transferible entre bacterias via plasmidica, razén por la cual su relevancia

en la clinica es elevada (Queenan & Bush, 2007).

3.7.3.2.2 Metalobetalactamasa codificada en Integréon, de Verona (VIM)

Una enzima detectada por primera vez en un aislamiento de Ps. aeruginosa en Verona,
Italia, en 1997, comparte el 60% de similitud secuencial con las IMP, haciendo que su
espectro de hidrdlisis sea muy similar. La facil diseminacién de los genes que codifican
para esta enzima se debe a que se encuentran en plasmidos. En su mayoria es
expresada por Ps. aeruginosa, pero existen reportes que demuestran su presencia en
otras especies de microorganismos no fermentadores y enterobacterias (Hong et al.,
2015).

3.7.3.2.3 Betalactamasa de Nueva Delhi (NDM)

Es la carbapenemasa de clase B de mayor importancia, fue descrita por primera vez en
el 2008, presentandose en un paciente de Suecia que habia viajado recientemente a la
India, la cepa que producia esta enzima era K. pneumoniae, posteriormente seria
caracterizada y se sabria que estaba codificada en el gen blanom que se encuentran
dentro de plasmidos. En los afios recientes se han reportado casos de NDM en todo el
mundo, en Ameérica latina el primer caso fue reportado en el 2011, y pese a que
originalmente se presentaron en K. pneumoniae se han encontrado en otras especies de

enterobacterias (Resurreccion-Delgado et al., 2017).

3.7.3.3 Carbapenemasas de clase D

Estan dentro de la clasificacién D de las betalactamasas siendo solo pocas variantes de
esta familia las que tienen actividad de carbapenemasa, también son denominadas
oxacilinasas debido a su capacidad hidrolitica sobre la oxacilina y la penicilina, este tipo
de enzimas no hidrolizan las cefalosporinas de amplio espectro, su actividad sobre los

carbapenémicos es particularmente débil. La mayoria de las carbapenemasas tipo OXA
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han sido descritas en cepas de Acinetobacter baumannii exceptuando las
carbapenemasas “tipo OXA-48" las cuales se ha descrito en su mayoria en especies de
la familia Enterobacteriaceae como K. pneumoniae. Las enzimas mas representativas de
esta clase son OXA-48 y las “tipo OXA-48" (Carrascoso, 2016).

3.7.3.3.1 Carbapenemasas OXA-48y tipo OXA-48

La enzima OXA-48 fue la primer betalactamasa de clase D con actividad de
carbapenemasa, detectada en un aislamiento de K. pneumoniae en Turquia en 2004,
posteriormente se reportd que los genes que codifican para la produccion de OXA-48
(blaoxa) se encontraban en plasmidos. Actualmente se han identificado diversas
variantes de esta clase de enzimas, como OXA-181, OXA-232 y la variante tipo OXA-48,

las cuales comparten una estrecha similitud secuencial con OXA-48 (Poirel et al., 2012).

3.8 Métodos de deteccidn de bacterias resistentes a los carbapenémicos

En el laboratorio existen diversos meétodos para la deteccion de microorganismos
resistentes a los carbapenémicos, encontrandose dentro de los mas comunes las
pruebas de difusidén en agar, las reacciones colorimétricas, y las pruebas moleculares,
cada una presenta tanto ventajas como desventajas, pero resulta indispensable la
realizacion de una prueba molecular en conjunto con alguna prueba fenotipica para llevar

a cabo una deteccién completa de la resistencia a los carbapenémicos.

3.8.1 Pruebas de difusion en agar

Estas pruebas son empleadas cotidianamente dentro de los laboratorios dado que no
son costosas y son faciles de realizar. Para llevar a cabo estas metodologias es
necesario aislar las colonias del microorganismo de interés partiendo de un cultivo
primario. La susceptibilidad del aislamiento se evalua exponiéndola a un antibiético el
cual difundira en el medio dando como resultado la presencia o ausencia de un halo de

inhibicion en la placa de agar. Dentro de estas pruebas se encuentran la prueba de los




12 discos, el Test de Hodge Modificado (THM), el Método de Inactivacién del
Carbapenémico (MIC) y el E-Test (CLSI, 2017).

3.8.2 Pruebas colorimétricas

Los ensayos de este tipo que son utilizados para la deteccion de microorganismos
productores de carbapenemasas y se basan en los cambios de pH que ocurren por la
accion de la enzima sobre el antibidtico, o que genera un viraje en los indicadores
utilizados. En el CLSI de 2017 solo se recomienda el uso de la técnica Carba NP sin
embargo también hay otras metodologias con fundamento similar como los Chrom-agar

y la prueba de Blue Carba Test (Aguirre-Quifionero & Martinez-Martinez, 2017).

3.8.3 Pruebas moleculares

Las técnicas moleculares como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) son
consideradas como las mas sensibles para la deteccion de microorganismos productores
de carbapenemasas. Estas basan en detectar algunas de las secuencias de los genes
qgue codifican para dichas enzimas, sin embargo no pueden ser realizadas por cualquier
laboratorio debido a su elevado costo, ademas de que la gama de genes que se pueden

detectar se ve limitada por la plataforma utilizada.




4.0 OBJETIVO

Caracterizar Klebsiella spp. resistentes a carbapenémicos aisladas de pacientes que
presentaron IAAS en el periodo comprendido entre los afios 2012 y 2015 en tres

hospitales de la ciudad de México.

4.1 Objetivos especificos

= Analizar el mecanismo por el cual las cepas de Klebsiella estudiadas presentan
resistencia a los carbapenémicos.

= |dentificar el mecanismo de resistencia a los carbapenémicos que se exprese con
mayor frecuencia en los aislamientos de Klebsiella.

= Generar datos con impacto epidemioldgico institucional.

= Evaluar discrepancias entre los resultados obtenidos en las metodologias
utilizadas.

= Encontrar ventajas y desventajas de las metodologias para su uso posterior dentro
de los laboratorios del ISSSTE.

= Disefar un algoritmo que optimice la deteccion de cepas resistentes a los

carbapenémicos.

5.0 HIPOTESIS

Ho= Todas las cepas estudiadas presentaran resistencia a los carbapenémicos por

mecanismos enzimaticos.

H1= No todas las cepas estudiadas presentaran resistencia a los carbapenémicos por

mecanismos enzimaticos.
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6.0 METODOLOGIA

Se analizaron un total de 53 cepas del género Klebsiella, aisladas en el periodo de 2012
a 2015, recuperadas del banco de cepas del Laboratorio de Vigilancia Epidemiolégica
del ISSSTE (Anexo C). Para ser incluidos en el estudio los aislamientos presentaban el
fenotipo Productor Potencial de Carbapenemasas (PPC) de acuerdo con la identificacion
realizada en el equipo BD Phoenix100™ ®. Las cepas fueron reactivadas tanto de un
estado de ultracongelacion a -70 °C en una mezcla de caldo soya tripticaseina con
glicerol al 20% asi como de tubos con agar soya tripticaseina que se encontraban a
temperatura ambiente. Tras la reactivacién en agar sangre y agar MacConkey se
procedid a evaluar la morfologia colonial y posteriormente a realizar las pruebas
correspondientes para identificar el mecanismo de resistencia a los carbapenémicos que
presentaban. Para ello se realizaron 4 pruebas, la Prueba de los 12 Discos (P12D), el
Test de Hodge Modificado (THM), el Método de Inactivacion del Carbapenémico (MIC) y
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR) para la deteccién de
enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC). Este estudio se llevé a cabo

con base en el siguiente algoritmo (ver figura 16).

*En caso de que las cepas recuperadas presentaran contaminacion, se seleccionaba morfolégicamente la
colonia resembrandola en agar MacConkey, y posteriormente siendo identificada nuevamente por medio
del equipo BD Phoenix 100®.

Figura 16. Algoritmo general para la caracterizacion fenotipica y genotipica de Klebsiella
resistentes a carbapenémicos.
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6.2 Prueba de los 12 discos

Tras la reactivacion de las cepas se preparo una suspension al 0.5 de McFarland, la cual
se sembro por estria masiva en una placa de agar Mueller-Hinton de 150 mm para
posteriormente colocar sobre la misma los discos con los antibiéticos mediante el uso
del dispensador*, dispensados los discos, se incubaron las placas a 35+2°C por 24
horas, luego de la incubacion se midieron los halos de inhibicion utilizando un vernier
digital. Todo el procedimiento descrito anteriormente queda representado en las figuras
17 y 18.

*El dispensador utilizado para esta prueba fue: BD BBL™ Sensi-Disc™ Designer Dispenser.

Figura 17. Algoritmo para la prueba de los 12 discos

6.2.1 Controles de calidad para la prueba de 12 discos

Para llevar a cabo el control de calidad de la prueba se evaluaron las siguientes cepas:

1) E. coli ATCC 25922, la cual presenta sensibilidad a todos los antibidticos probados

ver figura 30.

2) Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705, genotipificada como un microorganismo

productor de carbapenemasas de tipo KPC (Ver anexo B).




3) K. pneumoniae ATCC BAA 1706, identificada como un microorganismo que presenta

cierre de porinas como mecanismo de resistencia a los carbapenémicos (Ver anexo B).

6.2.2 Esquema para el montaje de la prueba de los 12 discos

Figura 18. Orden de los antibiéticos para la prueba de los 12 discos. Fuente: Schreckenberger
& Rekasius, 2012.

Tabla 9. Antibidticos utilizados para la prueba de los 12 discos. Fuente: Schreckenberger
& Rekasius, 2012.

Antibiéticos para la prueba de los 12 discos
Cefotaxima/Acido clavulanico

1 (CTX-CLA) 7 Meropenem (MEM)

2 Aztreonam (ATM) 8 Ertapenem (ETP)

3 Cefepime (FEP) 9 Imipenem (IMP)

4 Ceftriaxona (CRO) 10 Cefotaxima (CTX)

. Ceftazidima/Acido clavulanico

5 Cefoxitina (FOX) 11 (CAZ-CLA)

6 Cefotetan (CTT) 12 Ceftazidima (CAZ)
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6.3 Test de Hodge Modificado (THM)

Para la prueba del THM se realizé una suspension al 0.5 de McFarland de la cepa E. coli
ATCC 25922 en un tubo de 4.5mL de solucion ID Broth, posteriormente se diluyo 1:10,
para sembrarse por estria masiva en una placa de agar Mueller-Hinton a la que se le
colocéd un disco de meropenem (10 ug) en el centro. Sobre la placa inoculada se
colocaron mediante estria recta el control positivo K. pneumoniae ATCC BAA 1705, el
control negativo K. pneumoniae ATCC BAA 1706 y la muestra problema (cepa
reactivada) partiendo del borde del disco hacia la orilla de la placa para finalmente
incubar a 35+2°C de 16 a 24 horas para su posterior interpretacién. El proceso anterior

queda descrito en las figuras 19y 20.

Figura 19. Algoritmo de la prueba del Test de Hodge Modificado.
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6.3.1 Esquema del montaje del Test de Hodge Modificado

Figura 20. Esquema de montaje del Test de Hodge Modificado

6.4 Método de Inactivacion del Carbapenémico (MIC)

Para el MIC se sigui6 lo descrito por Van der Zwaluw et al. (2015). Una asada de la cepa
problema se suspendié en 400 yL de agua desionizada, posteriormente se agregé un
disco de meropenem (10 pg) a dicha preparacion, luego se incub6 a 35+2 °C por dos
horas. Transcurrido ese tiempo se retird el disco de meropenem de la suspensiéon y se
coloco en el centro de una placa de agar Mueller-Hinton donde previamente se habia
inoculado por estria masiva la cepa de E. coli ATCC 25922 para finalmente incubar la
placa 352 °C por aproximadamente de 16 a 18 horas. El proceso anterior queda descrito

en las figuras 21 y 22. Se usaron como controles:

Control positivo: K. pneumoniae ATCC BAA 1705 y K. pneumoniae ATCC BAA 1706.
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Figura 21. Algoritmo para el Método de Inactivacion del Carbapenémico.

6.4.1 Esquema del montaje del MIC

Figura 22. Esquema del montaje del Método de Inactivacion del Carbapenémico.
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6.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR)

La PCR se realiz6 siguiendo el protocolo establecido para BD MAX CRE assay, para lo
cual se prepard una solucion al 0.45 de McFarland de la muestra problema, luego se
tomaron 10 pL de la misma para depositarse en el tubo con buffer de lisis propio del kit,
posteriormente se agitd el tubo 60 segundos por en un vértex y se coloco en la gradilla
donde también se encontraba colocada la tira reactiva con los elementos necesarios para
llevar a cabo la reaccion, finalmente se introdujo la gradilla dentro del equipo cargado

con el cartucho de PCR vy se inicio la prueba.

Figura 23. Algoritmo de la prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccién
de enterobacterias productoras de carbapenemasas.

Figura 24. Montaje de la gradilla para llevar a cabo la RT-PCR.
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7.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
7.1 Resultados generales

Se analizaron un total de 53 cepas con el fenotipo Productor Potencial de
Carbapenemasas (PPC) de acuerdo con la identificacion automatizada del equipo BD
Phoenix 100™ encontrandose tres especies diferentes del género Klebsiella, 49 de los
aislamientos (92%) fueron K. pneumoniae, tres (6%) K. oxytoca y uno (2%) fue K.

pneumoniae subsp. ozaenae. Figura 25.

Figura 25. Especies del género Klebsiella utilizadas en el estudio.

La proporcién de las diferentes especies analizadas concuerdan con lo reportado por la
OMS y con el reporte anual de la RHOVE 2015, donde se dice que los principales
agentes causantes de infecciones en humanos del género Klebsiella, son K.
pneumoniae, seguido por K. oxytoca, de la misma manera se puede constatar que K.

pneumoniae subsp. ozaenae genera infecciones muy rara vez en humanos.

Estos aislamientos fueron obtenidos de tres hospitales del ISSSTE en la Ciudad de
México de acuerdo con la siguiente distribucion (Figura 26). EI Centro Médico Nacional
“20 de noviembre” fue el que aporté mas cepas resistentes a los carbapenémicos, lo cual
puede deberse al nivel de atencion y al tipo de servicios que presta este hospital, ya que
en él se atienden pacientes con un mayor compromiso inmunitario que en los otros dos

NOSOCOMIOS.




Figura 26. Distribucion de los aislamientos por hospital de origen. (*) En el caso de estos
aislados, el sistema de gestion de datos no permitié la recuperacién de la informacion de

procedencia de los mismos.

De acuerdo con la base de datos de la que se seleccionaron las cepas, estas fueron
aisladas de diversos tipos de muestras (ver anexo A tabla 1), como puede observarse

en la figura 27.

Figura 27. Distribucion de los aislamientos por tipo de muestra. (*)En el caso de estos aislados,
el sistema de gestidén de datos no permitié la recuperacion de la informacion referente al tipo de

muestra de dénde provino el microorganismo.
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Se puede ver que no hay un tipo de muestra predominante, pero de acuerdo al
diagndstico presuntivo con el que se registraron las muestras originalmente se infiere
que las barras rojas (hemocultivo, punta de catéter) se asocian a Infecciones del Torrente
Sanguineo (ITS), las barras azules (lavado bronquial, liquido pleural) se relacionan con
infecciones de las vias respiratorias bajas como las neumonias asociadas a ventilador,
las verdes (orina, sonda) a Infecciones de Vias Urinarias (IVU), mientras que la barra
morada estaria relacionadas con Infecciones del Sitio Quirurgico (ISQ). Basandonos en
la clasificacion de las IAAS de la RHOVE, en la cual las mismas aparecen como las
principales IAAS en las instituciones hospitalarias del pais. Por otra parte, las barras
amarillas se considerarian dentro del grupo “otras” de la RHOVE que toma en cuenta

tipos de infecciones que no ocurren con mucha frecuencia en los servicios hospitalarios.

7.2 Resultados del equipo automatizado

Los 53 aislamientos estudiados presentaron el fenotipo PPC con base en el resultado
del antibiograma emitido por el equipo BD Phoenix 100®, para presentar este fenotipo
los microorganismos fueron resistentes a por lo menos uno de los tres carbapenémicos
probados (ertapenem, imipenem, meropenem). Obteniéndose que 46 (86.8%) de los 53
aislamientos fueron resistentes a los tres carbapenémicos, cuatro (7.5%) solamente a

dos, y tres (5.7%) solo a uno (figura 28).

Figura 28. Perfil de susceptibilidad a los diferentes carbapenémicos evaluados.
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7.3 Prueba de los 12 Discos (P12D)

La interpretacion de la P12D se realiz6 tomando en cuenta lo descrito por
Schreckenberger & Rekasius (2012), donde si un organismo es productor de
carbapenemasas se deben medir los halos de inhibicion generados por el antibidtico en
la zona correspondiente a los carbapenémicos (ertapenem, imipenem, meropenem) de
acuerdo con lo esquematizado en la figura 29, y siguiendo los criterios establecidos por
el CLSI para la susceptibilidad, el organismo se clasificara en tres categorias:

Sucsceptible (S), Intermedio (1) y Resistente (R) a los carbapenémicos.

Figura 29. Zona de los carbapenémicos de acuerdo con plantilla de la prueba de los 12 discos.

Los valores de corte epidemiolégicos establecidos por el CLSI (2017) para determinar la
sensibilidad de enterobacterias a los carbapenémicos se muestra en la tabla 10. Cabe
resaltar que los microorganismos que entran en la categoria de susceptibilidad
intermedia, clinicamente se pueden considerar como resistentes ya que la eficacia
terapéutica del farmaco se ve comprometida, sin embargo, epidemioldgicamente se
tendria que corroborar mediante técnicas mas especificas de determinacién de la

concentracion minima inhibitoria.

48

o
—



Tabla 10. Puntos de corte y categorias para interpretar pruebas de difusién en disco para

enterobacterias, CLSI (2017).

Categorias de interpretaciéon y diametros en mm
Antibiético | Concentracion para los valores de corte epidemiologicos
Susceptible (S) | Intermedio (I) | Resistente (R)
Ertapenem 10 ug =22 19-21 <18
Imipenem 10 ug =23 20-22 <19
Meropenem 10 ug =22 20-22 <19

Fuente: Modificada CLSI (2017)

7.3.1 Control de calidad de la Prueba de los 12 Discos

Asi mismo se utilizd una cepa control (E. coli ATCC 25922) la cual es susceptible a todos
los antibioticos de la prueba de acuerdo con los criterios establecidos por el CLSI (2017).

Ver figura 30.

Figura 30. Resultado de la prueba de los 12 discos parala cepa E. coli ATCC 25922.
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Luego de la realizacion de la prueba de los 12 discos se obtuvieron los siguientes

resultados:

Figura 31. Perfil de susceptibilidad a los diferentes carbapenémicos evaluados en la prueba de

los doce discos.

La P12D permitié confirmar que 47 (88.7%) de los microorganismos presentaron
resistencia a los tres carbapenémicos, de manera similar a lo mostrado en la figura 32,
dos cepas (3.8%) fueron resistentes a dos de los tres carbapenémicos en similitud a lo
mostrado en la figura 33. Solo tres microorganismos (5.7%) tuvieron resistencia a uno
de los tres carbapenémicos probados figura 34. Finalmente, esta prueba determiné que
uno de los aislamientos (1.9%) no era resistente a los carbapenémicos (ver figura 35)
pese que habia resultado con el fenotipo PPC en el equipo automatizado donde presentd
resistencia a ertapenem, por lo cual fue excluido de las pruebas posteriores, como lo

muestra la tabla uno del anexo A tabla 1 (aislamiento 11).
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Figura 32. Resultado de la prueba de los 12 discos para una cepa resistente a los tres

carbapenémicos.

Figura 33. Resultado de la prueba de los 12 discos para una cepa con susceptibilidad a dos

carbapenémicos ertapenem y meropenem.




Figura 34. Resultado de la prueba de los 12 discos para una cepa con susceptibilidad

unicamente a ertapenem.

Figura 35. Resultado de la prueba de los 12 discos para una cepa susceptible a todos los

carbapenémicos.
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Se realizé el analisis de la resistencia a cada carbapenémico, obteniéndose los

siguientes resultados:

Tabla 11. Perfiles de susceptibilidad a los diferentes carbapenémicos.

Perfil de susceptibilidad en la prueba de P12D

Microorganismo Ertapenem Imipenem Meropenem
S R S R S R
K. pneumoniae 4 45 6 43 1 48
K. oxytoca 0 3 0 3 0 3

K. pneumoniae 0 1 0 1 0 1

subsp. ozaenae

Total 4 49 6 47 1 52

En la tabla anterior se observa que la mayoria de los aislamientos fueron resistentes a
meropenem (52, 98.11%), lo que puede atribuirse a que este farmaco esta siendo
utilizado con mayor frecuencia en la actualidad. La susceptibilidades a los tres
carbapenémicos fueron bastante bajas para todos los microorganismos sin embargo el
imipenem fue el que presenté un valor mas alto (6, 11.32%) atribuible a que este se
administra tomando en cuenta la funcidn renal del paciente por tanto no se usa con tanta

frecuencia como el meropenem.

7.4 Test de Hodge Modificado (THM)

El THM se interpreté con base en los criterios del CLSI version 2017, segun el cual un
aislamiento productor de carbapenemasas (principalmente de clase A) permite el
crecimiento de la cepa de E. coli ATCC 25922 a lo largo de la estria de la muestra
problema, generando un efecto visual denominado “hoja de trébol”, el cual se debe al
gradiente de concentracion que ocurre por la difusion del antibidtico en la placa de agar
y a la actividad enzimatica del microorganismo. Los aislamientos no productores de
carbapenemasas no generan dicho efecto, y el halo de inhibicién puede apreciarse sin
cambios (Figura 37).
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Figura 37. Imagenes del resultado obtenido para la prueba del THM. La imagen A muestra un
aislamiento positivo (productor de carbapenemasas) donde se observa el efecto de hoja de trébol
caracteristico formado entre la estria del control positivo (K. pneumoniae ATCC BAA 1705) y la
muestra problema. En la figura B se muestra un aislamiento negativo para el THM (no productor

de carbapenemasas) donde no se observa un cambio en la forma del halo de inhibicién.

Para esta prueba los resultados indicaron que 42 (79.2%) de los 53 aislamientos se
pueden considerar como productores de carbapenemasas mientras que los otros 11
(20.8%) no indicaron resultaron productores de carbapenemasas como lo muestra la

figura 38.

Figura 38. Resultados obtenidos en la prueba del Test de Hodge Modificado
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7.5 Método de Inactivacion del Carbapenémico (MIC)

El MIC fue interpretado siguiendo lo establecido por Van der Zwaluw 2015 donde se
menciona que un resultado positivo implica la presencia de cepas productoras de
carbapenemasas (principalmente de clase A). Lo anterior se debe a que durante la
incubacion de dos horas de la cepa con el antibidtico las enzimas lo hidrolizan,
permitiendo que la cepa de E. coli ATCC 25922, que es susceptible a meropenem, pueda
crecer sobre toda la superficie de la placa de agar Mueller-Hinton, opuesto a las cepas
que dan un resultado negativo en las cuales el meropenem ejerce su efecto generando

un halo de inhibicién en la placa. Ver figura 39.

Figura 39. Imagenes del resultado obtenido para la prueba del MIC, la imagen A muestra un
aislamiento positivo (productor de carbapenemasas). En la imagen B aparece un aislamiento

negativo (no productor de carbapenemasas).
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7.5.2 Resultados

En la prueba del MIC 41 (77.4%) de los aislamientos resultaron positivos mientras que

12 (22.6%) no presentaron actividad sobre el antibiotico (Figura 40).

Figura 40. Resultados obtenidos en la prueba del MIC

7.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR)

Los resultados de la reacciéon en cadena de la polimerasa fueron interpretados de
acuerdo con lo indicado en el inserto del kit para la deteccion de enterobacterias

resistentes a los carbapenémicos (BD Max CRE™ Assay) mostrado en la tabla 12.

Tabla 12. Interpretacion de los resultados de la RT-PCR.

Resultado en el equipo Interpretacion
KPC (+) Gen blakrc detectado
OXA 48 (+) Gen blaoxa detectado
NDM (+) Gen blanom detectado
Negativo (-) Gen blakpc, blaoxa o blanom No detectado
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Los resultados de la RT-PCR fueron los siguientes (Figura 42):

Figura 42. Resultados obtenidos para la prueba de RT-PCR.

En la figura anterior puede observarse que le genotipo predominante fue KPC con 44
aislamientos (83.0%), en ocho (15.1%) de los microorganismos ningun gen de resistencia

fue detectado por medio de la plataforma y uno (1.9%) presento el genotipo NDM.

7.7 Andlisis global

Tras la realizacion de la RT-PCR y las pruebas fenotipicas se pudo generar un grafico
que describe la especie del microorganismo asociada a su genotipo (ver figura 43) el
cual nos muestra que K. pneumoniae es el microorganismo que porta el gen blakec con
mayor frecuencia corroborando lo reportado por diversos articulos a nivel mundial (Van
Duin & Doi, 2017).




Figura 43. Distribucién de los microorganismos estudiados y su genotipo

encontrado.

La presencia de aislamientos de este tipo de microorganismos en el ISSSTE se remonta
a 2012, encontrandose similitud con el periodo en el que se reportoé por primera vez un
aislamiento semejante en el pais, en el afio 2010 (Rodriguez-Zulueta et al., 2013). De
igual manera se encontro la presencia del genotipo NDM en una cepa de K. oxytoca del
afno 2014, a pesar de que no se ha descrito a esta especie como un portador frecuente
del gen blanpwm, resulta congruente con el periodo de tiempo en el cual aparecié en el
pais, basandonos en los reportes que notifican cepas portadoras de este gen ocurridos
en 2013 y 2015 (Barrios et al. y Torres-Gonzalez et al. 2013), y a la baja frecuencia con

la que se presento (1.9%) en el estudio.

La mayoria de las cepas que se caracterizaron presentaron mecanismos enzimaticos de
resistencia a los carbapenémicos, que involucran la presencia de los genes blakpc y
blanom, sin embargo, estos mecanismos no se presentaron en la totalidad de las cepas
lo que descarta la hipétesis nula, aceptandose la hipoétesis alterna debido a la presencia
de aislamientos de Klebsiella resistentes a los carbapenémicos. Estos microorganismos
podrian presentar mecanismos no enzimaticos como el cierre/pérdida de porinas o
bombas de eflujo, lo cual tendria que ser demostrado mediante metodologias diferentes

a las utilizadas en este ensayo tales como: la determinacién de la concentracién minima




inhibitoria por diluciones seriadas en caldo, pruebas colorimétricas que por su
fundamento del cambio de pH en el medio donde se realiza la prueba aportan informacién
de la hidrdlisis del antibidtico. Las pruebas mencionadas permitirian suponer la presencia
de mecanismos enzimaticos por encima de mecanismos de resistencia no enzimaticos.
Asi mismo también se podrian realizar otros estudios de biologia molecular como la PCR
convencional para la determinacion de genes involucrados con bombas de eflujo o la

conformacién de las porinas.

Algunos de estos casos son esquematizados por las figuras 44 y 45 donde se ejemplifica

el posible mecanismo de resistencia en la descripcion de la figura.

Figura 44. Resultados obtenidos para el aislamiento 7 el cual solo presentd resistencia a
meropenem en la P12D. A) THM negativo, B) MIC negativo y C) Resistencia solamente a
meropenem, esta cepa puede que posea un mecanismo particular como el cierre o pérdida de
porinas o las bombas de eflujo que son selectivos para determinados antibiéticos. Ver anexo A
tabla 2.
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Figura 45. Resultados obtenidos para el aislamiento 11 el cual solo presentd resistencia
Unicamente a ertapenem desde el resultado del equipo automatizado hasta las pruebas
fenotipicas. A) THM negativo, B) MIC negativo y C) Resistencia solamente a ertapenem e
intermedio para imipenem y meropenem, esta cepa puede que posea un mecanismo particular
como el cierre o pérdida de porinas o las bombas de eflujo que son selectivos para determinados

antibidticos. Ver anexo Al tabla 2.

El hallazgo de cepas con mecanismos de resistencia transferibles por medio de
plasmidos en los hospitales del ISSSTE en el periodo de tiempo estudiado nos permite
dimensionar la magnitud el problema de la resistencia a los antibidticos de ultima linea
de la familia de los betalactamicos. De igual manera nos ayuda a sentar las bases para
detectar la presencia de este tipo de microorganismos de manera rapida y confiable
permitiendo que se lleve a cabo la toma de decisiones oportuna y una mejora en la
eleccion del tratamiento para los pacientes que presenten IAAS causadas por

microorganismos multirresistentes.

Existieron ligeras diferencias entre los resultados obtenidos para todas las metodologias
realizadas (ver tabla 13), estas se remiten unicamente a casos muy particulares, lo que
nos lleva a decir que todas ellas resultan confiables para la deteccidon de cepas
resistentes a los carbapenémicos, pero para lograr una caracterizacion seria necesario
realizar todos los ensayos. A pesar de que las metodologias evaluan de manera diferente
la resistencia a los carbapenémicos, se puede decir que la P12D resulta la mas completa
ya que esta ofrece un panorama independientemente del mecanismo involucrado (ya

sea enzimatico o no enzimatico). Con la RT-PCR se caracterizaron 45 aislamientos
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productores de carbapenemasas, 44 del tipo KPC (carbapenemasas de clase A) y uno
NDM (carbapenemasa de clase B), en comparacion con el THM que solo pudo detectar
42 aislamientos positivos para carbapenemasas de clase A, y el MIC que detectd

unicamente 41 (ver tabla 13).

Tabla 13. Diferencias en los resultados de las pruebas utilizadas

DIFERENCIAS EN LA DETECCION DE RESISTENCIA A CARBAPENEMICOS
TECNICA CANTIDAD DE AISLAMIENTOS AISLAMIENTOS
CON RESISTENCIA SIN RESISTENCIA
PANEL DE IDENTIFICACION Y
SUSCEPTIBILIDAD 53 0
(BD Phoenix 100)
P12D 52 1
THM 42 11
MIC 41 12
PCR 45 8

7.7.1 Analisis de casos

Las cepas caracterizadas con el genotipo KPC presentaron en su mayoria resistencia a
los tres carbapenémicos en la P12D, y dieron resultados positivos tanto para el THM y el
MIC, (ver anexo A tablas 1 a 3), mostrando un comportamiento similar a la figura 46,
comprobando el alcance hidrolitico que poseen estas enzimas tomando como referencia

lo reportado en diversas fuentes.
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Figura 46. Caracterizacién de una cepa con genotipo KPC. A) Se observa una P12D sin halos
de inhibicién en la zona de los carbapenémicos, B) y C) Un THM y un MIC positivo, D) Curvas

de amplificacion de DNA en el canal para el gen blakpc.

En el caso de la cepa caracterizada con el genotipo NDM (ver anexo A tablas 2y 3
aislamiento 31) se pudo observar resistencia a todos los carbapenémicos tanto en el
resultado del equipo automatizado como el obtenido luego de la P12D, sin embargo la
literatura reporta que las cepas con estos genes pueden llegar a presentar inhibicion por
aztreonam (un monobactamico incluido en la prueba de los 12 discos) situacion que para
esta cepa no sucedio. Asi mismo el THM y el MIC resultaron negativos, lo cual puede ser
resultado de que NDM es una metalobetalactamasa, la cual requiere de Zinc?* para
realizar su funcién plenamente. Para el analisis de estas carbapenemasas se
recomienda el uso de medios enriquecidos con sulfato de Zinc que permiten la capacidad
hidrolitica de la enzima en las pruebas de difusidén en agar, los resultados de una cepa

NDM se pueden observar en la figura 47.




Figura 47. Caracterizacién de la cepa con genotipo NDM, A) Se puede observar una prueba de
los 12 discos con resistencia a todos los carbapenémicos, B) y C) Una prueba del THM y el

MIC negativos y D) Amplificacion de DNA en el canal para el gen blanpw.

Luego de considerar las capacidades de deteccion de cada prueba se evaluaron los
factores limitantes de cada técnica con la finalidad de establecer un algoritmo de
deteccidn de resistencia a los carbapenémicos para los laboratorios del ISSSTE (tabla
14). Ddentro de los factores limitantes a considerar se encuentran los costos, la
disponibilidad de los insumos para llevar a cabo las diversas metodologias y que tan

capacitado esté el personal para realizar dichas técnicas.

63

o
—



Tabla 14. Consideraciones en la seleccidn de las pruebas para la deteccion de

resistencia a carbapenémicos.

Aspectos por considerar para elegir una técnica de deteccién de resistencia a
carbapenémicos

Técnica para
; RT-PCR
dete_rmlnar_ la BD MAX® THM MIC P12D
resistencia
AunEL)J(geIilrenri]’:ae da a Buena Buena Excelente detectando
Capacidad de cart?a enemasas Detectando Detectando resistencia
detecciéon* P carbapenemasas | carbapenemasas | independientemente
KPC, NDM y .
de clase A de clase A del mecanismo
OXA
Costo Alto Bajo Bajo Bajo
Dlepaiolipiee Muy baja Elevada Elevada Elevada
de los insumos
Requiere
personal Si Si No No
capacitado

Evaluando los factores a considerar para realizar las pruebas, se disefid un posible
algoritmo (figura 48) para la deteccidbn de enterobacterias resistentes a los
carbapenémicos, el cual comienza con la identificacion y pruebas de susceptibilidad del
microorganismo aislado por medio del equipo automatizado presente en la unidad
meédica. Posteriormente si se trata de una especie de Klebsiella y presenta resistencia a
alguno de los carbapenémicos ésta tendria que ser confirmada mediante la prueba de
los 12 discos, si resulta resistente y no se dispone de equipos de biologia molecular en
el laboratorio, las muestras serian referidas al laboratorios de referencia donde se cuente
con las pruebas complementarias (THM y RT-PCR) para caracterizar el mecanismo de
resistencia del microorganismo y generar un informe final. Durante cada etapa se
deberan informar al médico los resultados del aislamiento, con la finalidad de que puedan
tomarse las medidas de prevencion y control de la diseminacion de resistencia y para
que se continue o modifique el tratamiento que esta recibiendo el paciente.
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Figura 48. Propuesta de algoritmo para la deteccion de cepas resistentes a los

carbapenémicos.




8.0 CONCLUSIONES

>

Se caracterizaron 45 de los aislamientos como productores de carbapenemasas
(44 KPC y uno NDM).

Cepas de Klebsiella portadoras del gen blaxkec circulan en la institucion desde el
afno 2012.

Se registro la presencia del gen blanom en el afio 2014.

Siete de los aislamientos fueron caracterizados como Klebsiella Resistente a
Carbapenémicos (KRC).

Un aislamiento resulté susceptible a los carbapenémicos.

Para determinar si una cepa es resistente a carbapenémicos es importante
realizar tanto pruebas fenotipicas como genotipicas, no solamente considerar el
resultado individual.

Se propuso un algoritmo de caracterizacion fenotipica y genotipica de

enterobacterias resistentes a carbapenémicos para los laboratorios
institucionales.
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9.0 PERSPECTIVAS

e Realizar la vigilancia activa (del afio en curso) de las cepas con resistencia a los
antibidticos en cuestion

e Evaluar otras metodologias para la deteccion de resistencia a los
carbapenémicos, que optimicen el diagndstico de cepas multirresistentes y
permitan realizar el estudio de bacilos Gram negativos no fermentadores y
fermentadores.

e Realizar capacitaciones para el personal de los laboratorios de microbiologia del
ISSSTE orientadas a la deteccién de cepas resistentes a los carbapenémicos.

e Realizar el andlisis de las cepas para los afos siguientes al estudio (2015, 2016,
2017).

e Evaluar la clonalidad de las cepas mediante estudios de electroforesis en gel por
campo pulsado para evaluar si siguen siendo circulando las mismas clonas dentro
de los hospitales.

e Estudiar el genoma de las cepas analizadas con mayor profundidad para

determinar las variantes de los genes que portan dichas bacterias.
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11.0 ANEXOS

Anexo A: Resultados

Tabla 1. Resumen general de resultados

Z
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10
11
12

13
14
15

16
17
18
19
20

21

22

23
24

INFORMACION GENERAL DE LOS AISLAMIENTOS

Microorganismo
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca
Klebsiella oxytoca

Tipo de muestra
Sin especificar*
Sin especificar*
Sangre
Herida
Orina obtenida por sonda

Expectoracion
Punta de catéter

Sangre

Ulcera

Orina
Orina
Lavado bronquial

Herida
Orina obtenida por sonda

Lavado bronquial

Punta de catéter
Liquido pleural
Sangre
Punta de catéter

Lavado bronquial
Lavado bronquial

Lavado bronquial

Ulcera
Sangre
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HOSPITAL
Sin especificar®
Sin especificar®
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital General

"Fernando Quiroz Gutierrez"

CMN "20 de Noviembre"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital General

"Fernando Quiroz Gutierrez"

CMN "20 de Noviembre"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"

ANO
2012
2012
2013
2013
2013

2013
2013
2013

2013

2013
2013
2013

2013
2013
2013

2013
2013
2013
2013
2013

2014

2014

2014
2014
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26
27

28

29

30

31

32
33
34

35

36

37

38
39
40

41

42
43

44

45

46
47

48

49

50
51
52
53

INFORMACION GENERAL DE LOS AISLAMIENTOS

Microorganismo
Klebsiella pneumoniae
subsp. ozaenae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Tipo de muestra
Lavado bronquial
Punta de catéter

Orina

Orina

Herida
Lavado bronquial

Sangre

Ulcera
Punta de catéter
Ulcera

Liquido pleural
Orina
Fistula

Herida
Herida

Secrecién

Herida

Sangre
Secrecién

Sangre

Sangre

Ulcera
Orina obtenida por sonda

Exudado faringeo
Orina

Exudado faringeo
Absceso
Expectoracion

Punta de catéter
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HOSPITAL
CMN "20 de Noviembre"

CMN "20 de Noviembre"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lépez Mateos"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
CMN "20 de Noviembre"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
CMN "20 de Noviembre"
Hospital General
"Fernando Quiroz Gutierrez"
CMN "20 de Noviembre"

ANO
2014
2014
2014

2014
2014
2014

2014

2014
2014
2014

2014
2014
2015

2015
2015
2015

2015

2015
2015

2015

2015

2015
2015

2015
2015

2015
2015
2015
2015



Tabla 2. Resultados pruebas fenotipicas de susceptibilidad

No. Microorganismo PhEoi-Ir-lix Phlg/leiix Prl:/IoEel\r/llix FlRZT _”XIZP MlEZM THM | MIC
discos | discos | discos
1 Klebsiella pneumoniae R S R S S R - -
2 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
3 Klebsiella pneumoniae R R I R R R + +
4 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
5 Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
6 Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
7 | Klebsiella pneumoniae R R R S S R - -
8 Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
9 Klebsiella pneumoniae R R R R R R - -
10 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + -
11 | Klebsiella pneumoniae R S S R R R - -
12 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
13 | Klebsiella pneumoniae R S S S S S - -
14 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
15 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
16 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
17 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
18 | Klebsiella pneumoniae R I R R R R + +
19 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
20 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
21 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
22 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
23 Klebsiella oxytoca R S S R R R - -
24 Klebsiella oxytoca R R R R R R + +
o5 Klebsiella pneumoniae R | | R R R + +

subsp. ozaenae

o

<
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ERT IMP MEM
No. Microorganismo PhEoF\(;Ilix Phlg/leiix Prl:/IoEel\r?ix _ 12 _ 12 _ 12 THM | MIC
discos | discos | discos

26 | Klebsiella pneumoniae R R I R R R + +
27 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
28 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
29 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
30 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
31 Klebsiella oxytoca R R R R R R - -
32 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
33 | Klebsiella pneumoniae R S S R S R - -
34 | Klebsiella pneumoniae R I I R R R + +
35 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
36 | Klebsiella pneumoniae R R R R S R - -
37 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
38 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
39 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
40 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
41 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
42 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
43 | Klebsiella pneumoniae S R R S S R - -
44 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
45 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R

46 | Klebsiella pneumoniae I I S R R R - -
47 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
48 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
49 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
50 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
51 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
52 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +
53 | Klebsiella pneumoniae R R R R R R + +

o
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Tabla 3. Resultados PCR

No. Microorganismo PCR

1 Klebsiella pneumoniae Negativo
2 Klebsiella pneumoniae KPC

3 Klebsiella pneumoniae KPC

4 Klebsiella pneumoniae KPC

5 Klebsiella pneumoniae KPC

6 Klebsiella pneumoniae KPC

7 Klebsiella pneumoniae Negativo

8 Klebsiella pneumoniae KPC

9 Klebsiella pneumoniae KPC
10 Klebsiella pneumoniae KPC
11 Klebsiella pneumoniae Negativo
12 Klebsiella pneumoniae KPC
13 Klebsiella pneumoniae Negativo
14 Klebsiella pneumoniae KPC
15 Klebsiella pneumoniae KPC
16 Klebsiella pneumoniae KPC
17 Klebsiella pneumoniae KPC
18 Klebsiella pneumoniae KPC
19 Klebsiella pneumoniae KPC
20 Klebsiella pneumoniae KPC
21 Klebsiella pneumoniae KPC
22 Klebsiella pneumoniae KPC
23 Klebsiella oxytoca Negativo
24 Klebsiella oxytoca KPC
25 | Mebselopmeumonie | o
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No. Microorganismo PCR
26 | Klebsiella pneumoniae KPC
27 | Klebsiella pneumoniae KPC
28 | Klebsiella pneumoniae KPC
29 Klebsiella pneumoniae KPC
30 Klebsiella pneumoniae KPC
31 Klebsiella oxytoca NDM
32 Klebsiella pneumoniae KPC
33 Klebsiella pneumoniae Negativo
34 | Klebsiella pneumoniae KPC
35 Klebsiella pneumoniae KPC
36 Klebsiella pneumoniae Negativo
37 Klebsiella pneumoniae KPC
38 | Klebsiella pneumoniae KPC
39 | Klebsiella pneumoniae KPC
40 | Klebsiella pneumoniae KPC
41 Klebsiella pneumoniae KPC
42 Klebsiella pneumoniae KPC
43 Klebsiella pneumoniae KPC
44 | Klebsiella pneumoniae KPC
45 Klebsiella pneumoniae KPC
46 | Klebsiella pneumoniae Negativo
47 Klebsiella pneumoniae KPC
48 Klebsiella pneumoniae KPC
49 Klebsiella pneumoniae KPC
50 | Klebsiella pneumoniae KPC
51 Klebsiella pneumoniae KPC
52 Klebsiella pneumoniae KPC
53 Klebsiella pneumoniae KPC
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Anexo B: Susceptibilidad de las cepas control de calidad.

A) Resultados para la prueba de los 12 discos de las cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705

KPC (+), control positivo para la resistencia a los carbapenémicos.

B) Resultados para la prueba de los 12 discos de las cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1706
cierre de porinas como mecanismo de resistencia, control negativo para la resistencia enzimatica a los

carbapenémicos.
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Anexo C: El banco de cepas del Laboratorio de Vigilancia Epidemiolégica del
ISSSTE.

Este banco de cepas cuenta con alrededor de 3000 aislamientos, obtenidos de casos
asociados a IAAS entre los afios 2012 y 2015, en el hay tanto microorganismos Gram
positivos como negativos, siendo los ultimos los de mayor cantidad. Los
microorganismos en su mayoria se encuentran preservados en ultra congelacion a -70
°C, pero también se pueden encontrar algunos en tubos de agar soya tripticaseina.
Existe una base de datos disefiada utilizando el programa Microsoft Excel 2010, en la
cual se almacenan los datos referentes al aislamiento, como hospital de origen, servicio
donde se realiz6 el aislamiento, tipo de muestra, especie del microorganismo, etc.

En el afio 2015 comenzé a realizarse un cambio en la forma de preservar los
microorganismos (de tubos con agar soya tripticaseina a ultra congelacion a -70°C) y de
administrar los datos los cuales se encontraban previamente en formato fisico (hojas con
la informacién del aislamiento), por lo cual se tuvieron que recuperar los documentos de
cada ano, encontrandose problemas para el afio 2012 en el cual no se recuperé al 100%
la informacién, para ello se tuvo que consultar el respaldo generado en la base de datos
del equipo automatizado sin embargo esta no tampoco contaba con algunos de los datos

referentes a los aislamientos.

80

o
—



	Portada 

	Índice
	1. Resumen 

	2. Introducción 

	3. Marco Teórico 

	4. Objetivo   5. Hipótesis 

	6. Metodología 

	7. Resultados y Discusión de Resultados 

	8. Conclusiones 

	9. Perspectivas 

	10. Bibliografía 

	11. Anexos 


