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Resumen

Debido a que la resistencia microbiana es uno de los principales problemas en salud publica
que esta causando estragos sobre los diversos sectores del desarrollo humano a nivel global,
en el cual, los determinantes sociales y ambientales de la salud estan involucrados en el
desarrollo y propagacion de bacterias resistentes. En el presente trabajo nos enfocamos a
revisar, estudiar y discutir la resistencia que presentan los patdgenos del grupo ESKAPE a
los antibidticos y las implicaciones de las actividades humanas que estan en funcion a los

determinantes de la salud en el municipio de Puebla, México.

Como parte medular de este trabajo, se realizd una revision sobre los lineamientos
que la Organizacién Mundial de la Salud ha implementado para la prevencién y control de
la resistencia microbiana para que los paises miembros los apliquen de acuerdo a su
soberania. Mismos que sientan las bases para el disefio de politicas publicas adecuadas.
También se detallan los esfuerzos que Mexico ha realizado para cumplir con estos

lineamientos.

Se determind que 294 aislados bacterianos provenientes de dos hospitales publicos
del municipio de Puebla pertenecientes al grupo patégeno ESKAPE (acrénimo formado por
las bacterias: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomona aeruginosa, Enterobacter cloacae), fueron
multirresistentes a algunos antibi6ticos de las familias B-lactdmicos, aminoglucésidos,
cefalosporinas, anfenicoles y nitrofuranos. A partir de esos resultados se determind la
capacidad de formacion de biopelicula y se hizo uso de la reaccidn en cadena de la polimerasa
para la identificacion de genes que confieren resistencia a antibioticos. Para ello se disefiaron
oligonucleotidos para los genes: AmpC, Oxa-133, BlaSHV, MecA, FosA, FosB, VanA, Van
W, neo, AphA y AcaA-AphD. Finalmente, se realiz6 un analisis de los resultados

experimentales considerando los determinantes de la salud en la capital poblana.
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I. Introduccion

Las enfermedades infecciosas han sido causantes de los mas altos indices de mortalidad a lo
largo de la historia humana.t?® De modo que, se han hecho esfuerzos en ciencia y tecnologia
para descubrir y desarrollar compuestos con actividad antimicrobiana. Desafortunadamente
no ha sido con la misma rapidez con la que las enfermedades infecciosas avanzan. Ya que,
las caracteristicas intrinsecas y los factores extrinsecos sobre los microorganismos han ido
modificando sus condiciones, lo que vuelve ineficiente a los antimicrobianos. A este
fendmeno se le denomina resistencia a los antimicrobianos (RAM) o farmacorresistencia.
La RAM representa un problema de salud publica grave que impacta directa o
indirectamente a varios sectores del desarrollo humano.* Sin embargo, la problematica actual
es la resistencia que presentan las bacterias, debido a la velocidad en su desarrollo, la
capacidad de adquirir genes de resistencia y, por consiguiente, a su acelerada diseminacién
que se atribuye a practicas humanas que van desde el abuso en el uso y consumo de
antibidticos, gestion y manejo inadecuado de sus desechos y ausencia o incumplimiento de
leyes y normas. Por tanto, repercute en la salud humana, sanidad animal y ecosistémica.>®
Sin embargo, en el ambito de la salud humana son més evidentes los estragos, ya que se ven
limitadas las opciones terapéuticas, ocasionando que los procedimientos médicos simples y
quirdrgicos se vuelvan complejos, asi como la comorbilidades preexistentes se consideren
padecimientos de alto riesgo.” La demanda de atencion médica y tratamientos se vera
incrementada, ocasionando sobrecupo en los hospitales, desabasto de insumos, aumento en

los costos de tratamientos y estancias hospitalarias.®

1 Uddin, T. M., Chakraborty, A. J., Khusro, A, Zidan, B. R. M., Mitra, S., Emran, T. B., ... & Koirala, N. (2021). Antibiotic resistance in
microbes: History, mechanisms, therapeutic strategies and future prospects. Journal of infection and public health, 14(12), 1750-1766.
2Bloom, D. E., & Cadarette, D. (2019). Infectious disease threats in the twenty-first century: strengthening the global response. Frontiers
in immunology, 10, 549.

3 Piret, J., & Boivin, G. (2021). Pandemics throughout history. Frontiers in microbiology, 11, 631736.

4 CDC. Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019. Atlanta, GA: U.S. Department of Health and Human Services, CDC;
2019. Available in: : http://dx.doi.org/10.15620/cdc:82532

5Vazquez, E. G., Rubio, J. M. Q., & Campos, P. A. C. (Eds.). (2023). Enfermedades Infecciosas. Elsevier Health Sciences.

® So, A. D., Shah, T. A,, Roach, S., Chee, Y. L., & Nachman, K. E. (2015). An integrated systems approach is needed to ensure the
sustainability of antibiotic effectiveness for both humans and animals. Journal of Law, Medicine & Ethics, 43(S3), 38-45.

7 Baekkeskov, E., Rubin, O., Munkholm, L., & Zaman, W. (2020). Antimicrobial resistance as a global health crisis. In Oxford Research
Encyclopedia of Politics.

8 Zhen, X., Lundborg, C. S., Sun, X., Hu, X., & Dong, H. (2019). Economic burden of antibiotic resistance in ESKAPE organisms: a
systematic review. Antimicrobial Resistance & Infection Control, 8, 1-23.
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Algunos expertos se atreven a estimar que al menos 10 millones de muertes anuales ocurriran
en las préximas tres décadas y esto ocasionara por lo menos que 28 millones de personas
sean orilladas a la pobreza.’

Por tanto, podemos advertir que la RAM es una amenaza a la salud publica, sanidad animal
y ecosistémica, que compromete el cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS), sobre todo en paises en vias de desarrollo. En este sentido, las condiciones de vida
de una poblacién, comunidad o regidn son determinantes y estan en funcion de factores de
tipo social, econdémico, bioldgico y ambiental. Por lo que, estas condiciones se han referido
como determinantes de la salud® y mas especificamente, determinantes sociales %12 y
ambientales de la salud.™

Estos determinantes de la salud juegan un papel importante en el desarrollo y
diseminacion de la resistencia bacteriana. En la cual, las actividades diarias forman sistemas
donde participa el gobierno, las politicas publicas, la gestion, la educacion, los recursos
ecosistémicos, etc. Y que, a su vez forman subsistemas que determinan los servicios de salud,
el bienestar social, economia, gestion, ordenamiento ecologico y contaminacion, por
mencionar algunos ejemplos. Estos sistemas y subsistemas son los factores extrinsecos que
ejercen presion sobre los nichos ecolégicos microbianos que, aunado a sus caracteristicas
intrinsecas, dan como resultado un aumento en el desarrollo y diseminacion de bacterias
patdgenas resistentes a los antibidticos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), preocupada por este problema de salud
publica ambiental ha emitido lineamientos para su prevencion y control,** siendo los més
representativos la Estrategial® y el Plan de Accion Mundial contra la RAM.* No conforme
con ello, dio a conocer una lista de bacterias patdgenas resistentes que requieren atencién

urgente para que se investigue, vigile epidemioldgicamente y se desarrollen nuevos agentes

9 Walsh, T. R., Gales, A. C., Laxminarayan, R., & Dodd, P. C. (2023). Antimicrobial resistance: addressing a global threat to
humanity. PLoS medicine, 20(7), e1004264.

10 Snyder-Mackler, N., Burger, J. R., Gaydosh, L., Belsky, D. W., Noppert, G. A., Campos, F. A,, ... & Tung, J. (2020). Social
determinants of health and survival in humans and other animals. Science, 368(6493), eaax9553.

1 Donkin, A., Goldblatt, P., Allen, J., Nathanson, V., & Marmot, M. (2018). Global action on the social determinants of health. BMJ
Glob Health, 3(Suppl 1), e000603.

12 Snyder-Mackler, N., Burger, J. R., Gaydosh, L., Belsky, D. W., Noppert, G. A., Campos, F. A, ... & Tung, J. (2020). Social
determinants of health and survival in humans and other animals. Science, 368(6493), eaax9553.

13 Gibson, J. M. (2018). Environmental determinants of health. Chronic Iliness Care: Principles and Practice, 451-467.

14 vazquez-Cabrera, N., Espinosa-Marquez, A., & Cedillo-Ramirez, M. L. (2023). Evolucion histérica de la Organizacion Mundial de la
Salud y la resistencia a los antimicrobianos. Revista Panamericana de Salud Publica, 47, e51.

15 World Health Organization. (2001). Estrategia mundial de la OMS para contener la resistencia a los antimicrobianos (No.
WHO/CDS/CSR/DRS/2001.2). Ginebra: Organizacion Mundial de la Salud.

16 WHO. (2015). Global action plan on antimicrobial resistance. Genebra: World Health Organization.
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terapéuticos.!’ Entre estas bacterias, se encuentran las que forman parte del grupo patégeno
ESKAPE (acronimo formado por las bacterias: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomona aeruginosa,
Enterobacter cloacae). En este sentido, México en consonancia con la OMS, implemento la
Estrategia Nacional de Accidn Contra la Resistencia a los Antimicrobianos. Por tanto, con la
finalidad de evidenciar las implicaciones de la resistencia a antibi6ticos en cepas patdgenas
del grupo ESKAPE sobre los determinantes de la salud, a partir de muestras clinicas
provenientes de dos hospitales publicos de la ciudad de Puebla se toma como marco de
referencia el Objetivo 2 de la Estrategia, el cual es reforzar los conocimientos y la evidencia
de la RAM en cuanto a prevencion, control y protocolos de vigilancia de la resistencia
bacteriana. Con esto, no solo evidenciamos la prevalencia e incidencia de bacterias
resistentes, sino que también, ponemos en contexto la importancia de los determinantes de la
salud en la aparicion y propagacion de enfermedades infecciosas causadas por bacterias
resistentes a antibidticos que representan una amenaza global con repercusiones mayores a

nivel local.

7 Organizacion Mundial de la Salud. La OMS publica la lista de las bacterias para las que se necesitan urgentemente antibiéticos.
Ginebra: OMS; 2017. Disponible en: https://www.who.int/es/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-
antibiotics-are-urgently-needed
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Il.  Justificacion
La resistencia a los antibio6ticos representa un problema complejo de salud pablica ambiental,
en el cual las practicas humanas han acelerado el desarrollo y diseminacion de bacterias
resistentes. Es por ello que, las politicas publicas como la Estrategia Nacional de Accion
Contra la Resistencia a los Antimicrobianos son fundamentales en la prevencion y control de
la RAM. En este sentido, llevar a cabo proyectos académicos y cientificos enfocados a la
vigilancia epidemioldgica es determinante para anticipar los estragos de la resistencia
causada por los patogenos del grupo ESKAPE, la cual se puede considerar la pandemia
silenciosa y latente. Ademas, que, estos resultados son herramientas tecno-cientificas que

sirven para la formulacion de politicas publicas en materia de salud humana.

I1l.  Pregunta de investigacion

e ;Cuales son las posibles afectaciones e implicaciones de los determinantes de la salud
ante la resistencia a antibidticos del grupo patégeno ESKAPE?

e ;Cual es la presencia y prevalencia de genes que confieren resistencia a antibioticos en
cepas clinicas que pertenecen al grupo patégeno ESKAPE provenientes de dos hospitales
publicos de la ciudad de Puebla?

IV.  HipOtesis
Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias patdgenas perteneciente al grupo
ESKAPE que son consideradas multirresistentes, presentan genes de resistencia de forma
intrinseca como adquirida. Por tanto, el analisis a través de la reaccién en cadena de la
polimerasa de cepas provenientes de dos hospitales en la ciudad de Puebla permitiria la
identificacion de genes que confieren resistencia a los antibioticos. Lo cual, pondra en
evidencia las implicaciones de los determinantes de la salud en la creciente propagacion

de bacterias resistentes.
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V.  Objetivos
5.1 Objetivo general
e Analizar la correlacién de los determinantes de la salud implicados en la
problematica de la resistencia a antibidticos en patdgenos del grupo ESKAPE,

bajo el marco de las politicas publicas en México.

5.2 Objetivos particulares
e Identificar y documentar los determinantes sociales y ambientales de la salud que
inciden sobre la presencia y propagacion de bacterias patdgenas resistentes a
antibioticos.
e Generar un cepario del grupo patégeno ESKAPE a partir de muestras clinicas
provenientes de dos hospitales publicos de la ciudad de Puebla
e Identificar y analizar las caracteristicas morfoldgicas y moleculares del cepario

para determinar la resistencia a antibioticos.
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VI. Marco de referencia

6.1 Determinantes sociales y ambientales de la salud
La OMS define a la salud como el estado de completo bienestar fisico, mental y social.8 Sin
embargo, la salud es un ideal que responde a mucho mas que eso. Es el resultado y el proceso
mismo de una compleja y multiple interaccion de factores que estan en funcion de los
procesos naturales (bioldgicos), el medio ambiente, asi como otros factores de tipo

socioecondmicos y politicos. Todos ellos, conforman a los determinantes de la salud.1%2%:21:22

Figura 1. Componentes de los determinantes sociales y ambientales de la salud

CONTEXTO <
SOCIOECONOMICO
Y POLITICO
é Circunstancias materiales
G - (vivienda, trabajo,
Posicion disponibilidad de alimentos,
socioecondmica » disponibilidad de agua,
Politicas servicios y otros) Impacto en la

macroeconémicas

Clase social, %
‘ sexo, etnia » Factores psicosociales ambientey el
: : bienestar
Politicas sociales
—> Factores biolégicos A
. T Educacién »
Politicas publicas Factores ambientales
(educacion, salud, ¢
proteccién social, « » Cohesion social
proteccion Ocupacion |\ v capital social
ambiental) $ .............. (Sistema de Atencién Sanitaria) ......
............. Sistemas agroecolégicos )
Cultura, normasy liEkcee ( g & T
valores sociales istemas de control y prevencion
de riesgos y desastres

Determinantes estructurales de las inequidades Delerm o e e et os

Fuente: Tomado de la Organizacién Panamericana de la Salud, con modificaciones propias.

8 OMS. (1972). Constitucion de la Organizacion Mundial de la Salud. OMS (Organizacion Mundial de la Salud).

19 Bricefio-Ledn, R. (2000). Bienestar, salud ptblica y cambio social. In Salud y equidad: una mirada desde las ciencias sociales (pp. 15-
24).

2 Centeno, M. R. V., & Vera, N. A. C. (2019). Determinantes sociales de la salud. Politicas Publicas. Dominio de las Ciencias, 5(1), 477-
508.

2L Determinantes ambientales de la Salud. disponible en: https://www.paho.org/es/temas/determinantes-ambientales-salud

22 Objetivo de Desarrollo Sostenible 3: Garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades. La Agenda 2030

para el Desarrollo Sostenible
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La salud al ser un derecho humano fundamental,?® se considera constitucional.?* En este
sentido, los Estados Miembros,? tiene la intension de que exista una colaboracion entre los
gobiernos, los sistemas de salud y las entidades administrativas para poder brindar el apoyo
que garantice equidad en salud.?6?"-%

Por tanto, para reducir la inequidad sanitaria, es preciso actuar desde la prevencion y
control, adoptando medidas pertinentes en sanidad a través de acciones enfocadas a
problemas propios de los sistemas de salud, exposicion a riesgos, vulnerabilidad y acceso a
la atencidn sanitaria. Es decir, actuar sobre “todas aquellas circunstancias en que las personas
nacen, crecen, trabajan, viven y envejecen”, incluyendo todos los sistemas y subsistemas que
inciden en el bienestar de un individuo o una comunidad,?® (Figura 1). Los cuales definen el
desarrollo de la poblacién y que afectan las propias condiciones de vida, como la educacion,
la economia, la planificacion urbana, la gestion, la sanidad, los servicios y la politica. Y las
amenazas a cualquiera de estos, repercuten en el equilibrio de la salud publica ambiental. Es
por ello que, las politicas publicas y otras acciones gubernamentales son fundamentales para
abordar un problema de salud ptblica®®3! como la RAM.

En la cotidianidad, las politicas publicas se aplican a través de programas, planes,
proyectos o campariias que son dirigidos por el Estado,® con el fin de logar un bien comdn
que es de interés plblico.

México, ha tomado como base los lineamientos emitidos por la OMS sobre la RAM
para llevar a cabo acciones que sirven de sustento para la formulacion de politicas publicas
en materia de salud humana, sanidad animal y ecosistémica con la intension de generar
conciencia sobre la prevencion y el control de la RAM, asi como la implementacion de

normas mexicanas, programas de higiene y salud, campafias sobre uso responsable de

23 WHO. (1978). Report of the International Conference on Primary Healthcare. Lama-Ata. Ginebra

2 Brena, I., Valadés, D., Campillo, C., Rivas, R. G., Robledo, L. M. F. G., Soberdn, G., & Tamés, R. (2020). Derecho y salud. El Colegio
Nacional.

2 Organizacion Mundial de la Salud (2021). Presencia de la OMS en los paises, territorios y zonas: informe 2021. Ginebra.

% Bascolo, E., Houghton, N., & Del Riego, A. (2018). Types of health systems reforms in Latin America and results in health access and
coverage. Rev Panam Salud Publica, 42, e126.

2T Frode, C. G. (2017). El sistema de salud en México. Revista CONAMED, 22(3), 129-135.

2 Martinez Trejo, L. O. (2018). Sistema de salud en México. Encrucijada, Revista Electrénica del Centro de Estudios en Administracion
Pulblica, (29), 1-15.

2 Alfaro-Alfaro, N. (2018). Los determinantes sociales de la salud y las funciones esenciales de la salud publica social. Salud

Jalisco, 1(1), 36-46.

% vargas, C. S. (2012). La definicion de politica publica. Bien comln, 18, 47-52.

3% Luis, F. (2013). El estudio de las politicas pablicas. L. F. A. Villanueva (Ed.). Editorial Miguel Angel Porra.

32 Gutiérrez, J.A., Restrepo, R.D., Zapata, J.S. Formulacién, implementacion y evaluacion de politicas publicas desde los enfoques, fines
y funciones del Estado. Revista CES Derecho, (8), 2, 333-351.

3 Raskin, M. G. (2019). The common good: Its politics, policies and philosophy. Routledge.
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antibidticos y la creacion de la Estrategia Nacional de Accion Contra la Resistencia a los

Antimicrobianos.

6.2 Politicas pablicas y otras acciones gubernamentales encaminadas a la contencion y

prevencion de la resistencia microbiana

La OMS ha emitido resoluciones sobre el manejo, prevencion y control de la RAM, con el
fin de que los paises miembros las apliquen de acuerdo a su soberania.3* Dentro de las
resoluciones emitidas entre 1948 y 1983, se enfocaron a la prevencién y lucha contra las
enfermedades transmisibles,®® de 1984 a 1997, fueron sobre temas relacionados a
medicamentos, enfermedades emergentes y reemergentes. Pero a partir de 1998, las
resoluciones tomaron un enfoque méas amplio hacia la resistencia microbiana.®

En cuanto a las resoluciones sobre medicamentos, la OMS hizo la invitacion para que
las autoridades sanitarias y la poblacion en general crearan conciencia sobre las
consecuencias ocasionadas debido a las inadecuadas prescripciones médicas. Bajo este
panorama, México emitio una serie de normas que ayudaran a mejorar la calidad en la salud.
La norma NOM-072-SSA1-1993, sobre etiquetado de medicamentos, cuyo objetivo es la
correcta identificacion de medicamentos para que la poblacion se orientara y advirtiera sobre
el adecuado y seguro consumo de estos. La norma NOM-017-SSA2-1994, sobre vigilancia
epidemioldgica, en la cual se establecieron los criterios, especificaciones y directrices de
operacion del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), para la
recoleccion sistematica, continua, oportuna y confiable de informacidn relevante y necesaria
sobre las condiciones de salud de la poblacion y sus determinantes. Mientras que, la norma
NOM-087-ECOL-1995, sobre el manejo de los residuos peligrosos bioldgico infecciosos
(RPBI), promovié la responsabilidad empresarial publica o privada al cuidado del medio
ambiente derivado de lo que se usa y desecha. Del mismo modo, la norma NOM-040-ZOO-
1995, se publico con la intension de regular el uso de los antimicrobianos por posible riesgo

para la salud publica debido a su uso indiscriminado. Es por ello que estas normas se

34 vazquez-Cabrera, N., Espinosa-Marquez, A., & Cedillo-Ramirez, M. L. (2023). Evolucién histérica de la Organizacion Mundial de la
Salud y la resistencia a los antimicrobianos. Revista Panamericana de Salud Publica, 47, e51.

3 Organizacion Mundial de la Salud. (1973). Manual de resoluciones y decisiones de la Asamblea Mundial de la Salud y del Consejo
Ejecutivo, v. 1, edicion definitiva; v. 2, edicion recapitulativa y definitiva; v. 3, 3a ed. Organizacion Mundial de la Salud.

3 QOrganizacion Mundial de la Salud. Documentacion para las reuniones del Consejo Ejecutivo y las Asambleas Mundiales de la Salud.
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consideran las que sentaron la bases para la prevencién y control de la RAM en México como

se muestra en la Figura 2.

Durante la Asamblea Mundial de 1995, se dio a conocer la preocupacion sobre la falta
de vigilancia epidemioldgica debido a las enfermedades infectocontagiosas, emergentes y
reemergentes y sobre casos de resistencia bacteriana. Por lo que, en 1996, la OMS con la
participacion de la Organizacion Panamericana de Salud (OPS) da a conocer la Red
Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana (ReLAVRA)®'. La cual se
enfocd en sus inicios solo a patdgenos adquiridos entre la comunidad, pero a partir del afio
2000, se consideraron los patdgenos nosocomiales.

De tal forma que, en México se formalizé el control de las infecciones nosocomiales
a partir del programa establecido en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubirén, extendiéndose a otros centros nacionales de salud para asi crear la Red
Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica (RHOVE).® Con este sistema de vigilancia
centinela a nivel nacional, se podian vigilar las infecciones asociadas a la atencidn sanitaria
(IAAS), generando informacién epidemioldgica, estadisticas en salud publica y de tipo
clinico.

En 2001, se presenta la Estrategia Mundial para Contener la Resistencia a los
Antimicrobianos® con la finalidad de reducir las repercusiones de la RAM. La cual fue
disefiada y presentada en tres partes (Tabla 1). Con ello, se pretendié proporcionar una serie
de protocolos destinados a disminuir la aparicion y diseminacion de microorganismos
resistentes a través de la adopcion de acciones que redujeran la carga en la morbilidad y
diseminacion de infecciones, facilitando el acceso y optimizacion de los antimicrobianos,
fortaleciendo los sistemas de salud y la capacidad en la vigilancia, dando seguimiento a los
reglamentos y la legislacién, asi como el fomento de la investigacion y el desarrollo de

nuevos medicamentos y vacunas.

37 Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA). (2019). EE. UU.: Organizacion
Panamericana de la Salud.

3 Secretaria de Salud, Direccion General de Epidemiologia. Manual de procedimientos estandarizados para la vigilancia epidemioldgica
hospitalaria. Ciudad de México: Secretaria de Salud; 2016. Disponible en:
https://www.pediatria.gob.mx/archivos/burbuja/13.2_Manual_RHoVE_2016-1.pdf

3 World Health Organization. (2001). Estrategia mundial de la OMS para contener la resistencia a los antimicrobianos (No.
WHO/CDS/CSR/DRS/2001.2). Ginebra: Organizacion Mundial de la Salud.
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Figura 2. Acciones implementadas en México para prevenir y combatir la resistencia bacteriana bajo los lineamientos de la OMS.

ElInstituto de
Salubridad y
Enfermedades
Tropicales (ISET)
cambio su nombre a
Instituto de Diagnostico
y Referencia
Epidemiologica (InDRE)

NOM-052-ECOL-1993

Norma sobre las
caracteristicas,
procedimiento de
identificacion,
clasificacion y el
listado de los residuos
peligrosos

A

NOM-087-ECOL-1995

Norma sobre
el manejo de los
residuos peligrosos
biologico infecciosos
(RPBI)

®
.

Norma de emergencia.
Para la vigilancia

Modificacion de nomenclatura
y actualizacion de la norma
sobre residuos peligrosos

T

{ Red de Vigilancia

2 Epidemiologica

i e | REGLAMENTO |

Norma sobre ,‘(RH,GYE) r
vigilancia e i
vigilancia 1AA de insumos
epidemiologica e para la salud

(SINAVE)

y control de la
enfermedades
nosocomiales

Estd en tus manos

REGULACION
Regulaciony Guia de manejoy
promocion para el asistencia en la
uso adecuado de dispensacion de
antibioticos. medicamentos e ACTUALIZACION
lineamientos a los insumos para la Ultima
que esta sujetala salud en farmacias actualizacion del
CAMPANA venta y dispensacion P ¢ cuadr_o basico de
de antibioticos ( medicamentos.

@

PROGRAMA

Programa de
optimizacion
delos
antimicrobianos

G
i
i
1993 \
A
i
; (2o}
- ] i i
] ' :
) ! H 1
i i Sl :
NOM-072-55A1-1993 i i i
Sobre etiquetado /! \ | Clasficaciony INICIATIVA i ACTUALIZACION [ mANUAL E
de medicamentos. L ! dptescv;pclbn de ok Seguridad del ! NOM-017-SSA2-2012 Manual de ESTRATEGIA i
Lineamientos para la [k nmaca ticor paciente S promE—— procedimientos NACION. i
clasificacion y prescripcion de 1 veterinarios por el flesgo vigilancia esmnd‘arlzados Estrategia i
productos farmacéuticos | desusingredientes demiologi para vigilancia naclonal de accion i
Norma sobre sales i i i i activos > epidemioldgica idemiologie
veterinarios por el nivel de riesgo 1 (SINAVE) epidel _lo O{!Ica continia
P de sus ingredientes activos. MODELO hospitalaria resistonicia a los b
antimicrobianas Norma publicada en 2003. Modelo de Farmacia antimicrobianos
pa{a usoen Hospitalaria.
arimales o Procedimientos Normalizados CENTRO DE
€ONSUMO Por €stos REGLAMENTO de Operacion (PNO). REFERENCIA
Reglamento interno de Manejo y asistencia en la / \ DELARAM
NOM-176-SSA1-1998 a Comision disposicion de medicamentos e (S >/ LaUISDC del
Sobre o T Interinstitucional del Insumos para la salud en b SENASICAes
€ los requisitos minimos Cuadro Basico de farmacias 1
sanitarios que deben cumplir los Insumos det Sector DECRETO designado como
S s cossopn s
fabricacion nacional o extranjera, Sobre vigilancia seguridad del __ organismos
utilizados para la elaboracion de epidemiologica, paciente internacional para
medicamentos de uso humano. prevencion y control de laRAM
Publicada hasta 2001 @ las infecciones
nosocomiales.
Regula a la RHOVE.

NOM-087-ECOL-SSA1-2002

Actualizacion de la norma
sobre el manejo de los

residuos peligrosos

biologivo infecciosos (RPBI)
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Tabla 1. Sintesis del contenido de la Estrategia Mundial para Contener la
Resistencia a los Antimicrobianos (2001).

Apartado Contenido Consideraciones
Presenta el uso apropiado de los antimicrobianos; la importancia de
. vigilar la resistencia a los antimicrobianos; el fortalecimiento de los
A Introduccion y . . . . ., .
laboratorios microbiolégicos y redes de informacién; estandarizacion
antecedentes . . . . .
de los métodos para detectar la resistencia; consideraciones sobre la
prevalencia e incidencia epidemiolégica.
Intervenciones recomendadas sobre los siguientes grupos:
1) Pacientes y la comunidad en general
. 2) lenes prescriben y dispensan
Uso apropiado de los Qu o SR
.. . 3) Hospitales
antimicrobianos y .. . . . . .
B . . 4) Administracion de antimicrobianos a los animales destinados
resistencia emergente:
al consumo humano
elementos e : . .
. . 5) Gobiernos nacionales y sistemas de salud
Intervenciones .
6) Desarrollo de medicamentos y vacunas
7) Promocidn de los medicamentos
8) Aspectos internacionales de la contencion de la resistencia a
los antimicrobianos
C Aplicacion de la Incluye una guia para poner en practica las intervenciones
estrategia mundial recomendadas

Fuente: Elaboracion propia con informacion extraida de la Estrategia mundial de la OMS para contener la
resistencia a los antimicrobianos (2001).

Es por ello que, las investigaciones sobre resistencia bacteriana, son las evidencias cientificas
que se requieren para la formulacion de politicas publicas. Ya que, se ha observado que las
infecciones estan sujetas a las condiciones del lugar (hospitalarias o ambientales). Siendo las
infecciones nosocomiales las que han representado un mayor problema clinico como
epidemioldgico, debido a que condicionan el aumento de la morbi-mortalidad, lo que genera
un incremento en la inversion economica para cubrir los gastos generados por hospitalizacion

y tratamiento.

Para 2005 en México se establecio la norma NOM-045-SSA2-2005, destinada a la
vigilancia epidemioldgica, prevencion y control de las infecciones nosocomiales, cuyo
objetivo es establecer criterios para la prevencion, vigilancia y control epidemioldgico de las

infecciones nosocomiales que repercuten en la poblacion que hace uso de los servicios
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prestados en los hospitales publicos o privados. Por lo que, la RHOVE, es una herramienta
atil, a través de la cual se pueden generar indices que permiten ver el estado en el que se

encuentra la poblacién sobre enfermedades infecciosas a nivel nacional.

En 2008 la OMS, la Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), en conjunto con otras organizaciones como la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE), el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia, el Banco Mundial
y la Coordinacién del Sistema de las Naciones Unidas para la Gripe, dieron a conocer el
marco estratégico, contribucion a “Un mundo, Una salud”*° para reducir riesgos causados
por enfermedades infecciosas entre animal — humano - ecosistema. Su principal objetivo era
disminuir las enfermedades que podrian adquirir un caracter zoondtico, debido a la
inexistencia de antibidticos efectivos contra bacterias resistentes. Lo que generd un mayor
cuidado sobre la vigilancia epidemioldgica y la preservacion del medio ambiente®. Dos afio
después se formalizd la colaboracion entre la OMS-OEI-FAQO,* con el objetivo de prohibir
practicas que aceleren la aparicion y diseminacién de bacterias resistentes, a través de la
promocion sobre el uso responsable de antibidticos en los humanos, animales y el medio

ambiente, con el enfoque “Una salud™*® (Figura 3).

Figura 3. Alianza tripartita bajo el enfoque “Una salud”

Fuente: Elaboracidon propia, con informacion extraida de la OMS.

40 UNICEF. (2008). Contributing to one world, one health. A strategic framework for reducing risks of infectious diseases at the animal-
human-ecosystems interface.

41 OIE (2009). Un Mundo, una Salud. Editorial. Director General. Organizacién Mundial para la Sanidad Animal (OIE).

42 FAO-OIE-WHO Collaboration. (2010). Sharing responsibilities and coordinating global activities to address health risks at the animal-
human-ecosystems interfaces. A tripartite concept note. A tripartite concept note.

4 Garcia, S. V. (2017). One world, one health: historia de una sola salud.
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Por otro lado, en febrero de 2010, el Instituto Nacional de Salud Publica en conjunto con la
Alianza por el Uso Prudente de Antibidticos, la Fundacion Mexicana para la Salud, la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM vy la Asociacion Nacional de
Infectologia y Microbiologia Clinica A.C, publicaron el documento titulado “Regulacion y
promocion para el uso adecuado de antibioticos en México. Propuesta de lineamientos para
la accién”.** En su contenido, se enmarcan entre otras cosas, llevar a cabo una serie de
acciones (Figura 4), que garanticen la seguridad del paciente, ademas de considerar a los

antibidticos como un bien publico global.

Figura 4. Propuestas para la regulacion y promocion del uso adecuado de antibioticos en

México.

06
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al publico en general,
farmacéuticos y

02

Desarrollar estrategias
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legislacion sobre la receta
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antibidticos, incluyendo su
re clasificacion como prescriptores sobre el

medicamentos uso racional de los

controlados Propuestas de antibiéticos
lineamientos para la
accion

Fuente: elaboracidn propia con datos obtenidos de Regulacién y promocion para el uso

adecuado de antibidticos en México (2010)

4 Regulacion y promocion para el uso adecuado de antibicticos en México. Disponible en:
http://www.insp.mx/images/stories/Lineas/medicamentos/doc/acciones_antibioticos.pdf
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En mayo de ese mismo afio, se publicé el acuerdo en el que se determinaron los lineamientos
de control de venta y dispensacion de antibi6ticos.*> En apoyo a esto, la COFEPRIS publicé
una lista de medicamentos clasificados en grupos terapéuticos para su venta y dispensacion.*
Asi como la Asociacion Nacional de Farmacias de México (ANAFARMEX), publico una
tabla de medicamentos restringidos de acuerdo a su grupo terapéutico y otras

especificaciones para su correcta venta y disposicion.

Dando continuidad a las evidencias tecno-cientificas, en 2012 se publicé en México
la norma NOM-017-SSA2-2012 sobre vigilancia epidemioldgica, la cual establece como
debe operar el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), ya que es quien
recolecta informacion relevante y necesaria sobre las condiciones de salud publica y sus

determinantes.

Mientras tanto, en la Asamblea Mundial de 2015, se aprobd el Plan de Accion
Mundial para luchar Contra la Resistencia a los Antimicrobianos,*’ en el que se incluyo la
resistencia a los antibidticos. En él, se aborda el control, la distribucion y el uso adecuado de
antibidticos; el desarrollo de nuevas tecnologias sanitarias para prevenir y controlar la
resistencia a los antimicrobianos; promocion del acceso asequible a medicamentos
antimicrobianos e instrumentos de diagnosticos existentes y nuevos. Por lo que, en 2018,
México publicd la Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia a los
Antimicrobianos,*® cuyo propodsito es que la poblacion en general sume esfuerzos para
combatir la RAM, desde diferentes areas estratégicas, a través de cinco objetivos
fundamentales que estan en concordancia con los estipulados por la estrategia mundial de la
OMS de 2016%° (Tabla 2).

Recientemente, en 2020 la FAO designo en México al Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) como el centro de referencia para la

RAM, dejando como responsable a la Unidad Integral de Servicios, Diagnéstico y

4 DOF. ACUERDO por el que se determinan los lineamientos a los que estara sujeta la venta y dispensacion de antibidticos, 2010.
Disponible en: https://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5144336&fecha=27/05/2010#gsc.tab=0

46 COFEPRIS. Lista de medicamentos clasificados en grupos terapéuticos para su venta y dispensacion. Disponible en:
https://www.gob.mx/cofepris; https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/178695/LMR_2017-07_\001.pdf

4T WHO. (2015). Global action plan on antimicrobial resistance. Genebra: World Health Organization.

48 DOF (2018). Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia a los Antimicrobianos Disponible en:
https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5525043&fecha=05/06/2018

49 Organizacion Mundial de la Salud (2016). Plan de accion mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos: Informe de la
Secretaria (No. A69/24). Organizacién Mundial de la Salud.
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Verificacion del SENASICA,* accion que suma a la lucha y prevencion de la RAM en

Meéxico.

Tabla 2. Sintesis de la Estrategia Nacional de Accion Contra la Resistencia a los

Antimicrobianos
| |

Estrategia nacional de accion contra la
resistencia a los antimicrobianos
México, 2018

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Presenta a la resistencia microbiana como una amenaza publica mundial,
poniendo en riesgo la capacidad para tratar enfermedades infecciosas
comunes y graves. Explica qué es y como se presenta la resistencia
microbiana.

OBJETIVOS ESTRATEGICOS

1) Mejorar la concientizacion y la comprensién con respecto a la RAM, a través
de la comunicacién efectiva, la educacion y la capacitacion.

2) Reforzar los conocimientos y la evidencia de la RAM a través de la vigilancia y
la investigacion tanto en salud humana como en salud animal (incluyendo
vigilancia epidemioldgica, sanitaria y del uso de antimicrobianos).

3) Reducir la incidencia de las infecciones, a través de las medidas preventivas,
de higiene y sanitarias, tanto en salud humana como en salud animal.

4) Utilizar de forma éptima los agentes antimicrobianos, tanto en salud humana
como en salud animal, mediante el uso racional de los antimicrobianos.

5) Desarrollo de la evaluacion econémica del problema en el pais con el fin de
asegurar una inversion sostenible para abordar y combatir la RAM, incluyendo el
desarrollo de nuevos medicamentos, herramientas diagnosticas, vacunas y
otrasintervenciones.

COMPROMISOS PARA DAR CUMPLIMIENTO A LA ESTRATEGIA

Menciona que con el fin de eontar y dar cumplimiento a la Estrategia, México se
compromete a establecer los mecanismos necesarios para poder reducir al
maximo la RAM, de manera congruente con lo establecido a nivel nacional como
internacional. Por lo que, ha estado trabajando con una visiéon multisectorial, bajo
el enfoque "Una Salud".

Fuente: elaboracion propia con datos obtenidos de la Estrategia Nacional de Accion contra

la Resistencia a los Antimicrobianos del 2018.

% FAO. Resistencia a los antimicrobianos. 2021. Disponible en: https://www.fao.org/antimicrobial-resistance/news-and-
events/news/news-details/en/c/1436874/
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6.3 Impacto de la resistencia bacteriana en los Objetivos de Desarrollo Sostenible

De acuerdo con el informe “Infecciones resistentes: una amenaza a nuestro futuro
econémico” del Grupo Banco Mundial ®°? Las afectaciones provocadas por bacterianas
resistentes a antibioticos también repercuten en la economia, los cuales pueden ser parecidos
a los dafios ocasionados por la recesion del 2008, causando una pérdida mayor al 5% del
producto interno bruto en paises en desarrollo, asi como una caida anual de hasta el 7.5 %
de la produccidn agricola y ganadera a nivel mundial, lo que pone en riesgo la seguridad e
inocuidad alimentaria.>® Generando pérdidas econdmicas que superarian los 100 billones de
dolares para el afio 2050, si no se hace algo al respecto.

Lo anterior obedece a que, los antibioticos no solo se han usado para tratar, controlar
y mitigar enfermedades infecciosas humanas, también se sabe que son usados en plantas y
en animales para consumo humano como promotores del crecimiento.>* Es por ello que, la
resistencia que presentan las bacterias a los antibioticos es un problema complejo,
multifactorial y multicausal, con serias repercusiones sobre la salud y el bienestar de la
poblacién humana, animal y ecosistémica, vulnerando la economia y comprometiendo los
sistemas de produccion alimentarios, principalmente los agricolas, avicolas y ganaderos, lo
que interfiere con el cumplimiento de algunos de los ODS, principalmente con el ODS 3:
Salud y bienestar; ODS 2: Hambre cero; ODS 1: Fin a la pobreza; ODS 10: reduccién de las
desigualdades; ODS 6: Agua limpia y saneamiento; ODS 8: Trabajo decente y crecimiento
econdmico; ODS 12: Consumo Yy produccion sostenible; ODS15: vida de ecosistemas
terrestres y el ODS 17: alianzas para lograr los objetivos (Figura 5).

En 2015, Van y col.,* realizaron un estudio donde analizan la ingesta global de
antibidticos en la produccién de animales para consumo humano. En dicho estudio destacan
que en 2010 se administraban aproximadamente 63.151 toneladas de antibidticos y para el

afio 2030 habra un incremento de hasta un 63%. De acuerdo con sus estadisticas, los paises

51 World Bank Group. (2017). Drug-resistant infections: a threat to our economic future.

52 Jee, Y., Carlson, J., Rafai, E., Musonda, K., Huong, T. T. G., Daza, P., ... & Yoon, T. (2018). Antimicrobial resistance: a threat to
global health. The Lancet infectious diseases, 18(9), 939-940.

53 O’Neill, J. (2016). On behalf of the Review on Antimicrobial Resistance. Tackling Drug-Resistant Infections Globally: Final Report
and Recommendations. London: Review on Antimicrobial Resistance.

54 Van den Bogaard, A. E., & Stobberingh, E. E. (2000). Epidemiology of resistance to antibiotics: links between animals and

humans. International journal of antimicrobial agents, 14(4), 327-335.

% van Boeckel, T. P., Brower, C., Gilbert, M., Grenfell, B. T., Levin, S. A., Robinson, T. P., ... & Laxminarayan, R. (2015). Global
trends in antimicrobial use in food animals. Proceedings of the National Academy of Sciences, 112(18), 5649-5654.
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con mayor consumo de antibioticos en la produccién ganadera seran: China (30%), Estados
Unidos (10%), Brasil (8%), India (4%) y México (2%). Este andlisis resulta preocupante para
México, ya que, al no existir legislacion adecuada sobre el tema, nos predispone al
incremento en el desarrollo y transmision de resistencia a antibioticos a otros reservorios. Por
tanto, se considera que el abuso en el uso y consumo de antibidticos impacta negativamente
a los ODS.

Por otro lado, en las Ultimas décadas se han considerado a los antibidticos como
contaminantes emergentes presentes en agua y suelo, que ocasionan un incremento en la
presion de seleccién de los microorganismos y con ello, mutaciones genéticas que se suman
a los mecanismos de resistencia contra los antimicrobianos. El agua residual proveniente de
los hogares, las industrias y zonas urbanas lleva un gran contenido de materia organica,
microrganismos Yy sustancias quimicas, entre ellas, los medicamentos, que desembocan en
otros afluentes, dando paso a la presion de seleccion microbiana y por ende a la adquisicion
o transmision de genes de resistencia no solo a antibidticos, sino también a metales
pesados.>®>” En épocas de lluvia, el agua residual que es transportada por los sistemas de
alcantarillado, se desborda en las calles, generando brotes infecciosos causados por bacterias
resistentes. En otros casos, las condiciones en las que operan las plantas de tratamiento de
aguas residuales, condicionan la prevalencia de bacterias resistentes que son reincorporadas
a los efluentes, lagos y rios que se usan como bebederos para animales, riego de cultivos o
parques. Este tipo de practicas las bacterias resistentes se propagan a través de las cadenas
tréficas y las actividades socioecondmicas. Por lo que, si el problema de la RAM no se aborda
adecuadamente, los sistemas de produccién agricola y ganadera disminuiran, poniendo en

riesgo la seguridad e inocuidad alimentaria a nivel global .%>°

% pal, C., Bengtsson-Palme, J., Kristiansson, E., and Larsson, D. G. J. (2015). Co-occurrence of resistance genes to antibiotics, biocides
and metals reveals novel insights into their co-selection potential. BMC Genomics 16:964. doi: 10.1186/s12864-015-2153-5

57 Singer, A. C., Shaw, H., Rhodes, V., & Hart, A. (2016). Review of antimicrobial resistance in the environment and its relevance to
environmental regulators. Frontiers in microbiology, 7, 1728.

%8 Robinson, T. P., Bu, D. P., Carrique-Mas, J., Févre, E. M., Gilbert, M., Grace, D., ... & Laxminarayan, R. (2016). Antibiotic resistance
is the quintessential One Health issue. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 110(7), 377-380.

%S0, A. D., Shah, T. A., Roach, S., Chee, Y. L., & Nachman, K. E. (2015). An integrated systems approach is needed to ensure the
sustainability of antibiotic effectiveness for both humans and animals. The Journal of Law, Medicine & Ethics, 43(3_suppl), 38-45.

Pagina | 17



Figura 5. Objetivos del Desarrollo Sostenible que estdn comprometidos por la resistencia

microbiana.
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Fuente: Elaboracidn propia con informacion extraida de la Agenda 2030.

6.4 Aspectos bésicos en la resistencia bacteriana
En los macroecosistemas se involucran todas las actividades humanas que se realizan
diariamente, las cuales juega un rol importante sobre los microecosistemas a corto y mediano
plazo. Por tanto, esto favorece el aumento en el desarrollo y diseminacion de genes de
resistencia. Lo que ocasiona que las enfermedades infecciosas causadas por bacterias
resistentes se propaguen con mayor facilidad y el poco o nulo tratamiento que las mitigue
esta dejando a la poblacién sin herramientas terapéuticas eficaces. Con la finalidad de definir

y estandarizar los niveles de resistencia bacteriana de importancia clinica, en 2019 se llevo a
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cabo el Consenso Latinoamericano clasificando en tres grupos los niveles de resistencia que
poseen las bacterias (Figura 6): MDR (multidrogo-resistente) en este grupo se encuentran las
bacterias que son resistentes a un antibiotico de al menos 3 familias; XDR (extremodrogo-
resistente) es el grupo al que pertenecen las bacterias que son sensibles a uno o dos
antibioticos y PDR (pandrogo-resistente) que es el grupo al que pertenecen las bacterias que

son resistentes a todos los antibioticos existentes.%61

Figura 6. Clasificacion de los niveles de resistencia bacteriana

Pandrogo-resistente

Extremodrogo-resistente

Multidrogo-resistente

Fuente: Elaboracion propia con datos de Pearson (2019).

Desde el punto de vista farmacoldgico, la resistencia a un antibiético se expresa cuando la
concentracion méxima de un antibidtico que es tolerada por el hospedador no impide el
crecimiento bacteriano. Esto es debido a que las bacterias tienen diversas estrategias
(mecanismos de resistencia) que evaden el efecto de los antibidticos.252

Se puede clasificar la resistencia bacteriana en tres tipos: natural o intrinseca, por
mutacion y adquirida. La resistencia intrinseca, es propia de cada especie, familia o grupo

bacteriano. La resistencia por mutaciones, se debe a factores externos (presion de seleccion),

%0 Jiménez Pearson MA, Galas M, Corso A, Hormazabal JC, Duarte Valderrama C, Salgado Marcano N et al. Consenso latinoamericano
para definir, categorizar y notificar patégenos multirresistentes, con resistencia extendida o panresistentes. Rev Panam Salud Publica.
2019;43:e65

51 Magiorakos, A. P., Srinivasan, A., Carey, R. B., Carmeli, Y., Falagas, M. E., Giske, C. G., ... & Monnet, D. L. (2012). Multidrug-
resistant, extensively drug-resistant and pandrug-resistant bacteria: an international expert proposal for interim standard definitions for
acquired resistance. Clinical microbiology and infection, 18(3), 268-281.

52 \World Health Organization. (2022). Antimicrobial resistance surveillance in Europe 20222020 data.

3 World Health Organization. (2022). Training on GLASS methodology for national surveillance of antimicrobial consumption.
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y es variable. Por altimo, esta la resistencia adquirida, que como su nombre lo indica, se debe
a la adquisicion de material genético a través de la transferencia horizontal de estructuras
moviles como plasmidos, integrones y transposones (Figura 7). Estos dos ultimos tipos de

resistencia son las que tienen implicaciones epidemiolodgicas y estan llevando al fracaso

terapéutico.

Figura 7. Tipos de resistencia bacteriana
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Fuente: Elaboracion propia.

Hasta este punto, se ha puso en contexto que, la resistencia bacteriana a pesar de ser un
fenomeno que ocurre en las bacterias, las actividades generadas por el crecimiento
poblacional aceleran el proceso en el desarrollo y diseminacion de bacterias resistentes. En
este sentido, se ha observado que, las bacterias que ya son resistentes a los antibioticos, tienen
mayor capacidad de adquirir nuevos mecanismos de resistencia. Es por ello que, la OMS dio
a conocer una lista de bacterias clasificadas en tres grupos (Figura 8) de acuerdo a la prioridad

en investigacion y desarrollo de nuevos farmacos.”

Pagina | 20



En la lista figuran las bacterias que conforman al grupo patégeno ESKAPE. En el grupo uno
considerado de prioridad critica, se encuentran Acinetobacter baumannii, Pseudomona
aeruginosa, Enterobacter cloacae y Klebsiella pneumoniae, las dos dltimas como parte de la
familia de las Enterobacteriaceae. En el grupo dos, considerado de prioridad elevada, se
encuentran Enterococcus faecium y Sthaplylococcus aureus en los dos primeros lugares. Por
lo tanto, estos patdgenos al representar una amenaza global para la salud humana, requieren
especial atencion por ser patdgenos que aumentan la carga de enfermedades y la tasa de
mortalidad debido al fracaso terapéutico.®* Esta amenaza requiere una respuesta global, desde
la vigilancia epidemioldgica, mejoramiento de la atencion al paciente, hasta adecuadas

politicas publicas, practicas administrativas y gobernanza. %°5°

Figura 8. Lista de bacterias prioritarias en investigacion y desarrollo de nuevos antibioticos
para la OMS
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Fuente: Tomado de la Organizacién Mundial de la Salud (2017).

5 De Oliveira, D. M., Forde, B. M., Kidd, T. J., Harris, P. N., Schembri, M. A., Beatson, S. A,, ... & Walker, M. J. (2020). Antimicrobial
resistance in ESKAPE pathogens. Clinical microbiology reviews, 33(3), 10-1128.

% World Health Organization. (2021). Global antimicrobial resistance and use surveillance system (GLASS) report: 2021

% Global antimicrobial resistance and use surveillance system (GLASS) report: 2022
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6.4.1 Mecanismos de resistencia bacteriana
Los mecanismos de resistencia (Figura 9) se pueden agrupar en cuatro categorias:

» Actividad enzimatica: en esta categoria se encuentran todos los mecanismos en los
que las enzimas inactivan a los antibioticos, principalmente a través de hidrolisis,
acetilaciones, metilaciones y fosforilaciones.

» Modificacion del sitio de accién: en esta categoria se encuentran mecanismos como
las alteraciones de las transpeptidasas o proteinas de union a las penicilinas (PBP,
por sus siglas en inglés Penicillin Binding Protein), cambios en los sitios blancos a
través de genes que codifican dichas estructuras.

» Modificacion en la permeabilidad de la membrana: en esta categoria se incluyen los
siguientes mecanismos:

e Alteraciones en las porinas
e Alteraciones en las bombas de eflujo
» Formacion de biopelicula

Figura 9. Mecanismos de resistencia bacteriana
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Para poder describir los mecanismos de resistencia, es importante sefialar la importancia de
la estructura de la pared bacteriana entre Gram negativas (Figura 10) y Gram positivas
(Figura 11), ya que esta cumple una funcion importante en los mecanismos de resistencia.

En las bacterias Gram negativas, después del citoplasma, se encuentra una membrana
plasméatica formada por una bicapa de fosfolipidos, seguida de una capa delgada de
péptidoglicano 0 mureina y una membrana externa de naturaleza lipidica. La membrana
externa y el péptidoglicano forman la pared celular. El espacio entre la membrana externa y
la membrana plasmatica, esta el espacio periplasmico o periplasma. La membrana externa y
la capa de péptidoglicano estan unidas a través de la lipoproteina de Braun, lo que le da
estabilidad a la célula. En la membrana externa se encuentran estructuras proteicas como las
porinas y estructuras de lipopolisacaridos, llamados LPS.

Los LPS estan conformados por tres estructuras: la primera que se ancla a la
membrana externa Ilamada lipido A, formado por glucolipidos, compuesto por disacéridos a
los que estan enlazados 5 o 6 acidos grasos de cadena larga y grupo fosfato, una parte central
Ilamado CORE, formada por azUcares caracteristicos (acido cetodesoxioctanoico y una
heptosa), y una cadena lateral o antigeno O (que es especifica para cada bacteria), formada
por cadenas hidrofilicas de carbohidratos. La funcion de los LPS es actuar como filtro para
las moléculas externas, le da carga negativa a la bacteria y ayuda a atrapar cationes, también
funcionan activando el sistema inmune y puede actuar como endotoxina si los LPS se

desprenden de la membrana externa.

Figura 10. Estructura de la pared bacteriana en Gram negativas.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Las bacterias Gram positivas (Figura 10), al igual que las Gram negativas, poseen una
membrana plasméatica formada por una bicapa lipidica, en ella se encuentran proteinas
integrales de membrana, proteinas asociadas a una monocapa Yy proteinas periféricas.
Después sigue una capa gruesa de peptidoglicano. La funcién principal de la membrana es
resistir la presion osmotica y esté estabilizada por el acido teicoico y el acido lipoteicoico
que se enlaza con la membrana plasmaética, ademas de darle una carga negativa, atrayendo

cationes que son (tiles para las bacterias.®’

Figura 11. Estructura de la pared bacteriana en Gram positivas.
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6.4.1.1 Actividad enzimatica
La hidrolisis enzimatica es el principal mecanismo de resistencia bacteriana, en el
cual enzimas como las B-lactamasas inactivan a los antibioticos B-lactamicos, a través de la
hidrdlisis del anillo B-lactamico. Las enzimas acetiltransferasas, acttan transfiriendo un
grupo acetilo al antibidtico para inactivar a aminoglucosidos y cloranfenicol. Mientras que,
las esterasas hidrolizan al anillo de lactona de los macrélidos.5®
Hay un gran numero de B-lactamasas, las cuales se han agrupado segun a su estructura

molecular o clasificacion de Ambler,®® en los grupos A, B, C, D (Figura 12). Las enzimas de

5" Davida, E. G., Ehrin, J. A., & April, W. A. (2017). Principios de Farmacologia, bases fisiopatoldgicas del tratamiento. Capitulo 35
Farmacologia de las infecciones bacterianas y micobacterianas: sintesis de la pared bacteriana.

% |ippincott® Illustrated Reviews: Microbiologia, 4e. Cynthia Nau Cornelissen, Marcia Metzgar Hobbs. Capitulo 7: Genética bacteriana;
59-68.

5 Ambler, R. P. (1980). The structure of B-lactamases. Philosophical Transactions of the Royal Society of London. B, Biological
Sciences, 289(1036), 321-331.
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la clase A, B y D son codificadas en plasmidos, mientras que las de clase C, estan
generalmente codificadas en el cromosoma bacteriano y son de mayor peso molecular que
las demaés. Las enzimas de la clase B, requieren de zinc para realizar sus funciones y es por
ello que se denominan metalo-beta-lactamasas y son las responsables de producir resistencia
a los antibidticos carbapenémicos. Las enzimas de clase D, son un grupo reducido. Sin
embargo, han ampliado su espectro de resistencia debido a mutaciones puntuales.

Existe otra clasificacion de acuerdo a Bush, Jacob y Madeiros,” basada en las
funciones a partir de la correlacion de la clasificacion de Ambler,en 1, 2, 3y 4.

Las enzimas del grupo 1, corresponden a enzimas cefalosporinasas, las cuales no son
inhibidas por acido clavulanico ni por EDTA. Las enzimas del grupo 2, estan constituidas
por penicilinasas y cefalosporinasas que son inhibidas por el acido clavulanico y coinciden
con las del tipo A de Ambler. Las enzimas del grupo 3, son inhibidas por EDTA, pero no por
el 4cido clavulanico y se correlacionan con las metalo-beta-lactamasas del grupo B de
Ambler. Las enzimas del grupo 4, incluyen las penicilinasas que no son inhibidas por el acido

;o .
clavulanico.
- o -z .
Figura 12. Clasificacion de enzimas B-lactamasas
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Fuente: Elaboracion propia con informacion extraida de Ambler y Bush-Jacob-Madeiros.

© Bush, K., Jacoby, G. A., & Medeiros, A. A. (1995). A functional classification scheme for beta-lactamases and its correlation with
molecular structure. Antimicrobial agents and chemotherapy, 39(6), 1211-1233.
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6.4.1.2 Modificacion del sitio de accion

Las PBPs o proteinas de union a la penicilina son proteinas necesarias para la formacion de
la pared bacteriana y cuando sufren alguna alteracion, los B-lactamicos ya no se pueden unir
a ellas, impidiendo la actividad del farmaco. Las alteraciones que sufren las PBPs son
mutaciones, hiperexpresion y alteracion en la afinidad.

Las PBS principales son denominadas I, Il y Ill (debido a que son de mayor peso
molecular), tienen en sus extremos las funciones transpeptidaciones y transglicosilaciones.
Las transpeptidaciones son fundamentales para la sintesis de la pared bacteriana. De tal modo
que, los B-lactamicos son los que inhiben la transpeptidacion.

La informacion genética de las PBP se encuentra codificada en el material
cromosomico y no plasmidico. Sin embargo, algunos elementos que regulan la expresion de
esos genes si pueden ser codificados en los plasmidos, ocasionando la expresion de una PBP
distinta (alternativa) a la existente. ’* Por tanto, es menos afin a los B-lactamicos. >3

Por otro lado, se han reportado genes mosaicos en PBP. Esto ocurre cuando se
incorpora material genético fragmentado y la secuencia queda constituida en parte por la

informacion preexistente y la nueva, tras una transformacion y recombinacion homologa.

6.4.1.3 Modificaciones en la permeabilidad de la membrana

6.4.1.3.1 Alteracion en las porinas
Las porinas son proteinas [3-barril, que crean canales transmembranales en bacterias Gram
negativas y, a diferencia de la mayoria de las proteinas que atraviesan la membrana, la
porcidn que atraviesan estd constituida por ldminas B en lugar de o hélices. Las laminas B,
contienen una parte hidrofoba que esta en contacto con el interior de la membrana eterna y
una parte hidrofilica que esta dispuesta al exterior de la membrana. La funcion de las porinas

es la comunicacion entre el interior y el exterior de la permitiendo el flujo de moléculas con

™ Miyachiro, M. M., Contreras-Martel, C., & Dessen, A. (2019). Penicillin-binding proteins (PBPs) and bacterial cell wall elongation
complexes. Macromolecular Protein Complexes Il: Structure and Function, 273-289.

72 Straume, D., Piechowiak, K. W., Kjos, M., & Havarstein, L. S. (2021). Class A PBPs: It is time to rethink traditional

paradigms. Molecular microbiology, 116(1), 41-52.

8 Pazos, M., & Vollmer, W. (2021). Regulation and function of class A Penicillin-binding proteins. Current Opinion in
Microbiology, 60, 80-87.
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un tamafio y carga apropiada, como nutrientes, antibiéticos y material de desecho. Existe una
gran variedad de porinas y su clasificacion esté en base a su funcién.
Las porinas se han descrito principalmente en bacterias Gram negativas como parte de su

membrana. Sin embargo, algunas Gram positivas también las poseen.

6.4.1.3.2 Alteracion de las bombas de eflujo

En la membrana bacteriana se encuentran proteinas transmembranales que actian como
bombas para expulsar activamente moléculas xenobioticas, entre ellas, antibioticos. Las
bombas de eflujo pueden codificarse en el cromosoma o en plasmidos. Por lo que, se
convierte en un mecanismo de resistencia poderoso, permitiendo que la bacteria se adapte a
medios hostiles, ya que tienen alta especificidad de sustratos, lo que genera una reduccién de
la acumulacién de antibiotico intracelular. Los sistemas especializados en la expulsion de
antibidticos son diversos.”*">"® Sin embargo, los mas estudiados’’ (Figura 13) son: ABC:
ATP-Binding Cassette Transporters; RND: Resistance-Nodulation-Division; MATE:
Multidrug and Toxic Compound Extrusion; MFS: Major Facilitor Superfamily; SMR: Small
Multidrug Resistance; PACE: Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (por sus
siglas en inglés).

Cada bomba de eflujo contiene tres componentes: el canal de la membrana externa,
la lipoproteina periplasmica y el transportador de la membrana interna. La superfamilia de
facilitadores principales (MFS), la familia de division celular de nodulacién de resistencia
(RND), la familia de resistencia pequefia a multiples farmacos (SMR) y la familia de
extrusion de compuestos toxicos y de multiples farmacos (MATE), estan asociadas con la
resistencia a los antimicrobianos. De estas diversas bombas, se han estudiado en detalle las
familias de transportadores MFS y RND. A de ABC y la bomba de eflujo tipo RND no solo
estan relacionadas con la resistencia a los aminoglucosidos, sino que también estan
involucradas en la resistencia a muchos otros antibioticos, como la tigeciclina lactama, el

cloranfenicol, la eritromicina y tetraciclina.

" Paulsen, I. T. (2003). Multidrug efflux pumps and resistance: regulation and evolution. Current opinion in microbiology, 6(5), 446-451.
5 Nikaido, H., & Takatsuka, Y. (2009). Mechanisms of RND multidrug efflux pumps. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Proteins
and Proteomics, 1794(5), 769-781.

6 Piddock, L. J. (2006). Multidrug-resistance efflux pumps? not just for resistance. Nature Reviews Microbiology, 4(8), 629-636.

" Du, D., Wang-Kan, X., Neuberger, A., Van Veen, H. W., Pos, K. M., Piddock, L. J., & Luisi, B. F. (2018). Multidrug efflux pumps:
structure, function and regulation. Nature Reviews Microbiology, 16(9), 523-539.
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Figura 13. Clasificacion de las bombas de eflujo.
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6.4.1.4 Formacién de biopelicula

El biofilm o biopelicula, es una compleja comunidad de bacterias que estan unidad por una
matriz extracelular producida por las mismas bacterias y son consideradas como la forma
predominante de la vida microbiana en un “entorno natural”.

Una biopelicula es una comunidad adaptativa, especializada y perfectamente
organizada, desde un punto de vista “sostenible”. Es decir, la biopelicula tiene un ciclo de
vida,’® en el cual se forma, adapta, desarrolla y prolifera (Figura 14).

La matriz extracelular que conforma a la biopelicula es de naturaleza proteica
(polisacaridos), ADN, ARN extracelular, lipidos y otras biomoléculas que en conjunto
forman esta capa protectora y adhesiva, alrededor de la comunidad. Sin embargo, la
composicion varia segun el tipo de microorganismo que la confiera y las condiciones

ambientales.

8 Sauer, K., Stoodley, P., Goeres, D. M., Hall-Stoodley, L., Burmglle, M., Stewart, P. S., & Bjarnsholt, T. (2022). The biofilm life cycle:
Expanding the conceptual model of biofilm formation. Nature Reviews Microbiology, 20(10), 608-620.
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Figura 14. Ciclo de vida de la biopelicula
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Las caracteristicas de la biopelicula que influyen en la adaptacion, supervivencia y

proliferacion se encuentran:

Adhesion y estructura: una biopelicula puede existir sobre una gran variedad de
superficies (bidticas o abidticas), y depende de las condiciones externas como
nutrientes, oxigeno, pH, temperatura y tipo de superficie, lo que genera la adaptacion,
asegurando asi su supervivencia.

Nutrientes: dentro de la matriz, pueden entrar y recircular los nutrientes, propiciando
el crecimiento de la comunidad. La recirculacion de nutrientes es favorecida por
enzimas, interacciones fisicas y quimicas entre la célula y la matriz.

Intercambio de material genético: este tipo de comportamientos, favorece el
intercambio horizontal de material genético entre diferentes microrganismos de la
misma o diferente especie. Este intercambio permite la adquisicion de nuevos rasgos
que las hacen mas tolerantes al estrés del ambiente.

Robustez: las células que estdn mas inmersas, son mas tolerantes a las perturbaciones
externas que las células planctonicas, debido a la naturaleza de la matriz de las
especies bacterianas. De hecho, esta caracteristica es el principal mecanismo de
tolerancia a antibioticos, temperatura, pH, resistencia al estrés y evasion inmune.
Trabajo colectivo: muchas comunidades se comunican entre si a través de
sefializacion (quorum sensing), lo que permite la regulacion de respuestas en su

entorno.
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6.5 Patdgenos del grupo ESKAPE

6.5.1 Enterococcus faecium
E. faecium es una bacteria Gram positiva, ubicua que comdnmente habita en el tracto
intestinal de humanos y animales, pero también se ha localizado en alimentos de origen
animal y vegetal, asi como en diversos ambientes. Es por ello que, tiene un gran potencial
de causar infecciones si se altera el equilibrio de la microbiota. Sin embargo, E. faecium se
ha adaptado para colonizar y persistir en ambientes hospitalarios, permitiendo una facil
transmision a través de multiples rutas de contaminacion cruzada, incluidos los dispositivos
meédicos invasivos y fomites. Por lo que, a nivel mundial se han asociado a brotes
hospitalarios causantes de bacteremias, infecciones del tracto urinario y endocarditis, entre
otras.” Los enterococcos son intrinsecamente resistentes a muchos antimicrobianos y pueden
llegar a adquirir facilmente genes de resistencia por transferencia horizontal.® Se ha
reportado resistencia de E.faecium a ampicilina, aminoglucésidos, macrolidos, sulfonamidas,
clindamicina, cefalosporinas y mas recientemente a vancomicina.®! Por lo que, la creciente
resistencia a un gran ndmero de aminoglucésidos y glucopéptidos®?#384 resulta de mayor

relevancia, ya que, la Gltima linea de defensa para E. faecium® esta siendo ineficiente.

6.5.2 Staphylococcus aureus
S. aureus es un coco Gram positivo, que puede ser comensal como un patégeno oportunista
letal, ubicuo y de importancia médica y veterinaria.®®®’ Puede ocasionar desde infecciones

leves en piel, tejidos blandos, endocarditis infecciosa, osteomielitis, bacteremias y neumonias

" van Hal, S. J., Willems, R. J., Gouliouris, T., Ballard, S. A., Coque, T. M., Hammerum, A. M., ... & Enterococcal Group Mette Pinholt
Katherine Loens Basil B. Xavier VVeerle Matheeussen Herman Goossens. (2021). The global dissemination of hospital clones of
Enterococcus faecium. Genome medicine, 13, 1-12.

8 Arredondo-Alonso, S., Top, J., McNally, A., Puranen, S., Pesonen, M., Pensar, J., ... & Schiirch, A. C. (2020). Plasmids shaped the
recent emergence of the major nosocomial pathogen Enterococcus faecium. MBio, 11(1), 10-1128.

81 Gorrie, C., Higgs, C., Carter, G., Stinear, T. P., & Howden, B. (2019). Genomics of vancomycin-resistant Enterococcus

faecium. Microbial genomics, 5(7).

82 Ayobami, O., Willrich, N., Reuss, A., Eckmanns, T., & Markwart, R. (2020). The ongoing challenge of vancomycin-resistant
Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis in Europe: an epidemiological analysis of bloodstream infections. Emerging Microbes
& Infections, 9(1), 1180-1193.

8 Lee, T, Pang, S., Abraham, S., & Coombs, G. W. (2019). Antimicrobial-resistant CC17 Enterococcus faecium: The past, the present
and the future. Journal of global antimicrobial resistance, 16, 36-47.

84 Zhou X, Chlebowicz MA, Bathoorn E, Rosema S, Couto N, Lokate M, et al. Elucidating vancomycin-resistant Enterococcus faecium
outbreaks: the role of clonal spread and movement of mobile genetic elements. J Antimicrob Chemother.

8 Zhou, X., Willems, R. J., Friedrich, A. W., Rossen, J. W., & Bathoorn, E. (2020). Enterococcus faecium: from microbiological insights
to practical recommendations for infection control and diagnostics. Antimicrobial Resistance & Infection Control, 9, 1-13.

% Haag, A. F., Fitzgerald, J. R., & Penadés, J. R. (2019). Staphylococcus aureus in Animals. Microbiology spectrum, 7(3), 10-1128.

87 Park, S., & Ronholm, J. (2021). Staphylococcus aureus in agriculture: lessons in evolution from a multispecies pathogen. Clinical
microbiology reviews, 34(2), 10-1128.
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letales. La mayoria son hemoliticos y poseen capsula, razon por la cual permite resistir mayor
tiempo en el medio ambiente y en las superficies. Adicionalmente, posee otras caracteristicas
que le han permitido evolucionar® y tener un arsenal amplio en cuanto a patogenicidad y
factores de virulencia, incluidas toxinas, superantigenos, elementos de evasion inmunitaria
del huésped y adhesinas.®® Por lo que, es considerado como uno de los patdgenos causantes
de altos indices de mortalidad por infecciones nosocomiales y comunitarias.

Se ha reportado resistencia a meticilina, debido a la modificacion de la PBP2% que se integré
a un elemento cromosomico. Esto ha generado la creciente diseminacién de cepas
meticilinresistentes (MRSA), superando la tasa de mortalidad de otras enfermedades
infecciosas.®! Recientemente, la resistencia a vancomicina es la nueva preocupacion, ya que,
se habia considerado a este antibidtico como la dltima linea de defensa contra patdégenos
MDR.

6.5.3 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es un bacilo Gram negativo, productor de hipermucoviscosidad, fimbrias,
LPS vy sideroforos (enterobactina, salmochellina, yersiniabactina y aerobactrina),
contribuyen a la patogenicidad y virulencia.?%3% Por lo que, este patdgeno es considerado
como oportunista en pacientes hospitalizados. Clasicamente, se sabe que K. pneumoniae
causa neumonia, meningitis, infecciones del tracto urinario y bacteremias en pacientes
inmunocomprometidos. La resistencia de K. pneumoniae a f—lactamicos y carbapenémicos
se relaciona con la produccion de carbapenemasas (KPC), disminucion de la expresion o
pérdida de proteinas de la membrana externa y activacion de bombas de eflujo.%>%

8 Matuszewska, M., Murray, G. G., Harrison, E. M., Holmes, M. A., & Weinert, L. A. (2020). The evolutionary genomics of host
specificity in Staphylococcus aureus. Trends in microbiology, 28(6), 465-477.

8 Cheung, G. Y., Bae, J. S., & Otto, M. (2021). Pathogenicity and virulence of Staphylococcus aureus. Virulence, 12(1), 547-569.

9% Guo, Y., Song, G., Sun, M., Wang, J., & Wang, Y. (2020). Prevalence and therapies of antibiotic-resistance in Staphylococcus

aureus. Frontiers in cellular and infection microbiology, 10, 107.

% Bai, A. D., Lo, C. K., Komorowski, A. S., Suresh, M., Guo, K., Garg, A., ... & Lee, T. C. (2022). Staphylococcus aureus bacteraemia
mortality: a systematic review and meta-analysis. Clinical Microbiology and Infection, 28(8), 1076-1084.

9Yang, X., Dong, N., Chan, E. W. C., Zhang, R., & Chen, S. (2021). Carbapenem resistance-encoding and virulence-encoding
conjugative plasmids in Klebsiella pneumoniae. Trends in microbiology, 29(1), 65-83.

9 Zhu, J., Wang, T., Chen, L., & Du, H. (2021). Virulence factors in hypervirulent Klebsiella pneumoniae. Frontiers in microbiology, 12,
642484.

% Russo, T. A., & Marr, C. M. (2019). Hypervirulent klebsiella pneumoniae. Clinical microbiology reviews, 32(3), 10-1128.

% Lan, P., Jiang, Y., Zhou, J., & Yu, Y. (2021). A global perspective on the convergence of hypervirulence and carbapenem resistance in
Klebsiella pneumoniae. Journal of global antimicrobial resistance, 25, 26-34.

% Wyres, K. L., Lam, M. M., & Holt, K. E. (2020). Population genomics of Klebsiella pneumoniae. Nature Reviews Microbiology, 18(6),
344-359.
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6.5.4 Acinetobacter baumannii
A. baumannii es un cocobacilo Gram negativo, de interés cientifico y clinico por su alto
incremento en la resistencia a antibidticos debido a la adquisicion de elementos méviles como
transposones, plasmidos e integrones. A. baumannii es el patdgeno mas aislado en los
hospitales y responsable de las infecciones en pacientes de las unidades de cuidados
intensivos (UCI)®" con lesiones en piel, quemaduras, tejidos blandos, vias respiratorias,
causante de meningitis, endocarditis, bacteremias, infecciones en tracto urinario y
neumonias. Sin embargo, también se encuentra con frecuencia en agua y suelo. Los
principales mecanismos de resistencia descritos para A. baumannii incluyen las bombas de
eflujo,®® mutaciones genéticas, formacion de biopelicula®®. Aunado a esto, la expresion de
adhesinas, pilis, sideroforos y factores de virulencia como secrecién de endotoxinas,
proteinas de membrana externa, polisacarido capsular, las glicoproteinas y el antigeno O de
los LPS. 1% Por lo que, dentro de la terapia utilizada se han descrito multiples resistencias a

antibioticos, %! pero principalmente a B-lactamicos, carbapenémicos,*? 103

y colistina.
6.5.5 Pseudomona aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, responsable de numerosas enfermedades
nosocomiales relacionadas con dispositivos médicos (catéter, endovasculares, ventilacion
mecanica), quemaduras Yy heridas graves, asi como infecciones en procedimientos
quirdrgicos.*® Por lo que se le considera un patdgeno oportunista y de preocupacion clinica.

Uno de los principales mecanismos de resistencia descritos en P. aeruginosa son las
modificaciones de la permeabilidad de la membrana, ya sea por alteracion de las porinas,

alteracion de las bombas de eflujo o por elementos mdéviles que codifican la resistencia a los

9 El-Kazzaz, W., Metwally, L., Yahia, R., Al-Harbi, N., El-Taher, A., & Hetta, H. F. (2020). Antibiogram, prevalence of OXA
carbapenemase encoding genes, and RAPD-genotyping of multidrug-resistant Acinetobacter baumannii incriminated in hidden
community-acquired infections. Antibiotics, 9(9), 603.

% Abdi, S. N., Ghotaslou, R., Ganbarov, K., Mobed, A., Tanomand, A., Yousefi, M., ... & Kafil, H. S. (2020). Acinetobacter baumannii
efflux pumps and antibiotic resistance. Infection and drug resistance, 423-434.

9 Hetta, H. F., Al-Kadmy, 1. M., Khazaal, S. S., Abbas, S., Suhail, A., EI-Mokhtar, M. A, ... & Algammal, A. M. (2021). Antibiofilm
and antivirulence potential of silver nanoparticles against multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. Scientific reports, 11(1), 10751.
100 Nguyen, M., & Joshi, S. G. (2021). Carbapenem resistance in Acinetobacter baumannii, and their importance in hospital-acquired
infections: a scientific review. Journal of applied microbiology, 131(6), 2715-2738.

101 Bartal, C., Rolston, K. V., & Nesher, L. (2022). Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii: colonization, infection and current
treatment options. Infectious diseases and therapy, 11(2), 683-694.

102 Hamidian, M., & Nigro, S. J. (2019). Emergence, molecular mechanisms and global spread of carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii. Microbial genomics, 5(10).

103 1hrahim, S., Al-Saryi, N., Al-Kadmy, I. M., & Aziz, S. N. (2021). Multidrug-resistant Acinetobacter baumannii as an emerging
concern in hospitals. Molecular biology reports, 48(10), 6987-6998.

104 Welp, A. L., & Bomberger, J. M. (2020). Bacterial community interactions during chronic respiratory disease. Frontiers in cellular
and infection microbiology, 10, 213.
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antibioticos.1% Ademas de que poseen otros factores como exotoxinas, sideréforos, sistemas
de secrecion y alta capacidad de formacion de biopelicula,?® la convierten en una amenaza

por la alta capacidad de adaptarse a cambios en el entorno.*%

6.5.6 Enterobacter cloacae
E. cloacae es un bastdn Gram negativo, que se encuentra en la naturaleza asociada a plantas
y forma parte de la microbiota del tracto gastrointestinal en humanos. Se ha relacionado con
infecciones intrahospitalarias del tracto urinario, neumonias, de tejidos blandos, meningitis,
sepsis y bacteremias en UCI. Se han reportado resistencia de E. cloacae ya sea de forma
intrinseca, por mutaciones puntuales o como consecuencia del intercambio de material
genético,'% a numerosos antibidticos como B-lactamicos, cefalosporinas, monobactamicos,
aminoglucoésidos y carbapenémicos, a través de la produccién de carbapenemasas, bombas
de eflujo, disminucion de porinas, modificacion del Lipido A.1%!1° Aunado a esto, contienen
una variedad de factores de virulencia como sistemas de secrecidn, sider6foros, proteinas de

membrana externa y sistemas de respuesta al estrés.** Lo que, dificulta su tratamiento.

105 Rice, L. B. (2008). Federal funding for the study of antimicrobial resistance in nosocomial pathogens: no ESKAPE. The Journal of
infectious diseases, 197(8), 1079-1081.

106 Reynolds, D., & Kollef, M. (2021). The epidemiology and pathogenesis and treatment of Pseudomonas aeruginosa infections: an
update. Drugs, 81(18), 2117-2131.

07 Jurado-Martin, 1., Sainz-Mejias, M., & McClean, S. (2021). Pseudomonas aeruginosa: An audacious pathogen with an adaptable
arsenal of virulence factors. International journal of molecular sciences, 22(6), 3128.

18 Annavajhala, M. K., Gomez-Simmonds, A., & Uhlemann, A. C. (2019). Multidrug-resistant Enterobacter cloacae complex emerging
as a global, diversifying threat. Frontiers in microbiology, 10, 44.

19 |ju, S., Fang, R., Zhang, Y., Chen, L., Huang, N., Yu, K., ... & Zhou, T. (2021). Characterization of resistance mechanisms of
Enterobacter cloacae Complex co-resistant to carbapenem and colistin. BMC microbiology, 21(1), 1-10.

10 Mustafa, A., lbrahim, M., Rasheed, M. A., Kanwal, S., Hussain, A., Sami, A,, ... & Bo, Z. (2020). Genome-wide Analysis of Four
Enterobacter cloacae complex type strains: Insights into Virulence and Niche Adaptation. Scientific reports, 10(1), 8150.

111 Bolourchi, N., Giske, C. G., Nematzadeh, S., Mirzaie, A., Abhari, S. S., Solgi, H., & Badmasti, F. (2022). Comparative resistome and
virulome analysis of clinical NDM-1-producing carbapenem-resistant Enterobacter cloacae complex. Journal of Global Antimicrobial
Resistance, 28, 254-263.
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VIl.  Disefio experimental

7.1 Zona de estudio
7.1.1 Descriptivo de los determinantes sociales y ambientales de la salud de la ciudad
de Puebla
La informacion que a continuacién se menciona se obtuvo del Comité Estatal de Informacion
Estadistica y Geografica del Estado de Puebla (CEiGEP).1*?

De acuerdo con el CEIGEP, en el municipio de Puebla hay una poblacion de
1,692,181 habitantes, con una tasa de crecimiento del 1.3% promedio anual (considerando
2010-2020). La distribucion urbana es de 1,641,278 habitantes y de 50,903 habitantes rurales.
Del total de la poblacidn, el 47.84% son hombres y 52.26% son mujeres.

Aproximadamente 44,966 personas estan alfabetizadas, de los cuales el 67% son
mujeres y el 33% son hombres.

De acuerdo al rango de edad, la tasa de alfabetizacion entre 15 a 29 afios es del 99%,
de 30 a 59 afios es del 97.9% y de 60 afios y mas es del 91.7%. mientras que, un 2.4% de la
poblacién total son analfabetas.

El 2.7% de la poblacion habla una lengua indigena, siendo el nahuatl la lengua méas
hablada.

En la Figura 15 se muestra que, del total de la poblacién, el 62.4% son
econdémicamente activos y el 97.8% es poblacién ocupada. En ambos casos, las mujeres
ocupan mayor porcentaje por arriba del 56.5% en promedio. Mientras que, la poblacién no
econdémicamente activa es de 37.4%, de los cuales, aquellos dedicados a los quehaceres del
hogar ocupan el mayor porcentaje.

La produccion agricola total asciende a 19,499 toneladas. Se producen al menos
14,855 toneladas de maiz, 2,257 toneladas de alfalfa verde y 1,677 toneladas de maiz
forrajero en verde.

En cuanto a la produccion pecuaria total se registraron 8,378 toneladas/litros. De los
cuales, 1,876 toneladas fueron de la produccion de carne en canal (bovino, porcino, ovino,
caprino y aves) y 6,502 toneladas correspondieron a otros productos como leche, huevo, lana,

miel y cera.

12 CEiGEP 2020. Datos disponibles en: https://ceigep.puebla.gob.mx/
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Figura 15. Distribucion laboral en Puebla
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Los servicios registrados con los que disponen las viviendas en Puebla son: agua entubada
dentro de la vivienda (83.8%), drenaje (98.9%), energia eléctrica (99.6%) y servicio sanitario
(99.3%).

Para el caso de la disponibilidad de agua de la red publica, existen 8 plantas de
tratamiento de agua residuales, de las cuales solo 6 estan en operacion. Mientras que, hay 5

plantas potabilizadoras de agua que se encuentran en operacion.

En cuanto a los servicios sobre medio ambiente, 1,692,181 habitantes tienen acceso
al servicio de recoleccion de basura. Con una generacion de 1.1630 kg/dia de Residuos
Soélidos Urbanos (RSU) per cépita. Recolectandose 1,969.98 toneladas diarias de RSU. Por
otro lado, se reporto que ingresaron al relleno sanitario de Chiltepeque un total de 501,864.71
toneladas de RUS, de los cuales el 8.18% proviene de la industria y comercios. En la Figura
16 se observa la distribucion en cuanto a la generacién de RUS por municipio, lo que deja

ver que el area metropolitana de Puebla es quien genera casi el 50% de RUS.
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Figura 16. Generacion de Residuos Solidos Urbanos en Puebla
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En cuanto a la salud, hay aproximadamente 1,669.708 personas afiliadas a un servicio de
salud, y las instituciones mas representativas que brindan este servicio se muestra en la Figura
17.

Figura 17. Servicios de salud a los que esta afiliada la poblacion en Puebla
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Fuente: Tomado de CEIGEP 2020.
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7.2  Caracterizacion y anélisis de cepas clinicas del grupo patégeno ESKAPE

7.2.1 Identificacion de cepas
Los aislamientos clinicos patogenos del grupo ESKAPE se identificaron a través del equipo
VETEK-2.

7.2.2 Determinacion del perfil de la susceptibilidad a antibidticos.

Para la seleccion de antibioticos, se consulto el Cuadro Basico y Catadlogo de Medicamentos
(2018),'*3 que ahora forma parte del Ilamado Compendio Nacional de Insumos para la Salud
(2023),'* con la finalidad de utilizar antibi6ticos que estan autorizados en México para su
prescripcion.

La determinacidn de la susceptibilidad a 10 antibidticos, se llevé a cabo por el método de
Kirby-Bauer!® por difusion en disco en placas de agar Mueller Hinton, bajo condiciones de
incubacion de 37°C por 24 h. Se utilizaron discos con los siguientes antibidticos:
cloranfenicol (CL) 30ug, nitrofurantoina (NF) 300ug, cefalotina (CF) 30ug, cefotaxima
(CFX) 30pg, ampicilina (AM) 10ug, netilmicina (NET) 30pug, Sulfametoxazol/trimetroprim
(SXT) 25ug, gentamicina (GE) 10ug, dicloxacilina (DC) 1ug, amikacina (AK) 20ug. Se
consultaron los estandares indicados en el CLSIy EUCAST para la determinacion de sensible

(S), intermedio () y resistente (R).

7.2.3 Determinacién de la formacién de biopelicula
Las cepas de interés del grupo patégeno ESKAPE se cultivaron en medio LB a 37°C por 24
hr. Se ajusto el indculo de las cepas utilizando un espectrofotdmetro para un volumen final
de 1000 pl en cada pozo. De acuerdo a la metodologia descrita por Alcantar,'® se realizaron

los ensayos en placas con 24 pocillos, evaluando los medios liquidos NYG (0.5% de peptona,

113 DOF. (2018). Cuadro basico y catalogo de medicamentos. Disponible en:
https://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5544613&fecha=23/11/2018#gsc.tab=0

114 ACUERDO por el que el Consejo de Salubridad General emite el Compendio Nacional de Insumos para la Salud 2023. Disponible en:
http://www.csg.gob.mx/descargas/pdf/priorizacion/compendio_nacional/ProntuarioCNIS2023VF26052023V.pdf

115 Bernal, M., & Guzman, M. (1984). El antibiograma de discos. Normalizacion de la técnica de Kirby-Bauer. Biomédica, 4(3-4), 112-
121.

16 Alcantar-Curiel, M. D., Ledezma-Escalante, C. A., Jarillo-Quijada, M. D., Gayosso-Véazquez, C., Morfin-Otero, R., Rodriguez-
Noriega, E., ... & Giron, J. A. (2018). Association of antibiotic resistance, cell adherence, and biofilm production with the endemicity of
nosocomial Klebsiella pneumoniae. BioMed research international, 2018.
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0.3% extracto de levadura, 2% glicerol) y DMEM (alto en glucosa), bajo condiciones de
37°C y 24 h de incubacion. El ensayo de realizé por triplicado para cada muestra.

Después de la incubacion, los pocillos se lavaron suavemente dos veces con solucion
de PBS (1x), se adicionaron 500ul de formalina al 2% y se dejo incubar por 20 min a
temperatura ambiente. Se realizaron lavados con agua tridestilada estéril. Posteriormente,
para observar la adherencia bacteriana, se afiadio cristal violeta al 5% por 20 min. Se retird
el cristal violeta y el exceso se lavd tres veces con agua destilada estéril. Después del secado,
se afadio etanol al 95% por 10 min y se midid la densidad éptica (DO) a 600 nm. Se
determinaron los valores promedio de DO para todos los aislados analizados y los controles
negativos. El valor de corte se definié como el valor de la media de la DO del control negativo
mas 3 veces la desviacion estandar de las lecturas del control negativo. Los aislados se
consideraron productores de biopeliculas débiles (D) si tenian valores de la media de las DO
< dos veces el valor de corte, se consideraron productores de biopeliculas moderados (M) si
la DO < cuatro veces el valor de corte y se consideraron productores de biopeliculas fuertes

(F) sila DO > cuatro veces el valor de corte.

7.2.4 Espectrometria
Se utilizo un nano fotometro IMPLEN P-300 con celdas de 1cm?a una longitud de onda de

600 nm para las lecturas del ensayo de formacion de biopelicula.

7.2.5 Extraccion de ADN total
Se procedid la extraccion de ADN de las muestras de Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y Enterobacter cloacae con el kit
Quick-DNA Miniprep Kit de Zymo Research. Mientras que, las muestras de Pseudomona
aeruginosa se sometieron a bafio Maria por 10 min, se centrifugaron a 12000 rpm por 15 min

y se retir6 el sobrenadante, el pellet se suspendid con agua grado biologia molecular.
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7.2.6  Andlisis por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para la realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),'!" se utilizaron las

siguientes cepas como controles positivos: Staphylococcus aureus ATCC-29213 y ATCC-
25923, Klebsiella pneumoniae ATCC-13883, Acinetobacter baumannii ATCC-19606,
Pseudomona aeruginosa ATCC-27853 y Enterobacter cloacae ATCC-13047. El empleo de

cebadores especificos (Tabla 3), permitié la amplificacion de los genes de interés. Cada tubo

de reaccidn con volumen final 15ul contenia una mezcla de agua libre de nucleasas, Oligo F,

Oligo R, ADN y DreamTaq Green PCR Master Mix (2x). La reaccion de control negativo se

preparé en ausencia de ADN. Se utiliz6 el programa SnapGene para el disefio de cebadores

especificos, los cuales se sintetizaron por la empresa T40ligo.

Tabla 3. Oligonucleo6tidos utilizados para la identificacion de genes de resistencia a

Gen

AmpC-1
AmpC-2
FosA-1
Oxal33-1
AmpC-3
FosB-2
FosA-2
BlaSHV-1
AmpC-4
Neo
FosA-3
Van-W
Oxal33-2
Mec-A
FosB-1

Van-A

antibidticos en el grupo ESKAPE.

Forward (5°- 3")

ATGAAAAAATCCCTAAGCTGC
AAAAACAAAACGTTAAACCGCA
GCTGCAATCTCTCAACCACC
AACATTAAAGCACTCTTACTTAT
CGATTTAAAAAAATTTCTTGTCTAC
CGAAGGAAACTGTTGAGTGG
TGCTGAGTGGACTGAATCACC
TGAAGGAAAAAAGAGGAATTGTG
CGCGATACCAGATTCCCC
CATGATGCAGCCACCTCC
CTCACCGGTCTCAATCACCT
CGCAAACCCCTATCGCTCT
CGCCCTCTCCTCTTGAG
AGAATAGAACGAGTAGATGATA
TAATCATATATGCTTTTCAGTCAG

ATGACGTATCGTAAAATCTG

Reverse (5~ 3")

TGTAGCGCGTCGAGGATAC
GCGCAGCGCCTGTGCAAT
TGAGGTAAACACCATGCCCG
TAAAATACCTAATTGTTCTAAGC
CTTTATTGCATTCAGCACAGCA
CGCGTTTGGTTTTGCTCCAT
ACACCATCCCCTTATACGGC
GCGTTGCCAGTGCTCGATC
CGCTTCAGCGGCACCTTG
GAAGAACTCGTCCAATAGCCT
AGGCGATGGCCGTCCGGG
GGACAGGCGGGCCTCTTC
GGGCAGTATCCCGAGAGC
TTCAGTTGTCTCTGGAAAATA
TGTAAAATGTCATATGTGGTTTAG

TACGATCAAGCGGTCAATCAATC

17 Mullis, K. B. (1990). The unusual origin of the polymerase chain reaction. Scientific American, 262(4), 56-65.

Tm
G
59
59
62
58
62
60
63
62
59
58
63
61
59
57
62

65

Tamafio
(pb)

1139
1293
412
819
1143
450
405
962
1187
801
323
810
783
714
401

1029
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AphA ATGGCTAAAATGAGAATATCA CTAAAACAATTCATCCAGTAA 54 795

AcaA-AphD ATGTATGATGAGTTATATACTG TCAATCTTATAAGTCCTTTTA 54 1209

La PCR se realiz6 en un termociclador de la siguiente manera: desnaturalizacion inicial a
95°C durante 1 minuto; 30 ciclos para desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos,
alineamiento por 1 minuto (de 55°C a 63°C, segln el caso como se muestra en la tabla 8), y
72 °C de extension durante 1 minuto, seguido de un clico de extension final a 72 °C durante

10 min.

7.2.7 Electroforesis
Después de la extraccion de ADN, se cargaron las muestras en geles de agarosa al 1%. Para
tefiir el gel se utiliz bromuro de etidio (BrEt) al 0.5 pg/ml y se observo en un transiluminador
ultravioleta.

Posterior a las PCR, se cargaron las muestras en geles de agarosa al 1% para amplicones
con tamafio mayor de 900 pb y para amplicones menores de 899 pb se prepararon geles de
agarosa al 1.5%. Las condiciones de la electroforesis fueron: 85V, 300 A, de 1.15 h a 1.45
h. Se tifid el gel bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Las bandas se
observaron en un transiluminador ultravioleta. Se utiliz6 un marcador de peso molecular
(MPM) de 1kb.
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VIIl. Resultados y discusion

8.1 Analisis microbiologico
Los aislados bacterianos que se utilizaron en la presente investigacion se obtuvieron de dos
hospitales publicos ubicados al norte y sur de la ciudad de Puebla durante agosto 2021 a
diciembre de 2022. En total se recuperaron 294 aislados patogenos del grupo ESKAPE. De
los cuales, 82 correspondieron a K. pneumoniae, 62 a P. aeruginosa, 58 a A. baumannii, 44
aS. aureus, 26 a E. faecium y 22 a E. cloacae. Los porcentajes correspondientes se muestran
en la grafica 1. Es evidente que, se aislé en mayor proporcion a K. pneumonie y P.

aeruginosa.

= Enterococcus faecium
m Staphylococcus aureus
= Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii
m Pseudomona aeuriginosa

m Enterobacter cloacae

Gréfica 1. Porcentaje de aislamientos recuperados del grupo patégeno ESKAPE.

Al comparar nuestros resultados con los datos de la plataforma RHoVE obtenidos durante el
el afio 2022 y principios del 2023 (Figura 18), se observa que, dentro de los microorganismos
causantes de las IAAS en México, todos los microorganismos pertenecientes al grupo
ESKAPE se encuentran presentes. De los cuales, P. aeruginosa, K. pneumoniae ocupan los
primeros lugares, seguidos de A, baumannii y S. aureus. Mientras que, en total de los dos
hospitales publicos de la capital de Puebla se observé que K. pneumoniae y P. aeruginosa
son los que se aislaron mas en casos de hospitalizacion, seguidos de A. baumanniiy S. aureus.
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Seria interesante analizar con mas detalle esta informacién, considerando todos los datos

clinicos. Por lo que, es importante que se dé continuidad con la vigilancia epidemioldgica.

Figura 18. Microorganismos causantes de las IAAS en México.
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8.1.1 Perfil de susceptibilidad a antibidticos
La susceptibilidad de los aislados patdgenos del grupo ESKAPE se realiz6 frente antibioticos
pertenecientes a las familias de p—lactdmicos (AM y DC), aminoglucosidos (AK, GE y NET),
cefalosporinas (CF y CXF), anfenicoles (CL), sulfas (SXT) y nitrofuranos (NF). Cabe sefialar
que, se cotejaron los antibidticos utilizados en el Compendio Nacional de Insumos para la
Salud, los cuales se encuentran vigentes, excepto netilmicina (NET), que no figura en la lista.
Sin embargo, se considerd para el presente estudio como referencia en el comportamiento de

la susceptibilidad de resistencia a este antibiotico.
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Los perfiles de susceptibilidad a los antibidti€ds se muestran en la Gréfica 2, en la cual se
puede observar para cada antibiotico la proporcidén de muestras clinicas que son resistentes
(R), sensibles (S) o con sensibilidad intermedia (1). Siendo los aislados de K. pneumoniae, A.
baumannii y P. aeruginosa ( ) los que mostraron mayor resistencia¥a los antibidticos B-
lactamicos, cefalosporinas y a trimetroprim/sulfametoxazol. Sin embargo, los aislados de A.
baumanni () fueron los que presentaron mayor resistencia a todos los antibioticos utilizados.
Mientras que, los aislados de S. aureus () mostraron mayor susceptibilidad a todos los
antibidticos, excepto para AM. En este caso, fue el Unico antibiotico al que mostraron mayor

susceptibilidad intermedia.
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Grafica 2. Perfil de resistencia a antibioticos del grupo patdgeno ESKAPE.

En cuanto a la susceptibilidad que mostraron los aislados patdgenos del grupo ESKAPE a
los B-lactamicos (Gréafica 3), se observa que los aislados de E. faecium son mayormente
sensibles a ampicilina y cero sensibles a dicloxacilina. Por el contrario, presentaron

resistencia a dicloxacilina en igual 0 menor proporcion que a la sensibilidad intermedia.
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Para el caso de S. aureus, los aislados presentaron poca resistencia a ambos B-lactdmicos,
mientras que, en su mayoria fueron bastante sensibles a los dos, pero en mayor proporcion
mostraron sensibilidad intermedia a ampicilina.

Los aislados de K. pneumoniae, mostraron resistencia a ambos [-lactamicos y poco
mas de la mitad de los aislados mostraron sensibilidad intermedia a dicloxacilina.

En el caso de los aislados de A. baumannii, presentaron completa resistencia a ampicilina,
mientras que, algunos aislados fueron sensibles a dicloxacilina, aunque mayormente
presentaron sensibilidad intermedia a dicloxacilina.

Los aislados de P. aeruginosa, mostraron completa resistencia a los dos B-lactamicos.

Mientras que, los aislados de E. cloacae, mostraron sensibilidad a los dos B-lactamico,
pero en mayor proporcion a dicloxacilina. A pesar de que tambiéen fueron resistentes a ambos
B-lactamicos.

La resistencia que presentan a los -lactdmicos, se deba posiblemente a la presencia
de proteinas ligadas a las PBPs,!8 produccion de enzimas B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), ya sea acetilandolos, hidrolizandolos o fosforilandolos.!'® Entre las que se
encuentran las de tipo AmpC, TEM, OXA, SHV, CTX, PSE, ST, KPC, IMP, VIM, NDM.*?°

B-lactamicos
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Grafica 3. Perfil de susceptibilidad a B-lactdmicos

18 Garcia, A., Martinez, C., Juarez, R. 1., Téllez, R., Paredes, M. A., Herrera, M. D. R., & Giono, S. (2019). Resistencia a la meticilina y
produccion de biopelicula en aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativa en

México. Biomédica, 39(3), 513-523.

19 Farfas, R. C. B., Ponce, L. J. P., Vega, G. C., Pérez, M. P., del Castillo, J. E. B., & Pérez, Y. D. (2018). Acinetobacter baumannii
multirresistente: un reto para la terapéutica actual. Medisur, 16(2), 322-334.

120 | epe, J. A., & Martinez-Martinez, L. (2022). Mecanismos de resistencia en bacterias gramnegativas. Medicina Intensiva, 46(7), 392-
402.
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La susceptibilidad a las Cefalosporinas se muestra en la Gréfica 4, en la cual se puede
observar que, los aislados de E. faecium mostraron resistencia a ambos antibiéticos, mientras
que, es mayor el porcentaje que evidenciaron sensibilidad intermedia a cefalotina.

En cuanto a los aislados de S. aureus, presentaron sensibilidad a los dos antibi6ticos, pero se
observd en mayor proporcion la sensibilidad intermedia a cefalotina con respecto a
cefotaxima. Lo que llama la atencidn es la poca resistencia que presentaron para ambos
antibioticos.

Por otro lado, los aislados de K. pneumoniae, fueron resistentes a ambos antibidticos,
sin embargo, fue mayor el porcentaje que presentaron sensibilidad intermedia, de los cuales
cefotaxima se encontro por arriba.

Los aislados de A. baumannii, mostraron completa resistencia a ambos antibiéticos y
un porcentaje muy pequefio fue sensible s6lo a cefotaxima.

Mientras que, los aislados de E. cloacae, mostraron resistencia y sensibilidad en

ambos antibi6ticos, sin embargo, fueron mayormente sensibles a cefotaxima.

Cefalosporinas
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Graéfica 4. Perfil de susceptibilidad a Cefalosporinas

Para el caso de los antibidticos pertenecientes a la familia de los aminoglucésidos en la
Gréfica 5, se observa que, todos los aislados patdgenos del grupo ESKAPE fueron sensibles
a los tres antibioticos. Pero los aislados de E. cloacae, no mostraron resistencia a ninguno de

ellos.
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Destaca el hecho que, los aislados de E. faecium, mostraron mayor resistencia a amikacina,
seguido de netilmicina y muy poca para gentamicina. Por el contrario, la sensibilidad
intermedia fue mayor a gentamicina, seguida de netilmicina y por ultimo a amikacina.

Los aislados de S. aureus, mostraron sensibilidad alta a los tres antibidticos, en comparacion
a su resistencia, la cual se observd en mayor proporcion en netilmicina, seguido de
gentamicina y muy poca para amikacina.

Para el caso de los aislados de K. pneumonie, estos mostraron resistencia a los tres
antibidticos, sin embargo, fue mayor el porcentaje de aislados con sensibilidad intermedia,
principalmente a gentamicina, seguido de amikacina y por Gltimo netilmicina.

Mientras que, los aislados de A. baumannii, presentaron en mayor porcentaje
resistencia a los tres antibioticos en comparacién con la sensibilidad, la cual fue minima,
aunque si presentaron Unicamente sensibilidad intermedia para amikacina y en un porcentaje
considerable.

En el caso de los aislados de E. cloacae, mostraron sensibilidad a los tres antibioticos,
y pocos aislados presentaron sensibilidad intermedia a gentamicina, por debajo de
netilmicina. A pesar de que, s6lo algunos aislados fueron resistentes sélo a gentamicina.

Con relacion a la resistencia a los aminoglucésidos, posiblemente estén relacionadas

a modificaciones del sitio de accion o bombas de eflujo.

Aminoglucésidos
100%
~ @ W g H i -
80%
- _
60%

50%
40%

30%

20% ] -

S EE R R i B

o [ | [ | [ [ |
[ R R S [ R

S S |

AK GE NET

M E. faecium W S. aureus W K. pneumonie ® A. baumannii W P. aeruginosa M E. cloacae

Gréfica 5. Perfil de susceptibilidad a Aminoglucosidos
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En la Grafica 6 se muestran las susceptibilidades de los aislados ante
trimetroprim/sulfametoxazol, nitrofurantoina y cloranfenicol. En este caso, los aislados de E.
faecium, no mostraron resistencia para cloranfenicol, pero si para los otros antibioticos.
mientras que, fueron sensibles a los tres antibioticos, pero se observaron mas aislados con
sensibilidad intermedia ante trimetroprim/sulfametoxazol.

Los aislados de S. aureus, mostraron altos porcentajes de sensibilidad a los tres
antibidticos y, por el contrario, una minima cantidad de aislados presentaron resistencia.

Por otro lado, los aislados de K. pneumoniae, presentaron resistencia a los tres

antibioticos. sin embargo, fue mayor para trimetroprim/sulfametoxazol. La sensibilidad que
mostraron en los tres antibidticos, fue mas evidente para nitrofurantoina y cloranfenicol. Sin
embargo, hubo mayor porcentaje de sensibilidad intermedia para nitrofurantoina, seguida de
cloranfenicol que, para trimetroprim/sulfametoxazol.
En el caso de los aislados de A. baumannii, mostraron altos porcentajes de resistencia para
cloranfenicol, seguido de nitrofurantoina 'y con menor porcentaje para
trimetroprim/sulfametoxazol. ~ Mientras que, fueron muy poco sensibles a
trimetroprim/sulfametoxazol y aun en menor proporcion a los otros dos antibidticos.

Para los aislados de P. aeruginosa, ninguno mostré sensibilidad a nitrofurantoina,
pero si a los otros dos, aunque minimamente. Mientras que, los porcentajes de sensibilidad
intermedia se vieron mas para el caso de trimetroprim/sulfametoxazol en comparacion con
cloranfenicol y en muy poco porcentaje para nitrofurantopina. Por otro lado, si presentaron
resistencia a los tres antibidticos, pero en mayor proporcion a nitrofurantoina, después a
cloranfenicol y por Gltimo a trimetroprim/sulfametoxazol.

Los aislados de E. cloacae, mostraron mayor sensibilidad que resistencia a los tres
antibidticos y s6lo hubo sensibilidad intermedia para nitrofurantoina, incluso en mayor

porcentaje que para las resistencias.
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Gréfica 6. Perfil de susceptibilidad a Trimetroprim/Sulfametoxazol, Nitrofurantoina y

Cloranfenicol

8.1.2 Capacidad de formacidon de biopelicula

Con base en el perfil de resistencia, se seleccionaron los aislados patégenos del grupo
ESKAPE que fueron MDR para la realizacion del ensayo de formacion de biopelicula. Los
resultados se observan en la Gréfica 4, los cuales indican que, de todas las muestras, los
aislados de P. aeruginosa son quienes forman biopeliculas fuertes en ambos medios, con
respecto a los demas aislados. A estos, les siguen los aislados de S. aureus quienes también
mostraron altos porcentajes de formacion de biopeliculas fuertes, pero Unicamente en medio
DMEM.

Los aislados de E. faecium forman mayormente biopeliculas débiles en medio
DMEM, mientras que, en medio NYG son formadores de biopeliculas de moderadas a
fuertes. En cuanto a los aislados de S. aureus forman biopeliculas de débiles a moderadas en
medio NYG, mientras que en el medio DMEM las biopeliculas formadas son de moderadas
a fuertes. Los aislados de K. pneumoniae son formadores de biopeliculas débiles a moderadas
en ambos medios. Los aislados de A. baumannii son formadores de biopeliculas moderadas
a fuertes en medio DMEM, mientras que en medio NYG forman biopeliculas débiles o
fuertes. Los aislados de P. aeruginosa en medio DMEM forman biopeliculas fuertes,
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mientras que en medio NYG la formacion de biopeliculas es de fuerte a moderada. Los
aislados de E. cloacae son formadores de biopeliculas fuertes en medio NYG, mientras que

son formadores de biopeliculas mayormente débiles en DMEM.

B E. faecium W S. aureus W K. pnaumoniae A. baumannii B P. geruginosa W E. cloacae
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Gréfica 7. Capacidad de formacidn de biopelicula en aislados patégenos del grupo
ESKAPE.

8.2 Analisis molecular

8.2.1 Identificacion de genes de resistencia a antibidticos
Con base en los resultados de susceptibilidad a los antimicrobianos, se disefiaron cebadores
especificos (Tabla 3), que permitiera la identificacion de posibles genes que confieren
resistencia a los antibidticos en los aislados patogenos del grupo ESKAPE.

8.2.1.1 Genes que confieren resistencia a antibidticos en E. cloacae
Se identificaron tres genes diferentes relacionados con la resistencia a B-lactamicos y
cefalosporinas en catorce aislados de E. cloacae, incluyendo la cepa control (como se muestra
en la Gréfica 5 y Tabla 10).
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Las B-lactamasas tipo AmpC, se pueden encontrar de forma constitutiva en algunas especies
de Enterobacterias, bajo ciertas circunstancias. Sin embargo, la expresion de este gen puede
ser cromosdmico como plasmidico.'?* Independientemente de eso, las Enterobacterias
pueden expresar ambos. EI gen AmpC-1, se identifico en la cepa control ATCC-13047 y uno
de los aislados, mientras que, el gen AmpC-2 estaba presente en la cepa control y cuatro
aislados clinicos.

Por otro lado, la fosfomicina es un antibidtico de amplio espectro que inhibe la
biosintesis de la pared celular. Por lo que, la presencia de enzimas modificadoras de
fosfomicina que codifican genes se localizan frecuentemente en plasmidos, transposones e
integrones, lo que acelera su diseminacion entre la interfaz humano-animales-medio
ambiente!??123, En este caso, el gen FosA-1 se localizé en todos los aislados, incluyendo la

cepa control. Esto permite corroborar la ineficacia de este antibiotico ante E. cloacae.

L 2,9%

AmpC-1
AmpC-2

FosA-1 5/ 24%
14, 67%

Gréfica 8. Porcentaje de cepas de E. cloacae con genes de resistencia de interés para
este estudio.

121 Meini, S., Tascini, C., Cei, M., Sozio, E., & Rossolini, G. M. (2019). AmpC B-lactamase-producing Enterobacterales: what a clinician
should know. Infection, 47, 363-375.

122 7yrfluh, K., Treier, A., Schmitt, K., & Stephan, R. (2020). Mobile fosfomycin resistance genes in Enterobacteriaceae—an increasing
threat. Microbiologyopen, 9(12), e1135.

123 1to, R., Mustapha, M. M., Tomich, A. D., Callaghan, J. D., McElheny, C. L., Mettus, R. T., ... & Doi, Y. (2017). Widespread
fosfomycin resistance in Gram-negative bacteria attributable to the chromosomal fosA gene. MBio, 8(4), 10-1128.
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Tabla 4. Genes identificados en E. cloacae

AmpC-1 : il ey C+ G MPM
et , - ™ n3p
AmpC-2 & ¢ MM
- : e e - «— 1239 pb
FosA-1 C MPM
) s e G G S b s st e s s ... — 412 pb

8.2.1.2 Genes que confieren resistencia a antibioticos en S. aureus
Se buscaron dos genes en 15 aislados de S. aureus, incluyendo la cepa control. Un gen esta
relacionado a la resistencia a B-lactamicos y otro con la creciente diseminacion de la
resistencia a fosfomicina entre Gram —y Gram +.
La resistencia a B-lactamicos estd mediada principalmente por el gen MecA, que
codifica la PBP2a. El cual se identifico en todos los aislados, incluyendo las cepas control
ATCC-29213 y ATCC-25923. Mientras que, el gen Fos-B se identificd en trece aislados,

incluyendo las cepas control como se observa en la Gréfica 6 y Tabla 5.

46.43% o ’ //////////

= MecA

Fos-B

P

Ay

Gréfica 9. Porcentaje de aislados de S. aureus que contenian genes de resistencia de
interés para este estudio.
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Tabla 5. Genes identificados en S. aureus

Mec-A
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8.2.1.3 Genes que confieren resistencia a antibioticos en K. pneumoniae
Las cepas productoras de BLEE son una de las mayores preocupaciones entre las infecciones

intrahospitalarias. La presencia de los genes blaSHV-1 en los aislados clinicos de K.

pneumoniae, se encontraron casi en la misma proporcion que el gen FosA-2 que confiere

resistencia a fosfomicina, como se muestra en la Grafica 7 y Tabla 6.

= FOsA-2

= blaSHV-1

//////////// /5, 62%

Gréfica 10. Porcentaje de aislados de K. pneumoniae con genes de resistencia de

interés para este estudio.

Tabla 6. Genes identificados en K. pneumoniae
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8.2.1.4 Genes que confieren resistencia a antibidticos en A. baumannii

En el caso de los aislados de A. baumannii, se encontraron genes que confieren resistencia a

B-lactamicos, entre ellos AmpC-3 y el gen Oxal33-A, resistente a carbapenémicos. El cual

también se ha encontrado en Enterobacterias. La resistencia a la Gltima linea de defensa para

A. baumanni MDR como los carbapenémicos, colistina y fosfomicina, es una gran

preocupacion. Se lograron identificar en tres aislados, incluyendo la cepa control, el gen

FosB-3 responsable de la resistencia a fosfomicina.

7
= Oxal33-A %
- )

p

4

Gréfica 11. Porcentaje de aislados de A. baumannii que contenian genes de
resistencia de interés para este estudio.

Tabla 7. Genes identificados en A. baumannii

Oxal33-A

AmpC-3

FosB-3
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8.2.1.5 Genes que confieren resistencia a antibidticos en P. aeruginosa
P. aeruginosa, puede generar resistencia a [B-lactamicos, a través de enzimas que son
transportados por elementos maviles, las mas conocidas son las BLEE, carbapenemasas de
clase A y D de Ambler y metalo-p-lactamasas de clase B de Ambler.*?* Los resultados
revelaron que los aislados poseen genes que confieren resistencia a fosfomicina, penicilinas
y cefalosporinas. Por otro lado, se identificd la presencia del gen FosA-3 que confiere
resistencia a fosfomicina en trece aislados y diez para el gen VanW que confiere resistencia

a vancomicina.

0, 0%
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Gréfica 12. Porcentaje de aislados de P. aeruginosa que contenian genes de
resistencia de interés para este estudio.

Tabla 8. Genes identificados en P. aeruginosa
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124 Botelho, J., Grosso, F., & Peixe, L. (2019). Antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa—Mechanisms, epidemiology and
evolution. Drug resistance updates, 44, 100640.
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8.2.1.6 Genes que confieren resistencia a antibidticos en E. faecium
AK, es un antibidtico derivado de la kanamicina. La resistencia de los aislados de E. faecium
a AK se debe a la presencia del gen aphA, identificado en trece aislados. Este gen genera
resistencia a neomicina y kanamicina en S. aureus.?® Mientras que, el gen VanA responsable
de la resistencia a glucopéptidos fue encontrado en siete aislados. Por otro lado, no se
encontro el gen acaA-aphD que confiere resistencia a gentamicina y tobramicina.

8, 38%

\

= VanA ///%
0

% )

= acaA-aphD %%%/ %

13, 62% //////////////////

Gréfica 13. Porcentaje de aislados de E. faecium que contenian genes de resistencia
de interés para este estudio.

Tabla 9. Genes identificados en E. faecium

Van-A

aphA

acaA-
aphD

125 Mlynarczyk-Bonikowska, B., Kowalewski, C., Krolak-Ulinska, A., & Marusza, W. (2022). Molecular mechanisms of drug resistance
in Staphylococcus aureus. International journal of molecular sciences, 23(15), 8088.
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8.3 Anélisis de la problematica de la resistencia bacteriana sobre los determinantes

sociales y ambientales de la salud

La capital de Puebla es una de las metrépolis mas importantes de México, cuenta con
servicios que le permiten un integral desarrollo, ademas de ser una zona altamente visitada.
Este flujo importante de personas incide sobre la salud, como bien lo menciona la OMS al
considerar el turismo como un factor importante en la transmision de enfermedades de tipo
infeccioso.

Por otro lado, las actividades socioecondémicas que se llevan a cabo como la
manufactura en el sector industrial, automotriz, textil, de confeccién, alimentos y bebidas
representa un riesgo para la salud de los poblanos si no se tiene cuidado en el cumplimiento
de las normas. En este sentido, los desechos generados son peligrosos si no se manejan de la
forma adecuada. Los RSU vy aquellos que son desechados al alcantarillado llegan a los
sistemas de agua y suelo, ocasionando presion de seleccion sobre los microorganismos que
contribuye a al desarrollo y diseminacion de bacterias resistentes a los antibidticos. Es por
ello que, de acuerdo con el Programa Estatal para la Prevencion y Gestion Integral de los
Residuos Sélidos Urbanos y de Manejo Especial del Estado de Puebla, los RSU y los
Residuos de Manejo Especial (RME), deben contar con un Plan de Manejo considerando las
caracteristicas de los mismos, el cual se explica de manera general en la Figura 19.

Para que cualquiera de los compromisos propuestos en Puebla, la asignacion de
recursos econdémicos para el sector salud y ambiental es importante, tanto como la
formulacién de politicas publicas integrales que aborden el problema de la resistencia
bacteriana. Aunado a esto, la falta de informacion sobre las repercusiones que tiene el mal
uso, consumo y desecho de antibioticos es preocupante. En este sentido, es necesario que
Puebla genere y aplique un sistema de manejo de la informacion al publico en general para
que, exista una colaboracion integral entre el gobierno, los sistemas de salud y el sector
educativo que ayude a que los determinantes de la salud no aceleren el desarrollo y la

diseminacion de genes de resistencia a los antibiéticos.
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Figura 19. Criterios para clasificar los Residuos de Manejo Especial y determinar cuales
estan sujetos a Plan de Manejo en Puebla

Residuos de servicios de salud

Lodos

Residuos de construccién,

Residuos agroplésticos mantenimiento y demolicién

Productos que al transcurrir
suvida Gtil se desechan

Fuente: Tomado del Programa Estatal para la Prevencion y Gestion Integral de los
Residuos Sdlidos Urbanos y de Manejo Especial del Estado de Puebla

De acuerdo con el Plan Estatal de Desarrollo, Puebla cuenta con una base solida para la
generacion de politicas publicas encaminadas al bienestar de los poblanos. Particularmente,
podemos hacer énfasis que las areas mas relacionadas al tema de la RAM en Puebla se
describen en la Figura 20. Particularmente, destaca el area de medioambiente con el
Programa Estatal para la Prevencién y Gestion Integral de los Residuos Sélidos Urbanos y
de Manejo Especial llevado a cabo por la Secretaria de Medio Ambiente, Desarrollo
Sustentable y Ordenamiento Territorial. Lo que significa que el gobierno de Puebla esta
preocupado por un medio ambiente sano. Sin embargo, el camino aun es largo y falta mucho
por hacer, sobre todo en el area de la Salud.

Por todo lo anterior, los determinantes de la salud que se abordaron en el inicio del
presente manuscrito, podria tener grandes implicaciones en el problema de la resistencia a
los antibioticos sino mejoramos las practicas humanas. La intrinseca relacién que guarda el
desarrollo humano tiene un impacto sobre los nichos ecoldgicos y esto repercute en la salud

humana, sanidad animal y ecosistémica, como se representa en la Figura 21.
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Figura 20. Factores que condicionan los determinantes de la Salud en Puebla
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Figura 21. La resistencia microbiana como problema complejo de salud publica ambiental.
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Fuente: Elaboracion propia con datos del Plan Nacional de Accion contra la Resistencia a los Antimicrobianos (2018).
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IX.

Conclusiones

Como se ha descrito en el presente manuscrito, la resistencia a los antibioticos es un
problema grave de salud publica, multifactorial y multicausal, que va en aumento y
que, si no se llevan a cabo acciones adecuadas de prevencion y control, las
consecuencias seran irreversibles. Es por ello que, debemos crear conciencia sobre
las afectaciones del incorrecto uso y manejo de los antibidticos, incluidos sus
desechos.

Se evidencia que México tiene bases legislativas sélidas dentro de la Constitucion
Politica de los Estados Unidos Mexicanos sobre salud humana, sanidad animal y
medio ambiente. Lo que ha permitido la formulacién e implementacion de politicas
publicas, normas y programas, bajo los lineamientos de la OMS como lo es la
Estrategia nacional contra la RAM. Sin embargo, aun falta mucho por hacer. Es
necesario la incorporaciéon de un enfoque integral como “Una Salud” en la
interconexién humano-animal-medio ambiente para el disefio y reformulacion de
acciones enfocadas en la prevencion y control de la RAM que logre una cooperacion
entre la sociedad, la academia y la politica desde un nivel Nacional hasta Estatal.
Hacen falta iniciativas sobre ecofarmacovigilancia, con la intension de tener mayor
conciencia y sentido de responsabilidad sobre el manejo de los desechos de
medicamentos, particularmente los antibidticos de origen doméstico, industrial y
hospitalario, ya que, estos pueden llegar a diversos nichos ecolégicos, alterando sus
dindmicas a través de la presion de seleccion y por ende, contribuyen al desarrollo y
diseminacion de bacterias resistentes en suelo y agua, que pueden llegar a perturbar
las plantas, animales y al ser humano.

La propagacién de bacterias resistentes en ambientes hospitalarios, esta limitada a la
implementacion de programas de seguridad e higiene. Sin embargo, la rapida
diseminacion de genes de resistencia, no se limita a la adquisicion de genes de
resistencia, sino a las adaptaciones especificas entre las condiciones hospitalarias. Es
por ello que, hacemos énfasis en la importancia de la vigilancia epidemiolégica, al
cuidado y mejora de los determinantes de la salud, con la finalidad de que disminuyan

las inequidades en los sistemas de salud.
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Con base en los resultados moleculares de PCR obtenidos, podemos concluir que la
resistencia que presentan los patdgenos del grupo ESKAPE es preocupante. En
algunos casos es notorio el alto porcentaje de resistencia a los B-lactamicos.

Dentro de los aislados patdgenos del grupo ESKAPE, se observé que comparten
genes que confieren resistencia a los mismos antibidticos como el caso de E. cloacae,
A. baumannii y P. aeruginosa que poseen el gen AmpC. O entre bacterias Gram — y
Gram + como el caso de la resistencia a vancomicina que esta mediada por los genes
VanW y VanA entre P. aeruginosa y E. faecium, respectivamente.

Estamos convencidos de que se puede contribuir con la Estrategia Nacional Contra la
Resistencia a los Antimicrobianos, especificamente con el objetivo 2: Reforzar los
conocimientos y la evidencia de la RAM a través de la vigilancia y la investigacion.
Ademaés de que, ponemos en contexto las consecuencias de las acciones humanas en
los determinantes de la salud que resultan en la propagacion de genes de resistencia

entre patdgenos del grupo ESKAPE en el municipio de Puebla.

Perspectivas
e Se plantea dar continuidad al trabajo, realizando pruebas para determinar los
factores implicados en la virulencia y patogenicidad entre los aislados clinicos
del grupo patégeno ESKAPE.
e Se tiene la intencion de realizar ensayos microbiolégicos, que permitan
determinar las propiedades antimicrobianas de una biblioteca de compuestos
sintéticos con posible actividad bioldgica.
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X1.  Anexos
11.1 Secuencias nucleotidicas de los genes que confieren resistencia a antibidticos:

» Gen AmpC-1:
GTTTACTGTAGCGCGTCGAGGATACGGTAAGCCGTTTCCACCCGTACCGG
GTTCGGATAGCTTTTATTTGCGAGCATCACAATACCGATCTGCTTTTCAGG
AATAAACGCCACGTAGCTGCCAAACCCACCCGTAGAGCCCGTTTTATGCA
CCCAGGAGGCTTTTACTGGCGGAGCCGGAGGATTCACTTCTGCGACCGGC
AACGGCGCCAGTGCGACCTTATTGTCGCTGCCATCCACCACGGTTTTGGCA
TCGACCGGCCAGTTGAGCATCTCCCAGCCTAACCCTTGATACATGGCACCC
ACGCGCCAGTAGCGAGACTGCGCCAGCGCAATACCCTGCTGCAGAGTGGA
CTGCGGGAGTGTCTCAGGTGCCATATTGGCCATCACCCAGCTCGCCATATC
TTTGACGTTAGATTTCACACCATAGGCTTCTGCATCCAGCATACCAGGCGA
AACGTGGACCGCTTTTCCCTCACGATAACCCCATGCGTAGTGCGGCTCTTC
AGCGTGTGGAACGTTTATCCACGTATGGTTGAGTTTCAGGGGCTTAAAGA
CCCGCTCCGCCATGGCCTGCTCGAAGCGCATGCCGGACGGTTTAACGGCC
AGTGAGCCAAACAGGCCGATGCTGGTGTTGGCGTACAGACGCGTGGTACC
CGGGGCCCACTTTGGCTGCCAGGACTGGTAGAAACGCAGCAGAGAGGCGT
TATCGGTAACATCATCCGGTACCTGCAACGGCAATCCGCCTGCCGTATAG
GTTGCCAGGTCGAGCAGGCGAATGCCTTGCCACTGCTTGCCCGTCAATTCA
GGCCAATATTTCGTGACCGGGTCGGCCAGCGAAATCTCTTTGCGGGCAAT
GGCATCGCCACCCAGCACGCCAGTGAAGGTTTTACTGACGGAGCCCAGTT
CAAATAAGGTTTGCGGCGTGACGGGCTTATTCGCCGCGACGTCTGCTTTAC
CGAAAGTAAAATAGTGTGGCTGGCCCTGATAAATGACGGCCACGGCCATT
CCGGGTATGGCCTGCGCCTTCATCAGGGGCGTAACGGTACGTTCCACGAC
GTCAGCCAGCTGTTTTTCTGACATCGGCGCGGCAAAAGCAGAGCAGGCAA
CGCTGAGCAGCAGGGCGCAGCTTAGGGATTTTTTCATCATC

» Gen AmpC-2:

ATCATGCGATTTAAAAAAATTTCTTGTCTACTTTTATCCCCGCTTTTTATTT
TTAGTACCTCAATTTATGCGGGCAATACACCAAAAGACCAAGAAATTAAA
AAACTGGTAGATCAAAACTTTAAACCGTTATTAGAAAAATATGATGTGCC
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AGGTATGGCTGTGGGTGTTATTCAAAATAATAAAAAGTATGAAATGTATT
ATGGTCTTCAATCTGTTCAAGATAAAAAAGCCGTAAATAGCAGTACTATTT
TTGAGCTAGGTTCTGTCAGTAAATTATTTACCGCGACAGCAGGTGGATATG
CAAAAAATAAAGGAAAAATCTCTTTTGACGATACGCCTGGTAAGTATTGG
AAAGAACTAAAAAATACACCGATTGACCAAGTTAACTTACTTCAACTCGC
GACGTATACAAGTGGTAACCTTGCCTTGCAGTTTCCAGATGAAGTACAAA
CAGACCAACAAGTTTTAACTTTTTTCAAAGACTGGAAACCTAAAAACCCA
ATCGGTGAATACAGACAATATTCAAATCCAAGTATTGGCCTATTTGGAAA
GGTTGTAGCTTTGTCTATGAATAAACCTTTCGACCAAGTCTTAGAAAAAAC
AATTTTTCCGGCCCTTGGCTTAAAACATAGCTATGTAAATGTACCTAAGAC
CCAAATGCAAAACTATGCTTTTGGCTATAACCAAGAAAATCAGCCGATTC
GAGTTAACCCCGGCCCACTCGATGCCCCAGCATACGGCGTCAAATCCACC
TTACCGGATATGTTGAGTTTTATTCATGCCAACCTTAACCCACAGAAATAT
CCGACAGATATTCAACGGGCAATTAATGAAACACATCAAGGTCGCTATCA
AGTAAATACCATGTATCAAGCGCTTGGTTGGGAAGAGTTTTCTTATCCGGC
AACGTTACAAACTTTATTAGACAGTAATTCAGAACAGATTGTGATGAAAC
CTAATAAAGTGACTGCTATTTCAAAAGAGCCTTCAGTTAAGATGTACCAT
AAAACTGGCTCAACTAACGGTTTCGGAACATATGTAGTGTTTATTCCTAAA
GAAAATATTGGTTTAGTCATGTTAACCAATAAACGTATTCCAAATGAAGA
GCGCATTAAGGCAGCTTATGCTGTGCTGAATGCAATAAAGAAATAA

» Gen AmpC-3:

GCTTCAGCGCTTCAGCGGCACCTTGCCCTGCTGCTCCAGGCCGCTGAGGAT
GGCGTAGGCGATCTTCACCCGCTCGGCATTGGGATAGTTGCGGTTGGCCA
GGATCACCAGGCCCAGGTCGCGGCCCGGGACGAACGCCACGTAGGCGCC
GAAGCCGTTGGTGGAGCCGGTCTTGTTCAGCAGGCGCTGGCCCTCCAGCG
CCTGTGGCGCGGGCAGCCTGGCGATCCTGTGTGGTTGCAGCGCCATCGGC
GTCGAGTTGCCGGCCTGCAGGCGCTTCAGGGAGATCGGCCAGTCGTAGGC
TTCCCAGCCCAGGCCCTGGGTCATGTCGCCGACCTTGTAGTAACCGCGATG
AGTGGCATCGAGCGCCTGCGCCCAGGGCCTGTCCAGGCGCTCCGGATGCA
GGTTGGCATCGACGAAGCGCAGCAGGTCGGCCGCGCTGGTCTTCACCCCG
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TAGCCTTCGGCATCCAGCGGGCCGGGACCGACCCGTAGCGGGLGGTCGTC
CTTGCCGTAGCCCTGGGCGTACTGCGCCAGCGCCGCCTCGGGCACATCGA
GGTGGGTCTGTTCGAGGCCCAGTGCCGGGAACACTTGCTGCTCCATGAGT
CGTTCGAACGGCTGGCCCAGGCTGCGCGCGGCGAGATAGCCGAACAGGCC
GATGCTCGGGTTGGAATAGAGGCGCTGGCTGCCCGGCGCATAGGTCGGCT
GCCACTGGCGGTAGTAGTCGCGGATCTGTGCCTGGTCCTTCTGCACCGAGT
CGGGGAACTGCAGCGGCAAGCCGCCGGCGGTATAGGTCGCGAGGTCGAG
CAGGCTGATGCCGTCGAAGCGGCTGCCCTGCAGTGCCGGCCAGTGCTGGC
TGGCGCGGTCGTCGAGGCGCATCTTGTCCTGGGCCAGGGCATAGCCGGCG
AGGGTGGCGGTGAAGGTCTTGCTCACCGAGCCGATCTCGAACAGGGTCTC
CGGCGTCACCTGGCGGCCGTCCTCTTTCGAGGCCAGCCCATAGCTGAAGT
AATGCGGTTCTCCTTTCAGGCTGATGGCTACGGCCAGGCCCGGAATGTCAT
TGGCCTTCATCACCGGTTGTACGGCGGCGTCGACCAGTGCCTTCAGGCGAT
CCGCCGGGGCCTCGCCGGCAATGGCCGGGGTGGTGGCGAACAGCAGTGTG
GAAGCGGCGATGCCGCACAGGCAGGGGAATCTGGTATCGCGCATGAGGA

» Gen blaSHV-1:

CGGGTTAGCGTTGCCAGTGCTCGATCAGCGCCGCGCCGATCCCGGCGATT
TGCTGATTTCGCTCGGCCATGCTCGCCGGCGTATCCCGCAGATAAATCACC
ACGATGCGCTCTGCTTTGTTATTCGGGCCAAGCAGGGCGACAATCCCGCG
CGCACCCCGTTCGCCAGCTCCGGTCTTATCGGCGATAAACCAGCCCGCCG
GCAGCACGGAGCGGATCAACGGTCCGGCGACTCGATCGTCCACCATCCAC
TGCAGCAGCTGCCGTTGCGAACGGGCGCTCAGACGCTGGCTGGTCAGCAG
CTTGCGCAGGGTCGCGGCCATGCTGGCCGGGGTAGTGGTGTCGCGGGCGT
CGCCGGGAAGCGCCTCATTCAGTTCCGTTTCCCAGCGGTCAAGGCGGGTG
ACGTTGTCGCCGATCTGGCGCAAAAAGGCAGTCAATCCTGCGGGGCCGCC
GACGGTGGCCAGCAGCAGATTGGCGGCGCTGTTATCGCTCATGGTAATGG
CGGCGGCGCAGAGTTCGCCGACCGTCATGCCGTCGGCAAGGTGTTTTTCG
CTGACCGGCGAGTAGTCCACCAGATCCTGCTGGCGATAGTGGATCTTTCG
CTCCAGCTGTTCGTCACCGGCATCCACCCGCGCCAGCACTGCGCCGCAGA
GCACTACTTTAAAGGTGCTCATCATGGGAAAGCGTTCATCGGCGCGCCAG
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GCGGTCAGCGTGCGGCCGCTGGCCAGATCCATTTCTATCATGCCTACGCG
GCCCGACAGCTGGCTTTCGCTTAGTTTAATTTGCTCAAGCGGCTGCGGGCT
GGCGTGTACCGCCAGCGGCAGGGTGGCTAACAGGGAGATAATACACAGG
CGAATATAACGCATAACCACATACATCCTTGAGTGAGGGCCGATAAAGGC
GAGTAAAGAAGCGACAAATAAGAATAACCCGGCGTTTTGCTGATTCACAA
TTCCTCTTTTTTCCTTCATCATTTG

» Gen FosA:
GGGCACGTCATGCTGCAATCTCTCAACCACCCGGGCATGGTGTTTACCTGA
CCCTCGCGGTCAGCGACCTGCAAAAAAGCGTCACCTTCTGGCACGAGCTG
CTGGGGCTTGCGCTGCACGCCCGCTGGAATACCGGGGCCTATCTCACCTG
CGGCGATCTGTGGGTCTGCCTGTCGTACGACGAGGCGCGCAGGAACGTGC
CGCCGCAGGAGAGCGACTACACCCACTACGCGTTTACCGTGGCGGAAGAA
GACTTTGAACCGTTCTCGCACAGGCTGGAGCAGGCGGGCGTCACCGTCTG
GAAGCAGAATAAAAGCGAGGGGGAGTCGTTCTATTTTCTCGACCCGGACG
GGCACAAGCTGGAGCTGCATGTGGGCAGCCTCGCCGCGCGGCTGGCGGLG
TGTCGCGAGAAGCCCTATGCGGGCATGGTGTTTACCTCAGACGGGGCTTG
AG

» Gen FosA-2:
GAACAGACATGCTGAGTGGACTGAATCACCTGACCCTGGCAGTCAGCCAG
CTGGCGCCGAGTGTGGCGTTTTATCAGCAGCTGCTGGGCATGACGCTGCA
TGCCCGCTGGGACAGCGGGGCTTATCTCTCCTGCGGCGATTTGTGGCTGTG
CCTGTCGCTGGATCCGCAGCGGCGCGTTACTCCGCCGGAAGAGAGCGACT
ACACCCATTATGCGTTTAGTATTAGCGAAGCCGATTTTGCTAGCTTCGCCG
CCCGCCTTGAGGCTGCCGGCGTGGCGATCTGGAAGCTGAACCGTAGCGAA
GGCGCTTCGCACTATTTCCTCGATCCCGATGGCCATAAGCTGGAGCTGCAC
GTCGGCAGTCTCGCCCAGCGTCTGGCCGCCTGCCGCGAACAGCCGTATAA
GGGGATGGTGTTTTTTGAGGATG
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» Gen FosA-3:
TGGGCCTACAGGCGATGGCCGTCCGGGTCGAGGAAGTAGAACGAATCGCC
CTCGCTGCGGTTCTGCTTCCATTCGCGCACGCCATGCGCGCGCAGCTGCGC
GGCGAAGCGGGCGAAATCCGCGGCGGCGATGCCGAAGGCGTAGTGCGTG
TAGTCCGCGGCCGGCCCGCCGCATTGCGGCTCCCGGGACAGGCACAGCCA
CAGAGAACCCAGTTCGAGATAGGCGCCCTGGTCCCAGCGCGCCTCCAGGC
GAAAGCCGAGAAGATCGCGGTAGAAGGCGATGCTGGCCGGCAGGTCGGC
GACCGCCAGGGTCAGGTGATTGAGACCGGTGAGCATGGGG

» Gen FosB-1:
TTAAAATCTATTAATCATATATGCTTTTCAGTCAGAAATTTAAACGATTCA
ATACATTTTTATAGAGATATTTTACTTGGAAAATTGCTATTGACTGGTAAA
AAAACTGCTTATTTTAAGCTTGCAGGCCTATGGATTGCTTTAAATGAAGAA
AAAGATATACCACGTAATGAAATCCACTTTTCATATACACATATAGCTTTC
ACTATAGATGACAGCGAATTTAAATATTGGCATCAGAGGTTAAAAGATAA
TAACGTGAATATCTTAGAAGGAAGAGTTAGAGATATTAGAGATAGACAAT
CAATTTACTTTACTGACCCTGATGGTCATAAGCTAGAATTACATACTGGCA
CACTTGAGAACAGATTAAATTATTATAAAGAGGCTAAACCACATATGACA
TTTTACAAATAAGGCG

» Gen FosB-2:
TTAAAATCTATTAATCATATATGCTTTTCAGTCAGAAATTTAAACGATTCA
ATACATTTTTATAGAGATATTTTACTTGGAAAATTGCTATTGACTGGTAAA
AAAACTGCTTATTTTAAGCTTGCAGGCCTATGGATTGCTTTAAATGAAGAA
AAAGATATACCACGTAATGAAATCCACTTTTCATATACACATATAGCTTTC
ACTATAGATGACAGCGAATTTAAATATTGGCATCAGAGGTTAAAAGATAA
TAACGTGAATATCTTAGAAGGAAGAGTTAGAGATATTAGAGATAGACAAT
CAATTTACTTTACTGACCCTGATGGTCATAAGCTAGAATTACATACTGGCA
CACTTGAGAACAGATTAAATTATTATAAAGAGGCTAAACCACATATGACA
TTTTACAAATAAGGCGT
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» Gen Mec-A:
ATGATATGAGAATAGAACGAGTAGATGATACAACTGTAAAATTGTTTATA
ACATATAGCGATATCGAGGCCCGTGGATTTAGTCGTGAAGATTTATGGAC
AAATCGCAAACGTGGCGAAGAATTCTTTTGGTCAATGATGGATGAAATTA
ACGAAGAAGAAGATTTTGTTGTAGAAGGTCCATTATGGATTCAAGTACAT
GCCTTTGAAAAAGGTGTCGAAGTCACAATTTCTAAATCTAAAAATGAAGA
TATGATGAATATGTCTGATGATGATGCAACTGATCAATTTGATGAACAAG
TTCAAGAATTGTTAGCTCAAACATTAGAAGGTGAAGATCAATTAGAAGAA
TTATTCGAGCAACGAACAAAAGAAAAAGAGGCTCAAGGTTCTAAACGTCA
AAAGTCTTCAGCACGTAAAAATACAAGAACAATTATTGTGAAATTTAACG
ATTTAGAAGATGTTATTAATTATGCATATCATAGCAATCCAATAACTACAG
AGTTTGAAGATTTGTTATATATGGTTGATGGTACTTATTATTATGCTGTAC
ATTTTGATAGTCATGTTGATCAAGAGGTCATTAATGATAGTTACAGTCAAT
TGCTTGAATTTGCTTATCCAACAGACAGAACAGAAGTTTATTTAAATGACT
ATGCTAAAATAATTATGAGTCATAACGTAACAGCTCAAGTTCGACGTTATT
TTCCGGAGACAACTGAATAACGATATTAAT

» Gen neo:
TCCATGCATGATGCAGCCACCTCCATGCCGCCGCAGGCTCCCGCTACCTIG
GGCCGACTACCTTGCCGGCTACCGCTGGCGAGGGCAGGGCGAAGGATGTT
CCGCGGCCACTGTCCACCGCCTGGAGGCTGCGCGGCGGCCGACCCTGTTC
GTCAAGCAGGAAGTGCTGTCCGCACATGCCGAGCTGCCCGCCGAAATCGC
CCGCCTGCGCTGGCTGCACGGTGCCGGCATCGATTGCCCGCAGGTGCTGA
ACGAAACCCAGAGCGACGGCCGGCAATGGCTGCTGATGAGCGCCGTGCC
GGGGGACACGCTGTCCGCGCTGGCGCAGCGCGGCGAGCTGGAGCCCGAG
CGCCTGGTGCGCCTGGTGGCCGCCGCCCTGCGCCGGCTGCACGATCTCGA
TCCGGCTGCCTGTCCCTTCGACCATCGCCTGGAGCGGCGCCTGGACACCGT
GCGCCAGCGGGTCGAGGCCGGGCTGGTGGACGAGGCGGACTTCGATGAC
GACCATCGCGGTCGCAGCGCCACGGAGCTGTACCGCCTGCTCCTCGACCG
GCGTCCGGCGGTCGAAGACCTGGTGGTCGCCCACGGCGACGCCTGCCTGC
CCAACCTCTTGGCGGAGGGCCGGCGCTTCAGCGGCTTCATCGATTGCGGG
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CGGCTCGGCGTCGCCGACCGGCACCAGGACCTGGLCLCLCTGGLCCGCGCGGGA
CATCGAGGCCGAACTCGGCGCGGCCTGGGCCGAGGCCTTCCTCGTCGAAT
ACGGCGGCGATATCGACGGCGAACGGCTGGCGTACTTCAGGCTATTGGAC
GAGTTCTTCTAGAGTAG

» Gen Oxal33-A:
ACTCTATAAAATACCTAATTGTTCTAAGCTTTTATAAGTAATCTCTTTTCGA
ACAGAGCTAGGTATTCCTTTTTTCATTTCTAAGTTAAGGGAGAACGCTACA
ATATTCCCTTGAGGCTGAACAACCCATCCAGTTAACCAGCCTACTTGTGGG
TTTACATCCCATCCCCAACCACTTTTTGCGTATATTTTATTTCCATTCTTTTC
TTCTATGAATAGCATGGATTGCACTTCATCTTGGACTTTTTGGCTAAATGG
AAGCGTTTTATTAGCTAGCTTGTAAGCAAATTGTGCCTCTTGCTGAGGAGT
AATTTTTAAAGGACCCACCAGCCAAAAATTATCGACTTGGGTACCGATAT
CTGCATTGCCATAACCAACACGCTTCACTTCATTAGACATGAGTTCAAGTC
CAATACGACGAGCTAAATCTTGATAAACCGGAATAGCGGAAGCTTTCATA
GCATCGCCTAGGGTCATGTTCTTTTCCCATTCTGGGAATAGCCTTTTTTGCC
CGTCCCACTTAAATACTTCTGTAGTGGTTGCCTTATGGTGCTCAAGGCCGA
TCAAAGCATTAAGCATTTTGAAGGTCGAAGCAGGTACATACTCGGTCGAA
GCACGAGCAAGATCATTACCATAGCTTTGTTGAGTTTGGCCTTGTTGGATA
ACTAAAACACCCGTAGTGTGTGCTTCGTTAAATAAATTTTTAATTTTCTCT
GCTTTTTCATCAGATTTTGAAGCACTGTGATTTGGATTAGCAGACACTATA
TAAGGTGAGCAGGCTGAAATAAAAATAGCGCTTGTTATAAGTAAGAGTGC
TTTAATGTTCATAAGA

» Gen Oxal33-B:
AGCCATGCGCCCTCTCCTCTTGAGTGCCCTTCTCCTGCTTTCCGGGCATAC
CCAGGCCAGCGAATGGAACGACAGCCAGGCCGTGGACAAGCTATTCGGC
GCGGCCGGGGTGAAAGGCACCTTCGTCCTCTACGATGTGCAGCGGCAGCG
CTATGTCGGCCATGACCGGGAGCGCGCGGAAACCCGCTTCGTTCCCGCTT
CCACCTACAAGGTGGCGAACAGCCTGATCGGCTTATCCACAGGGGCGGTT
AGATCCGCCGACGAGGTTCTTCCCTATGGCGGCAAGCCCCAGCGCTTCAA
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GGCCTGGGAGCACGACATGAGCCTGCGCGAGGCGATCAAGGCATCGAAC
GTACCGGTCTACCAGGAACTGGCGCGGCGCATCGGCCTGGAGCGGATGCG
CGCCAATGTCTCGCGCCTGGGTTACGGCAACGCGGAAATCGGCCAGGTTG
TGGATAACTTCTGGTTGGTGGGACCGCTGAAGATCAGCGCGATGGAACAG
ACCCACTTTCTGCTCCGACTGGCGCAGGGAGAATTGCCATTCCCCGLCCCCG
GTGCAGTCCACCGTGCGCGCCATGACCCTGCTGGAAAGCGGCCCGGGCTG
GGAGCTGCACGGCAAGACCGGCTGGTGCTTCGACTGCACGCCGGAACTCG
GCTGGTGGGTGGGCTGGGTGAAGCGCAACGAGCGGCTCTACGGCTTCGCC
CTGAACATCGACATGCCCGGCGGCGAGGCCGACATCGGCAAGCGCGTCGA
ACTGGGCAAGGCCAGTCTCAAGGCTCTCGGGATACTGCCCTGACGCTCTG
C

» Gen Van-W:
CAATCTCGGGACAGGCGGGCCTCTTCCACCGGATACTTCACGCGCACCCG
GTTGCGGTACAGGCACTCGCTGGCCAGCAGGGTGCCGGCCTGGCCCTTTT
CCCGGATGTCGCGCCAGATCTCGTTGAGCCTCAGCACCGCATCGCCGTCG
CGGACAAAGCGCTGGGCCCTCTCATAGACGTGGTAGCGCACAGGGCGCGG
CGCGCTGCACAGCAGTTCGCCTTCCAGTTGGTGGGCGGCGATATGGAAGC
GCAGCTGGAAGGTATCCGCCGTCGGATTGTGCAGCACCAGGTCGATGAAG
TTGTAGAAGATCGCCGCGCCCGAGCCGAACGGCAGGATCCGTCCCTCGTC
GGGAAACGGGTCGAAGCTGTGGTTGGCCCGCTCCACCACGCGCAGCGGGG
AATGCAGGGCCATCCAGTGGATCAGGTTGCTCAGTTGGCAGATGCCGCCG
CCGATTCCGCTGCGCGCCTCGCCGAAGGACAACTCCATACCTTCGACGAA
GCCACGCCGGGCGCTGGGCCGACCGACCAGCCGGCAGAACGAGAAGTAC
TCGCCGGGGCCGATGCTCACGCCGTTCATGCAGTCCACCGCCAGGCGCAG
GTTGACCACCTTGTTGCGTTGCAGGGCGAGGTCGCTGTCGCCGAGGCGGC
GGATCAACTTCGAGGTGTGCTTGATGTAGCGGTACGGCAGGCGCTCGTCG
ACCGATGGCAACCGCACGTAGCGACGGCCGCCAAGACGCCAGCGGCAGT
GCCGCCAGAGACGTCGTTGCCAGACCCGCAGCCAGTAGAGCCAGGGGTG
GTAGAGCGATAGGGGTTTGCGCATCGACG
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