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Introduccion

Los grupos de Investigacion en Microbiologia, Industria y Ambiente
(GIMIA) y en Quimica y Biotecnologia (QUIBIO) hacen parte del Centro de
Estudios e Investigaciones en Ciencias Basicas Ambientales y Desarrollo
Tecnologico (CICBA), adscrito a la Facultad de Ciencias Basicas de la
Universidad Santiago de Cali. Desde su comienzo esta unidad académico-
administrativa ha procurado estar a la vanguardia en la investigacion,en la
tecnologia y en la innovacion. Es por ello que los grupos de investigacion
acordes con esta macrolinea se han preocupado por compartir sus
avances en investigacion e innovacion en un marco de responsabilidad
social. Es por ello que, en este libro llamado “Estudios en resistencia a los
antibidticos beta-lactdmicos en bacterias Gram negativas”, se recopilan tres
trabajos de investigadores que forman parte de la produccion intelectual
de los grupos GIMIA y QUIBIO, en alianza con el Grupo de Resistencia y
Epidemiologia Hospitalaria (RAEH) de la Universidad EL Bosque. En este
libro se dan a conocer estudios realizados tanto en Colombia como en
Venezuela sobre la problematica global relacionada con la resistencia
bacteriana a una de las familias de antibidticos mas usadas en la practica
clinica, los beta-lactamicos.

En el primer capitulo, la Dra. Correa y la MSc. De La Cadena hacen una
descripcion de los mecanismos de resistencia a antibidticos haciendo
énfasis en los beta-lactamicos. Para facilitar la comprension del lector a
lo largo del libro, se aborda el tema de la produccion y de la clasificacién
de las enzimas beta-lactamasas, las cuales son capaces de inactivar
estos antibioticos de amplio espectro. Abordar este tema es de suma
importancia debido a que la resistencia a antibioticos es un problema
global que se ha ido incrementado en los ultimos anos a nivel mundial.
Lamentablemente, paises como Colombia y Venezuela no escapan a
esta realidad por lo que éste se ha vuelto un desafio importante para



Introduccion

los laboratorios clinicos de microbiologia y los centros de salud que
estan comprometidos a mejorar su deteccion para aplicar un tratamiento
adecuado a las infecciones hospitalarias y comunitarias que causan las
bacterias resistentes a estos antibioticos.

En el segundo capitulo, la Dra. Aura Falco, el MSc. Carlos Aranaga
y colaboradores, presentan los resultados de un estudio en el que
se realizé la identificacion y la genotipificacion de aislamientos de
Acinetobacter baumannii portadores del gen bla,,, ., .. €n Venezuela.
Los autores de este capitulo hicieron un estudio de epidemiologia
molecular de cepas resistentes a antibidticos aisladas de pacientes con
infecciones nosocomiales y con dispositivos tipo catéter. Los resultados
obtenidos ponen en evidencia la importancia que tienen los estudios
epidemiologicos para apoyar sistemas de vigilancia, permitiendo el
establecimiento de medidas adecuadas de prevencién en la diseminacion

de estos patogenos de importancia clinica.

En el tercer capitulo, la Dra. Correa y la MSc. De La Cadena caracterizaron
los mecanismos que estaban contribuyendo a la resistencia a las com-
binaciones de beta-lactamicos/inhibidores de beta-lactamasas en aisla-
mientos de Enterobacterales en Colombia. Los resultados mostraron que
el fenotipo de resistencia a los inhibidores estaba asociado a mecanismos

como la hiper-expresion de bla,,,, o bla,,a presencia de bla o bla,,.

OXA-1
En el ultimo capitulo, la Dra. Correa y la MSc. Marcela Perenguez, hacen
un estudio de la diseminacién de clones de alto riesgo en Klebsiella
pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo KPC en Colombia. Este
trabajo es muy relevante debido a que K. pneumoniae es una de las
principales bacterias causantes de infecciones asociadas con la atencion
en salud en Colombia, cuya diseminacion exitosa esta asociada con clones
de alto riesgo. Los resultados reportados aqui indican que,desde el punto
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de vista genético, los aislados circulantes en el pais son muy diversos y

portan las variantes bla, .,y bla que, a suU vez, se encuentran en una

KPC-2
gran diversidad de plasmidos.

KPC-3?

En la actualidad existe una gran preocupacion por la emergencia,seleccion
y diseminacion de bacterias resistentes a beta-lactamicos. Es por ello que
la Organizacién Mundial de la Salud ha publicado una lista de patégenos
prioritarios resistentes a los antibioticos,en la que se incluyen las bacterias
que forman parte de los estudios que se han reportado en los diferentes
capitulos de este libro. Esta lista se ha elaborado para tratar de quiar y
promover la investigacidn de esta problematica y promover la busqueda
mancomunada de alternativas que permitan controlar y combatir el
creciente problema mundial de la resistencia a los antimicrobianos. Es
por ello que se espera que este libro sea un aporte para la solucion de la
problematica que aqui se describe.

Aura Falco,
Profesora Titular de la Universidad Santiago de Cali.






CAPITULO 1

RESISTENCIA BACTERIANA A LOS ANTIBIOTICOS BETA-
LACTAMICOS

Adriana Maria Correa Bermidez*
https.//orcid.org/0000-0003-2024-6975

Elsa De La Cadena Vivas**
https.//orcid.org/0000-0003-0361-7893

La resistencia microbiana ha sido considerada como una amenaza
para la salud publica a nivel mundial. Entidades como la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) y el Centro para el Control y Prevencién de
las Enfermedades de los Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés:
Centers for Desease Control and prevention) establecieron la lucha contra
la resistencia antimicrobiana como una de sus prioridades (CDC, 2020).
La seleccién de microorganismos resistentes a los antimicrobianos es

* Universidad Santiago de Cali. Cali, Colombia
X adriana.corea@usc.edu.co

** Universidad EL Bosque. Bogota, Colombia
PR ecadenav@unbosque.edu.co

Para citar este capitulo:
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lactamicos. En: Correa Bermudez,A.; De La Cadena Vivas, E.; Rojas, R.; Falco,A.; Aranaga, C,;
Alonso, G. et al. (2020). Estudios en resistencia a los antibidticos beta-lactdmicos en bacterias
Gram negativas. (pp. 11-34). Cali, Colombia: Editorial Santiago de Cali.
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Resistencia bacteriana a los antibidticos beta-lactdmicos

cada dia mas comun debido, entre otros, al uso de antibidticos de mayor
espectro y hospitalizaciones prolongadas que generan mayores tasas de
morbi-mortalidad. La resistencia microbiana se ha reportado a todo nivel,
bacterias, hongos, virus y parasitos (Septimus, 2018).

En el caso de la resistencia en bacterias, ésta se ha clasificado segun su
perfil fenotipico como multidrogorresistencia o MDR (por sus siglas en
inglés Multi-drug Resistance), resistencia extendida o XDR (por sus siglas
en inglés Extended Drug Resistance) y pan-resistente PDR (por sus siglas
en inglés Pan-drug Resistance) para caracterizar los diferentes patrones
de resistencia. Se han utilizado multiples definiciones sobre esta
terminologia, sin embargo, en el ano 2011, los grupos del ECDC (European
Centre for Disease Prevention and Control) y el CDC crearon una clasificacion
internacional para Staphylococcus aureus, Enterobacterales (no incluidas
Salmonella y Shigella), Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp., (ver
tabla 1) (Magiorakos et al., 2012).

Tabla 1. Categoria de antimicrobianos para definir MDR, XDR y PDR en
bacterias Gram negativas

Enterobacterales Acinetobacter spp
Aminoglucésidos (Gentamicina/ Aminoglucédsidos
Tobramicina/Amikacina/ (Gentamicina/Tobramicina/
Netilmicina) Amikacina/Netilmicina)
Anti- MRSA cefalosporinas Carbapenems (Imipenem/
(Ceftarolina) Meropenem/ Doripenem)
Penicilinas+inhibidores de Fluoroquinolonas
B-lactamasas antipseudomonas Antipseudomonas
(Ticarcilina-acido clavulanico/ (Ciprofloxacina/
Piperacilina-Tazobactam) Levofloxacina)

12



Carbapenems
(Ertapenem/Imipenem/
Meropenem/Doripenem)

Cefalosporinas de 1ray 2da
generacion (Cefazolina/
Cefuroxima)

Cefalosporinas de 3ra y 4ta
generacion (Cefotaxime/
Ceftriaxona/Ceftazidima/

Cefepime)

Cefamicinas
(Cefoxitin/Cefotetan)

Fluoroquinolonas
(Ciprofloxacina)

Inhibidores de Folatos -
Trimetoprima-sulfametoxazol)

Glicilciclinas-(Tigeciclina)
Monobactams - (Aztreonam)
Penicilinas - (Ampicilina)
Penicilinas+inhibidores
de B-lactamasas

(Amoxacilina-clavulanato/
Ampicilina-sulbactam)

Acido fosfénico: (Fosfomicina)

Polimixinas (Colistina)

Adriana Correa y Elsa De La Cadena

Penicilinas+inhibidores
de B-lactamasas
antipseudomonas
(Ticarcilina-acido clavulanico/
Piperacilina-Tazobactam)
Cefalosporinas de 3ra y 4ta
generacion (Cefotaxime/
Ceftriaxona/ Ceftazidima/
Cefepime)

Inhibidores de Folatos
(Trimetoprima-
sulfametoxazol)

Penicilinas+inhibidores de
B-lactamasas (Ampicilina-
sulbactam)
Polimixinas (Colistin/
Polimixina B)
Tetraciclinas (Tetraciclina/
Doxiciclina/Minociclina)

MDR: No susceptiblea>1
agente en >3 categorias
XDR: No susceptible

a 2 1 agente en todas

las categorias, pero <2
categorias



Resistencia bacteriana a los antibidticos beta-lactdmicos

Tetraciclinas: (Tetraciclina/ PDR: No susceptible a todos
Doxiciclina/Minociclina) los antimicrobianos listados

Fuente: Adaptado de Magiorakos et al., 2012.

Este fendmeno de la resistencia inicialmente fue observado solo en
pacientes de las Unidades de Cuidado Intensivo (UCI), generando: 1)
Hospitalizaciones prolongadas; 2) Mayores tasas de morbi-mortalidad; 3)
No disponibilidad de antibiéticos para el tratamiento de estas infecciones;
4) Aumento en los costos asociados al cuidado de la atencidn en salud
(Schwaber et al., 2006). Sin embargo, en la actualidad se observa en otras
areas de hospitalizacién y aun en infecciones de origen en la comunidad
(Otto, 2013).

Mecanismos de resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antibioticos puede ser generada por diferentes
mecanismos. A continuacion, se mencionan los principales:

Disminucién en la permeabilidad de la membrana externa: La membrana
externa de las bacterias Gram negativas es el primer obstaculo que deben
vencer los antibidticos paraalcanzarelsitio blanco,la cuala suvezfunciona
como una barrera de permeabilidad. Algunos antibioticos como los beta-
lactamicos, tetraciclinas y algunas quinolonas, utilizan las proteinas de
membrana externa también conocidas como OMP (por sus siglas en inglés
Outer Membrane Protein), o porinas,como canales de entrada a la bacteria.
Los factores que intervienen en este proceso estan relacionados con la
carga eléctrica del compuesto y su hidrofobicidad. Moléculas cargadas
negativamente ingresan de manera lenta a la bacteria, mientras aquellas
cargadas positivamente o con carga neutra (Zwitteriones) entran con
mayor facilidad. Las bacterias tienen la capacidad de generar mutaciones
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en las porinas que cambian su estructura y evitan que estas ultimas sean
utilizadas por los antibiéticos como su canal de entrada (Delcour, 2009;
Pages et al., 2008).

Bombas de expulsién: Otra barrera que los antibidticos deben evadir para
llegar al sitio blanco son las bombas de expulsidn. Estos son sistemas
generalmente de tres componentes que les permiten a las bacterias un
interacambio dinamico, permitiendo el ingreso de sustancias necesarias
para su desarrollo y eliminando sustancias toxicas para su supervivencia
del espacio periplasmico al espacio extracelular. Se conocen seis familias
de transportadores o bombas de expulsion (Kusakizako et al., 2019),
las cuales tienen la capacidad de expulsar drogas no relacionadas.
Analisis cinéticos del transporte de antibioticos mostraron que estos
transportadores poseen multiples sitios de unién a sustratos, lo que les
permite esa versatilidad (Shriram et al., 2018).

Alteraciones del sitio blanco: En las bacterias pueden ocurrir mutaciones
capaces de alterar el sitio donde se fija y actua el antibiotico, impidiendo
que interrumpa una funcion vital de ésta. Un ejemplo de este mecanismo
es la resistencia a quinolonas en las bacterias Gram negativas, dada
por una alteracion de la ADN-girasa y topoisomerasa IV por mutaciones
puntuales en los genes gyrA y/o parC (Rice, 2012).

Modificacion enzimatica del antibidtico: Las bacterias expresan enzimas
capaces de crear cambios en la estructura del antibidtico haciendo
que éste pierda su funcionalidad. Como ejemplo de este fenémeno
estan las enzimas denominadas modificadoras de aminoglucdsidos
que catalizan la modificacion del antibidtico a través de N-acetilacion,
O-nucleotidilacion o la O-fosforilacion. EL sequndo grupo de enzimas
son las beta-lactamasas, capaces de hidrolizar los antibidticos beta-
lactamicos, principal armamento para combatir las infecciones por
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Resistencia bacteriana a los antibidticos beta-lactdmicos

bacterias multidrogorresistentes (MDR). Dentro de este grupo las beta-
lactamasas tipo carbapenemasas (CARB) son las de mayor impacto clinico,
ya que confieren resistencia a practicamente la mayor parte de los beta-
lactamicos (Rice, 2012).

En general, aunque todos o parte de estos mecanismos de resistencia
pueden estar presentes en las bacterias Gram negativas, sin duda alguna
la produccion de beta-lactamasas son el mecanismo mas prevalente
e importante en bacterias Gram negativas. Las beta-lactamasas son
enzimas producidas tanto en bacterias Gram positivas como Gram
negativas, sin embargo, en las Gram positivas, las beta-lactamasas no son
el principal mecanismo de resistencia ya que son diluidas en el espacio
extracelular mientras que las Gram negativas, son secretadas al espacio
periplasmico donde se acumulan generando una ventaja adaptativa, ya
que no es indispensable que tengan alta afinidad por el sustrato gracias
a las concentraciones alcanzadas en el espacio periplasmico (Matagne
et al., 1998).

Clasificacion de las beta-lactamasas

Existen dos clasificaciones ampliamente utilizadas para las beta-
lactamasas; la primera denominada clasificacion funcional, que esta
basada en el espectro hidrolitico de la enzima y la susceptibilidad
a inhibidores, independientemente de su ubicacién cromosémica o
plasmidica (Bush, 1989). Esta clasificacion presenta inconvenientes
relacionados con la presencia de mutaciones puntuales que puedan
cambiar la actividad hidrolitica de la enzima generando la necesidad
de reasignarla nuevamente a otro grupo. La segunda y la mas utilizada
denominada clasificacién molecular, propuesta por Ambler (Ambler et al.,
1991), esta basada en la comparacién por homologia de la secuencia de
los aminoacidos, lo que la hace mas estable ya que, los porcentajes de
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homologia no se alteran facilmente a pesar de presentar mutaciones
puntuales. Esta clasificacion reconoce cuatro clases designadas de la
A a la D. Las clases A, Cy D son evolutivamente distintas, sin embargo,
comparten una relacion fundamental en un residuo de serina en su sitio
activo que les permite hidrolizar el antibiotico formando un enlace serin-
éster,de alli su nombre de serin- beta-lactamasas. En la clase B o metalo-
beta-lactamasas (MBL), su sitio activo requiere de cationes divalentes,
usualmente zinc, como cofactores para su actividad enzimatica (Tabla
2). Los genes productores de beta-lactamasas (genes bla) pueden estar
codificados a nivel cromosomal o en elementos genéticos moviles. Se ha
reportado que uno de los principales factores que propician la seleccion
de las bacterias portadoras de estas enzimas, es el uso indiscriminado de
antibidticos (Matagne et al., 1998).
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Tabla 2. Clasificacion molecular de las beta-lactamasas

Ambler

A (Serin Pe-
nicilinasas)

B (metalo-B-
lactamasas)

C (cefalos-

porinasas)

D (Oxacili-
nasas)

Bush-Jacoby-
Medeiros

2a

2b

2be

2br

2c

2e

2f

2d

Substrato Preferido

Penicilinasas

Penicilinas,
cefalosporinas de
amplio espectro

Penicilinas,
cefalosporinas de
amplio espectro,
cefalosporinas de
espectro extendido

Penicilinas

Penicilinas,
carbenicilina

Cefalosporinas de
espectro extendido

Penicilinas,
cefalosporinas,
carbapenémicos

La mayoria de
B-lactamicos incluyendo
carbapenems

Cefalosporinas

Penicilinas, cloxacilina

Inhibicion
por acido
clavulanico

+/-

Enzima Representativa

PC1 de S. aureus

TEM-1,TEM-2,
SHV-1

SHV-2 a SHV-6,
TEM3 a TEM-26,
CTX-M

TEM-30.SHV-72

PSE-1

FEC-1, CepA

KPC-2,SME-1,NMCA

IMP-1VIM-1-CcrAy
Bell (B1); CphA (B2);
L1(B3)
Amp-C. Cmy-2,
ACT-1

OXA-1,0XA-10

Fuente: Tomado de Drawz, SM. (Drawz y Bonomo, 2010).
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Clase A

La primera beta-lactamasa codificada por plasmidos en Gram negativos fue
descrita a principios de los anos 60’s en Grecia,en una cepa de Escherichia
coli aislada de un hemocultivo en una paciente llamada Temoneira, razon
por la cual a la enzima se le denomino TEM-1 (Livermore et al., 1986).
Este gen estaba en un plasmido insertado en un transposon, lo que facilité
su rapida diseminacion a otras especies y su expansion global (Bradford
PA, 2001). Posteriormente aparecio SHV-1 (sulfhydryl variable), otra beta-
lactamasa que inicialmente fue encontrada en E. coli y K. pneumoniae.
SHV-1 se encuentra en el cromosoma de la mayoria de las K. pneumoniae
y mediada por plasmidos en E. coli (Bradford PA, 2001). Estas enzimas
junto a TEM-2 confieren resistencia a penicilinas y cefalosporinas de
primera y sequnda generacidén (cefalosporinas de espectro reducido).

Beta-lactamasas de espectro extendido

Para principio de la década de los 80’s aparecieron las cefalosporinas de
espectro extendido, las oximinocefalosporinas o cefalosporinas de tercera
generacion. Estas cefalosporinas no eran hidrolizadas por TEM-1, TEM-2
o0 SHV-1 y empezaron a ser ampliamente utilizadas para el tratamiento
de infecciones producidas por bacterias resistentes a las cefalosporinas
de espectro reducido. Como era de esperarse, la resistencia a estas
cefalosporinas de tercera generacién como cefotaxime, ceftriaxona y
ceftazidime no tardé mucho en aparecer (Bradford PA, 2001).

La primera de estas enzimas capaces de hidrolizar los nuevos
antibioticos beta-lactamicos fue SHV-2, la cual fue aislada de una K.
ozaenae en Alemania en 1983 (Haeggman et al., 1997). SHV-2 diferia de
SHV-1 en un aminoacido, pero esa Unica mutacion fue suficiente para
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expandir su espectro de hidrélisis. Posteriormente aparecieron enzimas
derivadas de TEM-1 y TEM-2 que igualmente eran capaces de hidrolizar
cefalosporinas de tercera generacion (Brun-Buisson y Van Saene, 1991).
Debido al aumento en su espectro de hidrélisis estas enzimas fueron
denominadas beta-lactamasas de espectro extendido (BLEEs), enzimas
capaces de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda,
tercera generacion y aztreonam, pero no son activas contra cefamicinas
(cefoxitin y cefotetan) o carbapenémicos. Estas enzimas son inhibidas
por los inhibidores de beta-lactamasas: acido clavulanico, sulbactam vy
tazobactam (Nishiya y Kunii, 1991).

Con la excepcidn de las enzimas tipo OXAs, las BLEEs estan dentro de la
clase A de acuerdo con la clasificacion de Ambler (Bush, 2013). Dentro de
las que no son derivadas de TEM o SHV se encuentran las enzimas tipo:
CTX-M, PER,VEB, BES y GES, entre otras (Bush et al., 1995).

Las BLEEs tipo TEM son las beta-lactamasas mas reportadas en E. coli y
K. pneumoniae, pero también se han reportado en practicamente todos
las enterobacterias,ademas de bacilos Gram negativos no fermentadores
(Coque et al.,2008). En 1987 se reportod en Francia, en una K. pneumoniae
una enzima mediada por plasmidos que hidrolizaba cefalosporinas de
tercera generacién. Debido a que esta enzima tenia una alta afinidad por
cefotaxime se denominé CTX-M-1, actualmente se conoce como TEM-3y
difiere de TEM-2 por dos cambios de aminoacidos (Sougakoff et al.,1989).

EL nombre SHV hace referencia a “sulfhydryl variable” , se le denomino asi
debido a que se pensaba que la inhibicion de la actividad de la enzima
por p-cloromercuribenzoato dependia del sustrato y variaba de acuerdo
al mismo (Heritage et al.,1999). La enzima SHV-1 es una beta-lactamasa
de espectro reducido que tiene actividad contra las penicilinas; al igual
que en el caso de TEM-1 y TEM-2, el fenotipo de BLEE aparecié debido
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a la presencia de mutaciones puntuales que le permitié extender su
espectro de hidrolisis a cefalosporinas de tercera generacion (Bradford
PA,2001). La primera BLEE derivada de SHV-1 fue descrita en 1985 y fue
denominada SHV-2 debido a su homologia con los genes que codifican
para SHV-1. Esta enzima presentaba una sustitucion de serina por glicina
en la posicion 238 (Paterson y Bonomo, 2005). Actualmente existe una
gran cantidad de variantes de SHV que se han diseminado globalmente y
han sido causantes de brotes (Paterson et al., 2003).

Las enzimas tipo CTX-M se caracterizan por tener valores de punto
isoeléctrico (pl) alcalinos lo que les confiere altos niveles de resistencia
a cefotaxime mas que a ceftazidime, de alli proviene su nombre. Ademas,
exhiben mas susceptibilidad a tazobactam que a los demas (Canton
et al.,2012). Fueron reportadas por primera vez en 1989, alcanzando gran
relevancia en los primeros anos de siglo XXI debido a su diseminacién
global, especialmente en E. coli tanto a nivel hospitalario como de
la comunidad (Mathers et al., 2015). La diseminacion global de E. coli
pertenecientes al clon epidémico ST131 asociados a CTX-M 15, genes de
resistencia a quinolonas y otros grupos de antibioticos ha representado
un problema para el tratamiento de infecciones urinarias de origen en la
comunidad (Stoesser et al., 2016).

CTX-M a diferencia de TEM y SHV no aparecié como variante de otras
enzimas existentes, estas derivan de un gen bla de especies de Kluyvera,
los cuales fueron incorporados en elementos genéticos maoviles que les
permitid diseminarse a otras especies (Decousser et al.,2001).Inicialmente
estas enzimas tenian un mayor efecto hidrolitico sobre cefotaxime que
sobre ceftazidime, sin embargo, mutaciones puntuales en su secuencia
llevaron a la aparicion de variantes que tenian mayor poder hidrolitico
contra ceftazidime (Baraniak et al., 2002). Las beta-lactamasas del grupo
CTX-M son un grupo muy heterogéneo las cuales incluyen por lo menos
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seis sublinajes: CTX-M grupo 1, CTX-M grupo 2, CTX-M grupo 8, CTX-M
grupo 9,CTX-M grupo 25 y KLUC, los miembros de cada grupo comparten
mas del 94% de identidad, mientras la identidad entre las enzimas que
pertenecen a diferentes grupos es menor al 90% (Canton et al., 2012).

Después de su aparicion, CTX-M fue desplazando a las otras BLEEs debido
a su circulacién en plataformas genéticas mdviles como plasmidos y
transposones, pero también a su asociacién a los denominados clones
exitosos o de alto riesgo, llegando a ser las mas prevalentes en todo el
mundo (Woodford et al., 2011). Otra razdn para su exitosa diseminacién
es la co-resistencia especialmente a quinolonas y aminoglucésidos.
Aunque los genes que codifican para CTX-M se han reportado asociados
a plasmidos conjugativos principalmente, también se han reportado
insertados dentro del cromosoma (Mahrouki et al., 2012).

Para el ano 1986 se reportd una BLEE que no era derivada de TEM o
SHV en un aislamiento de E. coli obtenida de la microbiota comensal de
un perro en el que se realizaban estudios farmacocinéticos de beta-lac-
tamicos a la que denominaron FEC-1 (Matsumoto et al., 1988). En 1989
se reportd en Alemania una E. coli resistente a cefotaxime con las mis-
mas caracteristicas de FEC-1 y la llamaron CTX-M 1 debido a su actividad
hidrolitica contra cefotaxime (Bauernfeind et al., 1996). Por esa misma
época se reportaron aislamientos de Salmonella spp., con el mismo perfil
en Sudamérica. En 1992, el mismo tipo de BLEE fue reportada en un
aislamiento clinico de E. coli,que habia sido aislado a comienzos de 1989
en Francia. A esta beta-lactamasa se le designé el nombre de MEN-1 y
posteriormente se encontr6 que presentaba solo un 40% de identidad
con TEM y SHV (Bernard et al., 1992). Algunos anos después se reporto
una enzima relacionada con MEN-1 con un 83% de homologia, a la que
se le denomino Toho-1 (Ibuka et al.,1999). La secuenciacion de los genes
de dos BLEEs no derivadas de TEM o SHV en 1996 revel6 que CTX-M 1 era
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idéntica a MEN-1 y que Toho-1 era una variante de una enzima reportada
en Argentina designada como CTX-M 2 (Bauernfeind et al., 1996). Desde
entonces, las enzimas tipo CTX-M han conformado una familia en conti-
nuo crecimiento que se ha diseminado practicamente por todo el mundo
(Falagas y Karageorgopoulos, 2009).

Se ha sugerido que el residuo de serina en la posicidon 237, presente en
todas las enzimas tipo CTX-M juega un papel importante en el perfil de
resistencia. Aunque se ha visto que no es esencial. EL residuo de arginina
en la posicion 276 parece ser equivalente a la arginina en la posicidn
244 en los derivados de TEM o SHV y podria estar implicado en la hidré-
lisis de las cefalosporinas de tercera generacion (Bradford PA,2001). Los
carbapenémicos son estables a la hidrolisis por CTX-M, sin embargo, la
hiper-expresién de algunas variantes como CTX-M 15 en combinacién
con disminucion en la permeabilidad de membrana puede llevar a una
susceptibilidad reducida a los carbapenémicos en K. pneumoniae y otras
enterobacterias (Adler et al., 2013).

Carbapenemasas de la clase A

Las carbapenemasas son la familia mas variable de beta-lactamasas
y tienen la mayor capacidad hidrolitica dentro de estas enzimas; se
encuentran distribuidas entre las clases moleculares A, B y D (Drawz y
Bonomo, 2010). Hasta principios de los 90, las carbapenemasas descritas
eran cromosomales y especificas por especie, pero dada su emergencia a
través de elementos genéticos moviles se han convertido en un problema
de diseminacion global entre diferentes especies. En los ultimos anos
las enterobacterias han emergido como importantes productores de
carbapenemasas en todos los continentes donde han causado numerosos
brotes hospitalarios e infecciones asociadas a altas tasas de mortalidad.
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Por todo lo anterior, estas bacterias suponen una gran amenaza de
salud publica ya que suelen ser resistentes a multiples antibidticos
beta-lactamicos, incluyendo los carbapenémicos, y a otros grupos de
antibidticos como las quinolonas y aminoglucdsidos.

Desde su primer reporte estas carbapenemasas han sido identificadas
principalmente en enterobacterias tanto en aislamientos ocasionales
como en brotes. Su mecanismo hidrolitico requiere la presencia de un
residuo de serina en la posicion 70 (Ambler et al., 1991). Tienden a
hidrolizar un amplio niumero de beta-lactamicos incluyendo aztreonam,
y son inhibidas parcialmente por acido clavulanico y por tazobactam.
Pueden ubicarse a nivel cromosomal o estar presentes en elementos
genéticos moviles, lo cual permite transferencia y diseminacion entre
bacterias Gram negativas.

Clase B

Las enzimas de este grupo (metalo-beta-lactamasas) difieren de las de
los otros grupos porque requieren moléculas de zinc en su sitio activo.
Se caracteriza porque todas las enzimas son capaces de hidrolizar los
carbapanémicos, pero a diferencia de las enzimas tipo serina hidrolizan
pobremente al aztreonam, y no son inhibidas por acido clavulanico o
tazobactam (Karen Bush y Jacoby, 2010). Debido a su dependencia de un
metal como cofactor (zinc) pueden ser inhibidas por quelantes de metales
como el EDTA. Las metalo-beta-lactamasas (MBL) se pueden encontrar
en el cromosoma bateriano, en plasmidos o integrones, sin embargo, en
algunas bacterias como Stenotrophomonas maltophilia la MBL es intrinseca
(Mercuri et al., 2002).
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Las enzimas que mas se han diseminado globalmente incluyen VIM,
IMP y NDM. IMP (imipenem-resistant) fue la primera carbapenemasa
identificada en una Serratia marcescens en Japon, 1990. VIM-1(Verona
integronencoded MBL) fue descrita por primera vez en Italia,en 1997 en
una P. aeruginosa. Aunque las enzimas tipo VIM son mas prevalentes en
Pseudomonas spp.,también se han descrito en enterobacterales (Queenan
y Bush, 2007).

En Colombia NDM se describié por primera vez en 2011, en un brote
producido por K. pneumoniae en una sala pediatrica en la ciudad de
Bogota (Escobar Pérez et al., 2013). La primera VIM reportada fue VIM-
8, reportada en aislamientos de P. aeruginosa en el 2004 (Crespo et al.,
2004). En el 2006 se reporto VIM-2 en aislamientos de P. aeruginosa
recolectadas en el 2004 de diferentes ciudades. VIM- 2 es hasta la fecha
la Betalactamasa mas prevalente en nuestro pais (Villegas et al., 2006).

Clase C

Las enzimas de este grupo se denominan cefalosporinasas o AmpC. Son
intrinsecas en muchas especies de Enterobacterales y otras especies.
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Morganella
morganii and Pseudomonas aeruginosa, portan AmpC de manera intrinseca
e inducible,es decir la enzima se expresa con un bajo nivel en condiciones
normales, pero puede hiper-expresarse cuando la bacteria se expone a
betalactamicos, siendo algunos mas inductores que otros (Jacoby, 2009).
Enelcasode E. coliy Acinetobacter baumannii poseen AmpCintrinseca pero
no son inducibles. Bacterias Gram negativas que no poseen naturalmente
AmpC pueden adquirirlas a través de plasmidos. Estas enzimas no son
hidrolizadas por los inhibidores de beta-lactamasas ni por las cefamicinas
(cefoxitin y cefotetan), normalmente producen resistencia a penicilinas,
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cefalosporinas hasta tercera generacion, sin afectar a las de cuarta
generacién (cefepime) ni los carbapenémicos en condiciones normales
(Jacoby, 2009).

Clase D (OXAs)

Se han constituido en un importante mecanismo de resistencia,
especialmente en A. baumannii y enterobacterales. Las beta-lactamasas
tipo OXA son denominadas asi debido a su habilidad para hidrolizar
oxacilina (Bush et al., 1995). Tienen un espectro de acciéon muy variable,
algunas solo confieren resistencia a penicilinas como oxacilina y
cloxacilina; otras variantes lo hacen adicionalmente a cefalosporinas de
primera generacion, y otras hidrolizan carbapenémicos. En general las
OXAs son pobremente inhibidas por los inhibidores clasicos de beta-
lactamasas como acido clavulanico, sulbactam y tazobactam.

Estas variantes al no hidrolizar cefalosporinas de tercera generacién no
son clasificadas como BLEEs, con excepcion de algunas pocas variantes
que hidrolizan débilmente estas cefalosporinas (Antunes y Fisher, 2014).
Muchas de las beta-lactamasas tipo OXA con espectro de hidrélisis
extendido son derivadas de OXA-10 (OXA-11, 14, 16, 17) y tienen la
capacidad de hidrolizar débilmente cefotaxime, ceftriaxona, ceftazidime
y aztreonam (Antunes y Fisher, 2014). Se ha encontrado que en general,
las variantes de OXA-10 con fenotipo BLEEs presentan una de dos
sustituciones de aminoacidos: una arginina por serina en la posicion
143, 0 aspartato por glicina en la posicion 157. En particular esta ultima
sustitucién parece conferir un alto nivel de resistencia a ceftazidime
(Paterson DL y Bonomo RA, 2005).
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EL primer reporte de una carbapenemasa tipo OXA (Carbapenem-Hy-
drolyzing class D beta-Lactamase, CHDL) se describié en el ano 1993, en
una cepa clinica escocesa de A. baumannii aislada por primera vez en el
ano 1985; estas enzimas confieren una baja resistencia a los carbapené-
micos (Antunes y Fisher, 2014). Las OXA-23-like estan asociadas a plas-
midos, pero también se han encontrado en el cromosoma. Se ha descrito
con mucha frecuencia la presencia de un elemento genético mavil de-
nominado ISAbal asociado a A. baumannii el cual incrementa el nivel de
resistencia a los carbapenémicos. A la fecha se han descrito gran cantidad
de variantes de OXAs con actividad hidrolitica hacia los carbapenémicos,
como OXA-24/40, OXA-51-like y OXA-58-like. OXA-48 fue identificada en
Turquia, en una K. pneumoniae MDR. Esta estaba localizada en un plasmi-
do transferible,y es a la fecha la CHDL mas frecuente en Enterobacterales.

La presencia de bla confiere resistencia a penicilinas y decrecida

OXA-48-like
susceptibilidad a los carbapenémicos, pero no hidroliza cefalosporinas de

tercera generacion (Poirel et al., 2004).

Otro punto importante de las OXAs es que adicionalmente a su asociacion
con resistencia también se utilizan para la identificacién de Acinetobacter
baumannii. Esto se logra empleando una técnica rapida y sencilla, como
lo es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que permite detectar

de forma especifica el gen cromosomal bla que codifica para una

OXA-51-like’
oxacilinasa, capaz de hidrolizar penicilinas y carbapenémicos, que le con-
fiere un bajo nivel de resistencia intrinseca a estos antibioticos (Ahmadi y

Salimizand, 2017).

Los reportes alrededor del mundo de la propagacion de estos mecanismos
de resistencia se atribuyen a elementos genéticos moviles (plasmidos,
transposones e integrones) que generalmente llevan consigo multiples
genes de resistencia o factores de virulencia, que han sido diseminados
por linajes de bacterias denominados clones de alto riesgo (high risk clo-
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nes) (Mathers et al., 2015). EL seguimiento de estos clones de alto riesgo
a nivel mundial se realizé inicialmente a través de técnicas como, la elec-
troforesis de campos pulsados (PFGE por su acréonimo en inglés: Pulsed
Field Gel Electrophoresis), pero los resultados no eran comparables a nivel
global. Posteriormente aparece MLST (acronimo en inglés: Multilocus Se-
quence Iyping),demostrando ser una herramienta que permite inferir dife-
rencias filogenéticas en poblaciones especificas en el tiempo, con base a
la caracterizacion de Secuencias Tipo (Sequence Typing: ST). Los avances
obtenidos con la implementacion del MLST en el estudio de la epide-
miologia de enfermedades infecciosas, han posicionado esta técnica de
tipificacion molecular como una herramienta fundamental. Durante los
ultimos anos la secuenciacion del genoma completo ha integrando los
analisis antes mencionados en una sola prueba; sin embargo, no es una
herramienta que esté aun al alcance de los laboratorios para su segui-
miento epidemiologico (Woodford et al., 2011).

En Colombia, la vigilancia epidemioldgica de las bacterias Gram negativas
portadoras de estas enzimas se ha realizado empleando Electroforesis
en Campos Pulsados (PFGE), lograndose establecer la clonalidad entre
aislamientos a nivel nacional (Villegas et al., 2007). Sin embargo, esta
técnica no permite identificar el comportamiento de estos clones en
el tiempo, o si los clones nacionales guardan relacién con aquellos
reportados a nivel mundial; por tanto, la implementacion del MLST, ha
permitido a Colombia ingresar en el mapa de la epidemiologia mundial
de estos agentes infecciosos.
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Resumen. Acinetobacter baumannii es uno de los principales patégenos
oportunistas, resistente a multiples antibioticos, causante de infecciones
nosocomiales a nivel mundial. Puede provocar septicemias y neumonias
asociadas aluso de dispositivos invasivos como catéteres yventiladores.La
diseminacién de esta bacteria, que ademas es intrinsecamente resistente
a varios grupos de antimicrobianos, plantea importantes desafios en el
tratamiento de infecciones asociadas a la atencion en salud. A. baumannii

posee el gen bla » que codifica para una oxacilinasa, capaz de

OXA-51-Liki
hidrolizar penicilinas y carbapenémicos, que le confiere un bajo nivel
de resistencia intrinseca a estos antibioticos. En Venezuela son pocos
los reportes relacionados con infecciones nosocomiales causadas por
estas bacterias, siendo este el motivo por el cual se planted identificar
y genotipificar aislados de A. baumannii provenientes de dispositivos
invasivos tipo catéter y su comparacion con otros aislados nosocomiales
de la misma especie,provenientes de diversos centros de salud de Caracas.
Paraelloserealizaron pruebas bioquimicasymoleculares,como lareaccion
en cadena de la polimerasa para amplificar secuencias especificas (rep-
PCR) que permitieron establecer relaciones genéticas entre aislados; y su
identificacion hasta el nivel de especie empleando iniciadores especificos
para amplificar el gen que codifica para la subunidad 16S del ARNry el

gen bla Los resultados indican que se identificaron los aislados

OXA-51-like*
evaluadosyseestablecid lafilogeniaentreellos,locualponeenevidenciala
importancia que tienen los estudios epidemioldgicos para apoyar sistemas
de vigilancia, permitiendo el establecimiento de medidas adecuadas de

prevencion en la diseminacion de estos patdogenos de importancia clinica.

Palabras claves: Acinetobacter baumannii, bla,,, ., ... 9enotipificacion,
resistencia, antibidticos.
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Abstract. Acinetobacter baumannii is now recognised as causing a broad
range of severe nosocomial infections, including ventilator-associated
pneumonia as well as bloodstream infections in critically ill patients. Its
resistant to several antimicrobial groups, poses significant challenges
in the treatment of health care associated infections. The bla,,, ., ..
gene encodes for an oxacillinase, which confers low levels of intrinsic
resistance to penicillin and carbapenems. In Venezuela there are few
reports related to nosocomial infections caused by these bacteria, for
that we proposed to identify and genotype A. baumannii isolates from
the invasive catheter-type devices and their compare these with other
nosocomial isolates of the same species, from some health centers in
Caracas. For this,biochemical and molecular tests such as the polymerase
chain reaction to amplify specific sequences (rep-PCR) were performed
to establish genetic relationships between isolates; and its identification
at specie level using specific primers to amplify the gene responsible
for encoding the 16S subunit of the rRNA and the blag,, , .. The
results indicate that the isolates were identified as A. baumannii and
the phylogeny between them was established. This demonstrates the
importance of epidemiological studies to generate surveillance systems
in health centers related to nosocomial infections associated with the use
of catheters. These surveillance systems would provide basic information
to develop control measures to prevent the spread of these pathogens on
these environments.

1. Introduccion

Las bacterias son microorganismos capaces de causar infecciones
nosocomiales en el 9% de los pacientes hospitalizados que se encuentran
ubicados en areas de alta densidad poblacional como: Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI), salas neonatales, salas de medicina, cirugia y pediatria
(Padgett et al., 2013; Chincha et al., 2013). Este tipo de infecciones
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son consideradas como un problema clinico y de salud publica a nivel
mundial debido a los altos costos de hospitalizacion y a la mortalidad,
especialmente cuando esta asociada a bacterias que son capaces de
colonizar dispositivos médicos como catéteres y ventiladores, formando
una matriz biolégica que puede interferir con la administracion de los
tratamientos (Ojeda y Megias, 2000; Buffet et al., 2012).

Una de las especies que se aisla con mas frecuencia en muestras clinicas
humanas es Acinetobacter baumannii, que forma parte del complejo Aci-
netobacter calcoaceticus — Acinetobacter baumannii con: Acinetobacter wo-
[fii, Acinetobacter pittii, Acinetobacter nosocomialis y la especie ambiental
Acinetobacter calcoaceticus (Falah et al., 2019; Rolain et al., 2016; Peleg
et al.,2008; Bergogne-Berezin y Towner, 1996; Bouvet y Grimon, 1987). Es-
tas bacterias son cocobacilos Gram negativos, aerobios, no fermentadores,
catalasa positiva y oxidasa negativa e inmdviles (Hernandez et al., 2010)
que habitan ambientes naturales muy variados como el suelo, el agua y los
alimentos; adicionalmente, se encuentran en entornos hospitalarios y en
dispositivos médicos como ventiladores mecanicos, catéteres, entre otros
(Gonzalez et al., 2002; Berdinelli y Friedman, 2008; Falah et al., 2019). Mas
especificamente, A. baumannii es capaz de causar bacteriemias, neumo-
nias, meningitis, infeccién del tracto urinario, entre otras patologias (Peleg
et al., 2010; Abdi et al., 2014). En paises como Estados Unidos y Canada,
se ha reportado que A. baumannii fue el noveno patégeno mas comun en
infecciones hospitalarias del torrente sanguineo, mientras que en Ameérica
Latina fue responsable del 5,3% de todos los aislados de bacteriemias
nosocomiales, lo cual pone en evidencia la importancia epidemioldgica de
este patdgeno en los recintos hospitalarios (Richards et al., 2000; Gales y
col.,2001; Brenner et al., 2004; Lemos et al., 2011).

Adicionalmente, A. baumannii se caracteriza por poseer una notable
resistencia a antibidticos tanto de forma natural como adquirida
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(Chalbaud y Alonso, 2017) que incluye a las fluoroquinolonas y a las
cefalosporinas, que son las principales opciones terapéuticas que se
usan para tratar infecciones ocasionadas por bacterias Gram negativas
(Karaiskos et al., 2019).

Los principales mecanismos de resistencia a antibioticos beta-lactamicos
en esta bacteria involucran la produccion de beta-lactamasas intrinsecas
y/0 adquiridas. A. baumannii produce una cefalosporinasa cromosémica
llamada AmpC, que es capaz de hidrolizar débilmente las cefalosporinas,
asi como una enzima intrinseca del tipo oxacilinasa, llamada OXA-51, que
confiere bajos niveles de resistencia a penicilinas y carbapenémicos. Otros
mecanismos de resistencia presentes en esta bacteria incluyen: aumento
en la expresién de bombas de eflujo, alteraciones en las porinas que
bloguean la entrada de antibioticos y la capacidad de adquirir multiples
genes que confieren resistencia a antibioticos (Du et al., 2019).

Por lo descrito previamente, el tratamiento de infecciones nosocomiales
causadas por A. baumannii resistentes a multiples antibiéticos se ha con-
vertido en un grave desafio clinico debido a que las opciones terapéuticas
disponibles son limitadas. Este panorama puede volverse mas complejo si
a esto se le suma el hecho de que a nivel mundial hay un incremento en
el numero de las infecciones intrahospitalarias ocasionadas por Acineto-
bacter baumannii asociadas al uso de catéteres. Estas Infecciones pueden
estar asociadas con la atencidn en salud (IAAS), asi como la migracion de
microorganismos cutaneos hacia el sitio de insercion, a la contaminacion
de las conexiones del catéter,a la contaminacion de los fluidos en infusion
o la contaminacion secundaria por bacteriemias (Du et al., 2019).

Debido a la importancia clinica de A. baumannii se han desarrollado varios

métodos para identificarla. Para ello, en el laboratorio de diagnostico
clinico se aplican diversas pruebas fenotipicas que incluyen: crecimiento
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en agar MacConkey y en agar sangre, tincion de Gram, asi como pruebas
bioquimicas como: oxidasa, catalasa, oxidacidon-fermentacion de
carbohidratos, motilidad, Simmons citrato, Rojo Metilo-Voges Proskauer y
crecimiento a 37°Cy 44°C (Falah et al., 2019). Sin embargo, estas pruebas
no tienen el poder discriminatorio para diferenciar entre las especies del
complejo A. calcoaceticus-A. baumannii (Rolain et al.,2016). Debido a esta
dificultad se han desarrollado diferentes métodos moleculares entre los

cuales se encuentra la deteccion del gen cromosomal bla a través

OXA-51-like
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles,
Polymerase Chain Reaction), la cual es una técnica sencilla y rapida (Seng

et al., 2010; Rolain et al., 2016).

Por otro lado, para llevar a cabo estudios epidemioldgicos no solo es im-
portante conocer la identidad de agente infeccioso, sino también estable-
cer filogénesis entre los aislados de la misma especie (Sevillano y Galle-
go, 2011; Allen y Hartman, 2016; Rolain et al., 2016). Existen diferentes
pruebas genotipicas que permiten estudiar la relacion de los aislados de
A. baumannii. Los resultados que se obtengan pueden proporcionar in-
formacion sobre la fuente de transmision (Kang et al., 2003) y facilitar la
evaluaciéon de las medidas de control, mediante la determinacion de la
prevalencia (Vilchez y Alonso, 2009). Algunas de estas pruebas incluyen
métodos basados en PCR, entre las que se incluyen: amplificacion al azar
de ADN polimoérfico (RAPD-PCR por sus siglas en inglés Random Amplified
Polymorphic - DNA Polymerase Chain Reaction), polimorfismo de la longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP-PCR por sus siglas en inglés Restric-
tion Fragment Length Polymorphism PCR), y la amplificacién de dos tipos de
secuencias cortas, repetidas y distribuidas a lo largo del genoma bacteria-
no, llamadas rep-PCR (por sus siglas en inglés: Repetitive Extragenic Palin-
dromic PCR) y ERIC-PCR (por sus siglas en inglés: Enterobacterial Repetitive
Intragenic Consensus PCR) (Kang et al., 2003; Vilchez y Alonso, 2009).
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En este estudio se realizd la identificacion de aislados de A. baumannii
provenientes de dispositivos invasivos tipo catéter y causantes de infec-
ciones nosocomiales, recolectados en distintos centros de salud ubicados
en Caracas, Venezuela. Los aislados fueron identificados fenotipicamente,
aplicando pruebas bioquimicas; y genotipicamente, a través de una PCR

que permitio detectar el gen bla Finalmente se realiz6 la geno-

OXA-51-like®
tipificaciéon de aislados de A. baumannii aplicando las técnicas rep-PCR
y ERIC-PCR, con el fin de establecer posibles relaciones genéticas entre
aislados de distintos centros de salud ubicados en Caracas, esto con el fin
de fortalecer el sistema de vigilancia y monitoreo para la prevencién de

infecciones asociadas a A. baumanii en este tipo de dispositivos médicos.

2. Metodologia

Aislados bacterianos

Se evaluaron 14 aislados bacterianos provenientes de muestras de
pacientes portadores de catéteres, que presentaron un cuadro infeccioso
provocado por A. baumannii y de pacientes que presentaron algun tipo de
infeccién nosocomial asociada al mismo patogeno (Tabla 3).

Diez de las muestras de A. baumannii evaluadas provienen del Hospital
Universitario de Caracas (HUC) y fueron aisladas de pacientes con
infecciones asociadas al uso de catéteres. También se analizaron cuatro
muestras de la misma especie, provenientes de pacientes de distintos
centros de salud ubicados en Caracas, que presentaron infecciones
nosocomiales durante su permanencia en la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI).
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Tabla 3. Informacion clinica de los aislados de A. baumannii evaluados.

Identi-

. . Fecha de
ficacion
) la muestra
aislado
Mayo,
1166 2012
Mayo,
1169 2012
Mayo,
1520 2012
Mayo,
1172 2012
Mayo,
1115 2012
Mayo,
1127 2012
Mayo,
1159 2012
Mayo,
2868 2012
Mayo,
3547 2012
Mayo,
1521 2012
Marzo,
207
2007
Mayo,
507 2007
607 Junio,
2007
Febrero,
1007 2007

Hospital

HUC

HUC

HUC

HUC

HUC

HUC

HUC

HUC

HUC

HUC

Instituto
Médico La
Floresta

Policlinica
Metropoli-
tana

Policlinica
Metropoli-
tana

Instituto
Médico La
Floresta

Servicio

UTI
UTI
UTI

UTI

Cardio-
logia

UTI
UTI
M1
UTI

NI

UTI

UTI

UTI

UTI

Sexo del
paciente

Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

NI

Masculino

Masculino

Femenino

Masculino

Perfil de resistencia

CAZ, GN, AMC, FEP

CAZ, AMK, SAM, IPM,
FEP

GN, AMK, CIP, TZP, CAZ,
FEP, IPM, MEM

TZP, CAZ, IPM, NOR, GN

CAZ, FEP, AMK, IPM,
CIP

TGC, CIP, AMK, IPM,
FEP, CAZ

IPM, CIP, FEP, CAZ

LEV, AMK, TZP, IPM,
CAZ

CIP, NOR, IPM, CAZ

NI

GN, AMK, CIP, TZP, CAZ,
FEP, IPM, MEM, SAM

GN, AMK, CIP, TZP, CAZ,
FEP, IPM, MEM, SAM

GN, AMK, CIP, TZP, CAZ,
FEP, IPM, MEM

GN, AMK, CIP, TZP, CAZ,
FEP, IPM, MEM

Fuente: Elaboracion propia.
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Abreviaturas: UTI: Unidad de Terapia Intensiva,HUC: Hospital Universitario
de Caracas, M1: Sala de Medicina 1, TZP: tazobactam-piperacilina, IPM:
imipenem, CAZ: ceftazidime, GN: gentamicina, AMC: amoxicilina-acido
clavulanico, FEP: cefepime; SAM: sulbactam-ampicilina, AMK: amikacina,
NOR: norfloxacina, CIP: ciprofloxacina, TGC: tigeciclina, MEM: Meropenem;
LEV: Levofloxacina. NI: informacién no disponible.

Se mantuvo en el anonimato el nombre de los pacientes para garantizar
su privacidad. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las
normas establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para
trabajos de investigacidn en seres humanos, la declaracién de Helsinki,
ratificada por la 52% Asamblea General,Edimburgo, Escocia en el ano 2000
(Rothman, 2000) y el Codigo de Bioseguridad y Bioética de la Republica
Bolivariana de Venezuela (MPPCTII, 2009).

Identificacion y perfil de sensibilidad de los aislados

Las pruebas de identificacion y de sensibilidad bacteriana de los aislados
las realizaron cada uno de los centros hospitalarios empleando el sistema
automatizado Vitek® (Biomerieux), siguiendo las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) del ano 2012 (CLSI,
2012). Una vez recibidos en el Laboratorio de Biologia de Plasmidos, se
aplicaron pruebas que permitieron verificar la identificacién, tales como:
tincidén de Gram, catalasa, oxidasa, Kliger, crecimiento a 42°C, crecimiento
en agar MacConkey, produccién de indol, sulfuro de hidrégeno y motilidad
(MacFaddin, 2003),como ha sido descrito previamente (Chalbaud y Alonso,
2017; Angiolillo et al, 2017, Toba et al, 2018).
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Extraccion de ADN genomico

La reaccion en cadena de la polimerasa se realizé utilizando un lisado
celular de A. baumannii segun Levesqué et al, (1995). Para ello se coloco
una colonia aislada en 2 ml de medio Luria Bertani (LB) y se incubd a
37°C con agitacion durante 18 horas. Una vez transcurrido este tiempo,
se agregaron 200 pl de dicho cultivo en 800 pl de agua ultra pura y se
hirvié en bano de maria durante 10 minutos. La suspension bacteriana
se centrifug6 a 12.000 rpm durante dos minutos y el sobrenadante fue
usado para realizar la PCR.

Identificacion molecular

Para verificar la identificaciéon de los aislados de A. baumannii se
realizaron dos reacciones de PCR, una utilizando una secuencia de la
subunidad ribosomal 16S especifica de la especie y otra para amplificar
el gen bla,,, ... En el primer caso se utilizaron los iniciadores 16SF:
5-GACGTACTCGCAGAATAAGC-3, y 16SR: 5-TTAGTCTTGCGACCGTACTC-3’
propuestos por Lin et al. (2009), los cuales amplifican una region de la
subunidad 16S de 426 pb. EL volumen final de reaccién fue de 25ul: 1
pl de la muestra de ADN y 24 pul de la mezcla de reaccién (Buffer de
PCR 1X (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCl), 200 uM de dNTPs, Mg*2 (3 mM), 1U
Tag polimerasa) y 1 pM de cada uno de los cebadores. La amplificacion
se realizd en un termociclador PTC-100 (M) Research) con las siguientes
condiciones de reaccidon: 94°C durante 5 minutos, seqguido de 30 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacién a 55°C por 1
minuto, extension 72°C durante 1 minuto, y una extension final a 72°C
durante 7 minutos.

Para la amplificacién del gen bla se preparé igualmente una mez-

OXA-51-like?
cla de reaccion en un volumen final de 25 pl que contuvo: 1 ul de ADN
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total, Buffer de PCR 1X (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCL),dNTPs (200 pM), Mg*?
(1.5 mM), Tag polimerasa (1U) y cebadores (0.5 uM c/u). Los iniciadores
utilizados fueron los reportados por Woodford y colaboradores (2006),
OXA-51-likeF (5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3") y OXA-51-likeR (5-TGGA-
TTGCACTTCATCTTGG?)). La reaccion fue llevada en a una desnaturaliza-
cion inicial a 94°C por 3 min, sequido de 35 ciclos de 45 seg a 94 °C,
45 seg a 57 °C,y 1 min a 72 °C, seguido por una extension final a 72 °C
durante 5 min.

En todas las reacciones de PCR se utiliz6 como control negativo una
mezcla de todos los componentes sin ADN molde, utilizando agua para
completar el volumen (control de reactivos) y como control positivo de la
reaccion se usé una cepa previamente caracterizada en el Laboratorio de
Biologia de Plasmidos como A. baumannii,denominada AB3. Los productos
de la PCR fueron analizados en electroforesis horizontales en geles de
agarosa al 1%, tratados con bromuro de etidio y visualizados en un equipo
de fotodocumentacion GelDoc (Bio-Rad, USA).

Genotipificacion bacteriana empleando la técnica rep-PCR

La caracterizacion genotipica de las muestras se realizd empleando la
técnica rep-PCR y el oligonucleotido unico REP1 (5-GCGCCGICATGCGGCA-
TT-3’) (Horcajada et al, 2002). Para este ensayo, las condiciones de reaccion
utilizadas fueron 94°C durante 5 minutos, 94°C por 1 min, 50°C durante
1 minuto y 72°C por 8 minutos durante 35 ciclos, con una extensién final
de 72°C por 15 min. Se empled como control positivo la cepa AB3 de A.
baumannii. Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis
horizontales en geles de agarosa, como se describid previamente.
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Analisis de los resultados de la genotipificacién por rep-PCR

El criterio para determinar la relacién entre los aislados fue el reportado
por Tenover et al. (1995), quienes definieron cuatro categorias de rela-
cion genética y epidemioldgica: a) Indistinguibles: son aislamientos que
muestran patrones de bandas iguales por lo que pueden ser considerados
clones; b) Estrechamente relacionados: los patrones de bandas difieren
en dos o tres bandas; c) Posiblemente relacionados: sus patrones mues-
tran cuatro a seis bandas de diferencia,y; d) No relacionados: los patrones
de bandas difieren en mas de seis (Falco et al,2017; Tenover et al., 1995).
El analisis in silico se realizd empleando el programa Phoretix 1D Gel
Image Analysis Software (Totallab, Newcastle, Reino Unido). Partiendo de
cada registro fotografico se normalizan los patrones de bandas obtenidos
en la electroforesis, de acuerdo con el factor de retardo (Rf, por sus siglas
en inglés) y se compararon las imagenes. Se utilizo el coeficiente de co-
rrelacion de Pearson para la matriz de distancia y el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) para la creacion
de los dendrogramas.

3. Resultados

Identificacidn fenotipica de los aislados bacterianos de A. baumannii

Los aislamientos utilizados en este estudio presentaron la siguiente
distribucion temporal: el primer grupo de cepas provienen del Hospital
Universitario de Caracas (HUC) y fue aislado durante los meses de mayo
a septiembre del 2012. Las muestras del segundo grupo provienen del
Instituto Médico La Floresta y la Policlinica Metropolitana, y también
fueron tomadas en un periodo de 4 meses, de febrero a junio del ano
2007 (Tabla 3). EL 85% de los aislados (11/13) provenian de las Unidades
de Terapia Intensiva de los distintos recintos hospitalarios (Tabla 3). Es
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importante mencionar que existe una separacion espacial considerable
de cada uno de los centros de salud que formaron parte del estudio.

Todos los aislamientos utilizados en este estudio fueron identificados
de forma automatizada como A. baumannii por los laboratorios de
bacteriologia de cada uno de los recintos hospitalarios que suministraron
los aislados. Una vez que se recibieron las muestras en el Laboratorio
de Biologia de Plasmidos, se procedid a hacer una confirmacion de la
identificacion bacteriana empleando diferentes pruebas fenotipicas.
Los resultados indican que todas son cocobacilos Gram negativos, Lo
cual coincide para la morfologia celular de este organismo. Las colonias
fueron sometidas a distintas pruebas bioquimicas que permitieron
una aproximacion hacia la especie de estudio. Los resultados indican
que el 100% de los aislamientos eran no fermentadores, inmdviles, no
productores de indol ni H,S y oxidasa negativos. Finalmente, las cepas
presentaron crecimiento a 44°C, temperatura caracteristica de la especie.
Todos estos resultados en conjunto permiten sugerir que los aislados
bacterianos evaluados pueden ser clasificados como A. baumannii,

Perfil de sensibilidad de los aislados de A. baumannii

Con el fin de determinar el perfil de sensibilidad de los aislados de A.
baumannii que forman parte de este estudio, se evaluaron de forma au-
tomatizada trece (13) antibidticos pertenecientes a cuatro (4) familias
diferentes: beta-lactamicos (ceftazidima, cefepima, amoxicilina/acido cla-
vulanico,ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactamy los carbapené-
micos: imipenem y meropenem); aminoglucésidos (amikacina y genta-
micina), fluoroquinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina y levofloxacina) y
glicilciclinas (tigeciclina).
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Los resultados indican que el 100% de los aislados son resistentes a mul-
tiples antibidticos. Por ejemplo, el 100% fue resistente a ceftazidima (ce-
falosporina de tercera generacion), el 84,6% a imipenem (11/13),el 77% a
cefepima (cefalosporina de cuarta generacién), el 69,2% a ciprofloxacina
y a amikacina (9/13), mientras que el 7,7% a tigeciclina (1/13) (Tabla 3).

Identificacion molecular de los aislados de A. baumannii

Con la finalidad de complementar los resultados obtenidos a través de
las pruebas bioquimicas y microbioldgicas, se realizé la amplificacién por
PCR de una regién altamente conservada del gen que codifica para la
subunidad ribosomal 16S empleando iniciadores especie especificos. Los
resultados obtenidos indican que los 14 aislados son A. baumannii debido
a que se obtuvo un amplificado con el tamano de banda esperado (426
pb) (Figura 1).

Fuente: Elaboracion propia.
Figura 1: Registro fotografico de la corrida electroforética horizontal de

un gel de agarosa al 1% de la amplificacion por PCR de una seccion del
gen que codifica para la subunidad ribosomal 16S en A. baumannii. Carril
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1: Marcador de Peso Molecular 100 pb (New England Biolabs); Carril 2:
AB3 (Control positivo); Carril 3: Control negativo; Carril 4: aislado 207;
Carril 5: aislado 507; Carril 6: aislado 607; Carril 7: aislado 1007; Carril
8:aislado 1115; Carril 9: aislado 1127; Carril 10: aislado 1159; Carril 11:
aislado 1166; Carril 12: aislado 1169; Carril 13: aislado 1172; Carril 14:
aislado 1520; Carril 15: aislado 1521; Carril 16: aislado 2868; Carril 17:
aislado 3547.

Adicionalmente, se realizoé una PCR para verificar la identidad de los ais-
lados evaluados a través de la deteccion del gen bla,, ., .. (WoodFord
etal.,2006).EL93% de los aislados evaluados (13/14) generaron una ban-
da del tamano esperado (353 pb; Figura 2). Sin embargo, en tres de estos
aislados, en el 507 (Carril 5),en el 1166 (Carril 11) yen el 1521 (Carril 15),
ademas de observar la banda de 353 pb, también se observaron bandas
inespecificas. Finalmente, para la muestra 607 (Carril 6) no se obtuvo el
amplicén de tamano esperado.

A .
353 pb OXA51 —p “ h. I‘“.L‘-‘..u .H

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 2. Registro fotografico de electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1% de los productos de PCR correspondientes a la amplificacién
del gen bla,, ., .- Carril 1: Marcador de Peso Molecular (New England
Biolabs); Carril 2: AB3 (Control positivo); Carril 3: Control negativo; Carril
4:aislado 207; Carril 5: aislado 507; Carril 6: aislado 607; Carril 7: aislado
1007; Carril 8: aislado 1115; Carril 9: aislado 1127; Carril 10: aislado
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1159; Carril 11: aislado 1166; Carril 12: aislado 1169; Carril 13: aislado
1172; Carril 14: aislado 1520; Carril 15: aislado 1521; Carril 16: aislado
2868; Carril 17: aislado 3547.

Genotipificacion de los aislados de A. baumannii

En la Figura 3 se puede observar el dendrograma obtenido con la tipifica-
cion de los aislados empleando el método rep-PCR. En ella se pueden ob-
servar cuatro (4) grupos relacionados genéticamente y senalados con las
letras A, B, Cy D. EL grupo A esta constituido por las muestras 1169,1127,
1115,1159y 2868. EL B lo conforman las cepas 3547y 1172; el grupo D
las muestras 1521y 1166, mientras que el C por los aislados 1007 y 1520.
Las cepas 207,507 y 607 son clones unicos y existen dos pares de clones
indistinguibles que corresponden a las muestras 1520,1007 y a las 1115
y 1127, respectivamente. Los resultados permiten afirmar que existe gran
variabilidad genética entre los aislados evaluados.

Distance
1,0 0,5 0.0

0207 IMLF
1520 HUC
1007 IMLF
0607 PM

0507 PM

1521 HUC
1166 HUC
1169 HUC
1127 HUC
1115 HUC
1159 HUC
2868 HUC
3547 HUC
1172 HUC

=1

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Dendrograma obtenido a partir de la genotipificaciéon de los
aislados de A. baumannii provenientes de distintos centros de salud de la
ciudad de Caracas empleando rep-PCR

4, Discusion

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de salud publica a
nivel mundial debido a que ocasionan un aumento en la morbilidadyen la
mortalidad de los pacientes (Padgettetal.,2013).Ademas,generan mayores
costos durante su estancia prolongada en el centro hospitalario debido
a que hay que aplicar una antibioticoterapia adecuada (Ramirez et al.,
2013).Por lo tanto, su estudio permite recabar informacion de interés para
reconocer las fuentes de infeccion, los factores de riesgo para el paciente,
las vias de diseminacion y los posibles reservorios de microorganismos
causantes de la infeccion, lo cual conlleva al establecimiento de bases
de datos epidemioldgicas, medidas de prevencién y control adecuadas,
que pueden garantizar mejor calidad de vida al paciente hospitalizado
y menores costos en salud (Padgett et al., 2013). Un aspecto importante
del estudio epidemioldgico de estas infecciones es comprender como se
diseminan las cepas bacterianas dentro de un hospital o entre hospitales
de un area determinada (Rivas et al., 2008).

En Venezuela, el Programa Venezolano de Vigilancia de la Resistencia
a los Antibiodticos - PROVENRA (http://www.provenra.org), ha permitido
mantener monitoreados, de manera activa, los valores de la resistencia
bacteriana a los antibidticos, y con esto, el problema asociado de las
infecciones nosocomiales. Sin embargo, no existe una organizacién
encargada de monitorear directamente las infecciones intrahospitalarias,
para conocer los valores reales de incidencia a nivel nacional. En el caso
del Hospital Universitario de Caracas, la Subcomisién de Infecciones (SCI-
HUC) es la encargada de recopilar los datos relacionados con los reportes
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de las infecciones intrahospitalarias en dicho recinto de salud. Para el ano
2007,sereportd unaincidenciade 14,11 casos de infecciones nosocomiales
por cada 100 pacientes hospitalizados, 2 puntos porcentuales superior
al valor reportado en el 2006 (Pitteloud et al., 2007). Es importante
mencionar que, de acuerdo con el perfil de susceptibilidad a antibioticos,
todos los aislados analizados en este trabajo demostraron ser resistentes
a multiples drogas (Tabla 1), lo cual complica el manejo terapéutico de
los pacientes que adquirieron la infeccién nosocomial.

De acuerdo con un estudio realizado por Seisdedos et al.(2012),una de las
principales causas de complicaciones nosocomiales, que ocupa el cuarto
nivel entre las infecciones de mayor frecuencia, es la bacteriemia asociada
a contaminacion de catéteres. En este estudio se verificd la presencia
de organismos del género Acinetobacter en muestras de pacientes con
infecciones asociadas al uso de este dispositivo médico. Dadas las
dificultades que existen para poder realizar la clasificacion taxonémica
adecuada de las especies correspondientes al género Acinetobacter, la
cual se basa en caracteristicas fenotipicas, se han desarrollado estudios
genotipicos que permitan la identificacion definitiva del microorganismo
de interés, tal como es el caso del uso de secuencias especificas de genes
ubicados en el cromosoma que codifica para la subunidad 16S del ARN
ribosomal y para la oxacilinasa OXA-51.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo,ambos genes se
pueden emplear para identificar a A. baumannii. Esto de se debe a que el
100% de los aislados dio positivo para el amplificado correspondiente a
la secuencia especifica de la subunidad ribosomal 16S (Fig. 1), mientras
que en el 93% de los casos se obtuvo el amplificado correspondiente al

gen bla Fig. 2). La unica cepa que no dio positiva para este gen fue

s1-tie (
OXA-51-like
la 607, sin embargo, segun Turton et al. (2010), se han reportado patrones

positivos modificados y un 100% de especificidad para la técnica ya que
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microorganismos distintos de A. baumannii, no generan ningun tipo de
amplicdn con estos iniciadores especificos (Turton et al., 2010).

Con respecto a la epidemiologia molecular de los aislados estudiados
y de acuerdo con los patrones obtenidos con el rep-PCR, se demostro
la presencia de aislados relacionados genéticamente, los cuales se
agruparon como: A, B 'y D (Fig. 3). En el grupo A hay dos muestras, la
1127 y la 1115, que resultaron estar estrechamente relacionadas desde
el punto de vista genético debido a que ambas fueron aisladas de catéter,
en mayo del ano 2012, en el Hospital Clinico Universitario. Estas cepas
comparten el mismo perfil de resistencia a antibiodticos, a excepcion
de que la primera también es resistente a tigeciclina y la segunda
a ciprofloxacina. Ademas, fueron aisladas de distintos servicios del
hospital (UTI y cardiologia, respectivamente), lo cual podria sugerir que
pueden ser parte de una contaminacion que esta generando infecciones
nosocomiales a los pacientes ingresados en el HUC. En el mismo grupo
A, se observa que los aislados 2868 y 1169 del mismo hospital (Tabla 1),
resultaron estar estrechamente relacionadas genéticamente porque su
patron difiere en 3 bandas (Fig. 3). Estas diferencias se pueden deber a
un unico evento mutacional que pudo ocurrir en el ancestro comun que
las origind y que, en ocasiones, puede observarse cuando se hacen varias
tomas de muestras del mismo paciente (Tenover et al., 1995).

En el grupo B, las muestras 1172 y 3547 también fueron definidas como
estrechamente relacionadas genéticamente, ambas provienen de la UTI,
solo que la muestra 1172 fue tomada en mayo de 2012; mientras que
la muestra 3547, en septiembre de 2012. Ambas muestras provienen de
pacientes diferentes.

En el grupo C también hay dos muestras, la 1127 y 1115, que resultaron
ser clones. Ambas cepas comparten el mismo perfil de resistencia a
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antibioticos, pero la primera de ellas fue aislada en la Unidad de Terapia
Intensiva del Instituto Médico La Floresta en el ano 2007, mientras que
la segunda fue aislada en el 2012, en la misma unidad, pero ahora en
el Hospital Clinico Universitario. Los resultados podrian sugerir que este
clon pudo ser dispersado por personal asociado a la atencion en salud, en
el caso de que labore en mas de un centro asistencial. Se sugiere aplicar
el esquema de secuenciacion de multiples locus o MLST (por sus siglas en
inglés, Multi Locus Sequence Type) para confirmar la clonalidad de ambos
aislados (Diancourt et al., 2010).

Por su parte, la muestra 207 del Instituto Médico La Floresta no estaba
relacionada genéticamente con ningun otro aislamiento, mientras que las
muestras 507 y 607 de la Policlinica Metropolitana, resultaron ser clones
(Fig. 3). Es importante mencionar que estas tres (3) cepas mostraron tener
una baja relacion con los aislados provenientes del HUC. Sin embargo,
con los resultados obtenidos no se puede asegurar que la relacidon entre
los aislados provenientes de diferentes centros de salud se deba a clones
circulantes. Para ello se requieren estudios mas exhaustivos, que incluyan
tanto la toma de muestras de ambientes de ambos centros de salud y del
personal que pudiera laborar en ambos centros, asi como la evaluacion
de la historia clinica de los pacientes recluidos en los servicios de ambos
hospitales, con el fin de verificar si han sido hospitalizados en uno de los
centros de salud incluidos en este estudio y luego trasladados a otro.

En un estudio realizado en el ano 2005, por Pancholi y colaboradores,
se realizd la caracterizacion molecular de aislados provenientes de
manos y de ambientes de cuidadores. Los autores reportan que cepas de
A. baumannii tomadas de manos resultaron indistinguibles de algunas
provenientes del ambiente (Pancholi et al., 2005). Afirman que si bien, las
cepas ambientales resultan susceptibles a los agentes antimicrobianos,
en elambiente hospitalario pueden convertirse en patégenos potenciales.
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Este estudio da indicios que las cepas de A. baumannii podrian encontrar
algun reservorio en la comunidad que sirva como fuente de infeccion
nosocomial. Por lo expuesto se puede sugerir que existe la posibilidad
de dispersién de aislados nosocomiales de un hospital a otro, dentro de
un area geografica determinada. Sin embargo, los datos obtenidos en
el presente estudio resultan limitados para explicar la relacién entre
aislados provenientes de diferentes centros de salud de la ciudad de
Caracas.

Es fundamental el desarrollo de estudios epidemiologicos que empleen
técnicas moleculares para la determinacion de las relaciones filogenéticas
entre aislados nosocomiales asociados a pacientes portadores de
dispositivos tipo catéter. Los resultados obtenidos permiten determinar
posibles brotes infecciosos,pero a su vez facilitan el desarrollo de medidas
de prevencion y control especificas y en consecuencia efectivas que
tanto hacen falta en un pais en el que el sistema de salud se encuentra
actualmente colapsado por la carencia de medicamentos.
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Resumen. Los beta-lactamicos son el grupo de antibioticos que mas se
utilizan desde los anos veinte cuando aparecié la benzilpenicilina. Sin
embargo, rapidamente aparecieron enzimas que eran capaces de hidro-
lizar estos antibioticos, lo que llevd al desarrollo de nuevos beta-lacta-
micos que eran mas estables a estas penicilinasas. Posterior al uso de
las cefalosporinas de tercera generacién aparecieron las Beta-lactamasas
de Espectro Extendido (BLEES) que eran capaces de hidrolizar las cefa-
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losporinas hasta de tercera generacion y el aztreonam. Esto impulso el
desarrollo de los inhibidores de beta-lactamasas, agentes estables contra
las BLEEs y que se combinaron a un betalactamico tradicional. Fue asi
como aparecieron las combinaciones de ampicilina-sulbactam, amoxaci-
lina-acido clavulanico y piperacilina-tazobactam. Seqguido al incremento
en el uso de estos ultimos, empezaron a aparecer aislamientos de Esche-
richia coli'y Klebsiella pneumoniae resistentes a estas combinaciones. Es-
tos beta-lactamicos mas inhibidores tienen un espectro de accién hacia
las beta-lactamasas de espectro reducido y las BLEEs con excepcion de
las AmpC y las carbapenemasas. La resistencia a los inhibidores reduce
las opciones terapéuticas en infecciones por microorganismos producto-
res de beta-lactamasas de espectro reducido y BLEEs, lo que obliga en
mayor medida al uso de carbapenémicos con su consecuente aumento
de resistencia. El objetivo de este trabajo fue caracterizar el mecanismo
de resistencia en aislamientos resistentes a las combinaciones de be-
ta-lactamicos/inhibidores de beta-lactamasas. Para esto se procesaron
24 aislamientos, 10 K. pneumoniae, 1 Klebsiella oxytoca 'y 13 E. coli. Se
confirmo la concentracion inhibitoria minima por E-test, microdilucion en
bla__, bla bl

SHV? TEM, CTX-M, aOXA-ly
Adicionalmente se determind la expresion de genes tipo TEM y

caldo y disco difusién. Se realizé PCR para bla
blaKPC.
SHV por RT-PCR en tiempo real. Los resultados mostraron que el fenoti-
po de resistencia a los inhibidores estaba asociado a mecanismos como
la hiper-expresion de bla,,,, o bla,, , la presencia de bla,, , 0 bla,,.y no
a la producciéon de mutantes de tipo TEM-1 o SHV-1 (IRT/IRS) asociados
a la resistencia a los inhibidores de beta-lactamasas.

Palabras claves: Enterobacterales, inhibidores de beta-lactamasas,
resistencia a inhibidores.
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Abstract. Beta-lactams are the antibiotics group that have been used since
the 1920s when benzylpenicillin appeared. However, enzymes that easily
hydrolyzed these antibiotics quickly emerged, leading to the development
of new beta-lactams that were more stable to these penicillinases. With
the development and use of third generation cephalosporins, appeared
the Extended Spectrum Beta-lactamases (ESBLs) that were capable of
hydrolyzing cephalosporins up to third generation. This allowed the
introduction of commercial beta-lactamase inhibitors with high affinity for
beta-lactamases, acting as ‘suicide substrates’ of these enzymes, such as
sulbactam, clavulanic acid, and tazobactam, stable agents against ESBLs.
Nevertheless, bacteria have developed beta-lactamase variants that are
able to resist the action of suicide inhibitors. Within this group are the
so-called inhibitor-resistant TEM/SHV (IRT/IRS) beta-lactamases. They
have been associated with clinical failure with the use of beta-lactam/
beta-lactamase inhibitor combinations. Further, reduces the therapeutic
options in infections by microorganisms that produce low-spectrum beta-
lactamases and ESBLs, which increase the use of carbapenems and its
resistance. The objective of this work was to characterize the resistance
mechanisms to beta-lactam/beta-lactamases inhibitor combinations.
For this, 24 isolates, 10 K. pneumoniae, 1 K. oxytoca and 13 E. coli were
processed. The minimum inhibitory concentration was confirmed by
E-test, broth microdilution, and disc diffusion. PCR was performed for
bla,,bla,,, bla_, ., bla,, and bla,,.
of bla,,,, and bla,, was determined by real-time PCR. The results showed
that the inhibitor resistance phenotype was associated with mechanisms
and not with the

Furthermore, the hyperexpression

such as bla,,, or bla,, hyperexpression, bla,,, , or bla,,,

production of IRT/IRS.
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1. Introduccion

Desde 1983, ano en que se describid por primera vez una beta-lactamasa
de espectro extendido (BLEEs), los reportes fueron aumentando
considerablemente en practicamente todo el mundo (Knothe et al.,1983).
Diversos estudios han permitido obtener datos acerca de la prevalencia
de las infecciones causadas por Enterobacterales productores de BLEEs
(Coque et al., 2008). En general lo que se observa es que las BLEEs en
Europa son por mucho, menos frecuentes en relacion con Asia y América
Latina,no obstante,son mas comunes que en Norteamérica. Estas enzimas
se han diseminado tanto en infecciones de origen en la comunidad, como
asociadas a la atencion en salud. Sin embargo, no se ha establecido una
diferenciacion clara entre los aislamientos que producen infecciones
provenientes de la comunidad o nosocomiales (Coque et al., 2008).

El reporte del European Antibiotic Resistance Surveillance Sistem (EARSS)
del 2006, en el que participaron alrededor de 800 laboratorios de 31
paises, mostré un continuo incremento en los aislamientos de E. coli y
K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de tercera generacion desde
el ano 2000, con prevalencias superiores al 10% en la mitad de los
paises participantes (Coque et al., 2008). Adicionalmente, este reporte
permitié observar diferencias geograficas importantes entre los paises
participantes, por ejemplo, en algunas areas, los aislamientos de E. coli
portadores de BLEEs estaban por debajo del 1% (Estonia), mientras en
otras estaba alrededor del 41% (Rumania); para K. pneumoniae estaban
entre el 0% (Islandia) hasta el 91% (Rumania) (Coque et al., 2008).

Durante los anos noventa en Europa se reportaron brotes hospitalarios
por aislamientos de K. pneumoniae portadoras de BLEEs, y se encontro
que correspondian principalmente a enzimas derivadas de TEM-1,
TEM-2 y SHV-1. Actualmente, se reconoce que ha habido un cambio en
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la distribucion de las BLEEs debido a un aumento en la aparicion de
enzimas tipo CTX-M sobre las derivadas de TEM y SHV (Coque et al.,
2008; Correa et al., 2015). La emergencia y amplia diseminacién de la
variante CTX-M 15 asociada al clon de alto riesgo ST131 en la mayoria
de paises europeos es uno de los aspectos mas relevantes asociados a la
epidemiologia de las BLEEs en Europa (Cantén et al., 2012; Mathers et al.
2015). Esta beta-lactamasa ha sido asociada a infecciones producidas por
microorganismos de origen en la comunidad como se ha documentado
en diferentes estudios (Dautzenberg et al., 2016; Peirano et al., 2010).
Otras variantes de CTX-M son importantes en algunos paises, como
CTX-M 9 y CTX-M 10 en Espana, CTX- 14 en Portugal y Espana, CTX-M 3
en los paises del este y CTX-M 5 en Rusia. Dentro de las enzimas tipo
SHV la mas prevalente es SHV-12 la cual se ha asociado a aislamientos
nosocomiales de K. pneumoniae en ltalia, Polonia y Espana. En cuanto a
las enzimas derivadas de TEM, son importantes TEM-3 y TEM-4 que estan
asociadas a clones epidémicos de K. pneumoniae en Francia y Espana,
mientras TEM-24 esta asociado a cepas de Klebsiella aerogenes en Bélgica,
Francia Portugal y Espana. Actualmente estas enzimas han sido, ademas,
caracterizadas en aislamientos de P. mirabilis causantes de infecciones
proveniente de la comunidad (Coque et al., 2008).

Aunque existen pocos estudios sobre la prevalencia y distribucion
de las BLEEs en Asia, algunos de ellos reportan que las BLEEs se han
distribuido ampliamente entre los enterobacterales. En el estudio
SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (1998-2002), se demostré
que la prevalencia de aislamientos de K. pneumoniae productoras de
BLEEs fue mas alta en Singapur y China (35,6% y 30,7% respetivamente),
seguida por Filipinas, Taiwan, Hong Kong y Japon. Los aislamientos de E.
coli productora de BLEEs se presentaron en China principalmente con
un 24,5%, sequidos por Hong Kong (14,3%), Singapur (11,3%), Taiwan,
Filipinas y Japon (Sader et al., 2019).
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En Estados Unidos, los resultados obtenidos en el TEST (Tigecycline Eva-
luation and Surveillance Trial) entre los anos 2005 a 2007 para aislamien-
tos de K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli, K. aerogenes, E. cloacae, S. mar-
cescens, A. baumannii y P. aeruginosa obtenidos de 172 centros, arrojaron
como resultado que del total de aislamientos de K. pneumoniae (1486) el
7,3 % eran productores de BLEEs para el 2005, el 11,6% para el 2006 y
7,7% para el 2007, con una tasa media de 8,9% en los tres anos (Coque et
al., 2008). Muy pocas K. oxytoca fueron identificadas como productoras de
BLEEs,tan solo el 3,8% (9/303),1,8% (5/282) y 1,4% (3/216) para los anos
2005,2006 y 2007 respectivamente, con una tasa media de 2,1% para los
tres anos (Dowzicky et al., 2008).

EL primer reporte de BLEEs en Latinoamérica se realizé en Chile, en el
ano 1985,y se debid a un aislado de K. pneumoniae con SHV-5 (Gutmann
et al,, 1989). En América Latina, estudios realizados por SENTRY vy el
TEST reportaron que la frecuencia de microorganismos productores de
BLEEs es mucho mas alta en esta zona que en el resto del mundo. Se ha
reportado que aproximadamente el 45% de las K. pneumoniae y el 8,5% de
E. coli presentan fenotipos caracteristicos de BLEEs (Villegas et al., 2004;
Casellas et al., 2003). En Argentina, por ejemplo, existen estudios que
demuestran que la enzima mas prevalente en infecciones hospitalarias es
CTX-M 2,1a cual corresponde al 67% de las beta-lactamasas presentes en
los aislamientos; PER-2 fue detectada en un 18%, mientras las derivadas
de SHV ocuparon el tercer lugar, pero se encontraron casi exclusivamente
en aislamientos de K. pneumoniae (Casellas et al., 2003; Quinteros et
al. 2003). En Colombia, las BLEEs han sido reportadas desde 1990,y se
ha observado una alta prevalencia de estas enzimas en aislamientos
de E. coli y K. pneumoniae, con tasas similares a las reportadas en otros
paises latinoamericanos, aunque en algunas regiones las tasas son
significativamente mas altas, 71,4% para K. pneumoniae y 16,7% para E.
coli en unidades de cuidado intensivo (Villegas et al., 2004).
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Enzimas resistentes a inhibidores

Conlarapidadiseminacioneincrementoenlasinfeccionesporaislamientos
productores de BLEEs se dio un incremento en el uso de beta-lactamicos/
inhibidores de beta-lactamasas; lo que llevo a la aparicidn de aislamientos
resistentes a los inhibidores a principios de los 90s (Bradford PA, 2001).
Esta resistencia se puede deber a la produccion de mutantes de BLEEs
tipo TEM o SHV que son resistentes a los inhibidores, pero tienen menor
accion hidrolitica contra las cefalosporinas (Chaibi et al., 1999). Otros
mecanismos que pueden conferir resistencia a los inhibidores clasicos
(acido clavulanico, sulbactam y tazobactam) incluyen la adquisicion de
AmpC plasmidico, hiper-produccién de AmpC cromosomal intrinseca de
E. coli, produccién de algunas variantes de enzimas tipo OXAs resistentes
a los inhibidores e incluso baja expresion de enzimas tipo KPC (Kaye et
al., 2004).

Una de las principales funciones del laboratorio de microbiologia es sumi-
nistrar informacién al clinico respecto del perfil de susceptibilidad de los
aislamientos causantes de la infeccidn, que permita orientar una terapia
acertada y oportuna. Un analisis detallado del perfil de susceptibilidad a
los antibioticos ayuda a detectar posibles mecanismos de resistencia que
pueden pasar inadvertidos o errores en la interpretacion del fenotipo que
pueden llevar a un reporte erroneo (Cantén et al., 2001). Aislamientos
susceptibles a las cefalosporinas con fenotipo de resistencia a los inhi-
bidores (IRT/IRS) estan conformados por un grupo de variantes de TEM y
SHV resistentes a las aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureidopeni-
cilinas, e inhibidores de beta-lactamasas (acido clavulanico, sulbactam y
tazobactam (Pei-jun et al., 1995). Estas enzimas afectan mas a ampicili-
na-sulbactam y amoxacilina-acido clavulanico, pero en ocasiones pueden
llegar a afectar incluso a piperacilina-tazobactam. Se han reportado con
mayor frecuencia en aislamientos de E. coli, pero también en K. pneumo-
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niae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii y Shigella
sonnei. Este tipo de resistencia solo se puede inferir en aislamientos que
naturalmente son sensibles a la combinacion de beta-lactamico/inhi-
bidor de beta-lactamasas, no en aislamientos que portan naturalmente
AmpC cromosomal inducible como E. cloacae y C. freundii.

Los inhibidores de las beta-lactamasas de la clase A tienen una gran
afinidad por estas enzimas, actuando como inhibidores suicidas y
protegiendo de esta forma al antibio6tico de ser hidrolizado (Bush et al.,
2016). El aumento en el uso de estos inhibidores llevé a que aparecieran
variantes de TEM resistentes a los inhibidores a los que se denominaron
IRT (inhibition resistant TEM). Posteriormente aparecieron variantes
de SHV (Inhibition Resistant SHV- IRS) y CTX-M que igualmente eran
resistentes a los beta-lactdamicos/inhibidores de beta-lactamasas. Cuando
se detectan estos aislamientos con fenotipo IRT/IRS se debe evitar el uso
de la combinacidon de beta-lactamicos/inhibidores de beta-lactamasas,
pero todavia podrian utilizarse otros beta-lactamicos dependiendo del
resultado del antibiograma, el estado clinico del paciente y el sitio de
infeccién. En aislamientos portadores de BLEEs y que adicionalmente
presentan el fenotipo IRT/IRS se ven reducidas las opciones terapéuticas.

El objetivo de este estudio fue caracterizar el mecanismo de resistencia
en un grupo de aislamientos resistentes a las combinaciones de beta-
lactamicos/inhibidores de beta-lactamasas provenientes de cinco
ciudades de Colombia.

2. Materiales y métodos
Se recibieron 24 aislamientos de seis hospitales en cinco ciudades de

Colombia recolectados durante el 2010 con resistencia a alguna de
las combinaciones de betalactamico/inhibidor de beta-lactamasas.
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Los aislamientos fueron re-identificados por Vitek 2 (BioMerieux, Marcy
I’ Etoile, France) y se confirmd la concentracion inhibitoria minima
(CIM) por microdilucion en caldo (Sensititre panels; TREK Diagnostic
Systems, England). Se confirmé la CIM de amoxacilina/acido clavulanico,
ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam, cefalotina y cefoxitin por
E-test (BioMerieux, Marcy U’ Etoile, France) y difusion con disco. Se realizé
prueba fenotipica para descartar la produccion de carbapenemasas y PCR

SHV blaTEM’ blaCTX-M’ blaOXA-l SHV
y bla_,,, fueron secuenciados para identificar las variantes de TEM y SHV

para bla y bla,,. Los genes positivos para bla
resistentes a los inhibidores (IRT/IRS). Se realizé RT-PCR cuantitativo en
tiempo real (RT-gPCR) para detectar el nivel de expresion de bla,,, o
blay,, Como control de calidad se utilizaron cepas de Escherichia coli
ATCC 25922™y Escherichia coli 35218™,

3. Resultados

En la tabla 4 se muestran las CIM de los 24 aislamientos. Todos los ais-
lamientos eran susceptibles a las cefalosporinas de tercera generacion,
aztreonam y ertapenem, excepto el aislamiento No 15 que tenia una CIM
resistente a aztreonam (16 mg/l). EL 37,5% (9/24) de los aislamientos eran
no susceptibles a piperacilina/tazobactam, 96% (23/24) no susceptibles
a ampicilina/sulbactam y 91,3% (21/23) no susceptible a amoxacilina/
clavulanato. Al confirmarse la susceptibilidad, uno de los aislamientos fue
susceptible a todas las combinaciones de beta-lactamico/inhibidor de
beta-lactamasas. EL 50% (12/24) de los aislamientos fueron resistentes
a ampicilina/sulbactam y amoxacilina/clavulanato simultaneamente,y el
33,3% (8/24) fueron resistentes a los tres inhibidores (Fig. 4). Todos los
aislamientos fueron susceptibles a cefoxitin mientras la cefalotina fue no
susceptible en el 91,6% (22/24) de los aislamientos. La prueba de tami-
zaje para carbapenemasas resulté negativa para todos los aislamientos,
excepto un aislamiento que resulto portador de bla,,. Dos aislamientos
fueron positivos para bla

oxa-1°
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Un total de 9/10 aislamientos de K. pneumoniae tenian bla,, ,, 4 de los
cuales hiper-expresaban la beta-lactamasa, 12/13 aislamientos de E. coli
tenian bla al igual que uno de los aislamientos de K. pneumoniae.
oxarr D€ los 13

5 hiper-expresaban la enzima. De los 9

TEM-1°
El otro aislamiento de E. coli solo fue positivo para bla

aislamientos con bla,, .,

aislamientos que hiper-expresaban bla,,, , o bla,, .,

a los tres inhibidores (Figura 5 - Tabla 5). Uno de los aislamientos de E. coli

8 fueron resistentes

mostro una expresion de bla.,, , por debajo de lo normal, este aislamiento

resulté portador de bla En el caso del aislamiento de K. pneumoniae

OXA-1.

con baja expresion de bla este aislamiento fue positivo para bla,,.

SHV-1?
Al analizar las secuencias y compararlas con las secuencias reportadas
en el Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) ninguno de estos
aislamientos resulto ser una IRT/IRS.

4, Discusion

El uso de la combinacién de betalactamico/inhibidor de beta-lactamasas
para el tratamiento de infecciones producidas por microorganismos Gram
negativos productores de BLEEs es muy controversial hoy en dia (Schuetz
et al,, 2018). El fenotipo IRT/IRS confiere resistencia a los inhibidores,
en mayor grado a amoxacilina/clavulanato y ampicilina/sulbactam, y
afecta en menor grado a piperacilina/tazobactam, mientras la actividad
de las cefalosporinas no se ve afectada. Detectar estos mecanismos de
resistencia es dificil y mas cuando se presenta con otros mecanismos de
resistencia como BLEEs, hiper-expresion de de TEM-1 o SHV-1, incluso
las IRT/IRS cuando las bacterias también cierran porinas.
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bla_. ,bla

Tabla 5. Resultados de las pruebas moleculares para bla_,,, bla,,, bla_, .,

bla bla y bla,,.

CTX-M? OXA-1

No Ciudad ID CEF TZP AMS AMC FOX TEM-1 SHV-1 CTX-M OXA-1 KPC
1 cali kpn I 4 64 16 S = + = = o
2 Cali kpn R 32 64 8 S - + - - -
3 Cali kpn R >128 >256 32 S - + - - -
4  Cali eco R 16 32 16 S - - = + =
5 Cali eco R 4 32 16 S + “ = & -
6 Cali kpn R >128 >256 32 S - + - - -
7 Cali eco R 8 128 32 S + - - - -
8 Cali eco R 2 16 16 5 + - - - -
9 Cali eco R >128 >256 16 S + - - = =
10 Cali kpn R 16 64 32 s - + - - +
11 Cali eco R 8 64 32 5 + - - - -
12 Pereira kpn R >128 >256 32 5 = + = % =
13 Pereira eco R 4 64 32 S + - - - -
14 Barranquilla kpn R 2 32 16 S - + - - -
15 Bogota kox R >128 128 32 S = = = - -
16 Bogotd kpn R 2 64 8 S + - - & =
17 Pereira eco R 2 8 8 S + - - - -
18 Bucaramanga kpn S >128 >256 16 S - + - - -
19 Bogotd eco S 2 64 16 5 + - = - -
20 Bogota eco R >128 >256 32 S + & = % =
21 Bogota eco R >128 >256 32 S + - - - -
22 Bogota eco R 8 128 16 S + - = + -
23 Barranquilla kpn R 8 64 16 S = + = = =
24 Bogotd eco | 2 64 16 S + - - - -

Abreviaturas: TZP: piperacilina/tazobactam, CEF: cefalotina, AMS: ampicilina/sulbactam,
AMC: amoxacilina/clavulanato, FOX: cefoxitin. Eco: E. coli, Kpn: K. pneumoniae, Kox: K.
oxytoca.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4. Distribuciéon de los aislamientos resistentes

PTZ n=24

AMS AMC

Abreviaturas: PTZ: piperacilina/tazobactam, AMS: Ampicilina/Sulbactam,

AMC: Amoxacilina/Acido clavulanic

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 5. Expresién de bla,,, y bla,,, por RT-qPCR en aislamientos de E. coli y K.
pneumoniae

blargy Expression
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blagpy Expression

g Aislamientos de K. pneumoniae

1 2 3 6 10 12 14 18 23

Fuente: Elaboracién propia.

Ninguno de los 24 aislamientos analizados en este estudio tenia enzimas
tipo TEM o SHV asociadas al fenotipo IRT/IRS. Al igual que lo que se ha
reportado en Europa el fenotipo de resistencia a inhibidores en nuestro
pais no esta asociado a la presencia de IRT/IRS; se debe en mayor medida

a la hiper-expresion de bla,,, . 0 bla

EM-1 SHV-
de enzimas tipo OXA-1 o KPC. En un estudio realizado en Espana con

»Y enmenor medida a la presencia

3.556 aislamientos de E. coli encontraron que el 4,3% de estos eran
resistentes a ampicilina-sulbactam. De estos, el 12% de esta resistencia
se debia a la presencia de IRTs, el 61% se debia a la hiper- expresion
de bla,, ,, portadores de BLEEs (15%), hiper-expresion de la AmpC
constitutiva o AmpC adquirida (12%). Adicionalmente se encontraron
discrepancias en la categorizacion de los inhibidores dependiendo de
la metodologia utilizada (Martin et al. 2010). En otro estudio realizado
por Picazo et al.,, en el 2015 de 70 aislamientos de E. coli resistentes
a amoxacilina/acido clavulanico, el 40% tenia enzimas tipo IRT. Todos
los aislamientos provenian de infeccion urinaria, de estos el 75% tenian
origen en la comunidad,y el 25% eran infecciones hospitalarias (Rios et
al.,2015). En general la resistencia a los inhibidores se ha descrito mas en
aislamientos de E. coli causantes de infeccién urinaria (Mukherjee et al.,
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2018). Esto podria ser consecuencia del uso frecuente de la combinacién
de beta-lactamicos- inhibidores de beta-lactamasas.

De los 24 aislamientos, nueve (37,5%) hiper-expresaban bla o bla

TEM-1 SHV-1?
lo que explica el fenotipo de resistencia a inhibidores. Promotores
fuertes, ademas de mutaciones en estos promotores le permiten a la
enzima extender su espectro de hidrolisis e incrementar la concentracion
inhibitoria minima de los inhibidores, especialmente amoxacilina/acido
clavulanico y ampicilina/sulbactam (Robin et al., 2005). En aislamientos
de K. pneumoniae se ha reportado que mutaciones en SHV-1, enzima
cromosomal e intrinseca en K. pneumoniae y responsable de la resistencia
natural a ampicilina en este microorganismo pueden aumentar la
expresion de la enzima y conferir resistencia a los inhibidores (Dubois et

al., 2008).

EL aislamiento de K. pneumoniae portador de bla,, era resistente a
ampicilina/sulbactam, amoxacilina/acido clavulanico y cefalotina; y
susceptible al resto de los antibidticos beta-lactamicos. Aislamientos
portadores de bla,,,. pueden observarse fenotipicamente sensibles por una
baja expresion del gen, presencia de promotores débiles o bajo niumero
de copias del gen, pero pueden afectar la combinacion con inhibidores
confiriendo resistencia. Dos aislamientos de E. coli eran productores de
OXA-1, estos aislamientos pueden tener adicionalmente susceptibilidad
reducida a cefepime y pueden presentar discrepancias en el perfil de
susceptibilidad e identificacion del mecanismo de resistencia por los
sistemas expertos de los equipos automatizados (Cantdén et al., 2001).
En aislamientos portadores de estos genes deberia evitarse el uso de
cefepime, especialmente si la enzima esta hiper-producida y se observa
susceptibilidad reducida en la CIM in vitro. Ninguno de los aislamientos
tenia una AmpC adquirida. En el caso de los aislamientos de E. coli, son
portadores de una AmpC intrinseca que se expresa normalmente en muy
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bajo nivel,la hiper-expresion de esta enzima se ha asociado con resistencia
a los inhibidores, sin embargo, en este estudio no se examind la expresion
de AmpC. El aislamiento No 15, K. oxytoca era resistente a los inhibidores
y a aztreonam (Tabla 4). Este aislamiento dio negativo para todos los
genes buscados. K. oxytoca es portador de una enzima denominada K1,
que es intrinseca y le confiere resistencia natural a ampicilina. K1 tiene
especial predileccién por aztreonam,y su hiper-expresion podria elevar la
CIM del mismo, sin embargo, en este estudio no se tamizé K1.

Veinte de los aislamientos resultaron no susceptibles a cefalotina, esta
resistencia a las cefalosporinas de primera generacién se ha asociado
mas a la resistencia a inhibidores debido a otros mecanismos distintos
de IRT/IRS; aislamientos con fenotipo IRT/IRS tienden a ser susceptibles
a cefalotina.

La piperacilina/tazobactam conserva la actividad inhibitoria contra
la mayoria de aislamientos resistentes a los inhibidores, con contadas
excepciones (Bonomo et al., 1997). Esta es una de las combinaciones
mas utilizadas contra estas infecciones, sin embargo, su eficacia ha sido
muy discutida, y algunos estudios muestran resultados contradictorios.
Mientras algunos muestran que tiene una buena actividad en infecciones
urinarias, y podria tenerla en otro tipo de infeciones con CIM dentro del
rango sensible, otros estudios han encontrado una eficacia reducida y
altas tasas de mortalidad, especialmente en infecciones severas como
bacteriemias. Adicionalmente a esto presenta discrepancias en los
resultados de susceptibilidad (Esparza et al., 2019).

Las combinaciones de beta-lactamico/inhibidores de beta-lactamasas son
muy usadas en infecciones urinarias, infecciones de piel y tejido blanco,
neumoniaadquirida en lacomunidad y bacteriemia,especialmente cuando
se sospecha de E. coli. Sin embargo, en los ultimos anos se ha visto un

78



Adriana Correa y Elsa De La Cadena

aumento de la resistencia a inhibidores (Canton et al., 2008). La presencia
de microorganismos con fenotipo IRT/IRS se ha asociado con falla clinica,
especialmente en infecciones urinarias. La opcion terapéutica en estos
aislamientos es mayor que en otros casos, excepto que se presente con
otros mecanismos, como por ejemplo presencia de BLEEs. Un estudio en
Estados Unidos encontré que el fenotipo IRT era producido por hiper-
produccion de TEM o AmpC mas que por IRT. En este estudio se encontro
que el uso previo de ampicilina/sulbactam era un factor de riesgo para
desarrollar resistencia a los inhibidores (Waltner-Toews et al. 2011).
Esto podria indicar que el uso de beta-lactamicos/inhibidores de beta-
lactamasas ha llevado al incremento en su resistencia, y que durante el
uso de estas combinaciones en aislamientos previamente susceptibles
la hiper-expresion de enzimas tipo TEM y SHV podria llevar a una falla
terapéutica dependientdo de factores como el sitio de infeccidon e indculo.
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Resumen. Klebsiella pneumoniae ha sido identificada como uno de los
principales microorganismos en infecciones asociadas en la atencion en
salud en Colombia; sin embargo, el aumento de la resistencia en este
microorganismo ha venido en aumento en los ultimos 10 anos. Esta
resistenciahasidoasociadaala presenciade enzimastipobeta-lactamasas,
especialmente, las de tipo carbapenemasas. La carbapenemasa mas
prevalente en este microorganismo es sin duda alguna la carbapenemasa
tipo KPC por sus siglas en inglés, Klebsiella pneumoniae carbapenemase.
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Diseminacidn de clones de alto riesgo en K. pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo
KPC en Colombia

El éxito de su diseminacién ha sido asociado a la presencia de clones
denominados de alto riesgo y durante el 2009 se observé en Colombia la
presencia varios clones entre ellos los ST258 y ST512; razén por la cual
el objetivo de este estudio fue identificar la presencia de clones de alto
riesgo, sus caracteristicas genéticas asociadas a la presencia de genes
bla y su diseminacion en cepas de K. pneumoniae portadoras de KPC en
hospitales de Colombia. Para ello, se realizd un estudio observacional,
utilizando 124 aislados MDR (uno por paciente) del banco de cepas del
Grupo de Estudio de la Resistencia Nosocomial en Colombia de CIDEIM.
Se realizd el diagnostico de los genes bla utilizando el protocolo de gPCR
(blaKPC’ blavw blaIMP’ blaNDM blaTEM’ blaSHV’ blaCTXM)
en CIDEIM y secuenciacion Sanger para la identificacion de las variantes

previamente estandarizado

de estos genes. Para la tipificacion molecular se utilizé electrophoresis
de campos pulsados (PFGE por sus siglas en ingles de pulsed field gel
electrophoresis) y Multilocus Sequence Typing - MLST y finalmente para la
caracterizacion de plasmidos se utilizd PFGE-S1 y PCR-replicon typing
- PRT. Los resultados mostraron que los 124 aislados eran portadores
del gen bla,,.,y no se presento co-expresion con otras carbapenemasas
analizadas. Las variantes identificadas fueron KPC-2 y KPC-3. Los
resultados de PFGE mostraron siete diferentes grupos de pulsotipos (PTG)
dentro de los cuales el PTG5 contiene 85 de los aislados analizados y
los resultados de MLST identificaron los ST258 y ST512 asociados a la
diseminacién de KPC-3; mientras que se observo una gran variabilidad
asociada a la diseminaciéon de KPC-2. Adicionalmente, se encontré una
gran variabilidad de plasmidos en los aislados analizados. Los resultados
obtenidos en esta investigacién permiten concluir que la introduccion
del ST258 generd una expansion clonal para el gen bla,,. , que comenzo
a desplazar elgen bla,,_, el cual se asocia mas a una alta diseminacion

KPC-2,
plasmidica.

88



Adriana Correa y Marcela Perenguez
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Abstract. The knowledge of multidrug-resistant microorganisms (MDR)
that cause infectious diseases is one of the main pillars of infection control.
The main strategies used to achieve this purpose are active surveillance,
and the detection of resistance mechanisms and virulence factors. Within
all microorganisms, bacteria are recognized as the main causal infectious
agents,not only at hospital level,but also in the community. Gram-negative
bacteria are the most prevalent bacteria in Latin America,and particularly
multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae cause the greatest impact in
public health. This is due to the fact that these organisms have been
associated with high rates of morbidity and mortality, increase in hospital
stay and higher healthcare costs. B-lactamases have been considered the
central mechanisms of resistance of the aforementioned bacteria. Even
though awide variety of B-lactamase classes have been identified,the most
important,due to significant clinical impact,are the Klebsiella pneumonia
carbapenemase (KPC). According to this information, an observational
study was performed, using 124 MDR isolates (one per patient) from the
strain bank of the CIDEIM nosocomial resistance in Colombia study group.
bla

KPC? VIM?

) previously standardized at CIDEIM and

The bla genes were diagnosed using the gqPCR protocol (bla
blalMP’ blaNDM blaTEM’ blaSHV’ blaCTXM
sequencing to identify the variants of these genes. For molecular typing,
pulsed field electrophoresis (PFGE) and Multilocus Sequence Typing -
MLST were used, and finally, for the characterization of plasmids, PFGE-S1
and PCR-replicon typing - PRT were used. The results showed that of the
124 isolates as carriers of the bla,,. enzyme, there was no co-expression
with other carbapenemases analyzed. The variants identified were KPC-
2 and KPC-3. The PFGE results showed 7 different groups of pulsotypes
(PTG) within which the PTG5 contains 85 of the analyzed isolates and the
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MLST results identified the ST258 and ST512 associated with the KPC-3
spread; while a great variability associated with the spread of KPC-2 was
observed. Additionally, a great variability of plasmids was found in the
isolates analyzed. The results obtained in this investigation allow us to
conclude that the introduction of ST258 generated a clonal expansion for
the bla,, , gene that began to displace the bla,,., gene, which is more
associated with high plasmid dissemination.

1. Introduccion

Las infecciones bacterianas causadas por microorganismos multi-
resistentes (MDR) y con resistencia extendida (XDR) son uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial (Alés, 2015;
Morehead y Scarbrough, 2018). Las infecciones causadas por estos
microorganismos han mostrado un gran impacto en la salud publica,
asociadas con altas tasas de morbi-mortalidad y altos costos en la
atencion en salud. La presencia de enzimas beta-lactamasas, como
carbapenemasas, se ha descrito como el mecanismo de resistencia mas
prevalente entre ellas y el de mayor impacto clinico (van Duiny Doi,2017).

La propagacién mundial de estas enzimas se ha atribuido a la presencia de
elementos genéticos mdviles (plasmidos, transposones e integrones) que
generalmente llevan consigo multiples genes de resistencia o factores de
virulencia. Estos elementos han sido diseminados por linajes de bacterias
consideradas exitosas por su capacidad de adaptarse y mantenerse por
periodos prolongados de tiempo en el medio hospitalario. Estos linajes
bacterianos, caracterizados molecularmente por Multilocus Sequence
Typing (MLST),han sido denominados clones de alto riesgo (high risk clones)
(Woodford et al., 2011). En Colombia, estudios previos han identificado la
presencia de clones de alto riesgo, pero en un periodo de tiempo corto
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durante el 2009, alertando sobre el posible riesgo epidemioldgico de su
diseminacién a nivel nacional (Mojica et al., 2012).

En el 2013 el CDC publico el estado del arte de los principales
microorganismos multirresistentes en Estados Unidos, estima que mas
de dos millones de personas se infectan cada ano por organismos
multirresistentes y entre ellos esta K. pneumoniae resistente a los
carbapenémicos (Solomon y Oliver, 2014). K. pneumoniae es un patégeno
nosocomial responsable de infecciones urinarias,respiratorias,infecciones
en piel y tejidos blandos, y bacteriemias (Podschun y Ullmann, 1998),
principalmente en las unidades de cuidado intensivo (UCI) y las unidades
de neonatos. Posee una gran capacidad de causar brotes hospitalarios
posiblemente por poseer multiples factores de virulencia, entre los que
se destaca la capsula que la protege de la accidn bactericida del suero
y dificulta la fagocitosis (Brisse et al., 2009). Concomitantemente a estos
factores de virulencia, K. pneumoniae ha adquirido multiples mecanismos
de resistencia, pero sin duda alguna la presencia de la carbapenemasa
KPC (por sus siglas en inglés: Klebsiella pneumoniae carbapenemase)
representa el problema mas grande en nuestro pais.

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

KPC es una beta-lactamasa tipo carbapenemasa que tiene la capacidad
de hidrolizar practicamente todos los antibioticos beta-lactamicos,
incluyendo los carbapenémicos, siendo una de las enzimas mas
prevalentes y uno de los principales problemas a nivel de resistencia
en el mundo. Desde su descubrimiento en Estados Unidos (Yigit et al.,
2001), estas carbapenemasas han sido detectadas en muchas especies de
Enterobacterales, pero K. pneumoniae continta siendo el microorganismo
donde mas reporta (Cuzon et al., 2010). Se clasifica dentro de la clase
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A segun la nomenclatura de Ambler. Estas enzimas junto con las beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), son las mas comunes dentro
de los Enterobacterales. Inicialmente fue reportada en Carolina del
Norte en Estados Unidos, en un aislamiento de K. pneumoniae resistente
a carbapenemicos dando origen a su nombre (Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase- KPC-1). Posteriormente por experimentos de
electroporacién reveld un plasmido de 50 kb como el portador del gen
bla,,. (Yigit et al., 2001).

Su descubrimiento fue seguido por el hallazgo de una variante que fue
encontrada en cuatro aislados de K. pneumoniae en Maryland, Estados
Unidos, con una mutacion puntual en la posicion 650 (Ser650Gly),
denominada como KPC-2. Posteriormente se identificé que las secuencias
de KPC-1y 2 eran iguales http://www.bldb.eu/. A partir de ese momento,
esta enzima comenzO a reportarse en otras bacterias del orden
Enterobacterales en todo el mundo. Estudios realizados en Salmonella

sp, reportaron que el gen bla,,_ estaba flanqueado por 4 ORF (acrénimo

KPC
en inglés: Open Reading Frames) y los péptidos putativos fueron
similares a las proteinas asociadas a elementos genéticos transponibles
(transposasas), encontradas en los transposones de la familia Tn3 (Bratu

et al., 2005).

La diseminacién inicial estuvo circunscrita a Estados Unidos hasta el
2005 cuando se hizo el primer reporte de esta enzima en Francia en un
paciente con historia de viaje reciente a los Estados Unidos. Los estudios
moleculares mostraron la presencia de KPC-2 en un plasmido conjugativo
vec, (2,8 kb aprox.)
fueron congruentes con los resultados encontrados anteriormente (Poirel

de 70 kpb. Los analisis del entorno genético del gen bla
y Nordmann, 2002). El sequndo reporte en el mundo de KPC-2 fuera de los

Estados Unidos y de pacientes que no presentaron ningun antecedente de
viaje a este pais, se realizo en Colombia a partir de aislamientos clinicos
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de K. pneumoniae en dos hospitales de la ciudad de Medellin (Villegas
et al,, 2006). A partir de ese momento comenzé a reportarse en otros
paises, existiendo a la fecha mas de 46 variantes de esta enzima. (Naas
et al.,2017).

En Colombia se reporté la presencia de KPC en aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa por primera vez en el mundo (Villegas et al.,
2006) y en el 2010 fue reportada en Puerto Rico por primera vez en
aislamientos de Acinetobacter baumannii (Robledo et al., 2010).

La relacion genética de los patdgenos multidrogoresistentes (MDR) y el
conocimiento de su distribucién en la poblacion,son dos factores esenciales
para la comprension de la epidemiologia de las infecciones producidas
por estos microorganismos, constituyendo una herramienta basica para el
diseno de politicas de control de infecciones (Fey y Rupp, 2003). Para ello,
se han desarrollado diferentes metodologias moleculares, entre ellas, la
electroforesis de campos pulsados (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE),
que ha sido considerada como la técnica estandar de tipificacién por
poseer un alto poder discriminatorio en patégenos que poseen altas tasas
de mutacién y recombinacion, lo cual resulta conveniente en estudios de
corto plazo o de brotes a nivel local. Sin embargo, esta herramienta no ha
sido utilizada para estudios poblacionales de largo plazo y a nivel global
por su baja reproducibilidad y comparabilidad entre laboratorios (Bae
et al., 2014). Con estos antecedentes a nivel mundial, se vio la necesidad
de implementar una metodologia que permitiera el analisis poblacional a
un nivel de jerarquia mayor como el MultiLocus Sequencing Typing (MLST),
que combinando secuenciacion a gran escala, bioinformatica y técnicas
para el estudio de genética de poblaciones como el eBURST y su versidn
mejorada el goeBURST, ha demostrado ser una herramienta valiosa para
la identificacién precisa y seguimiento de linajes MDR considerados como
clones de alto riesgo (Mathers et al., 2015; Woodford et al., 2011).
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K. pneumoniae portadora de la enzima KPC y su expansién global ha
sido evidenciada por numerosos estudios, y la emergencia y rapida
diseminacién global asociada al clon de alto riesgo ST258 que ha sido
reportado en Estados Unidos, Israel (Navon-Venezia et al.,2006), Noruega,
Suecia (Samuelsen et al., 2009) Grecia (Karampatakis et al., 2016) y
Colombia (Villegas et al., 2006) entre otros. Este ST junto con los ST11
y ST270 conforman el denominado complejo clonal 11 (CC11), que ha
sido identificado en Corea como portador de otras beta-lactamasas como
SHV-12, SHV-31, CTX-M 14, CTX-M 15 y CTX-M 22 (Ko et al., 2010). No
obstante, a diferencia de lo que ocurre con Escherichia coli portador de
CTX-M 15, multiples ST diferentes al ST258 de K. pneumoniae portan
esta enzima entre los cuales estan los ST11,ST14,ST15,ST326,ST327y
ST321 (Cuzon et al., 2010).

Por otra parte, otra caracteristica importante a tener en cuenta en la
diseminacién de esta enzima es la presencia de elementos genéticos
relacionados con la movilizacion y su facil diseminacion. En el ano
2008 se confirmo la presencia de un transposon tipo 7n3, denominado

Th4401 asociado al gen bla, ., el cual presenta una alta variabilidad

KpC?
especialmente en la region intergénica entre el gen bla,,. y la secuencia
de insercion denominada ISKpn7 en la cual se observan deleciones lo que
ha permitido identificar mas de siete variantes o isoformas, lo cual indica
la amplia diversidad del entorno genético que rodea al gen y que puede
llevar a diferencias marcadas en su transmisibilidad (Naas et al., 2008;

Shen et al., 2009).

En Colombia, K. pneumoniae se ubica dentro de las cinco bacterias mas
aisladas a nivel hospitalario (Hernandez-Gomez et al., 2013). La presencia
de KPC-2 en K. pneumoniae fue reportada por primera vez en el pais el ano
2006 (Villegas et al., 2006), adicionalmente se report6 la diseminacion
intercontinental desde Israel a Colombia de una cepa productora de KPC-
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3 (Navon-Venezia et al., 2006), asi como la caracterizacion del entorno

genético de bla,,. en el transposon Th4401 portador de bla,,.,(Naas et al,,

KPC-2
2008). Finalmente,en el ano 2009 se encontraron diferentes ST asociados
con la diseminacion de KPC-2 y KPC-3 en K. pneumoniae, en donde los
ST258 y ST512 fueron los ST predominantes (Mojica et al., 2012). Sin
embargo, el analisis fue realizado solamente con aislados recuperados
durante el 2009 con un numero limitado de aislamientos, por lo que se
vio la necesidad de ampliar el estudio e identificar un panorama mas

completo.

Después de la diseminacion de esta carbapenemasa asociada a
determinados linajes a nivel mundial,en Colombia se comenzo6 a reportar
la presencia de estos linajes de manera aislada (Mojica et al., 2012). Sin
embargo, el desconocimiento en el tiempo sobre la diseminacién de los
clones de alto riesgo en el pais era evidente. Por tanto, el objetivo del
presente estudio fue identificar la presencia de clones de alto riesgo y su
contexto genético en términos de beta-lactamasas en una poblacién de
K. pneumoniae MDR en Colombia, con el fin de establecer los patrones de
diseminacién.

2. Metodologia
Aislamientos bacterianos

Se realizd un estudio observacional descriptivo. Los aislamientos
involucrados en este estudio pertenecen al biobanco del Grupo de
Resistencia Bacteriana e Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud
del Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas
(CIDEIM) provenientes de pacientes de la Red de hospitales del mismo,
recolectados desde el 2008 al 2010 a través de los diferentes proyectos
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realizados. El tamano de la muestra fue seleccionado por conveniencia
teniendo en cuenta la disponibilidad de los aislados. Un total de 124
aislados de K. pneumoniae previamente caracterizadas como portadoras
delgen bla,, fueron seleccionadas. Posteriormente,una vez descongelado
el aislamiento se confirmo la presencia del gen bla,, medianteo qPCR
con sondas TagMan (Tabla 6). A los aislados confirmados se les realizo el
proceso de genotipificacién.

Tabla 6. Cebadores y sondas disenadas para la deteccion de genes bla
por gPCR

Gen

Cebador / sonda Secuencia 5’ -3’ Fluoroforo
blanco
blaKPC_CONSENSUS_F GGACACACCCATCCGTTA
bIaKPC blaKPC_CONSENSUS_R GCGGCGTTATCACTGTATTG FAM
blaKPC_CONSENSUS_Probe TCCGCCACCGTCATGCCTGTTG
VIM CONSENSUS_F GCTTCGGTCCAGTAGAACTC
bla VIM CONSENSUS_R AGACGTGCGTGACAACTC CalRed 610
vimM
VIM CONSENSUS_Probe AATCGCACAACCACCATAGAGCA-
CACT
blaIMP_CONSENSUS_F GCGGCTATAAAATAAAAGGCAGTA
bla blaIMP_CONSENSUS_R GATGCATACGTGGGGATAGA Quasar 705
IMP
blaIMP_CONSENSUS_Probe CACATTTCCATAGCGACAGCAC-
GGGC
qNDM-F CAACGGTTTGGCGATCTG
blaNDM qNDM-R DGCCATCCCTGACGATCAA CalGold 540

NDM_CONCENSUS_Probe CGCACCGAATGTCTGGCAGCACA
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qCTX-M F ATGTGCAGYACCAGTAARGTKAT-

GGC
bla_, ., qCTX-M R ATCACKCGGRTCGCCXGGRAT CalRed 610
CTX-MGrupol_Probe CCCGACAGCTCGGGTGAGACGAAA—

blaTEM_CONSENSUS_F TGGCATGACAGTAAGAGAATTATG

bla blaTEM_CONSENSUS_R CAAGGCGAGTTACATGATCC CalGold 540
TEM
AAGCGGTTAGCTCCTTCG-
blaTEM_CONSENSUS_Probe GTCCTCC
blaSHV_CONSENSUS_F CAGGATCTGGTGGACTACTC
bla blaSHV_CONSENSUS_R CGCTGTTATCGCTCATGG Quasar 670

blaSHV_CONSENSUS_Probe CGCAGAGTTCGCCGACCGTCA

Fuente: Elaboracidn propia.

Genotipificacion por Electroforesis de Campos Pulsados (Pulsed Field Gel
Electrophoresis-PFGE)

Se realizdé la prueba utilizando el protocolo publicado anteriormente
(Gautom,1997) con algunas modificaciones.Brevemente,a partir de cultivo
bacteriano puro se prepard una suspensién en buffer CSB (100mM Tris,
EDTA 100mM). Aparte se prepar6 agarosa al 1,6% en buffer TE (10mM Tris,
0,1 mM EDTA) y se conservé a 56°C hasta su utilizacion. Una mezcla con
200 ul de la suspension bacteriana y 200 pul de la agarosa Sea Kem Gold
(lonza group,U.S.A) al 1,6%,fue utilizada para la preparacion de los moldes
(Bio-Rad, Laboratories, CA. U.S.A). Para el proceso de lisis bacteriana, los
moldes fueron colocados en buffer de lisis (50mM Tris; EDTA 50mM, pH 8.0;
1% N-laurilsarcosina; 1 mg/ml proteinasa K) y lavados con agua destilada
estéril y buffer TE a 50°C. Los moldes se almacenaron en buffer TE hasta
su utilizacién. Para la restriccion enzimatica, se utilizaron 2 mm de cada
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molde y se adiciond la enzima de restriccion Xbal (Promega, Madison, WI)
de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Finalmente, se preparé un
gel de agarosa LE (Lonza Group, U.S.A) al 1%, cada molde se coloco con
la ayuda de una laminilla y un asa en los pozos del gel y posteriormente
fueron sellados con agarosa al 1%.EL gel fue corrido en la camara de PFGE
por 22 horas a 14°Ca 6 v/cm con unos tiempos de intercambio inicial de
2.16 sy final de 63.8 s. La visualizacion del DNA genomico fue realizada
mediante tincion del gel utilizando bromuro de etidio (0,3 pg/ml) por 1
hora. El analisis fue realizado utilizando el software Fingerprinting Il que
permitié: i) Documentar los geles, generando patrones electroforéticos
comparables. ii) Normalizacién de los patrones iii) Generacion de una
base de datos iv) Comparacion e identificacion de patrones por similitud.
(https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/4000076-03A.
pdf). Los criterios de analisis utilizados fueron:

Agrupamiento: El método mas comun de agrupamiento utilizado
en bacterias y deduccion de dendograma es UPGMA por sus siglas
Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Mean (Tsakris et al., 2003).
Esta herramienta bioinformatica permite agrupar de manera jerarquica
una poblacién analizada y crear arboles genéticos.

Similitud: Aunque existen varios métodos de comparacién para este tipo
de analisis (Correlacion de Pearson, Coeficiente de Jaccard), el Coeficiente
de Dice es el mas utilizado en bacterias. El software permite hacer ajustes
para la comparacion entre diferentes geles, denominado normalizacion
incluye unos porcentajes de tolerancia y optimizacidén; comparando
diferentes corridas electroforéticas (Figura 6).
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Fuente: Elaboracién propia.

Figura 6. Ajustes realizados para la comparacion entre geles de PFGE:
(1) Tolerancia: cambio minimo permitido entre dos bandas para
considerarlas comparables. (2) Optimizacién: cambio permitido entre
dos patrones para considerarlos comparables. Ambos criterios deben ser
tenidos en cuenta para la normalizacion en el analisis de PFGE usando
fingerprinting software (https.//www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/
literature/4000076-03A.pdf).

El Coeficiente de Dice define la similitud en términos de porcentaje; se
considera entonces qué porcentajes de similitud por encima del 75%
sugieren la presencia de un ancestro comun, generando grupos clonales.

100%: Idénticos

99 - 85%: Relacionados

86 - 75%. Posiblemente relacionados
Menor del 75%. No relacionados.
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Genotipificacion por Multilocus Sequence Typing

El esquema para realizar el MLST de K. pneumoniae contempla los genes
rpoB (subunidad B de la ARN polimerasa), gapA (gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa), mdh (malato deshidrogenasa), pgi (fosfoglucosa isome-
rasa), phoE (fosforina E), infB (factor iniciador de la traduccion 2), tonB
(transductor de energia periplasmatica) (http://bigsdb.web.pasteur.fr/
klebsiella/klebsiella.html): Los cebadores utilizados tanto para la reac-
cion de amplificacién, como la reaccion de secuenciacion se presentan a
continuacién (Tabla 7).

Tabla 7. Cebadores y condiciones de amplificaciéon para realizar el MLST
de K. pneumoniae

Locus Primera amplificacion y secuencia Uso
F: Vic3: GGCGAAATGGCWGAGAACCA amp/seq
poB R: Vic2: GAGTCTTCGAAGTTGTAACC amp/seq
F:gapA173: TGAAATATGACTCCACTCACGG amp/seq
gopA R:gapA181: CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT amp/seq
F:mdh130: CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG amp/seq
mdh R:mdh867: CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG amp/seq
F:pgilF: GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC amp
R:pgilR: CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT amp
pgi
pgi2F: CTGCTGGCGCTGATCGGCAT seq
pgi2R: TTATAGCGGTTAATCAGGCCGT seq
F:phoE604.1: ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG amp/seq
phot R:phoE604.2: TGATCAGAACTGGTAGGTGAT amp/seq
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F:infB1F: CTCGCTGCTGGACTATATTCG amp
infB R:infB1R: CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC amp
infB2F: ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC ia seq
F:tonB1F: CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT amp/seq
tonB
R:tonB2R: ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG amp/seq

Abreviaturas. Amp: amplificacion; Seq: secuenciacion.

Condiciones de
amplificacion

Temp. Tiempo

94°C 2 min

94°C 20 seg el
55°C 30 seg 35 ciclos
72°C 30 seg d
72°C 5 min

10°C a

Fuente: Elaboracién propia.

En todos los casos, tras la amplificacion de los genes correspondientes, los
productos amplificados fueron corridos en una electroforesis en un gel de
agarosa LE (Lonza Group) al 1% y al finalizar la electroforesis los productos
de PCR fueron escindidos del gel y purificados utilizando el estuche
comercial Pure link (Invitrogen, USA). Los productos purificados fueron
cuantificados utilizando el sistema nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, MA) y enviados a Macrogen para su posterior secuenciacién.
Posteriormente los resultados de la secuenciacién fueron inicialmente
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analizados en el software Coddn Code Aligner (Phred algorithm) para
identificar la pureza de las secuencias y posteriormente llevadas para la
asignacion de alelos y ST a la base de datos (http://bigsdb.web.pasteur.
fr/klebsiella/klebsiella.html). Para el analisis de la informacion derivada
del MLST vy su relacion filogenética con los ST reportados a nivel local y
mundial, se utiliz6 goeBURST usando el software PHILOViZ.

Analisis PCR para los genes bla acompanantes

Una reaccién multiplex por gPCR con sondas TagMan fue utilizada para
OXA? blaVIM’ blaCTX-M’ blaIMP’ blaTEM’ y
blay,, Las sondas y cebadores fueron disenados usando el software
Beacon Designer 8.0 (Premier Biosoft International) (Tabla 6). EL ADN
total fue utilizado como plantilla para la reaccion, las concentraciones

confirmar la presencia de los genes bla

finales de cebadores y sondas en la reaccién fueron de 0,2 uM cada uno.
Volumen adicional de Magnesio (1pl [25mM]) y dNTPs (1.5 pl [10mM])
fueron agregados por reaccion. Para la reaccion de PCR se utilizd el
sistema CFX96 (Bio-Rad laboratorios, Hercules, CA). Las condiciones para
el multiplex gPCR fueron: 50°C por 2min,95°C por 2 min, seguidos por 40
ciclos a 95°C (15s) y 60°C (1min). Las muestras con un valor de C_menor
de 35 fueron consideradas positivas.

Una vez identificadas las beta-lactamasas, se determinaron las variantes
de las enzimas codificadas en los genes bla previamente detectados. Para
ello, tras la amplificacion de los genes correspondientes, los productos
amplificados fueron corridos en una electroforesis en un gel de agarosa
LE (Lonza Group, USA) al 1% vy al finalizar la electroforesis los productos
de PCR fueron escindidos del gel y purificados utilizando el estuche
comercial Pure link (Invitrogen, USA). Los productos purificados fueron
cuantificados utilizando el sistema nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, MA) y enviados a Macrogen para su posterior secuenciacion.
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Caracterizacion del entorno genético de los genes bla, .

Para la caracterizacion del entorno genético de los genes bla,,., se
realizo la identificacion del Th4401 utilizando los cebadores previamente
publicados (Tabla 8). Al finalizar el procedimiento de amplificacion, los
fragmentos fueron cortados del gel y purificados utilizando el estuche
comercial Pure link (Invitrogen, USA). Los productos purificados fueron
cuantificados utilizando el sistema nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, MA) y enviados a un laboratorio externo para su secuenciacion.
Los resultados de la secuenciacion fueron inicialmente analizados en el
software Coddn Code Aligner (Phred algorithm) para identificar la pureza
de las secuencias y las variantes de beta-lactamasas fueron identificadas
mediante comparacion de las secuencias obtenidas con aquellas
disponibles en GenBank utilizando la herramienta BLAST (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/).

Tabla 8. Cebadores y sondas utilizados para la deteccion del entorno
genético de bla,

Nombre Secuencia Referencia

KpcA 5’-CTG TCT TGT CTC TCA TGG CC-3’

KpcB 5’-CCT CGC TGT GCT TGT CAT CC-3’
4281 5’-GGC ACG GCA AAT GAC TA-3’
4714 5’-GAA GAT GCC AAG GTC AAT GC-3’
SeqgRlout 5’-ACG ACC ACG CAC GCA CAA AC-3’
3’EndYC 5’-GCA TCA AAC GGA AGC AAA AG-3’

3781L 5'-GCT TTC TTG CTG CCG CTG TG-3' (Naas et al., 2008)
3098U 5’-TGA CCC TGA GCG GCG AAA G-3’

905L 5’-GCG ACC GGT CAG TTC CTT CT-3’

816U 5’-CAC CTA CAC CAC GAC GAA CC-3’

141R-6 5’-TCA CCG GCC CTC ACCTTT GG-3’

5’endYC 5’-CTT AGC AAA TGT GGT GAA CG-3’

KPCR 5’ - CTCAGTGCTCTACAGAAAACC - 3’
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istB5'R 5’-CTGACCCACTTTACCCCTGA-3’ Este estudio
tnpAKPCF 5’-CGTGTTTCATGATCCGGCTG-3’ Este estudio
tnpAKPCR 5’-TTCATCCGGCGATGATGGTC-3’ Este estudio

Fuente: Elaboracion propia.

Caracterizacion de plasmidos portadores de los genes bla

PFGE-S1: Para la caracterizacién de los plasmidos portadores de genes
bla en cuanto a tamano se utilizé6 PFGE-S1 segun la metodologia descrita
previamente en PFGE, con algunas modificaciones (Barton et al., 1995)
Brevemente, se realizd el mismo procedimiento presentado previamente
para la preparacion de los moldes de PFGE, igualmente, se tomaron 2 mm
del molde y fueron sometidos a digestién con una unidad de nucleasa
S1 (Takara) en 200 pL de buffer de S1y finalmente incubados a 55°C por
45 min. La electroforesis se realizo utilizando las siguientes condiciones
de corrida: 6 V, 1seg-30seg por 20 horas. Los fragmentos de DNA fueron
transferidos a una membrana de nailon cargada positivamente (Roche
Diagnostics). La marcacion de sondas y la deteccion se realizo utilizando
el estuche comercial DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit
I (Roche Diagnostics), segun las indicaciones del fabricante.

PFGE-Ceu-l: La localizacién de los genes bla (cromosomal o plasmidica)
se confirmé por ensayos de hibridacién con sondas especificas para
los genes 23S ARNr y bla segun el protocolo reportado previamente y
descrito en PFGE. Rapidamente, el DNA embebido en agarosa se incubara
a 37°C durante la noche con una unidad de endonucleasa /-Ceu-I en
200 pul de buffer. Al igual que para PFGE-S1 la electroforesis se realizé
utilizando las siguientes condiciones de corrida: 6 V, 1seg-30seg por
20 horas. Los fragmentos de DNA fueron transferidos a una membrana
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de nailon cargada positivamente (Roche Diagnostics). La marcacién de
sondas y la deteccion se realizo utilizando el estuche comercial DIG High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit | (Roche Diagnostics), segun
las indicaciones del fabricante.

PCR-replicon typing - PRT: Para la caracterizacion de los plasmidos
asociados a la diseminacién de las carbapenemasas, a partir de colonia
pura se realizo el proceso de extraccion de DNA total utilizando el estuche
comercial UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit. La identificacién de los
plasmidos asociados a la presencia de los genes bla en K. pneumoniae, se
realizé utilizando el sistema de tipificacion de plasmidos. Los cebadores
utilizados y sus condiciones se presentan en la Tabla 9 (Carattoli et al.,
2005).

Tabla 9. Cebadores y sondas utilizados para la detecciéon de PCR-replicon
typing - PRT

Nombre Secuencia del cebador Sitio blanco
HI1 FW 5'-ggagcgatggattacttcagtac-3’
parA-parB
HI1 RV 5'-tgccgtttcacctcgtgagta-3’
HI2 FW 5'-tttctcctgagtcacctgttaacac-3’
iterons
HI2 RV 5’-ggctcactaccgttgtcatect-3’
11 FW 5’-cgaaagccggacggcagaa-3’
RNAI
11 RV 5'-tcgtcgttccgecaagttegt-3'
XFW 5'-aaccttagaggctatttaagttgctgat-3’ .
oriy
X RV 5'-tgagagtcaatttttatctcatgttttage-3’
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L/M FW 5'-ggatgaaaactatcagcatctgaag-3’
repA, B, C
L/M RV 5'-ctgcaggggcgattctttagg-3’
N FW 5'-gtctaacgagcttaccgaag-3’
repA
N RV 5'-gtttcaactctgccaagttc-3’
FIA FW 5'-ccatgctggttctagagaaggtg-3’
iterons
FIA RV 5'-gtatatccttactggcttccgecag-3’
FIB FW 5'-ggagttctgacacacgattttctg-3’
repA
FIB RV 5'-ctccegtegcttcagggceatt-3’
W FW 5’-cctaagaacaacaaagcccccg-3’
repA
W RV 5'-ggtgcgcggcatagaaccgt-3’
Y FW 5’-aattcaaacaacactgtgcagectg-3’
repA
YRV 5'-gcgagaatggacgattacaaaacttt-3’
PFW 5'-ctatggccctgcaaacgegecagaaa-3’
iterons
PRV 5'-tcacgcgccagggcgcagee-3’
FIC FW 5'-gtgaactggcagatgaggaagg-3’
repA2
FICRV 5'-ttctcctcgtcgeccaaactagat-3'
A/CFW 5'-gagaaccaaagacaaagacctgga-3’ A
rep
A/CRV 5'-acgacaaacctgaattgcctectt-3’
TFW 5'-ttggcctgtttgtgectaaaccat-3’
repA
TRV 5'-cgttgattacacttagctttggac-3’
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Fll, FW 5'-ctgtcgtaagctgatggce-3’
repA
Fll, RV 5’-ctctgccacaaacttcage-3’
rens FW 5'-tgatcgtttaaggaattttg-3’
P ) ) RNAI/repA
repB RV 5'-gaagatcagtcacaccatcc-3
K/B FW 5'-gcggtccggaaagecagaaaac-3’
RNAI
KRV 5'-tctttcacgagcccgecaaa-3’
B/O RV 5'-tctgcgttccgecaagttcga-3’ RNAI

Fuente: Elaboracion propia.

3. Resultados y discusion

Los 124 aislados seleccionados (uno por paciente) fueron recolectados
de siete ciudades y once hospitales de tercer nivel entre el 2008 y 2010
(Figura 7). La mayoria de los aislados pertenecian a la ciudad de Medellin,
seguidos por Cali y Bogota. La mayoria de los aislados provenian de
pacientes de las unidades de cuidado intensivo (UCI) y las muestras mas
frecuentes fueron orina (n=42), sangre (n=22) y tracto gastrointestinal
(n=36) (Figura 8).
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Figura 7. Distribucion de aislados de K. pneumoniae MDR por ciudades

Distribucion de aislados porciudades

Pereira
Medellin
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura 8. Distribucion de aislados de Klebsiella pneumoniae MDR por tipo
de muestra
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Fuente: Elaboracion propia.
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El resultado de la gPCR confirmé la presencia del gen bla,. en los
124 aislamientos analizados. Todos los aislados portadores de la
carbapenemasa tipo KPC mostraron siete diferentes pulsotipos (PTG)
al realizar el analisis por PFGE. Dentro de los PTG encontrados, el
PTG5 contiene 85 de los aislados analizados (similitud menor de 75%)
pertenecientes a 6/7 ciudades incluidas en el estudio, indicando que
estos aislamientos estan asociados a una diseminacion de tipo clonal en
el pais. De cada pulsotipo se selecciond al menos un aislamiento para el
analisis de MLST (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de PFGE de K. pneumoniae

No. De aisla- No. De hos-

Pulsotipo dos el CIUDAD

PTG1 7 2 BOG/MED

PTG2 23 1 MED

PTG3 4 1 MED

PTG4 1 BQA

PTG5 85 10 CLO/BOG/IBE/MED/BGA/PEI
PTG6 1 1 MED

PTG7 1 1 CLO

Fuente: Elaboracion propia.

Abreviaturas: BOG: Bogota, MED: Medellin, BOA: Barranquilla, IBE: Ibague,
CLO: Cali, BGA: Bucaramanga, PEI: Pereira.

Para llevar a acabo el analisis de las variantes de la carbapenemasa tipo
KPC junto con el estudio de su entorno genético y la presencia de beta-
lactamasas acompanantes, se selecciond al menos un aislamiento por
pulsotipo. Las variantes de la carbapenemasas tipo KPC identificadas
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fueron KPC-2 y KPC-3. En cuanto al entorno genético del gen bla,,. se
observé la presencia del Tn4401 tanto en la isoforma a como en la b. Cabe

anotar que el PTG5 estuvo asociado al gen bla,, . en ambas isoformas,

KPC-3
mostrando una gran variabilidad (Tabla 11). Similares resultados fueron
reportados posteriormente por Rojas et al., al utilizar secuenciacién del

genoma completo (Rojas et al., 2018).

En cuanto a las beta-lactamasas acompanantes de la enzima KPC, se
encontraron enzimas tipo penicilinasa TEM-1 y SHV-1, adicionalmente se
encontraron beta-lactamasas de espectro extendido tipo CTX-M 12y 15y
SHV-2,5,11,12,28 (Tabla 11).
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Abreviaturas: PTG: Pulsotipo grupo, BOG: Bogota, PEl: Pereira, MED:
Medellin, CLO: Cali, BGA: Bucaramanga, BOA: Barranquilla, IBE: Ibagué,
IMI: imipenem, MER: meropenem, AK: Amikacina, AZT: aztreonam, CEP:
Cefepime, CAZ: ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, PIP/TAZ: piperacilina/
tazobactam, POLB: polimixina.

Adicionalmente, los aislados seleccionados para la identificacion y
secuenciacion de beta-lactamasas, fueron utilizados para el analisis de
MLST. Los resultados mostraron 8 STs diferentes: ST147,ST512, ST17,
ST14,ST101,ST978,ST979 y ST258 (Figura 9).

—3 CC258

< 512

147
o
S

105

900

101

— 5978

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 9. Distribucion de los diferentes ST encontrados en K. pneumoniae
en Colombia. Utilizando goeBURST (PHILOViZ). Se observa una gran
variabilidad de STs. La linea amarilla muestra una ampliacién del High
risk clone CC258.
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Es importante resaltar la distribucion del PTG5 en seis de las siete
ciudades del pais evaluadas, que, ademas, es el que contiene el mayor
numero de aislados. EL 66% de ellos eran portadores del gen bla,,.,y
estaban asociados a los ST258 y ST512, ambos pertenecientes al mismo
complejo clonal (Figura 10); sin embargo,en las siete ciudades se encontro
la presencia del GC258.

(710

@y O sma0
stion © sT978
ST105

@ sT147

Q 51258

@ sT512

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 10. Diseminacion de clones de alto riesgo de Klebsiella pneumoniae
MDR en Colombia. Se observa la distribucién del GC258 (ST258 y ST512)
en las 7 ciudades estudiadas.
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El GC258 ha sido reconocido a nivel mundial como el principal linaje
asociado a la diseminacion de KPC (Mathers et al., 2015b; Woodford
et al., 2011); sin embargo recientes hallazgos utilizando secuenciacion
del genoma han confirmado como este ST258 esta formado por dos
diferentes clados dentro del mismo ST,indicando que estudios adicionales
son requeridos para llegar a un mejor entendimiento de esta poblacion
(Szijarto et al., 2016). Los demas STs encontrados eran portadores del

gen bla y la mayoria de ellos provenian de Medellin, ciudad en la

KPC-2;
cual fue reportada por primera vez en Colombia esta carbapenemasa.
Estos resultados fueron posteriormente confirmados con los analisis
realizados por secuenciacion del genoma completo incluyendo parte de
estos aislados y adicionando aislados de los anos 2002 hasta el 2014
mostrando como la diseminacion del gen bla,, , no solo mostré mayor
diversidad de STs; sino que ha sido desplazada por el gen bla, . ,asociado

KPC-3
al GC258 (Ocampo et al., 2016; Rojas et al., 2018).

En cuanto al analisis plasmidico (PRT) se detecto la presencia de los
plasmidos tipo Inc B/O, FIC, A/C, PIA, T, W, K/B, FIA, L/M, N, I1 entre los
aislados analizados, mostrando una gran variabilidad. En otros estudios

se ha mostrado que los plasmidos portadores de bla,, mas comunes

KPC
son los que pertenecen al complejo de incompatibilidad IncFIIA, IncN e
IncA/C, lo cual podria explicar la alta capacidad de diseminacién de estas
enzimas en Colombia. En un estudio posterior realizado por Rojas y col.,
confirmaron estos resultados identificando dos formatos de diseminacion
de K. pneumoniae portadora de KPC; una diseminacién clonal de KPC-3

asociado al GC258 y una plasmidica de KPC-2 (Rojas et al., 2018).

Aunque K. pneumoniae portadora de KPC fue reportada en Colombia por
primera vez en el ano 2005, en la ciudad de Medellin; desde entoces
su expansion a otras enterobacterias y a Pseudomonas spp., ha sido
exponencial (Correa et al., 2012; Mojica et al., 2012). Inicialmente K.
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pneumoniae fue encontrada como portadora del gen bla pero en el

KPC-2;

2008 se identificd el supuesto ingreso de bla al pais asociado a un

KPC-3
brote presentado en la ciudad de Medellin en el cual el caso indice fue
atribuido a un paciente cuya procedencia era Israel donde ya se habia
reportado esta variante (Lopez et al.,, 2011). Sin embargo, estudios
posteriores identificaron que KPC-3 estaba circulando en el pais desde el

ano 2007 (Rojas et al., 2018).

Anteriormente en Colombia se habian descrito diferentes STs asociados

a la diseminacion del gen bla, . con diferentes contextos genéticos, sin

KPC
embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion y la investigacion
subsiguiente, permiten concluir que la introduccion del ST258 genero
una expansion clonal para el gen bla,, . que comenzo a desplazar el gen
bla,, el cual se asocia mas a una alta diseminacion plasmidica (Rojas

etal.,2018).
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