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1. INTRODUCCION

Las bacterias han evolucionado més rapido de lo que pensabamos y con ello las industrias
farmacéuticas han tenido grandes retos para el desarrollo de nuevos antibidticos contra
estas. Las infecciones ocasionadas por gramnegativos en el ambito hospitalario son las
mas alarmantes, debido que estos microorganismos pueden presentar resistencia a
multiples antibioticos, incluyendo a los carbapenémicos, por lo que el tratamiento para
tratar las infecciones de esta indole es muy limitado.

La familia Enterobacteriaceae es el grupo més grande de bacilos gramnegativos con
importancia clinica, y varios de los microorganismos que conforman esta familia son
patdgenos oportunistas (Pérez Guerrero et al, 2014). Estos microorganismos pueden
presentarse en el &mbito hospitalario, pero también en la comunidad, los factores de riesgo
que podemos observar para la propagacion de estas bacterias en ambos ambitos son
hacimientos, practica deficiente de control de infecciones y falta de higiene.

La resistencia a los antimicrobianos es una de las 10 principales amenazas de salud
publica, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en febrero del 2017 se
extendio una lista con tres categorias indicando la prioridad con el fin de ver la urgencia
de nuevos antibidticos. El grupo de prioridad critica se incluyen Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae primordialmente, ademds de Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia spp.y Proteus spp (Organizaciéon Mundial de la Salud,
2017).

Las bacterias son capaces de inactivar los antibidticos por medio de multiples mecanismos
de resistencia, y el mas importante que tienen los enterobacterales es la produccion de
carbapenemasas ( Suarez y Gudiol, 2009). Estas B-lactamasas son capaces de hidrolizar
el anillo B-lactdmico para inactivar el antibidtico. Esta resistencia puede ser de manera
natural como K. pneumoniae y Enterobacter spp. con las penicilinas o bien adquirirlas por
medio de regiones moviles a través de transposones, plasmidos o intrones (Sanchez et al.,
2012).

De acuerdo con la clasificacion de Ambler en base a la estructura molecular y secuencia

de aminoacidos de las B-lactamasas, las principales carbapenemasas de enterobacterales



en la actualidad son KPC (clase A), VIM, IMP, NDM (clase B o metalobatalactamasas) y
OXA-48 (clase D)( Pintos et al., 2020).

Las infecciones causadas por bacterias resistentes causan mayor morbilidad y mortalidad
en la sociedad, la monitorizacion de estas bacterias resistentes a carbapenémicos debe ser

globalizada, para evitar o limitar la propagacion a nivel mundial (Ignacio, 2015).



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de los Enterobacterales

El orden de Enterobacterales cuenta con siete familias: Enterobacteriaceae, Budviciaceae
Yersiniaceae, Pectobacteriaceae, Erwiniaceae, Morganellaceae y Hafniaceae.

La familia Enterobacteriaceae es parte del phylum Proteobacterias y clase:
Gammaproteobacteria; este nombre fue propuesto por Rahn en 1937 (Wiley, 2005). Esta
familia contiene un gran nimero de géneros y especies que estan relacionada bioquimica
y genéticamente, sin embargo, muestran una heterogeneidad sustancial en su ecologia,
potencial de patogenicidad y rango de huéspedes.

De la familia Enterobacteriaceae se tiene una reevaluacion constante respecto a la
clasificacion y nomenclatura de los géneros, especies y subespecies que la constituyen,
debido al incremento durante los ultimos 25 afios de los microorganismos que forman
parte de esta familia. En la primera edicioén de Bergey s Manual of systematic Bacteriology
se incluyeron 20 géneros y 76 especies, en 1994 en la novena edicion se describieron 30
géneros y 107 especies (Farmer III ef al., 2010). En la actualidad con las nuevas técnicas
que existen de hibridacion y secuenciacion de acidos nucleicos, asi como también la
comparacion de estructuras celulares y proteinas, se reevalud la clasificacion analizando
la secuenciacion del gen 16S de RNA ribosomal y en base a esto, aument6 el nimero de
géneros y especies de 30 a 53 y de 107 a 170, respectivamente (Mobolaji, 2016).

El 95% de las cepas clinicamente significativas se reduce a 10 géneros y 25 especies, su
localizacion principal es en el tracto gastrointestinal de humanos y animales, pero también
se pueden encontrar en agua y tierra. Estas bacterias estan clasificadas como saprofitas.
Klebsiella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp., Citrobacter spp. y Serratia spp., son
las principales especies que causan infecciones intrahospitalarias a nivel mundial (UK
Standards for Microbiology Investigations, 2013) y que tienen gran importancia clinica.
Las caracteristicas que describen a esta gran familia es que son gramnegativos, anaerobios
facultativos, con o sin movilidad, no forman esporas, no son acido alcohol resistente,
reducen los nitratos a nitritos, fermentan la glucosa con o sin presencia de gas, catalasa
positiva, oxidasa negativa y se observan al microscopio como bastones rectos de 0.3-1.0

x 1.0-6.0um (Rock y Donnenberg, 2014).



La familia Erwiniaceae describe principalmente el tipo Erwinia y los géneros Buchnera,
Pantoae, Tatunela, Paseolibacter y Wigglesworthia, estas bacterias son catalasa positiva,
oxidasa negativa y no producen hidrégeno de disulfuro ni indol, la mayoria de las bacterias
de esta familia son Voges Proskauer positivos a excepcion de algunas de ellas, por
ejemplo, Erwinia toletana y Erwinia oleae. Los géneros de Erwinia y Pantoae son las
principales especies de esta familia que causan patologias en humanos (Segarra, 2021).
La familia Yersiniaceae cuenta con seis géneros, de los cuales Yersinia y Serratia son los
géneros tipo. Estas bacterias son moviles y no producen disulfuro de hidrogeno. La
especie Yersinia es un agente zoondtico causante de tres grandes pandemias que
disminuyeron la poblacion mundial (Mobolaji, 2016).

Para la familia Budviciaceae encontramos bacterias con ornitina y lisina descarboxilasa
negativa, producen sulfuro de hidrégeno y son incapaces de formar colonias en medios de
cianuro de potasio. Los géneros que distinguen a la familia son Budvicia, Pragia y
Leminorella. El género Leminorella spp. cuenta con tres especies capaces de hibridar el
DNA causando bacteriemia e infecciones urinarias o en piel (Sharma et al., 2016).

La familia Hafniaceae se describid con tres especies en el 2021, todas gramnegativas,
capaces de reducir el nitrato, moéviles por flagelos peritricos, oxidasa y lisina
descarboxilasa negativas. El género tipo es Hafnia y los otros dos géneros incluidos en
esta familia son Edwardsiella y Obesumbacterium. Se logran encontrar en la microbiota
intestinal del humano y animales, pero también se han identificado en productos lacteos y
carnicos (Abbott y Janda 2007).

El género tipo de la familia Pectobacteriaceae es Pectobacterium patégeno de plantas,
causando la pudricién blanda en la papa. A partir del 2021, por medio de andlisis
gendmicos comparativos del gen ARNr 16S, se cuenta con ocho géneros capaces de
producir acido a partir de N-acetilglucosamina, sin produccion de disulfuro de hidréogeno
y no desdoblan la molécula de ornitina ni lisina. Estas bacterias son importantes por causar
grandes pérdidas econdmicas al causar dafio en los cultivos mas importantes como son el
arroz, maiz, papa y calla Lily (Guerrero ef al., 2021).

Abordando las bacterias de la familia Morganellaceae podemos encontrar a Morganella
como el género tipo y Arsenophunus, Cosenzaea, Moellerella, Photorhabdus, Proteus y

Xenorhabdus como los demas géneros involucrados. Estos géneros son oxidasa y arginina



descarboxilasa negativa. Esta familia es importante en infecciones nosocomiales y varias
veces se presenta como patdgeno oportunista en el tracto urinario (Forst ef al., 1997);
Photorhabdus y Xenorhabdus se asocian con nematodos entomopatdgenos que tienen la

capacidad sinérgica de reproducir y proliferar bacterias.

2.1.1. Género Klebsiella: generalidades y patologias

El termino Klebsiella fue nombrado por el bacteridlogo aleman Edwin Klebs. Este bacilo
gramnegativo, se encuentra formando parte de la microbiota intestinal, de la boca y
transitoriamente de la piel, puede producir enfermedades comunitarias y nosocomiales en
humanos. Existen cuatro diferentes clasificaciones del género, en la actualidad se utiliza
la de 1984 de Orskov (Cubero, 2015).

El género Klebsiella es capaz de fermentar la lactosa, tiene la enzima ureasa, es inmévil y
con la capacidad de formar una capsula de polisacaridos como método de defensa contra
los macréfagos, monocitos o neutréfilos (Vergara, 2015; Darby ef al., 2014). Esta bacteria
la podemos encontrar en dos hébitats, el primero son las mucosas del tracto intestinal,
nasofaringeas (de humanos, animales) y plantas. El segundo habitat es en ambientes
acuaticos (E;j. aguas residuales, fabricas de papel, acabado de textiles).

El patdgeno mas importante de este género es Klebsiella pneumoniae, y es considerado
una grave amenaza para la salud humana en todo el mundo al causar sepsis, neumonia,
infecciones en heridas y en el tracto urinario. La tasa de deteccion intrahospitalaria va del
1- 6%, mientras que en heces patoldgicas va del 5-38% y en la piel dificilmente la
encontramos dado que los gramnegativos no encuentran sus condiciones Optimas de
crecimiento, y si se logra localizar simplemente se clasifica como microbiota transitoria
(Echeverri y Catano, 2010).

Respecto a Klebsiella rhinoscleromatis es el agente causal del rinoescleroma que es un
proceso infeccioso cronico granulomatoso que afecta al tracto respiratorio superior
(nasofaringe). Esta bacteria es endémica de lugares como India, Indonesia, Africa central,
México y en el resto del mundo ha sido poco reportada (Umphress y Raparia, 2018
;Navazo y Garcia, 2008). Sin embargo, con el aumento de migracidon, viajes y
globalizacion se ha expandido a nuevos lugares. Esta bacteria se ha logrado distribuir por

los importantes factores de virulencia que posee, por ejemplo, los polisacaridos



capsulares, principalmente el serotipo K3, que protege a la bacteria de la fagocitosis
(Brandon y Raparia, 2018).

Klebsiella oxytoca es un patdégeno oportunista responsable de infecciones en el tracto
urinario, cuadro de gastroenteritis y bacteriemias nosocomiales. La frecuencia con la que

encontramos este patdogeno en los hospitales es menor que las otras especies.

2.1.2 Género Escherichia: generalidades y patologias

El género Escherichia comprende seis especies, suelen ser méviles (mediante flagelos
peritricos) o no moviles, la mayor parte de las especies producen gas a partir de
carbohidratos fermentables como la lactosa y pueden producir indol desdoblando la
molécula de triptéfano, ademas, bajo el microscopio se observa una forma de baston con
una pequefia cola.

La cepa tipo del género es Escherichia coli, que se localiza en el tracto intestinal de los
humanos y otros vertebrados, donde la mayoria no son comensales patogenas, sin
embargo, al ser saprofitos entéricos, si ese se encuentra fuera del tracto intestinal se
pueden transformar a patdogenos. Existen dos espectros de infeccion en este

microorganismo: las infecciones entéricas y extraintestinales.

E. coli
comensal ¢ E.colienterohemorragica (EHEC)
E coli ¢ E.colienterotoxigénica (ETEC)
pafégena * E.colienteropatégena (EPEC)
(" intestinal e E.colienteroinvasiva (EIEC)
Escherichia e E.colienteroagregativa (EAEC)
coli e E.coliadherente difusa (DAEC)
E. coli
patogénica
E. coli

extraintestinal ¢ E. coliasociada a meningitis (MNEC)

patégena ¢ E. coli uropatégena (UPEC)
e E. coliasociada a sepsis (SEPEC)

Figura 1. Clasificacion de E. coli en tres grupos: comensal, patdgeno intestinal y patdogeno extraintestinal
Las cepas patdgenas intestinales de este género son conocidas por causar diarrea, a
continuacion se describirdn cada una de ellas:
e FE. coli enterohemorragica: producen diversos tipos de citotoxinas, neurotoxinas y
enterotoxinas, incluyendo la toxina Shiga, causando diarrea sanguinolenta, que a

la larga causa el sindrome urémico hemolitico. Normalmente es adquirido por el



consumo de carne mal cocida, por falta de higiene o por via fecal-oral
(Zboromyrska y Vila, 2012).

e FE. coli enterotoxigénica: también conocida como la diarrea del viajero, produce
dos toxinas, una termoldbil y otra termoestable, capaces de producir diarreas
acuosas con ayuda de las fimbrias (CFA I y CFAII). Esta bacteria se encuentra en
infantes en paises en vias de desarrollo (Rodriguez, 2012).

e FE. coli enteropatogenica: se asocia a diarreas acuosas agudas y cronicas,
endémicas y epidémicas. La adherencia en las células del epitelio intestinal es dada
por coli-adherence-factor (EAF) su principal factor de patogenicidad, para que la
adhesion sea efectiva se necesita la sintesis intimina (proteina de membrana
externa), que sirve como sefal en la adherencia y esfacelamiento (Farfan et
al.,2016).

e FE. coli enteroinvasiva: se asocia a la invasion del epitelio del colon, requiriendo
de la mucinasa y adhesinas. Los genes que tiene esta bacteria para invadir son
brindados por un plasmido de 140 MDa llamado p/nv. Este tipo de diarrea se
presenta en nifios mayores de seis meses (Lopez, 2021).

e FE. coli enteroagregativa: las fimbrias que expresa esta bacteria sirven para poder
penetrar el epitelio intestinal, al igual que la enteroinvasiva, tiene un plasmido de
60 MDa que codifica para la toxina EASTi, para el incremento de mucosa y

secrecion para quedarse atrapada en el intestino y causar dano (Rodriguez, 2012).

2.1.3 Género Enterobacter: generalidades y patologias

El género Enterobacter se caracteriza por tener cepas no pigmentadas, no moviles, DNA-
asa negativa, realizar la descarboxilacion de la ornitina, es citrato y ureasa positiva; para
la identificacion a nivel de especie las pruebas como la hidrolisis de la esculina, dulcitol
son de utilidad (Silva y Martinez, 2018).

Enterobacter cloacae es un microorganismo de la microbiota intestinal en humanos, a lo
largo de los afios su importancia a nivel intrahospitalario aument6 por ser un patégeno
oportunista causante de bacteriemia, infecciones en el tracto urinario, infecciones
respiratorias y abdominales. Sus vias principales de entrada son indirectas por medio de

dispositivos de uso hospitalario y por la capacidad que presenta de producir biopelicula



en superficies inertes hasta encontrar el tiempo adecuado de colonizar al paciente (Tato et

al.,2016).

2.1.4 Género Citrobacter: generalidades y patologias

El género Citrobacter carece de capsula y es movil mediante flagelos peritricos, con un
tamano de 1.0 x 2.0 a 6.0 pm, fermenta la lactosa y pueden utilizar el citrato. Se localiza
en el intestino de humanos y animales, suelos y aguas (Rogers et al., 2016).

Comunmente encontramos a Citrobacter aislada de heces humanas, ocasionando rara vez
infecciones serias. En la actualidad se ha asociado a infecciones nosocomiales, infecciones
en el tracto urinario, meningitis, bacteriemia, sepsis intraabdominal e infecciones en el
tracto respiratorio. En pacientes inmunosuprimidos hospitalizados en unidades de
cuidados intensivos infectados con Citrobacter se presenta un alto nivel de mortalidad,
como por ejemplo, los neonatos con meningitis con la formacion de abscesos en el
cerebro. Citrobacter ocupa el tercer lugar de las especies mas comunes en enterobacterales

en causar infecciones nosocomiales después de K. pneumoniae 'y E.coli (Kus, 2014).

2.1.5 Género Morganella: generalidades y patologias

El género Morganella cuenta con solo una especie M. morganii con dos subespecies
morganii y sibonii, con la capacidad de movimiento, la producciéon de ureasa y la
presencia de fenilalanina desaminasa (Moya et al., 2001). Se localiza en el medio
ambiente y en el intestino de humanos, reptiles y mamimeferos como parte de la
microbiota intestinal.

Los factores de virulencia (ureasa, hemolisinas y lipopolisacaridos) que tiene M. morganii
la clasifican como patdgeno oportunista que causa principalmente infecciones de heridas
y tracto urinario (Hui et al., 2016); la principal via de entrada es el tracto urinario seguido
del tracto hepatobiliar, la piel y el tejido blando, y la sangre. La tasa de mortalidad es alta
principlamente en sepsis, abscesos, infecciones del tracto urinario, bacteriemia, sindrome

de bolsa de orina purpura e infecciones en heridas (Ahlam ez al. , 2024).



2.1.6 Género Providencia: generalidades y patologias

El género Providencia cuenta con cinco especies: P. rettgeri, P. alcalifaciens, P. stuartii,
P. rustigianii y P. heimbachae (C.M. et al., 2000). En terminos bioquimicos todas las
especies pueden desaminar la fenilalanina, utilizan la glucosa y lactosa como fuente de
carbono y producen gas; y son capaces de moverse debido a los flagelos peritricos. Todas
las especies de este género son patdgenos oportunistas y estan asociados a infecciones en
humanos y animales.

P. rettgeri esta asoaciada a infecciones en el tracto urinario, infecciones en el tracto
respiratorio, sangre, heridas, quemaduras, meningitis, endocarditis y gastroenteritis,
principlamente en pacientes inmunocomprometidos y que son dificiles de tratar debido a

su resistencia a los antibioticos (Rojas et al., 2017).

2.2 Factores de virulencia

Una vez que los microorganismos logran pasar las barreras mecénicas y quimicas del
humano para invadirlo, también debe emplear estrategias para crecer y protegerse de la
respuesta del sistema inmune del humano. Hasta la fecha hay cuatro clases principales de
factores de virulencia que han sido bien caracterizados que corresponden a la capsula,

lipopolisacaridos, sider6foros y fimbrias o pili (figura 2)(Paczosa y Mecsas, 2016).

Serum resistance Adhesins
Type 1 pili (MSHA)
A 2 Type 3 pili (MR/K-HA)

KPF-28 fimbriae
CF29K (nonfimbrial)
( sAggregative adhesin

Enterochelin
Aerobactin

]

Capsule :
(77 serotypes) Siderophores

Figura 2. Representacion esquematica de los factores de virulencia de gram negativos

2.2.1 Capsula

El material capsular formado por estructuras fibrilares, llamados antigenos K, cubre toda
la superficie de la bacteria en capas masivas, con el fin de protegerse de la fagocitosis por

granulocitos polimorfonucleares o de la muerte por factores séricos bactericidas. Existen



160 tipos capsulares, pero K1 y K2, son los que se presentan con mayor frecuencia
provocando resistencia a la fagocitosis y la habilidad de evadir el sistema inmune del
huésped, por ejemplo la evasion de macrofagos alveolares y neutréfilos. Los genes que
codifican para la formacion de la capsula estan situados en un operén cromosoémico cps,
que incluye diferentes genes como wca, cpsB, cpsG, wzi, wza, gnd, entre otros (Mendes

etal., 2023)

2.2.2. Lipopolisacaridos

Los lipopolisacaridos (LPS) son componentes clave de las bacterias gram negativas,
conocidos como endotoxinas, la estructura fundamental de los LPS es comprendida por
un antigeno O, un lipido A y un polisacarido. Protegen al microorganismo contra las
defensas del huésped al activar una respuesta inflamatoria a través del receptor TLR4. Se
han identificado nueve tipos de antigeno O, los tipos O1 y O2 son los mas comunes. Las
cepas con el antiguo O completo son mas resistentes a la destruccion por el complemento
de la lectina en comparacion con las cepas con el antiguo O incompleto,
independientemente de la presencia de la capsula. (Podschun y Ullman, 1998; Wyres et

al., 2020; Russo y Marr, 2019).

2.2.3. Sideroforos

Los microorganismos necesitan hierro para crecer, pero el sistema inmune del huésped
limita su disponibilidad. Para obtener hierro, secreta sider6foros como aerobactina,
enterobactina, salmoquelina y yersiniabactina, que tienen mayor afinidad por el hierro que
las proteinas transportadoras del huésped. La expresion de enterobactina y yersiniabactina
se logra a través de genes especificos, mientras que la salmoquelina se encuentra en un
plasmido. La aerobactina, especialmente asociada con cepas hipervirulentas, se produce
en mayor cantidad en estas cepas, lo que les permite adquirir mas hierro y aumentar su
virulencia. Los sider6foros ayudan a las bacterias a colonizar y crecer en diferentes
entornos, incluso en presencia de lipocalina-2, una molécula de defensa del huésped

(Paczosa y Mecsas, 2016; Russo y Marr, 2019; Miiller et al., 2009; Mendes et al., 2023).
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2.2.4. Fimbrias o pili

Las fimbrias tipo 1 y 3 son las principales estructuras de adhesion que presentan los
microorganismos. Ademas, se han identificado cuatro adhesinas especificas para especies
bacterianas como es el caso de fimA y fimH. El gen fimA codifica la estructura corporal
y fimH la estructura de la punta de las fimbrias tipo 1, lo que permite la adhesion,
formacion de biopelicula e invasion celular. Las fimbrias tipo 3, codificadas por genes
mrkABCD, también contribuyen a la adhesion y formacion de biopelicula. Estas
estructuras facilitan la adhesion a superficies abioticas y la formacion de biopelicula, lo
que ayuda a la bacteria a colonizar y persistir en diferentes entornos (Russo y Marr, 2019;

Paczosa y Mecsas, 2016; Wyres et al.,2020).

2.3. Resistencia a antimicrobianos

La resistencia antimicrobiana es la capacidad de un microorganismo de reprimir los
efectos de un antibidtico, esto ocurre debido a que las bacterias tienen la capacidad de
evadir el efecto del medicamento o bien adquieren esta capacidad durante algun proceso
de intercambio de genes (Bisso, 2018).

Los pacientes hospitalizados que presentan un dispositivo invasivo como catéteres
(urinarios, venosos o tubo endotraqueal) o que reciben terapia prolongada de antibidticos
son los mas expuestos a presentar bacterias resistentes. Los principales factores de riesgo
de infeccion por cepas farmacorresistentes son por la prolongada estancia en unidades de
cuidados intensivos, procesos quirirgicos previos, uso de dispositivos invasivos, terapia
antimicrobiana de amplio espectro y la inmunosupresion (Bisso, 2018).

Los altos niveles de resistencia microbiana a antibidticos se dan por las combinaciones de
diferentes mecanismos como las bombas de eflujo, cambios de permeabilidad,
modificaciones del sitio blanco, entre otros. Este problema es de suma importancia debido
a que genera altas tasas de morbilidad y mortalidad (Pérez ef al., 2019). En la actualidad
existen 700,000 muertes anuales a nivel mundial, y se estima que para el 2050 seran

10,000,000 por causas de tratamientos antimicrobianos inadecuados (Pons et al., 2020).

11



2.3.1. Mecanismos enzimaticos de resistencia a carbapenémicos

Los carbapenémicos son los antibidticos B-lactimicos de mayor espectro de actividad
antimicrobiana y su mecanismo de accion consiste en inhibir la sintesis de la pared
bacteriana. La eficiencia del antibiotico se ve afectada cuando la bacteria presenta
mecanismos de resistencia para evitar el efecto de este. Algunos de los mecanismos de
resistencia en las bacterias son: la produccién de enzimas que hidrolizan el efecto del
antibiotico, expulsion de este por medio de bombas de eflujo, modificaciones en el sitio
blanco y la alteracion de la permeabilidad.

En enterobacterales la produccion de carbapenemasas se describe como el mecanismo de
resistencia de mayor importancia, al ser un tipo de B-lactamasa capaz de hidrolizar un
amplio espectro de B-lactamicos, incluyendo a los carbapenémicos. Las B-lactamasas

hidrolizan la unién peptidica endociclica del anillo B-lactamico (figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de accion de los f-lactamicos

Estas enzimas se clasifican en cuatro grupos A-D, segun Ambler, Jaurin y Grundstrom,
en base a su peso molecular, espectro y nivel de homologia en la secuencia de
aminoacidos. A esta clasificacion se le llama de Ambler, pero existe otra clasificacion por
Bush-Jacoby y Medeiros, donde en base a los criterios antes mencionados y otros nuevos,
como codificacion plasmidica o cromosdmica, espectro de inhibicion, entre otros (Ayala
et al., 2018). Las carbapenemas se encuentran en los grupos de clasificacion de Amber A
y D donde podemos encontrar B-lactamasas que tienen un residuo de serina en su sitio
activo y la clase B que tiene uno o dos iones de zinc como cofactor enzimatico, en el caso

de Bush-Jacoby y Medeiros se encuentran en la clase 2df, 2fy 3 (Vera et al., 2017).
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2.3.1.1. B-lactamasas Clase A

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son capaces de hidrolizar y conferir
resistencia a penicilinas, monobactamicos y cefalosporinas incluidas las de amplio
espectro (con excepcion de cefoxitina). Estas enzimas son inhibidas reversible o
irreversiblemente por sustancias estructuralmente similares a los B-lactamicos pero sin
accion antimicrobiana y corresponden al clavulanato, tazobactam, sulbactam, avibactam,
relebactam y vaborbactam. Las BLEE se determinan principalmente por pruebas
fenotipicas basadas en la actividad inhibitoria in vitro del tazobactam o el acido
clavulanico por la técnica de difusion en disco o microdilucion en caldo (Navarro et al.,
2011).

Las carbapenemas de clase A son las mas diversas dado que se logran encontrar en
diferentes phylums bacterianos como actinobacterias, cianobacterias y proteobacterias. En
la actualidad se conocen cinco tipos de carbapenemasas de clase A en enterobacterales,
estos tipos son IMI, SME y NMCse codifican en el cromosoma bacteriano, mientras KPC
y GES se codifican en plasmidos y logran realizar transferencia horizontal de manera mas
sencilla (De lastra ef al., 2010).

A nivel mundial se ha detectado la presencia del gen KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) en plasmidos asociado al transposon 7n4401 (Navarro et al., 2011), en
mayor presencia en cepas de K. pneumoniae, pero con el paso de los afios se ha logrado
localizar en cepas de Serratia spp., Enterobacter spp., E. coli., S. marcescens, P.
aeruginosa., K. oxytoca, Salmonella spp. y C. freundii (Goémez et al., 2014).

En Londres en el afo de 1982, debido a dos cepas clinicas de S. marcescens que
interacturaron, se identifico la carbapenemasa SME-1, con la presencia de serina (70) y
glutamato (166) en el sitio activo (Vidhu et al., 2022). Hasta el momento no se ha
encontrado esta enzima fuera del cromosoma de S. marcescens. Actualmente paises como
EE.UU., Suiza, Canadd, Australia y Argentina son los tnicos que han tenido el reporte de
SME-2 donde la unica diferencia con SME-1 es un cambio de aminoécido (Creighton et
al., 2023).

En 1990, la enzima NMC-A fue aislada de E. cloacae NOR-1, siendo una de las primeras
carbapenemasas descritas en enterobacterales. En la acualidad se presentan menos

aislamientos de E. cloacae en comparacion con otras especies de Enterobacter con
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carbapenemasas de tipo NMC (non metallocarbapenemase), sin embargo, Enterobacter
spp. presenta a la par carbapenemasas de tipo IMI (imipenemase) codificadas
cromosdmicamente. Las variantes de IMI-2 e IMI-6 que se han encontrado en plasmidos
transferibles de E. coli y E. cloacae, cuentan con pequeias variaciones de aminoacidos
(Boyd et al., 2017).

En 1998, en un hospital de Francia en un asilamiento de K. pneumoniae se identifico la
enzima GES y en la actualidad ya se conocen 27 variantes de esta. Alguna de las variantes
de GES como GES-4 ha sido localizada en P. aeruginosa y Acinetobacter spp. (Navarro
et al, 2011), GES-5 y GES-2 en se han encontrado en P. aeruginosa, E. coli y S.
mercescens de muestras obtenidas de México y Argentina, respectivamente (Mercedes et

al., 2019).

2.3.1.2 B-lactamasas de clase B

La hidrdlisis que realizan las enzimas de esta clase, depende de la interaccion del
antibidtico con el ion zinc o iones zinc que estan presentes en el sitio activo de la enzima.
Al tener este ion en su sitio activo, se les denomina a estas enzimas metalof-lactamasas
(MBL). Estas metaloB-lactamasas pueden ser inhibidas por agentes quelantes metalicos
como el 4cido mercaptoacético y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Morejon,
2012).
Las metalop-lactamasas tienen un amplio espectro de sustrato y pueden inhibir la
hidrolisis de casi todos los antibidticos P-lactdmicos con excepcion de los
monobactamicos. Estas enzimas no son inhibidas con inhibidores de la clase A como el
clavulanato, tazobactam o sulbactam, debido a que no cuentan con un sitio activo de serina
(Palzkill, 2013). Las MBL se subdividen en tres clases (B1,B2, B3) segun su homologia
de la secuencia de aminoécidos primarios. Los aminoacidos que se unen alrededor del
zinc del sitio activo de los subgrupos son:

e BI1:H116-H118-H196 y D120-C221-H263

e B2:N116-H118-H196 y D120-C221-H263

e B3:H/G116-H118-H196 y D120-H121-H262

(Morejon, 2012; Palzkill, 2013)
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La enzima imipenemase (IMP) fue la primer enzima de carbapenemasas de esta familia
descrita. En 1990 en Japon en un aislamiento de P. aeruginosa y de S. marcescens fue
detectada en un plasmido conjugativo. En Latino América el primer reporte de esta enzima
fue en una muestra de sangre de un paciente de 75 afios con neumonia por K. pneumoniae.
A la fecha se han descrito mas de 85 variantes de esta carbapenemasa a nivel mundial
(Boyd et al., 2020).

El subgrupo mas grande de las metalof-lactamasas de la subclase B1 es VIM (metalo-f-
lactamasas codificada por el intron verona) con mas de 69 variantes. En los afos 90, en
Italia en un aislamiento de P. aeruginosa se encontrd la enzima VIM-1 en el cromosoma
bacteriano asociado a un casete genético que estabd insertado en un integron de clase 1
(Mercedes et al., 2019).

La metaloflactamasa mas prevalente en enterobacterales es NDM (New Delhi metalo-f-
lactamasa) que se identificd por primera vez en el 2008 en un ailamiento de K.
pneumoniae de un paciente que viajo de Nueva Delhi, India a Suecia. Los
microorganismos portadores de estas enzimas presentan una alta resistencia a un gran
numero de antibioticos B-lactdmicos. Existen 29 variantes de NDM, y antes del 2008 fue

detectada en India, Pakistan y Bangladesh (Boyd ef al., 2020 ; Castanheira ef al., 2011).

2.3.1.3 p-lactamasas tipo AmpC

Esta son del grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros, son serin-f-lactamasas
con un espectro de accion hidrolitico hacia las cefalosporinas y todos los antibioticos 3-
lactdmicos con excepcion de cefepime y carbapenémicos.
La presencia y expresion de AmpC se puede clasificar en tres:
I.  Resistencia cromosomica inducible se asocia a una expresion desreprimida, es
decir, cuando existe una mutacion en los genes ampR y ampD, niveles bajos de
AmpC en forma natural y en presencia de inductores (antibidticos B-lactdmicos),
se aumenta la produccion de AmpC a comparacion de los niveles basales. Esto se
observa en C. freundii, Providencia spp., M. morganii y Enterobacter spp. (Jacoby,
2009)
II. Resistencia cromosomica no inducible (constitutiva): se da en la ausencia de los

genes reguladores tipo ampD o ampR, expresando un fenotipo natural de
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resistencia, asi mismo, se presenta por alguna mutuacion en la regiéon promotora
o atenuadora, provando una hiperproduccion de AmpC, este es el caso de E. coli,
Shigella spp. y A. baumanii (Martinez, 2009).

III.  Resistencia mediada por plasmidos, teniendo como modelo a K. pneumoniae y

algunas especies de Salmonella spp. (Tamma et al., 2019).

Desde 1989, se conocen los genes de AmpC codificado por plasmidos, se conocen 43
alelos de CMY, 7 variedades para FOX, 4 variedades para ACC, MIR y LAT, 3 variedades
para ACT y MOX, y 2 variedades para DHA(Tamma ef al., 2019; Martinez, 2009).

2.3.1.4 B-lactamasas clase D

La clase D de B-lactamasas son de tipo oxacilinasas (OXA), por la capacidad de hidrolizar
la oxacilina, cloxacilina, penicilinas, cefalosporinas y algunos carbapenémicos. No
pueden ser inhibidos por los inhibidores de B-lactamasas de espectro extenido ni EDTA.
Se han identificado mas de 498 variantes y se subdividen en nueve grupos de acuerdo a la
secuencia de aminoacidos que presenten.

La primera OXA se identifico en 1993, en un aislamiento de 4. baumannii en un hospital
escocés. En enterobacterales OXA-48 like es el grupo més importante de esta clase e
hidroliza penicilinas, carbapenémicos y debilmente cefalosporinas. OXA-48 permanece a
la familia OXA-48, ademas de OXA-162, OXA-163, OXA-405, entre otras. Los brotes
reportados por OXA-48 son principalmente en K. pneumoniae, pero esporadicamente por

E. coliy E. cloacae (Galan et al., 2012).

2.3.2. Mecanismos no enzimaticos de resistencia a carbapenémicos

Los mecanismos no enzimaticos de resistencia a carbapenémicos son basados en la
sobreexpresion de bombas de expulsion activas y alteracion o perdida de porinas
impidiendo la llegada de los carbapenémicos a su sito de accion (Estepa et al., 2017).

Las bombas de eflujo o de expulsion son capaces de expulsar las sustancias nocivas del
citoplasma o periplasma del microorganismo para la supervivencia de este. Las bombas
de eflujo pueden ser especificas o inespecificas para un sustrato, dependiendo de la familia

de proteinas transportadoras conforme a su homologia de secuencias aminoacidicas, el
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tamafio y estructuras secundarias. Existen cinco superfamilias de bombas de eflujo
dependiendo su filogenia como se observa en la figura 4 (Opazo et al., 2009):
I.  Familia de casete de union a ATP (ABC)
II.  Superfamilia de facilitador mayor (MFS)
III.  Familia de extrusion de multifirmacos y toxicos (MATE)
IV.  Familia de resistencia pequefia a multifarmacos (SMR)

V.  Familia de resistencia a division por nodulacion (RDN)

La alteracion en porinas o proteinas de membrana externa (OprD) es el mecanismo con
mayor resistencia a imipenem. La inclusion, delecion o presencia de codones de paro
prematuros de secuencias aminoacidicas reprime la funcionalidad de OprD, brindando
resistencia a carbapenémicos. No existe una posicion en especifico donde se ubiquen los
cambios aminoacidicos ni su direccionalidad o la familia de secuencia de insercion (IS)
para conferir dicha resistencia P. aeruginosa presenta el principal casete genético de
integrones de clase 1, que brinda resistencia a B-lactdmicos o aminoglucésidos (Estepa et

al., 2017).
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Figura 4. Representacion esquematica de los diferentes tipos de transportadores. A: Transportador simple
que cataliza el eflujo a través de la membrana citoplasmatica (MC) por gradientes de protones (MFS-SMR)
o por ATP (ABC). B: Transportador simple. C: Transportador multicompuesto tipo RND con canales de
membrana externa (canal ME) y proteinas de fusion periplasmica. D: Transportadores multicompuesto tipo
MEFS. E: Transportador multicompuesto tipo ABC energizado por hidrdlisis de ATP. (Marchetti et al.,
2011).
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2.4. Epidemiologia de enterobacterales resistentes a antibioticos e indice de

mortalidad

Los reportes de enterobacterales resistentes a carbapenémicos han ido en aumento a lo
largo de los ultimos afios, por las facilidades de movilizacion entre cuidades, paises y
continentes. El ambiente hospitalario también ha sido un punto rojo alarmante, por la
diseminacion de plasmidos con genes que confieren resistencia a carbapenémicos,
elevando las pérdidas anuales de productividad para los ciudadanos, por ejemplo, en el
2013 Estados Unidos de América tuvo una pérdida de 35 mil millones de dolares, a causa

de infecciones relacionadas a bacterias resistentes a carbapenémicos (Doiy Duin, 2017).

2.4.1. Género Klebsiella

De este género las tres especies de importancia en la salud del humano con resistencia a
antimicrobianos son: K. pneumoniae, K rhinoscleromatis y K. oxytoca (Falconi et al.,
2018).

Un estudio mundial realizado por SMART en el 2008-2009 indicé que la morbi-
mortalidad de K. pneumoniae es muy alta debido a la resistencia a carbapenémicos. Los
porcentajes del estudio por SMART de aislamientos reportados con resistencia para
América latina fueron 34.6%, 10% en Norte América, 19.7% en Europa, 25.6% en Asia 'y
32.2% en Africa (Merchan y Ortiz, 2021). En el 2016 la Organizacion Mundial de la salud
catalog6 las bacterias con resistencia a antibidticos, ocupando K. pneumoniae una de las
bacterias con prioridad critica, por la creciente farmacorresistencia y la capacidad de
propagacion de estos microorganismos (Bengoechea y Pessoa, 2019).

La prevalencia registrada en China desde el afio 2005 a 2018 es de 30,862 aislamientos
por afio, donde a inicio del periodo de investigacion se contaba con 2.5% de aislamientos
de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos (CRKP) y al final un 15.8% (Yanyan,
2020; Xuemei, 2022). En Estados Unidos se ha encontrado un incremento del 1.6% al
10.4% de aislamientos resistentes a carbapenémicos de K. pneumoniae, con la resistencia
asociada a la produccion de carbapenemasas tipo KPC y con un indice de mortalidad del
60% en las infecciones nosocomiales (Lopez et al, 2014;Cuaical et al., 2019). En
Meéxico, la incidencia de infeccion de K. pneumoniae en neonatos se observa de 4 a 15.4

casos por 1,000 nacidos (Rodriguez et al., 2003). En el 2020, en un estudio realizado en
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el Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan I. Menchaca”, se estudiaron 370 recién nacidos
con una edad gestacional de 31 semanas, donde el 21.9% presento6 sepsis neonatal por K.
pneumoniae. El 61.1% de los neonatos con sepsis temprana murieron a causa del usos
inadecuados de antibioticos (Cordero et al., 2020).

Durante la pandemia del COVID-19, hubo un incremento del 3.8% de frecuencia de cepas
de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos, esto asociado principalmente por la
terapia inmunosupresora que recibieron los pacientes o el tiempo prolongado en las
unidades de cuidados intensivos (Dumitru et al., 2021). En un estudio realizado en Italia
durante la pandemia en los meses de marzo a abril del 2020, las bacterias resistentes a
carbapenémicos pasaron de ser 5% en promedio en el 2019 al 50% durante los meses
mencionados, esto debido a deficiencias en la higiene del personal de salud al momento
de poner al paciente en posicion de pronacion o al manipular los ventiladores mecanicos
(Tiri et al., 2020).

A partir de 1982, se ha reportado brotes a nivel mundial de microorganismos resistentes a
antimicrobianos P-lactdmicos, incluyendo las cefalosporinas, con porcentajes de
mortalidad de hasta 25% en casos detectados (Garcia et al, 1985). En Espafia en el
Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda (HUPHM), entre el primero de
enero del 2014 al 31 de diciembre del 2016 se reportaron 28 casos de K. oxyfoca
portadoras de carbapenemasas tipo OXA-48 (Pintos et al., 2020). En América Latina entre
el 2004 y 2015 se obtuvieron 409 aislamientos, de los cuales el 16.4% de los
microorganismos fueron productores de carbapenemas (Vega y Dowzicky, 2017). En
Meéxico, se han reportado casos de cepas productoras de carbapenemasas en el IMSS en
Mérida, y se obtuvieron porcentajes de resistencia de 80.0% para cefazolina y de 66.7%

para aztreonam (Uc et al., 2019).

2.4.2. Género Escherichia

Entre el 2002 al 2017 en China se realiz6 un estudio sobre la resistencia a carbapenémicos
en aislamientos de E. coli, se consiguieron 5,796 muestras de las cuales 58 presentaron
resistencia. De estos 58 aislamientos todos fueron resistentes a ertapenem y 65% fueron

no susceptibles a imipenem (Tian et al., 2020).
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Un estudio realizado en México en ocho diferentes estados de la republica entre 1999 -
2005, indicé que el principal foco de infeccion nosocomial fue por E.coli en el tracto
urinario (Salame et al., 2018). Las infecciones en el tracto urinario representan el 14% de
defunciones en pacientes que ingresan al hospital y que requieren la colocacion de un
catéter urinario (Camacho, 2013). En pacientes neutropénicos se ha observado que en
infecciones del tracto urinario asi como en infecciones del torrente sanguineo, su indice
de mortalidad varia entre el 12 al 42% al presentar bacteriemia por E. coli resistente a
antimicrobianos y al estar en unidades de cuidados intensivos el indice de mortalidad sube

hasta 83% (Juérez, 2013).

2.4.3. Género Enterobacter

Enterobacter spp. es un patdgeno oportunista y nosocomial principalmente asociado a
infecciones en unidades de cuidados intensivos (UCI). Las instituciones sanitarias
globales indican que en el caso de infecciones intrahospitalarias E. cloacae representan el
5% de sepsis, 5% de neumonias, 4% de las infecciones del tracto urinario y el 10% de los
casos de peritonitis postquirurgica (Lina et al., 2012).

En América Latina la incidencia de sepsis neonatal es de 3.5 a 8.9 casos por cada 1,000
nacidos vivos. En un estudio realizado en Tamaulipas, México se reportd que las causas
de fallecimiento en las primeras semanas de vida fue por sepsis bacteriana, con un indice
de mortalidad del 44%, posicionando en tercer lugar de muerte basica en neonatos en las

primeras semanas de vida a E. cloacae (Guerrero, 2013; Lopez et al., 2017)

2.4.4. Género Citrobacter

En pacientes hospitalizados en unidades de cuidados intensivos el indice de mortalidad
por infecciones asociadas a Citrobacter es del 6.8%, pero aumenta en casos de
bacteriemia, dando una tasa del 17.8 — 56% de mortalidad (Li et al., 2018). En una unidad
de cuidados intensivos neonatales en el Hospital Universitario de Seul, cuatro recién
nacidos murieron a causa de emulsiones lipidicas intravenosas contaminadas con
Citrobacter spp. resistente a carbapenémicos (Ji ef al., 2018). En China, en el 2015 se
reportaron cepas altamente multifarmacorresistente de C. freundii en aguas residuales del
Hospital Wets, provenientes de orina de pacientes internados en este hospital.(Ullauri y

Freire, 2019)
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2.4.5 Género Morganella

M. morganii se ha clasificado como un patégeno importante por la frecuencia y alta tasa
de mortalidad de las infecciones con las que se asocia. Esto se debe principalmente a la
resistencia intrinseca y adquirida que ha desarrollado. De acuerdo a una estudio realizado
en Queensland, Australia se identificaron 709 infecciones en torrente sanguineo asociadas
a M. morganii, principalemente en adultos mayores y observaron una resistencia a
quinolonas, aminoglucosidos y carbapenémicos, principalmente en muestras de pacientes
hospitalizados. Ademas, la tasa de mortalidad en este estudio fue de 21.1% a partir de los
30 dias de infeccion (Laupland et al.,2022) .

En Taiwan en un estudio realizado en el Tri-Service General Hospital, un centro médico
terciario, desde enero 2003 hasta diciembre 2012 se recolectaron hemocultivos positivos
con M. morganii con cuadros de bacteriemia principalmente adquirida en la comunidad
(75.3%). En un hospital Universitario en Israel entre 1997 y 2014, encontraron 136 casos
de M. morganii provocando bacteriemia en adultos, donde hubo una tasas de mortalidad
del 52%, dado que la mayoria de los pacientes estaban debilitados o altamente comorbidos

(Erlanger et al.,2017)

2.4.6 Género Providencia

En un estudio transversal en el hospital universitario de Wonju, Corea del Sur recolectaron
muestras de hemocultivos positivos con P. rettgeri en un periodo de 2001 al 2013. El
numero total de reportes positivos en hemocultivos con P. rettgeri fue de 14 en esos 13
afios de estudio, donde las pruebas de susceptibilidad indicaron una resistencia a
aminoglucoésidos,trimetroprim- sulfametoxal y cefalotina. La tasa de mortalidad global en

el hospital fue de 28.6%, donde en otros estudios fue del 33% y 24%.

2.5. Diseminacion de enterobacterales resistentes a carbapenémicos

Durante la tltima década, ha habido un aumento en los informes de enterobacterales que
muestran resistencia a los carbapenémicos. Este aumento se ha atribuido principalmente
a la movilidad creciente de personas entre diferentes continentes y a la propagacion de
plasmidos en entornos hospitalarios y comunitarios que portan el gen que confiere

resistencia a los carbapenémicos. En la figura 5 se muestra la distribucion mundial de las
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principales carbapenemasas en enterobacterales que confieren la resistencia a
carbapenémicos.

KPC es la carbapenemasa encontrada con mayor frecuencia en enterobacterales a nivel
mundial, esta propagacion se ha asociado principalmente a K. pneumoniae del complejo
clonal 258. Grecia es el pais donde se observa la mayor incidencia de aislamientos de
enterobacterales productores de KPC. En el 2008 se realiz6 un estudio de 18 hospitales en
Salonica, Creta y Atenas, donde se presentd que el 96% de los aislamientos portaban el
gen KPC-2; las cepas portadoras de KPC presentaron una alta resistencia a
carbapenémicos en base a su relacion con el nimero de copias presentes del gen KPC-2 o
la perdida de una o dos porinas de membrana externa (OmpK35 y/o OmpK36) (Giakoupi
et al.,2009). En México en el 2016 se encontraron dos aislamientos resistentes a
carbapenémicos por KPC, uno de K. pneumoniae y el otro Raoultella ornithinolytica; el
gen KPC-3 fue la unica variante encontrada. Ademads, asociaron la resistencia a
carbapenémicos de estos dos aislamientos a la perdida de una o ambas porinas (OmpK35
y/o OmpK36), disminuyendo asi la susceptibilidad a los antibioticos (Kazmierczak et al.,

2016).
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Figura S. Distribucion global de Enterobacterales productores de carbapenemasas (HANSEN, 2021).
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En México la descripcion de la metalop-lactamasas del tipo VIM-2 se detectd en E.
cloacae y K. oxytoca en un hospital de Guadalajara (Morfin et al., 2009). Este gen que
confiere la resistencia por medio de la expresion de la enzima VIM esta distribuido
ampliamente como se ha reportado en Argentina, Colombia, Venezuela, India, Japon,
Turquia, Jordan, entre otros (Hansen, 2021).

En S. marcescens se ha detectado que SME-1 y SME-2 son el principal mecanismo
enzimatico de resistencia a carbapenémicos, estos casos se encuentran esporadicamente
en Estados Unidos (Queenan et al., 2000).

En México se han reportado IMP-15 e IMP-18 en aislamientos de K. oxyfoca desde el
2008 (Morfin et al., 2009). En cambio las variantes de IMP-1 e IMP-2 cuentan con una
persistencia en Japon, China, Italia, Turquia, Taiwan y Estados Unidos. Las especies de
enterobacterales en las que se han encontrado estos genes son: E. cloacae, C. freundii y
E.coli (Luzzaro et al., 2004).

Las carbapenemasas tipo NDM estan distribuidas a nivel mundial debido a la répida
diseminacion del gen en especies de enterobacterales como: K. pneumoniae, E. cloacae,
C. freundii, K. oxytoca y E. coli (Dortet et al., 2014). A partir del 2011-2012 con la
aparicion de NDM-1 en un brote nosocomial de K. pneumoniae en Guatemala, su
presencia en México fue detectada. Desde el 2013 se han reportado aislamientos de NDM-
1 en enterobacterales en todas las regiones geograficas de México, principalmente en
aislamientos clinicos de K. pneumoniae, E. cloacae y E. coli (Alcantar et al., 2019).

Las carbapenemas de la familia OXA-48 se han asociado principalmente a K. pneumoniae
ST11 y raramente en E. coli y E. cloacae. Los lugares donde podemos encontrar
aislamientos con esta clase de carbapenemasa son: India, Turquia, Arabia Saudita, Italia,
Alemania, Francia, Espafia y Reino Unido (Logan y Weinstein, 2017). El unico hallazgo
reportado en México de OXA-232, una variante de la familia de OXA-48, fue obtenido
de pacientes con sospecha de cepas portadoras de carbapenemasas, donde se detectd en
tres aislamientos de K. pneumoniae y 13 de E. coli (Aquino et al., 2015).

En Monterrey, Nuevo Leon en enero del 2012 se reporto la primera cepa de P. rettgeri
con el gen NDM-1y como efecto domino fueron reportandose casos en Brasil, Argentina,

Ecuador y colombia (Barrios et al., 2013)
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En Nepal, Asia del sur en el 2019 encontraron en aislamientos clinicos de M. morganiii
los genes NDM-1/NMD-5 y ArmA, brindando una alta tasa de mortalidad ( Karlowsky et
al,2021).

En un estudio de revision en Europa, entre el 2015 y 2017, identificaron cepas de
eneterobacterales resistentes a carbapenémicos en un total de 34 paises. Se encontr6é que
el 68% de las cepas resistentes a carbapenémicos no producian carbapenemasas, lo que
suponenen la presencia de otro mecanismo de resistencia. De las cepas aisladas, el 57.1%
mostro resistencia por la sobreexpresion de BLEE y AmpC, mientras que el 27.5% tenia
resistencia por mecanismos no enzimaticos, como la sobreexpresion de bombas de eflujo
y disminucion de la permeabilidad de la membrana (European Centre for Disease

Prevention and Control (ECDC), 2018)
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3. JUSTIFICACION

Los Enterobacterales son bacterias gram negativas de las cuales algunas especies forman
parte de la microbiota intestinal de humanos y animales. Estos microorganismos pueden
estar presentes en el ambiente hospitalario y se asocian a distintas infecciones
intrahospitalarias.

En los Gltimos anos, la resistencia de bacterias hacia los antibioticos se ha convertido en
una amenaza a nivel mundial, debido a que provoca altas tasas de morbi-mortalidad por
las limitadas opciones terapéuticas para su tratamiento. En las infecciones por
enterobacterales, los carbapenémicos son de las ultimas opciones terapéuticas, debido a
su amplio espectro de actividad bactericida. Sin embargo, en la decada pasada se ha
observado un incremento de resistencia a este grupo de antibioticos mediante mecanismos
enzimaticos por produccion de carbapenemasas o por mecanismo no enzimaticos como la
sobreexpresion de bombas de expulsion o alteracion o perdida de porinas, lo que impide
la llegada de los carbapenémicos a su sito de accion, impidiendo la erradicacion de la

bacteria.
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4. HIPOTESIS

La resistencia de enterobacterales a los carbapenémicos en el ambiente hospitalario esta
asociada a la transferencia horizontal de genes de resistencia a antibidticos, un mecanismo

que favorece la persistencia como la diseminacion de estas cepas en el ambiente

hospitalario.
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5. OBJETIVOS DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Determinar los mecanismos relacionados a la resistencia a carbapenémicos en
aislamientos clinicos de enterobacterales recuperados en un Hospital de Tercer Nivel de

México.

5.2 Objetivos especificos

1. Identificar aislamientos clinicos de enterobacterales resistentes a carbapenémicos.
2. Determinar el perfil de susceptibilidad a diversos antibioticos de importancia clinica.

3. Detectar mecanismos enzimaticos de resistencia a carbapenémicos

6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Estrategia general

Objetivo 1

> =
2 J
| — sl

Identificacion

Objetivo 2 Obietivo 3
YV vy vv vy
| !
Pruebas de Determinar mecanismos
susceptibilidad enziméticos de resistencia

Figura 6. Estrategia general
6.2. Aislamientos clinicos
Los especimenes clinicos fueron obtenidos e identificados en el Laboratorio de

Infectologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez” de Monterrey,

Nuevo Ledn. El periodo de coleccion fue de enero de 2020 a diciembre de 2024 e incluy6
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especimenes de relevancia clinica y inicamente se incluy6 un aislamiento por paciente, a
excepcion de aquellos que presentaron dos perfiles de susceptibilidad diferentes.
Los aislamientos que se identificaron como enterobacterales resistentes a carbapenémicos
fueron enviados al Laboratorio de Microbiologia General de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn para su inclusion en este estudio.

Cada aislamiento se conservé en caldo glicerol a -80°C hasta su posterior analisis.

6.2.1. Seleccion de aislamientos resistentes a carbapenémicos

Los microorganismos recuperados de especimenes clinicos fueron identificaron en el
Laboratorio de Infectologia del Hospital Universitario “Dr. Jose Eleuterio Gonzalez” de
Monterrey, Nuevo Ledn, utilizando espectrofotometria de masas MALDI-TOF de
Brunker Byotiper; y la susceptibilidad a antimicrobianos fue determinada mediante el

sistema automatizado VITEK® 2 COMPACT.

6.2.2. MALDI-TOF MS

La identificacion se realizd mediante la técnica de extraccion directa, tomando una cepa
de interés de un cultivo puro de 18 a 24 horas de incubacion previa. Con un palillo estéril,
se aplico una fina capa de una colonia aislada del cultivo puro sobre el objetivo de la
tarjeta metalica del equipo (tarjeta de 96 pocillos de acero inoxidable), dejandola reposar
para su secado a temperatura ambiente. Después del tiempo de secado, se adiciond 1pL
de 4cido formico al 70% y nuevamente se dejé secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadi6 1uL de matriz HCCA (solucion de &cido o-ciano-4-
hidroxicinamico, 4cido trifluoroacético y acetronitrilo) (Lévesque et al., 2015). La tarjeta
metalica se colocé en el espectrofotometro y se programo la sesion de lectura. Cuando el
proceso finalizd, se compard el espectro obtenido de la muestra introducida con los
espectros de la base de datos del software. Se realizé un anélisis sobre los picos obtenidos
del espectrofotometro para obtener un score logaritmico sobre el grado de similitud, lo
que permitid definir el género y la especie de la muestra problema (Garcia et al., 2012;

Lévesque, 2015).
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6.3. Determinacion del perfil de susceptibilidad a antibioticos

En los aislamientos recibidos en el Laboratorio de Microbiologia General se confirm¢ la
resistencia a carbapenémicos mediante difusion en disco, y los aislamientos resistentes a
al menos un carbapenémico fueron seleccionados para el resto del estudio, obteniéndose
su perfil de susceptibilidad completo mediante microdilucion en caldo. Los antibidticos,
asi como las concentraciones y puntos de corte, fueron seleccionados de acuerdo con lo
establecido por el CLSI en el documento M100-S35 y se sigui6 el protocolo descrito en

el manual M02 13.* edicion del 2018 y MO07 11.% edicion del 2018 (CLSI, 2025).

6.3.1. Preparacion del indculo

Los aislamientos fueron colocados en placas de agar Miiller-Hinton y se incubaron a 37°C
durante 24 horas. Después de la inoculacion, se prepararon los indculos resuspendiendo
las colonias en 5 mL de solucion salina estéril para alcanzar una turbidez de 0.5 en la
escala de McFarland. Esto se logrd ajustando la absorbancia entre 0.080 — 0.130 a una
longitud de onda de 625 nm en el espectrofotometro. Luego se realizé una dilucion 1:150

en 10 mL de caldo Miiller-Hinton. La concentracion final quedo en 5x10° UFC/mL y se

utilizé dentro de los primeros 15 minutos posteriores a su preparacion.

6.3.2. Difusion en disco

En cada aislamiento se confirm¢ la resistencia a carbapenémicos mediante la técnica de
difusion en disco. A partir del indculo previamente preparado, se inocul6 en una placa de
agar Miiller-Hinton utilizando un hisopo estéril. Posteriormente, se colocaron los
sensidiscos de ertapenem, imipenem y meropenem a una distancia de 24 mm entre discos.
Las placas fueron incubadas a 37°C durante 16-18 horas. La interpretacion se realizd
siguiendo los criterios de interpretacion del documento M100-S35 del CLSI, y como cepas
de control de calidad se utilizaron la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y E.

coli ATCC 25922.
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6.3.3. Preparacion de la placa para Microdilucion en caldo

Para cada muestra, se prepar6 una placa con 96 pocillos dispuestos en un formato de 12
filas por 8 columnas con diluciones seriadas de los antibidticos bajo evaluacion. Se
afiadieron 200 pL de antibidtico en el primer pocillo de la primera columna, siendo esta
la concentracion mas alta de antimicrobiano. Luego, utilizando una pipeta multicanal se
afiadieron 100uL de caldo Miiller-Hinton a todos los pocillos restantes, excepto a los
pocillos previamente llenados con las concentraciones mas altas de antimicrobianos. Las
diluciones seriadas se realizaron transfiriendo consecutivamente 100uL de una celda a la
siguiente utilizando una micropipeta, aumentando asi progresivamente la dilucion (por

ejemplo, de la celda2 ala 3, dela 3 ala4, etc.).

En el ultimo pocillo de cada uno de los antibiodticos se desecharon 100uL para que todas
las diluciones tuvieran el mismo volumen final de 100puL. El primer pocillo de la placa se
utilizd6 como control positivo de crecimiento (sin antibiotico), mientras que dos pocillos
en la ultima fila se dejaron como controles negativos (sin indculo). Las concentraciones y

disposicion de los antibidticos en cada placa se presenta en la figura 7.

AMK | AMK | AMK | AMK | AMK | AMK DOX DOX DOX DOX DOX DOX
64 32 16 8 4 2 64 32 16 8 4 2
AZT AZT AZT AZT AZT AZT CPM CPM CPM CPM CPM CPM
64 32 16 8 4 2 64 32 16 8 4 2
FOX FOX FOX FOX FOX FOX CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
128 64 32 16 8 4 64 32 16 8 4 2
CZA CZA CZA CZA CZA CZA LVX LVX LVX LVX LVX LVX
64/4 32/4 16/4 8/4 4/4 2/4 8 4 2 1 0.5 0.25
AZA AZA AZA AZA AZA AZA T/S T/S T/S T/S T/S T/S
64/4 32/4 16/4 8/4 4/4 2/4 64/1216 | 32/608 | 16/304 | 8/152 4/76 2/38
ERT ERT ERT ERT ERT ERT ERT ERT ERT ERT T/S
128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 1/19
IMP IMP IMP IMP IMP IMP IMP IMP IMP
128 64 32 16 8 4 2 1 0.5
MEM | MEM | MEM | MEM | MEM | MEM MEM MEM | MEM
POS NEG NEG
128 64 32 16 8 4 2 1 0.5
COL COL COL COL COL
32 16 8 4 2
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CTR CTR CTR CTR CTR CTR CTR CTR CTR
128 64 32 16 8 4 2 1 0.5

Figura 7 . Distribucion de los antibidticos y las concentraciones (1ug/mL) utilizadas en la placa de

microdilucion en caldo. AMK: amikacina, DOX: doxiciclina, AZT: aztreonam, CPM: cefepime, FOX:
cefoxitina, CAZ: ceftazidima, CZA: ceftazidima-avibactam, LVX: levofloxacina, AZA: aztreonam-
avibactam, T/S: trimetroprim/sulfametoxazol, ERT: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, COL:

colistina, CTR: ceftriaxona.

La interpretacion de los resultados se realizé considerando el crecimiento observado en el
pocillo utilizado como control positivo. Se determin6 la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI), que representd la menor concentracion de antimicrobiano que inhibe
completamente el crecimiento del microorganismo. Los aislamientos se clasificaron como
resistentes, intermedios o susceptibles mediante los puntos de corte de los antibidticos a
analizar (tabla 1). Para asegurar el control de calidad en el estudio, se incluyeron cepas de

control de P. aeruginosa ATCC 27853y E. coli ATCC 25922.

Tabla 1. Puntos de corte descritos por el CLSI para los antibidticos utilizados

Agente antimicrobiano Clase CMI (pg/mL)
Susceptible | Intermedio | Resistente
Amikacina (AMK) Aminoglucosido <4 8 >16
Ertapenem (ERT) Carbapenémico <0.5 1 >2
Imipenem (IMP) <1 2 >4
Meropenem (MEM) <1 2 >4
Aztreonam (AZT) Monobactamico <4 8 >16
Cefepime (CPM) Cefalosporinas <2 - >16
Cefoxitina (FOX) <8 16 >32
Ceftazidima (CAZ) <4 8 >16
Ceftriaxona (CTR) <1 2 >4
Levofloxacina (LVX) Fluoroquinolona <0.5 1 >2
Colistina (COL) Polimixina - <2 >4
Doxiciclina (DOX) Tetraciclina <4 8 >16
Aztreonam-avibactam (AZA) B-lactamico <4/4 - >16/4
Ceftazidima- avibactam cocr(l)riltlltk)liill;?&i)?nde <4/4 - >16/4
(CZA) B-lactamasas
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Trimetoprima/Sulfametoxazol | Inhibidores de <2/38 - >4/76
(T/S) via de folato

6.4. Determinacion de mecanismos enzimaticos de resistencia a carbapenémicos

6.4.1. Determinacion de la produccion de carbapenemasas

La determinacion de la produccién de carbapenemasas se llevo a cabo en todos los
aislamientos en los que se confirmo la resistencia a carbapenémicos mediante la prueba

de carbaNP e inactivacion de carbapenémicos siguiendo el protocolo M100-S35 del CLSI.

6.4.1.1. Prueba de CarbaNP

Se comenz6 con un cultivo joven y puro en un medio no selectivo o placas que no
contenian antibidticos, como agar sangre, y se prepar6 un indculo al tomar biomasa de la
cepa problema utilizando un asa de 1pL y resuspendiendo en 200uL de solucion de lisis
(Tris-HCI) en un tubo Eppendorf nuevo. Después de homogeneizar el indculo mediante
agitacion en vortex por cinco segundos, se transfirieron 100puL de la suspension a un tubo

[P 4]

nuevo etiquetado como “a” y se etiquetd un nuevo tubo como “b”. Al tubo identificado
como “a” se le afiadieron 100uL de rojo de fenol con sulfato de zinc (solucion de trabajo),
mientras que al tubo “b” se le agregaron 100uL de la solucion de trabajo con 6mg/mL de
imipenem (antibidtico). Las suspensiones se homogeneizaron en vortex por un minuto y,
al finalizar el tiempo, ambos tubos se incubaron a 37°C. Los resultados se midieron cada

media hora durante un periodo de dos horas de incubacion, observando cualquier cambio

de color en los tubos. La interpretacion de los resultados se realizé conforme a la tabla 2.

Tabla 2 Interpretacion de la prueba CarbaNP

Interpretacion Tubo a (solucion de Tubo b (solucion de trabajo
trabajo) con antibiético)
Produccién de Rojo Amarillo o naranja claro
carbapenemasas
Sin produccion de Rojo Rojo
carbapenemasas
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Invalido (no interpretable) ~ Amarillo o naranja rojizo ~ Amarillo o naranja claro o

10jiZo

6.4.1.2. Método modificado de inactivacion de carbapenémicos

Se inici6 con un cultivo puro y joven en un medio no selectivo o sin presencia de
antibioticos, como el agar sangre, y se resuspendio 1pL de biomasa de la cepa problema
en 2 mL de caldo soya tripticaseina (TSB). Después de homogeneizar en vortex por 10 —
15 segundos, se afiadié un disco de meropenem de 10pg con una pinza estéril y se incubd
a 37°C por 4 horas. Transcurridas las 4 horas de incubacion, se prepard una suspension en
solucion salina con E. coli ATCC 25922 en una escala de 0.5 McFarland que se inoculd
en una placa de Miiller-Hinton (MHA) y, una vez transcurrido el tiempo de secado (3-10
minutos), se removieron los discos de meropenem de los tubos con TSB y se colocaron
en la placa de MHA. La placa lista se incub6 a 37°C por 18-24 horas. Después de la
incubacion, se midieron los halos de inhibicion del disco en la placa de MHA. Los

resultados se interpretaron en base a la tabla 3.

Tabla 3 Interpretacion de la prueba mCIM

Interpretacion mCIM Halo (mm)
resultados
Carbapenemasa Negativo >19 sin presencia de colonias dentro del halo de
no detectada inhibicion
Carbapenemasa Positivo 6-15 o presencia de colonias pequefias dentro del
detectada halo de inhibicién en una zona de 16-18

No interpretable Indeterminado e Zonade didametro de 16-18

e Zonade didmetro = 19 con presencia de

colonias dentro del halo

6.4.2. Identificacion de genes asociados a resistencia a B-lactimicos
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6.4.2.1. Obtencion de ADN por lisis térmica

Para obtener el material genético de los aislamientos, se cultivaron las cepas en agar sangre
y se incubaron a 37°C durante 18 a 24 horas. Posteriormente, se prepard una suspension
bacteriana en un tubo Eppendorf estéril, donde se afiadieron 100uL de agua destilada
estéril y de tres a cuatro colonias del cultivo previamente realizado, posteriormente se
homogeneizé mediante agitacion en vortex. Después de este proceso, se pasé a la placa
de calentamiento por 10 minutos a 96°C por 12 minutos, posteriormente se centrifugo la
suspension a 12,000g durante 10 minutos y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo

Eppendorf estéril. E1 ADN obtenido se almacen¢ a -20°C hasta su uso.

6.4.2.2. Deteccion de B-lactamasas de clase A

La metodologia y los oligonucledtidos que se utilizaron fueron descritos por Weifeng et
al. (Weifeng et al., 2013). Los pares de cebadores se encuentran en la tabla 5. El ensayo
se llevo a cabo en 20 puL. de mezcla de reaccion: 10mM de KCl, 2mM de MgClz, 0.5uM
de cebador, 200uM de dNTPs, 10mM de Tris-HCI (pH 9.0), 1 U de Taq ADN polimerasa
y 8mM de (NH4)2SOa. Todas las reacciones de amplificacion se realizaron con una
desnaturalizacion inicial a 93°C durante tres minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 93°C durante un minuto, hibridacion a 55°C durante un minuto y
elongacion a 72°C durante un minuto. La elongacion final se realizo a 72°C durante siete
minutos. Se tom6 SuL de cada muestra para someterla a electroforesis en gel de agarosa

al 1.5%.

Tabla 5. Cebadores utilizados en la deteccion de B-lactamasas de clase A y C

Gen Secuencia de cebadores (5-3") Tamaifio
(pb)
SHV F: TGCGCAAGCTGCTGACCAGC 305
R:TTAGCGTTGCCAGTGCTCGA
Grupo F: ATGGTTAAAAAATCACTGCGC 833

CTX-Ml1 R: TCCCGACGGCTTTCCGCCTT
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6.4.2.3. Deteccion de genes que confieren resistencia a carbapenémicos

Para la determinacion de los genes que confieren resistencia a carbapenémicos en los
enterobacterales (KPC, GES, VIM, NDM, IMP y OXA-48), se realizaron PCRs de punto
final con el ADN obtenido de la lisis térmica y con los iniciadores reportados por Swayne
et al. (Swayne et al., 2011) para la amplificacion de KPC; los reportados por Nordmann
et al. (Nordmann et al., 2002) para VIM; los descritos por Ellington ef al. (Ellington et
al., 2007) para IMP; los descritos por Baroud et al. (Baroud et al., 2013) para NDM; los
reportados por Wachino et al. (Wachino et al., 2004) para GES y los reportados por Potron
y colaboradores para OXA-48 (Potron et al.,2011).Para todas las PCR se utilizaron 25uL
de una mezcla compuesta por: Taq polimerasa, MgCl.,, dNTPs, buffer, iniciador

correspondiente y DNA.

Las condiciones de amplificaciéon para VIM fueron las siguientes: un ciclo de cinco
minutos a 94°C para el inicio de la desnaturalizacion; posteriormente, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 25 segundos, el alineamiento fue a 60°C por 40 segundos,
una elongacion a 72°C por 50 segundos y para la elongacion final un ciclo de 72°C por
seis minutos. Para IMP, un ciclo de cinco minutos a 94°C para el inicio de la
desnaturalizacion; luego 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
alineamiento a 52°C durante 40 segundos, elongacion a 72°C por 50 segundos y para la
elongacion final a 72°C por cinco minutos. Para KPC se necesitd un ciclo de cinco minutos
para la desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 30 segundos, un alineamiento a 60°C por 30 segundos, elongacion a 72°C durante
30 segundos y un ultimo ciclo de 72°C durante cinco minutos para la elongacion final.
Para NDM, se necesit6 un ciclo de cinco minutos a 95°C para la desnaturalizacion inicial,
después 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 60°C por
30 segundos, elongacion a 72°C por 45 segundos y un ciclo a 72°C por cinco minutos para
la elongacion final. Para GES se necesitdé un ciclo de 15 minutos a 95°C para una
desnaturalizacion inicial, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 57°C durante 90 segundos
para el alineamiento, para la elongacion un ciclo a 72°C por 90 segundos y para la

elongacion final un ciclo de 72°C durante 10 minutos. Para OXA-48 se necesito un ciclo
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de cinco minutos para la desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, un alineamiento a 56°C por 30 segundos,
elongacion a 72°C durante 50 segundos y un tltimo ciclo de 72°C durante cinco minutos
para la elongacion final. Las secuencias de los cebadores utilizados en estas PCR se

encuentran en la tabla 6.

Para revisar la presencia del ADN del producto, se realiz6 una electroforesis convencional
en gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed. Después se aplicd una corriente de 100 V
durante 50 minutos, utilizando un marcador de peso molecular de 100-1,000 pb.
Finalmente, el gen se expuso a la luz UV a 254 nm en un transiluminador, registrando las

imagenes de forma digital.

Tabla 6. Cebadores para la amplificacion y secuenciacion de genes codificadores de carbapenemasas

Gen Secuencia de cebadores(5’- 3) Tamaino
(Pb)
KPC F: GCAGCGGCAGCAGTTTGTTGATT 184
R: GTAGACGGCCAACACAATAGGTGC
GES F: CTTCATTCACGCACTATTAC 827
R: TAACTTGACCGACAGAGG
VIM F: ATGGTGTTTGGTCGCATATC 510
R: TGGGCCATTCAGCCAGATC
IMP F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 188
R: CCAAACYACTASGTTATCT
Pre-NDM F: CACCTCATGTTTGAATTCGCC 984
R: CTCTGTCACATCGAAATCGC
OXA-48 F: GCTTGGAATCGTGACCATG 513
R: CACACAAATACGCGCTAACC

6.4.3 Caracterizacion e identificacion del plasmido portador de resistencia a

carbapenémicos

En los aislamientos donde se detectd la presencia de al menos uno de los genes que
codifican para carbapenemasas, se analizo la presencia de algun pldsmido portador de este
gen mediante electroforesis y, posteriormente, se analizd su capacidad de transferencia

mediante ensayos de conjugacion.
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6.4.3.1. Identificacion del patron electroforético de plasmidos

Se llevd a cabo la extraccion de plasmidos utilizando la técnica de hidrdlisis alcalina,
descrita por Kieser (1984). Inicialmente, las cepas se cultivaron en caldo Luria Bertani
(LB) y se incubaron durante 12 horas a 37°C con agitacion constante. Transcurrido el
tiempo, se tomaron 1.5 mL de caldo y se transfirieron a un tubo Eppendorf, luego se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 3 minutos, repitiendo los pasos previos hasta obtener
un sedimento de aproximadamente 10 mm de alto. El sedimento se suspendid
vigorosamente en 500 uL de una solucion de lisis compuesta por sacarosa, EDTA y Tris-
HCI. Se agregaron 200 uL de solucion de neutralizacion (NaOH y SDS) y se incubd
nuevamente a 55°C durante 30 minutos.

Después de la incubacion, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente durante 5
minutos y se les afiadieron 250 pL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico,
seguido de una agitacion vigorosa hasta la formacion de una emulsion blanca.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se
tranfirieron 500 pL del sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo y se almacen6 a -20°C.
Para la obtencion del patron electroforético, se prepardé un gel de agarosa al 0.7%
utilizando TBE (Tri base, acido borico y EDTA) al 0.5X como disolvente. Se tomaron 20
pL del sobrenadante obteniendo en la extraccion de plasmidos y se mezclaron con 8 puL
de buffer de carga, luego se coloco la mezcla en el gel de agarosa. En los extremos del gel
se colocaron marcadores de peso molecular de E. coli 50192 que contenian plasmidos de
peso conocido (150, 68, 36 y 7 Kb). La electroforesis se realizé6 con TBE 0.5X como
buffer de corrida a 80V a temperatura ambiente durante 5-6 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de la electroforesis, el gel se tifio con GelRed durante 30
minutos y se procedié a lavar con agua destilada. Finalmente, se visualiz6 en un
transiluminador con luz UV a 254 nm utilizando un Foto documentador UVP Biolmaging
Systems. Se procedidé a determinar el tamafio molecular del plasmido o plasmidos
detectados comparando su movilidad electroforética en el gel de agarosa con los
plasmidos de tamafio molecular conocidos de la cepa E. coli 50192. En este proceso, se
registraron las distancias de migracion de los fragmentos de ADN en milimetros a partir

de la imagen del gel de agarosa tefiido. Luego, se elabord una curva de calibracion donde

37



se graficaron las distancias migratorias de los controles en funcion de sus pesos

moleculares conocidos en KB.
6.4.3.2. Conjugacion bacteriana

Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Miller (1972). La cepa
donadora de interés, asi como la cepa receptora identificada como E. coli J53-3, se
cultivaron en agar LB a 37°C durante 16-18 horas. Luego, se prepard un inoculo de la
cepa receptora en 5 mL de caldo LB y otro in6culo del aislamiento de interés en 1 mL de
caldo LB, los cuales se incubaron con agitacion durante 3 horas. Después de este periodo,
se transfirieron 800 pL de la cepa receptora y 200 pL del aislamiento de interés a un tubo
nuevo y estéril de Eppendorf, el cual se incubd durante 3 horas sin agitacion a 30°C. Al
finalizar las 3 horas de incubacidn, se sembraron 100 pL de la mezcla en placas de LB
con rifampicina (100 pg/mL) e imipenem (2 pg/mL) utilizando un asa Drigalski de vidrio.
Las placas se incubaron durante 16-18 horas a 37°C, mientras que los tubos se
mantuvieron en incubacion sin agitacion durante 16-18 horas a 30°C. Al dia siguiente, si
no habia crecimiento, se realizaron nuevamente las siembras con el mismo proceso antes

mencionado.

Una vez que se logro el crecimiento de colonias bacterianas aisladas, se procedié a
resembrarlas para confirmar su identificacion mediante MALDI-TOF MS, donde se
esperd que el microorganismo detectado fuera la cepa E. coli transconjugante (cepa con
el plasmido de intéres). Posteriormente, se llevo a cabo la confirmacion del éxito de la
conjugacion del plasmido mediante la prueba de CarbaNP, una vez que el resultado fue
positivo, se realiz6 el perfil de plasmidos por hidrdlisis alcalina. Si la conjugacion no fue
exitosa, se realizd nuevamente la metodologia anterior, pero en esta ocasion, las placas
donde se incubaron las muestras contenian azida de sodio (100 pg/mL) e imipenem (2
pg/mL) en lugar de rifampicina e imipenem. El resto del procedimiento se mantuvo igual:
se sembraron 100 uL de la mezcla en las nuevas placas y se incubaron a 37°C durante 16-
18 horas, se identificaron en MALDI-TOF MS, se realiz6 la prueba de CarbaNP y los

aislamientos positivos a la prueba CarbaNP se obtuvo su perfil plasmidico.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion y origen de los aislamientos clinicos

Durante el periodo de coleccion, de enero de 2020 a diciembre de 2024, en el Hospital
Universitario “Dr. José¢ Eleuterio Gonzélez”, se recuperaron 1,120 aislamientos de
enterobacterales, de los cuales 67 se preseleccionaron debido a su resistencia a al menos
un carbapenémico. Los aislamientos preseleccionados se enviaron al Laboratorio de

Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias Biologicas.

Para confirmar la susceptibilidad a carbapenémicos, se realiz6 la prueba de difusion en
disco. Los resultados mostraron que el ertapenem presentd mayor resistencia, con un
89.1% (n=49), seguido por el meropenem con un 67.3% (n=37) e imipenem con un 60%
(n=33). A partir de estos resultados se descartaron 12 aislamientos al no presentar

resistencia a carbapenémicos.

En total, se estudiaron 55 aislamientos clinicos obtenidos de 53 pacientes diferentes, esto
debido a que dos pacientes presentaron dos especies bacterianas con resistencia a

carbapenémicos (M. morganii 'y E. coli; C. freundii y K. pneumoniae).

De los 55 aislamientos seleccionados, se identificaron siete especies diferentes: E. cloacae
(n=18), E. coli (n=15), K. pneumoniae (n=9), P. rettgeri (n=7), C. freundii (n=3),
Klebsiella variicola (n=2), y M. morganii (n=1).

Los aislamientos se obtuvieron principalmente de hisopados rectales con un 30.9%
(n=17), infecciones de tejidos blandos un 18.2% (n=10), infecciones del tracto urinario un
14.5% (n=8), infecciones intraabdominales un 12.7% (n=7), infecciones del tracto
respiratorio inferior un 9.1% (n=5), infecciones osteoarticulares y un 7.3% de especimenes
diversos (n=4), respectivamente. Los aislamientos se obtuvieron de nueve salas del

hospital como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Areas hospitalarias de donde se obtuvieron los aislamientos.

7.2 Deteccion de produccion de carbapenemasas
En los 55 aislamientos seleccionados, que presentaron resistencia a uno o mas
carbapenémicos, se realiz6 la prueba de CarbaNP o inactivacion de carbapenémicos para

identificar la produccion de carbapenemasas.

El 54.5% (n=30) de las cepas mediante la prueba de CarbaNP fueron productoras de
carbapenemasas, mientras que el 45.5% (n=25) fueron no productoras. En estos
aislamientos no productores se realizo la prueba de inactivacion de carbapenémicos como
prueba confirmatoria de produccion. En esta prueba 10 aislamientos dieron positivo a la

produccion de carbapenemasas y 15 se mantuvieron como no productores.

En conjunto con ambas pruebas, se determinaron 40 aislamientos como productores de
carbapenemasas y 15 como no productores. Esta clasificacion fue utilizada para la

seleccion de cepas en los siguientes ensayos.

7.3 Deteccion de genes de BLEE y carbapenemasas
Para la deteccion de los seis genes relacionados a la resistencia de carbapenémicos se llevo
a cabo PCR de punto final. Los resultados obtenidos permitieron la deteccion de tres genes

relacionados con la resistencia a carbapenémicos correspondientes a NDM, OXA-48 y

40



VIM. En lo que respecta a las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), se
identificaron dos genes, CTX-M y SHV (figura 9 ).
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Figura 9. Genes de carbapenemasas y BLEE detectados en CRE.

Respecto a las carbapenemasas, el gen predominante fue NDM con 56.4% (n=31) y fue
detectado en E. coli (35.5%, n=11), P. rettgeri y E. cloacae (22.6 %, n=7 cada uno), K.
pneumoniae (12.9%, n=4), ademas en M. morganii y C. freundii (3.2%, n=1 cada uno).
El gen OXA-48 se presentd en un 16.4% (n=9) y VIM en un 1.8% (n=1). En el caso de

los aislamientos no productores de carbapenemasas no se detectd ninguna carbapenemasa.

La BLEE detectada con mayor frecuencia en todos los aislamientos estudiados fue CTX-
M con un 27.3%, asi mismo, SHV se presentd en un 12.7% de los aislamientos
seleccionados. Las BLEE se identificaron tanto en aislamientos productores como en los
no productores de carbapenemasas. En la figura 10 se observa que CTX-M mostré una
clara predominancia entre los aislamientos productores de carbapenemasas, mientras que

SHYV se distribuy6 de manera mas homogénea entre productores y no productores.
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Figura 10. Genes de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) detectados por PCR punto final en
aislamientos productores y no de carbapenemasas.

7.3 Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos

Los datos de susceptibilidad de los 55 enterobacterales resistentes a carbapenémicos se
presentan en la tabla 7, en la cual se muestran los valores de CMI, el porcentaje de
aislamientos resistentes, intermedios y susceptibles a los distintos antibioticos analizados.
La tasa de resistencia fue superior al 60% en la mayoria de los antibidticos a excepcion de
ceftazidima-avibactam y doxiciclina. La mayoria de los aislamientos fue susceptible para

amikacina, aztreonam-avibactam y colistina.

Tabla 7. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterales resistentes a carbapenémicos

CMI (pg/mL) Aislamientos n (%)
Antibiotico
Rango 50%  90% S I R
AZT <2 ->64 >64 >64 509.1) 0(0.0) 50(90.9)
CPM <2 ->64 >64 >64 3(5.5) 7(12.7)  45(81.1)
FOX 8 ->128 >128  >128 1(3.0) 0(0.0) 32(97.0)
CAZ <2 ->64 >64 >64 4 (7.3) 0(0.0) 51(92.7)
CTR 1->128 >128  >128 1(1.8) 0(0.0) 54(98.2)
ERT 1->128 32 >128 0(0.0) 6(10.9) 49 (89.1)
IMP <0.5->128 4 >128  15(27.3) 6(10.9) 34(61.8)
MEM <0.5->128 16 >128 17 (30.9) 1(1.8) 38(69.1)
CZA <2/4->64/4 >64/4 >64/4 21 (38.2) 2(3.6) 32(58.2)
AZA <2/4->64/4 <2/4 >64/4 42 (76.4) 2(3.6) 11(20.0)
AMK <2 ->64 <2 >64 34 (61.8) 1(1.8) 20(36.4)
LVX <0.25->8 >8 >8 14 (25.5) 2(3.6) 39(70.9)
DOX <2 ->64 16 >64 18 (37.5) 7(14.6) 23 (47.9)
T/S <1/19- >64/1216 o4 o 14 (25.5) 0(0.0) 41(74.5)
1216 1216
COL <l -<I <l <l 0(0.0) 47 (100.0)  0(0.0)
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Antibiodticos AZT: aztreonam; CPM: cefepime; FOX: cefoxitina; CAZ: ceftazidima; CTR: ceftriaxona;
ERT: ertapenem; IMP: imipenem; MEM: meropenem;CZA: ceftazidima-avibactam; AZA: aztreonam-
avibactam; AMK: amikacina; LVX: levofloxacina; DOX: doxicilina; T/S: trimetroprim- sulfametoxazol;

Col: colistina.

En la figura 11 se muestra la susceptibilidad de los aislamientos (n=55) agrupada en tres
categorias segiin su mecanismo de resistencia: productoras de carbapenemasas, no
productoras de carbapenemasas y portadoras del gen NDM. En términos generales, se
puede observar una resistencia mds alta en los grupos portadores del gen NDM vy
productores de carbapenemasas, en comparacion con las no productoras. Los portadores
del gen NDM tuvieron una resistencia global mayor, alcanzando porcentajes iguales o
superiores al 90% frente a la mayoria de los antibidticos a excepcion de amikacina,

aztreonam-avibactam y colistina.

Los aislamientos productores de carbapenemasas mostraron un comportamiento similar,
aunque en varios antibioticos los niveles fueron ligeramente inferiores a los observados
en los portadores de NDM. Por su parte, los no productores de carbapenemas evidenciaron
porcentajes de resistencia inferiores, con diferencias especialmente notables en amikacina,
imipenem, meropenem, ceftazidima-avibactam, levofloxacina, doxiciclina y

trimetoprima-sulfametoxazol, en comparacion con los otros dos grupos.

Los antibidticos que tiene porcentajes similares entre los tres grupos son aztreonam-

avibactam y ceftriaxona.
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Perfil de susceptibilidad
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Figura 11 Perfil de susceptibilidad antimicrobiana clasificada en tres grupos, dependiendo a su mecanismo
de resistencia. Antibidticos AZT: aztreonam; CPM: cefepime; FOX: cefoxitina; CAZ: ceftazidima; CTR:
ceftriaxona; ERT: ertapenem; IMP: imipenem; MEM: meropenem;CZA: ceftazidima-avibactam; AZA:
aztreonam-avibactam; AMK: amikacina; LVX: levofloxacina; DOX: doxicilina; T/S: trimetroprim-

sulfametoxazol.

7.4 Perfil de plasmidos

Mediante el método de hidrolisis alcalina descrito por Kaiser, seguido de una migracion
electroforética en gel de agarosa al 0.7% , se llevo a cabo la caracterizacion de los perfiles
plasmidicos en los aislamientos clinicos portadores de los genes NDM, OXA-48 y VIM.
Esta metodologia permitié visualizar y estimar el numero y tamafio de los pldsmidos

presentes en cada aislamiento.

La comparacion de bandas se realizé utilizando como marcador de peso molecular la cepa
de referencia E. coli 50190, lo que permitié estimar un rango de tamano de los plasmidos
que oscild entre 105 y 170 Kb. La cantidad de plasmidos por aislamiento vari6 entre una

y cinco bandas.

En los 31 aislamientos portadores de NDM, se logr6 obtener perfiles plasmidicos en 20

aislamientos, distribuidos en las siguientes especies: E. coli (n=7), E. cloacae (n=6), P.
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rettgeri (n=4), K. pneumoniae (n=2) y M. morganii (n=1). En los 11 aislamientos
restantes, pese a multiples extracciones plasmidicas, no se detectd ningun plasmido. Para
analizar si OXA-48 tenia un perfil de plasmidos diferente, se tomaron dos aislamientos
(E. coliy E. cloacae) con el gen portador, obteniendo un plasmido de tamafio de 166 Kb.
En el aislamiento portador de VIM (E. cloacae), se presentd un plasmido de 142 Kb. En

total se obtuvieron 23 perfiles plasmidicos.

Figura 12. Perfil de plamidos de los aislamientos portadores de NDM, OXA-48 y VIM, obtenido por
electroforesis en gel de agarosa 0.7%. Se observa la ausencia de bandas plasmidicas en los carriles 4,11, 12,

17 y 19 correspondiente a los aisalmientos con genes NDM y OXA-48 . Marcado de peso molecular (MM).

7.5 Transferencia horizontal de genes de resisistencia a carbapenémicos

Con el propésito de evaluar la capacidad de transferencia horizontal de genes de
resistencia antimicrobiana, se realizaron ensayos de conjugacion bacteriana empleando
los 23 aislamientos previamente caracterizados plasmidicamente. Se utilizdé como cepa
receptora a E. coli J53-3 resistente a rifampicina pero susceptible a B-lactamicos, con el
objetivo de seleccionar unicamente aquellas bacterias receptoras que hubieran adquirido
plasmidos portadores de carbapenemasas. En la primera fase, los 23 aislamientos fueron
sometidos a el ensayo de conjugacion con medio LB con rifampicina (100 pg/mL) e
imipenem (2 pg/mL). E1 56.5% (n=13) de los aislamientos presentaron crecimiento en el

medio selectivo, indicando una posible tranferencia exitosa de plasmidos.
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En los 10 aislamientos que no mostraron transferencia bajo las condiciones antes
mencionadas, se repitieron los ensayos de conjugacion, pero esta vez utilizando como
medio selectivo azida de sodio (100 pg/mL) e imipenem (2 pg/mL). El 30% (n=3)

lograron la conjugacion.

De los 16 aislamientos que presentaron conjugacion exitosa: el 87.5% (n=14) portaban el
gen NDM. La distribucion por especie fue: E. coli (35.7%, n=5), E. cloacae (28.6%, n=4),
P. rettgeri (21.4%, n=3) y K. pneumoniae (14.3%, n=2). También se observo
transferencia exitosa de los genes OXA-48 y VIM a partir de un aislamiento de E. coli 'y

un aislamiento de E. cloacae, respectivamente.
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8. DISCUSION

La familia Enterobacteriacae forma parte de la microbiota intestinal de humanos y
animales. Sin embargo, algunas especies de esta familia son patdogenos oportunistas
causantes de infecciones asociadas a la atencion en la salud (IAAS), especialmente en
pacientes inmunocomprometidos o con estancias hospitalarias prolongadas. La resistencia
a los antibidticos, constituye una amenaza creciente en el ambito de la salud publica a
nivel global, ya que aumenta la tasa de morbi-mortalidad y los costos de atencion médica.
Este fendmeno se agrava cuando las bacterias desarrollan resistencia a antibioticos de
ultima linea terapéutica, como los carbapenémicos, reduciendo de manera significativa las
opciones de tratamiento efectivas y dificultando el manejo clinico en entornos
hospitalarios. A nivel mundial, se han identificado hasta la fecha al menos once tipos
distintos de carbapenemasas codificadas por Enterobacterales, agrupadas en clases
moleculares A, B y D segun la clasificacion de Ambler. En latino America se han
reportado unicamente nueve tipo de carbapenemasas. Hasta el 2019, México ha reportado
seis de ellas: KPC, GES, NDM, VIM, IMP y OXA-48 (Garcia et al., 2020). Es por eso
que en este estudio se llevd acabo la caracterizacion de mecanismos enzimaticos de
resistencia a carbapenémicos en cepas de Enterobacterales aisladas de un hospital de tercer

nivel en México.

En la actualidad, la diseminacion de carbapenemasas es el problema de resistencia mas
importante en bacterias Gram-negativas de importancia clinica, debido a su complejo
perfil de susceptibilidad a antibioticos, a la facil y rdpida diseminacion interespecie o

intraespecie a través de elementos moviles transmisibles.

En este estudio se obtuvieron 55 aislamientos clinicos, identificando siete diferentes
especies siendo E. cloacae (n=18), E. coli (n=15) y K. pneumoniae (n=9) los aislamientos
predominantes. Estos resultados coinciden con Jalalvand ef al. y Gualan y Matamoros
(Jalalvand et al., 2020;Gualan y Aatamoros, 2024) donde demostraron que E. coli, K.

pneumoniae y E. cloacae son los bacilos Gram-negativos predominantes en hospitales.
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El ertapenem fue el carbapenémico con el mayor porcentaje de resistencia en los
aislamientos analizados, alcanzando un 89.1% segun la prueba de difusion en disco. En
general, la resistencia a esta clase de antibidticos en nuestro estudio fue del 72.1%. En
comparacion, una investigacion realizada en la provincia de Sindh de Pakistan informo
una tasa del 59% de resistencia (Pascual et al., 2022). Por otro lado, un ensayo del 2023
en Pakistan, indico la tasa del 20-30% (Mustafai et al., 2023), lo que representa una

diferencia significativa en relacién con nuestros hallazgos y el estudio previo.

La identificacion de produccion de carbapenemasas por el método de CarbaNP detectd
54.5% (n=30) de aislamientos productores. Sin embargo, para una identificaciéon mas
precisa en los aislamientos no productores de carbapenemasas (n=25) se realiz6 el método
de inactivacion de carbapenémicos modificado (mCIM) y se observé que 10 de las cepas
evaluadas fueron positivas para produccion de carbapenemasas. Estos hallazgos respaldan
la utilidad de emplear ambas técnicas de forma complementaria, ya que cada una ofrece
ventajas particulares. El mCIM ha demostrado una sensibilidad entre el 98 a 100%,
mientras que CarbaNP ofrece un 73 a 100%. Esta complementariedad ha sido
documentada previamente por Schaffarczyk et al. (2024) reportando una sensibilidad de
83.1% para mCIM y 76.3% para CarbaNP. De igual forma, Lutgring y Limbago (2016)
sefialaron que la prueba de CarbaNP presenta una sensibilidad baja para detectar
carbapenemasas como OXA-48, algo que también se evidencid en el estudio de
Papagiannitsis et al. (2015), donde se detectd que solo uno de 17 aislamientos fueron
productores de OXA-48. Estos resultados indican que para mejores resultados es
conveniente realizar ambas técnicas en este tipo de cepas. Estos hallazgos podrian explicar

el cambio en el porcentaje detectable en los aislamientos de nuestro estudio.

La deteccion precisa y temprana de carbapenemasas es fundamental, especialmente en
paises como México, donde la propagacion de bacterias productoras de carbapenemasas
ha ido en aumento en los ultimos afos. El primer reporte documentado corresponde al afio
2009, con la identificacion de VIM en aislamientos clinicos del Hospital Civil de
Guadalajara (Morfin-Otero et al., 2009). Posteriormente, en 2012, se notifico la presencia
de NDM en el mismo hospital donde se llevo a cabo el presente estudio (Barrios ef al.,

2013). En 2013, se detectd por primera vez KPC en K. pneumoniae en un Hospital de la
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Ciudad de México (Rodriguez-Zulueta et al., 2013). Finalmente, en 2015, se reportd la
presencia de OXA-48 like en un Hospital de atencion terciaria, también ubicado en la
Ciudad de México (Torres-Gonzalez et al., 2010). En el presente estudio se detectaron

tres carbapenemas diferentes (NDM, OXA-48 y VIM) en un periodo de dos afios.

La carbapenemasa detectada con mayor frecuencia en este estudio fue NDM en el 77.5%
de los aislamientos productores de carbapenemasas, en la actualidad este gen y sus
variantes han sido reportados a nivel mundial en distintas especies (Kumarasamy et al.,
2010). En nuestro estudio se identifico a E. coli, P. rettgeri, E. cloacae, K. pneumoniae,
M. morganii'y C. freundii como portadores de NDM. Un estudio en el Hospital Civil “Fray
Antonio Alcade” en Guadalajara report6 que el 92.3% de sus aislamientos portaban el gen
NDM, donde incluian como aislamientos principalmente a K. pneumoniae, E. cloacae, E.
coli'y P. rettgeri (Bocanegra-Ibarias ef al., 2017). De acuerdo con informes de Estados
Unidos, el gen predominante en Enterobacterales en las IAAS es KPC, principalmente
debido a la colonizacion entre los residentes de centros de atencion a largo plazo (Jean et
al., 2015). Sin embargo, en México actualmente NDM es la carbapenemasa mas

prevalente (Garza-Gonzélez et al., 2021).

La segunda carbapenemasa detectada en este estudio fue OXA-48 con el 16.4%,
identificado en E. coli (n=3), E. cloacae (n=2), K. pneumoniae (n=2), C. freundii (n=1)y
K. variicola (n=1). En un informe de la globalizaciéon de OXA-48 en el 2019, se indico
que E.coli, E. cloacae, C. freundii, S. marcescens, Klebsiella spp., Salmonella y
Enterobacter spp. tienden a ser portadores de OXA-48 en infecciones intrahospitalarias,

a excepcion de E. coli que es de cepas adquiridas en la comunidad (Zurfluh et al., 2015).

Alguno de los aislamientos de OXA-48 portan a la par NDM (n=3). En Inglaterra, en el
Programa Inglés de Vigilancia para la Utilizacion y Resistencia Antimicrobiana
(ESPAUR, por sus siglas en inglés), en su informe 2018 — 2019, indicaron que la
combinacion de OXA-48 y NDM es la mas comun (Van y Doi, 2017). Esto se debe a la
propagacion de OXA-48 a través de plasmidos es 50 veces mds frecuente que el de NDM,
incluso puede ser en presencia de otro gen codificante para carbapenemasa (Pitout et al.,

2019). En el hospital real de Muscat, Sultano de Oman se identificé un aislamiento de K.
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pneumoniae portadora de OXA-48 y NDM por medio de secuenciacion y se confirmé que
esta clona habia sido previamente descrita en la India. El estudio de Onyeji et al. (2024)
tambien concuerda con la coexpresion de OXA-48 y NDM en K. pneumoniae,
identificando cuatro aislamientos provenientes de un hospital terciario privado en el

suroeste de Nigeria.

Comprender la distribucion de otros factores, como la produccion de betalactamasas de
espectro extendido, es necesario debido a que confiere resistencia a cefalosporinas y puede
provocar resistencia a carbapenémicos en aislamientos clinicos que presenten algun
mecanismo no enzimatico de resistencia. Se ha demostrado una estrecha relacion entre las
BLEE (SHV y CTX-M) y la produccion de enzimas OXA-48 (Ain et al., 2018). En este
estudio el 20% de los aislamientos portadores de CTX-M 'y el 28.6% de los aislamientos

portadores de SHV tenian el gen OXA-48, corroborando lo antes mencionado.

No obstante, OXA-48 no es la tnica carbapenemasa asociada con BLEE. En un estudio
global del programa de Vigilancia en un periodo de 2012 a 2017, NDM mostr6 la mayor
correlacion con las BLEE en comparacion con otras MBL, particularmente en K.
pneumoniae (Kazmierczak et al., 2021). En este estudio se presentd el gen NDM a la par

con CTX-M enun 90.9% (10/11) y SHV en un 20% (1/5) de los aislamientos.

Adicionalmente, se realizaron pruebas genotipicas a los aislamientos clasificados
fenotipicamente como no productoras de carbapenemasas, considerando que ninguna de
las metodologias fenotipicas brindan un 100% de sensibilidad a todas las carbapenemasas,
como se ha descrito anteriormente. Este andlisis reveld que no hubo presencia de los genes
KPC, GES, NDM, VIM e IMP, pero si se identificaron nueve aislamientos portadores de
OXA-48, lo que destaca la importancia de complementar los métodos fenotipicos con
pruebas moleculares para una deteccion mas precisa. En un estudio de control
epidemiologico de resistencia a carbapenémicos en Bélgica, se detectaron 19 cepas con
OXA-48 en pacientes hospitalizados, sin tener alguna relacién con paises endémicos,
donde estas cepas no habian sido identificadas correctamente debido a su perfil de
resistencia a carbapenémicos, lo que hizo dificil su identificacion temprana (Glupczynski

etal.,, 2012).
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La resistencia a antibidticos global en lo aislamientos analizados superd el 60% en la
mayoria de los antimicrobianos evaluados, con excepcion de amikacina, aztreonam-
avibactam y colistina, que mostraron mayores porcentajes de susceptibilidad. Estos
resultados son similares con lo reportado por Medugu et al. (2023), quienes en un estudio,
caracterizaron fenotipica y genotipica enterobacterales en seis hospitales en el norte de
Nigeria, observando niveles de resistencia superiores al 60% a la mayoria de los
antibioticos, salvo a amikacina, ceftazidima-avibactam y colistina. En dicho estudio, el
grupo con mayor porcentajes de resistencia fue el de las cefalosporinas (85.5%), seguido

por carbapenémicos (65.3%).

Respecto a los inhibidores de betalactamasas en combinacion con betalactamicos se
destaca el contraste entre ceftazidima-avibactam y aztreonam-avibactam. Mientras
ceftazidima-avibactam mostr6 una resistencia del 58.2%, aztreonam-avibactam logré una

susceptibilidad mayor, con un 76.4% de aislamientos susceptibles.

La diferencia observada entre ceftazidima-avibactam y aztreonam-avibactam puede
atribuirse a las caracteristicas del avibactam y al antibidtico con el que se combina.
Aunque avibactam es eficaz frente a betalactamasas de clase A, C y algunas de clase D,
no inhibe a las metalo-B-lactamasas (MBL) como NDM, VIM e IMP (Rodriguez et al.,
2022). Por ello, ceftazidima-avibactam pierde efectividad frente a aislamientos
productores de MBL, como se evidencio en este estudio. Por otro lado, aztreonam es
resistente a la hidrélisis por MBL, y su combinacion con avibactam permite una cobertura
ampliada contra diversas P-lactamasas, incluidas las clases A y C. Esto explica la
susceptibilidad observada frente a aztreonam-avibactam (Pasteran et al, 2022). En
concordancia con estos resultados, un estudio realizado en un hospital de ensefanza en
China reportd que aztreonam-avibactam representa una de las pocas alternativas
terapéuticas eficaces frente a enterobacterales resistentes a carbapenémicos productores

de MBL (Wang et al., 2014).

Estos hallazgos se ven respaldados también por estudios mas recientes. En una
investigacion multicéntrica en Argentina post COVID-19 reportaron que aztreonam-

avibactam tiene altos porcentajes de susceptibilidad en enterobacterales portadores de
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MBL. En este estudio reportan un 5.0% de resistencia a esta combinacion de antibioticos.
En el caso de ceftazidima-avibactam tuvieron un porcentaje de 50.7% de resistencia por
la alta recuperacion de MBL (Echegorry et al., 2024), coincidiendo con nuestros

resultados.

La clara diferencia entre los perfiles de susceptibilidad de los grupos evaluados:
productores y no productores de carbapenemasas asi como portadores del gen NDM, pone
en evidencia el impacto que tienen estos mecanismos frente a sus opciones terapéuticas.
El grupo portador de NDM se representa como el mas problematico desde el punto de
vista epidemioldgico, ya que no solo se ven afectadas las cefalosporinas, penicilinas y
carbapenémicos, sino que tampoco son inhibidas por los inhibidores clasicos como el
avibactam. En este estudio el porcentaje de resistencia en los aislamientos portadores de
NDM en la mayoria de los antibidticos fue mayor al 90%, lo que coincide con Jeong et
al., 2020, quienes observaron que los aislamientos portadores de NDM tuvieron una tasa
de resistencia del 95.8% a la mayoria de los antibidticos, con excepcion de algunos
aminoglucoésidos y polimixinas. En contraste, los productores de carbapenemasas
mostraron un perfil de susceptibilidad similar pero con cierta variabilidad, probablemente
relacionado a la heterogeneidad en los genes identificados. Esta diferencia sugiere que
aunque el fenotipo es similar, el tipo especifico de carbapenemasa impacta de forma
diferente en la susceptibilidad. Por ejemplo, NDM tiene una mayor capacidad hidrolitica
frente a las cefalosporinas y carbapenémicos, lo que puede explicar la variabilidad
observada en la resistencia (Poirel et al., 2012). Los aislamientos no productores, aunque
clasificados como enterobacterales resistentes a carbapenémicos, evidencian un perfil de
susceptibilidad mas favorable. Esto sugiere que podrian estar involucrados otros
mecanismos de resistencia como pérdida de porinas, sobreexpresion de bombas de eflujo

o hiperexpresion de BLEE, en ausencia de carbapenemasas (Tamma et al., 2021).

En el presente estudio, se determind la presencia de plasmidos en los aislamientos
portadores de NDM, OXA-48 y VIM. Mediante el ensayo de hidrolisis alcalina descrita
por Kaiser, se logro identificar de uno a cinco pldsmidos por aislamiento con un tamafio
que oscilaba entre 105 a 170 Kb. Para el gen NDM se identificaron 20 perfiles de distintos

aislamientos, donde el nimero de plasmidos por aislamiento y el tamafio son similares a
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lo reportado por Bocanegra-Ibarias en 2017 en 15 perfiles distintos en aislamientos de

enterobacterales portadores de NDM-1.

En el caso de OXA-48 y VIM se detectaron pldsmidos de 166 Kb y 142 Kb,
respectivamente. En un brote de K. pneumoniae portador de OXA-48 en China por medio
de S1-PFGE reportaron que el tamafio del plasmido fue de 69 Kb (Guo et al., 2016), siendo

el reportado en el presente estudio de un tamafio mayor.

Para revisar la capacidad de transferencia de genes se realizé el ensayo de conjugacion
bacteriana descrito por Miller, a los aislamientos que mostraron un perfil de plasmidos.
La conjugacion fue efectiva en 16 aislamientos en cuatro diferentes especies: E. coli (n=5),
E. cloacae (n=4), P. rettgeri (n=3) y K. pneumoniae (n=2). Wang y colaboradores (2022)
reconocieron a E. coli, E cloacae y K. pneumoniae como especies altamente competentes
para la conjugacion bacteriana, donde E. coli ha sido ampliamente utilizada por su
capacidad para transferir plasmidos con frecuencia de hasta 1071, K. pneumoniae también
cuenta con una alta tasa de conjugacion bacteriana que puede alcanzar valores cercanos a
1, donde favorece la diseminacion de genes como KPC y OXA-48. Por su parte E. cloacae
ha demostrado frecuencias de transferencia de plasmidos de NDM de hasta 1.68 x 1073

(Yang et al., 2020).
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9. CONCLUSION

En aislamientos de E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, K.variicola, M. morganii,
P. rettgeri y C. freundii se detectd la resistencia a carbapenémicos.

En gran parte de los aislamientos obtenidos la resistencia a carbapenémicos se
relacion6 con los genes NDM, VIM y OXA-48.

Las BLEE identificadas fueron CTX-M y SHV.

Los aislamientos presentaron una elevada resistencia a la mayoria de los
antibidticos analizados.

El perfil de plasmidos indic¢ la presencia de entre uno a cinco plasmidos con
tamafio de 105 a 170 KB en los aislamientos portadores de NDM, OXA-48 y
VIM.

La conjugacion bacteriana fue exitosa en 16 aislamientos portadores de NDM,

VIM y OXA-48.
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10. Prespectivas

Realizar la identificacion y caracterizacién de mecanismos no enzimaticos de

resistencia a carbapenémicos

Revisar la diversidad clonal de cada una de las especies bacterias por PFGE y

MLST.
Confirmar el plasmido de portador de NDM, OXA-48 y VIM por medio de

ensayos de hibridridacion.

Realizar un patrén de restriccion de los diferentes plasmidos obtenidos para

realizar una comparacion entre ellos.
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