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RESUMEN

Introduccion: En la dltima década se ha observado un incremento en el
niamero de bacilos Gram negativos multirresistente hospitalarios
productores de (-lactamasas de tipo BLEE y Carbapenemasas que son
codificadas en elementos genéticos moviles. Por lo anterior la premura de
tener resultados se ha convertido en un desafio para los laboratorios de
microbiologia clinica. La espectrometria de masas MALDI-TOF es una
herramienta que ha revolucionado el diagndstico microbioldgico. La gran
especificidad de los espectros obtenidos, la rapidez con que se obtienen
resultados y su relativamente bajo costo por muestra analizada han hecho
de MALDI-TOF la técnica preferida para realizar estudios de comparacion

de poblaciones y la identificacion de clones epidemioldgicos.

Materiales y métodos: Esta investigacion fue un estudio experimental-
retrospectivo no intervencional, que se realizé en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Se
recolectaron 193 cepas de Enterobacterales y Bacilos Gram negativos no
termentadores multirresistente aislados de pacientes, desde octubre 2018

hasta marzo 2019. Estas cepas se caracterizaron por su susceptibilidad a
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diferentes antimicrobianos por sistema Vitek, mecanismos de resistencia por
CIM, colorimetria, inmunocromatografia y espectrometria de masas.
Finalmente, sus relaciones clonales se analizaron por espectrometria de

masas y electroforesis de campo pulsado.

Resultados: La distribucion de cepas con un perfil de multirresistencia, con
resistencia a por lo menos 3 familias de antimicrobianos, fue: Klebsiella
pneumoniae 64 (33.2%), Escherichia coli 57 (29.5%), Pseudomonas aeruginosa 33
(17.1%), Enterobacter hormaechei 9 (4.7%), Enterobacter cloacae 8 (4.2%),
Klebsiella oxytoca 8 (4.2%), Proteus mirabilis 6 (3.1%), Enterobacter aerogenes 3
(1,5%) Morganella morganii 2 (1.0%), Proteus vulgaris 2 (1.0%), Raoultella
planticola. 1 (0.5%). La determinacion de BLEE y Carbapenemasas por
sistema MALDI-TOF MS tuvo un 100 y 93% de sensibilidad
respectivamente, la biotipificacion protedmica no indicé brotes clonales de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa y al comparar
con electroforesis de campo pulsado no se encontrd una relacién de

homogeneidad.

Conclusion: Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten concluir

que la metodologia MALDITOF MS realizada en equipo VITEK® MS



detecta de forma efectiva las BLEE y carbapenemasas, ademds permite
realizar dendrogramas proteémicos para estudios epidemioldgicos en
tiempo real con el potencial de convertirse en una herramienta comparable
con electroforesis de campo pulsado. Finalmente, la tecnologia MALDI-TOF
MS ha comprobado ser una metodologia de facil implementacion que
permite una rapida identificacion de microorganismos con resultados
dentro de 24 horas posteriores al primer aislamiento de bacterias
posiblemente de origen clonal, para asi tener un control rdpido y oportuno

ante un brote infeccioso.
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ABSTRACT

Introduction: In the last decade, there has been an increase in the number of
clinical-isolated, multiresistant Gram-negative bacilli that produce ESBL-
type B-lactamases and carbapenemases that are encoded in mobile genetic
elements. Therefore, the urgency of obtaining results has become a challenge
for the laboratories of clinical microbiology. MALDI-TOF mass
spectrometry is a tool that has revolutionized microbiological diagnosis. The
high specificity of the spectra obtained, the quickness with which results are
obtained, and its relatively low cost per sample analyzed have made
MALDI-TOF the preferred technique for population comparison studies

and epidemiological clone identification.

Materials and methods: This research was a non-interventional
experimental-retrospective study, which was carried out in the laboratory
of Microbiology of the Clinical Hospital at Universidad de Chile. 193 strains
of multiresistant Enterobacteriales and non-fermenting Gram-negative
Bacilli were isolated from patients, from October 2018 to March 2019. These
strains were characterized by their susceptibility to different antimicrobials

by the Vitek system, resistance mechanisms by MIC, colorimetry,



9

immunochromatography and mass spectrometry. Finally, their clonal
relationships were analyzed by mass spectrometry and pulsed field

electrophoresis.

Results: The distribution of strains with a multiresistance profile, with
resistance to at least 3 families of antimicrobials, was: Klebsiella pneumoniae
64 (33.2%), Escherichia coli 57 (29.5%), Pseudomonas aeruginosa 33 (17.1%),
Enterobacter hormaechei 9 (4.7%), Enterobacter cloacae 8 (4.2%), Klebsiella oxytoca
8 (4.2%), Proteus mirabilis 6 (3.1%), Enterobacter aerogenes 3 (1.5%),
Morganella morganii 2 (1.0%), Proteus vulgaris 2 (1.0%), Rautella planticola. 1
(0.5%). Determination of ESBL (-lactamases and carbapenemases by the
MALDI-TOF MS system had a 100 and 93% sensitivity respectively, the
proteomic biotyping did not indicate clonal outbreaks of Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa and when compared with

pulsed field electrophoresis no homogenic relationship was found.

Conclusion: The results obtained in this study allow us to conclude that the
MALDITOF MS methodology carried out in the VITEK® MS equipment
effectively detects ESBL [3-lactamases and carbapenemases, but also allows

producing proteomic dendrograms for epidemiological studies in real time
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with the potential to become a tool comparable to pulsed field
electrophoresis. Finally, the MALDI-TOF MS technology has proven to be
an easy-to-implement methodology that allows rapid identification of
microorganisms with results within 24 hours after the first isolation of
bacteria of possibly clonal origin, to have rapid and timely control before an

infectious outbreak.
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INTRODUCCION

En la tltima década se ha observado un incremento en el numero de bacilos Gram
negativos multirresistente (BGNMR) productores de p-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y mas recientemente, de carbapenemasas, aislados desde el medio
hospitalario. Aunque la tecnologia y los avances cientificos son cada vez mayores, la
resistencia producida por estas bacterias ain no puede ser controlada, debido a la
capacidad de adaptacion que poseen estos microorganismos (MO) a sobrevivir en
medios adversos, lo que incluye generar mecanismos de resistencia a diversos
antibioticos (1).

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica, ya que los MO
evaden el tratamiento necesario en pacientes con patologias infecciosas, lo que puede
llevar a una prolongacion de la estadia hospitalaria como también en muchos casos a la
muerte o a algun tipo de discapacidad. En consecuencia, si no se poseen
antimicrobianos eficaces, ningtin otro tratamiento sera capaz de erradicar la infeccion
(2).

Es alarmante la alta probabilidad que en un futuro cercano no existan tratamientos
efectivos contra estas BGNMR. Por esta razon resulta relevante tomar medidas
epidemioldgicas de control en la propagacion de estos MO multirresistentes y la
caracterizacion de cada uno de sus diferentes mecanismos de resistencia y
comportamiento clonal. Sin olvidar que el comportamiento de la poblaciéon es
primordial, ya que el uso indiscriminado o incorrecto de antibidticos es la mayor causa

de MO multirresistentes, constituyendo una amenaza para la salud publica mundial,
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siendo necesario tomar medidas por parte de los diferentes gobiernos y de la sociedad
(2).

El problema de la multirresistencia en los bacilos Gram negativos, es
especialmente preocupante ya que se han podido desarrollar resistencias a la totalidad
de los antibidticos, limitando las opciones terapéuticas a estas infecciones. E1 CDC en
su informe Antimicrobial Resistence Threats (3), incluyd a los enterobacterales
productoras de BLEE y carbapenemasas, junto con Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii multirresistentes, como patogenos de especial interés
epidemioldgico, ya que con frecuencia causan infecciones en el dmbito hospitalario,

asociadas a elevada morbimortalidad (4).

A nivel microbiologico, el proceso por el que una bacteria desarrolla un fenotipo
de multirresistencia es complejo. La adquisicion de resistencia a los antibioticos puede
ser multifactorial, por ejemplo, por una mutaciéon a nivel cromosémico o bien por
adquisicion de genes localizados en elementos genéticos moviles (plasmidos,
transposones e integrones). Este ultimo mecanismo constituye una de las vias mas
eficaces para la propagacidon de las resistencias. La diseminacion de las bacterias
multirresistentes se ha asociado a los denominados clones de alto riesgo. Estos clones
son capaces de acumular mutaciones y genes de resistencia localizados en elementos
genéticos que permiten su persistencia (integrones) y transferencia (plasmidos y

transposones) (5, 6).

Ellaboratorio de microbiologia juega un rol fundamental en el diagndstico a través
de nuevos métodos, mas sensibles, rapidos y que permiten la identificaciéon de nuevas

cepas resistentes evitando que éstas se propaguen a la comunidad. La entrega de este
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diagnostico certero permitird que se puedan tomar medidas, por ejemplo, las
precauciones de contacto para evitar infecciones asociadas a la atencién de salud

(IAAS), entre otros.

Todo lo descrito anteriormente hace que la terapia antibiotica adecuada que va a
requerir la mayor parte de los pacientes hospitalizados con un proceso infeccioso,
necesite de un diagnostico microbioldgico eficaz (7). En la practica clinica, este proceso
puede tardar de 24 a 72 horas, en las cuales el médico aplica una terapia empirica basada
en la sospecha del probable agente causal y la epidemiologia local. El uso de métodos
que sean capaces de detectar rapidamente la resistencia antibidtica en aislados clinicos,
tiene el potencial de reducir la duracion de la terapia empirica y asi emplear un
antibidtico dirigido al agente infeccioso. Esto es importante ya que estudios demuestran
que la administracion de una terapia antibidtica temprana y adecuada, mejora el
pronostico del paciente y que por el contrario el retraso en la instauracion de una terapia
antimicrobiana apropiada se relaciona con altos indices de morbilidad y mortalidad (8-
9). Ademas, el diagndstico temprano de la resistencia antibiotica ayuda a reducir los

costos de hospitalizacion y contribuye al uso racional de los antibioticos (10).

Los métodos utilizados de rutina diagndstica son los que se basan en la deteccion
de la resistencia fenotipica midiendo el desarrollo bacteriano en la presencia de un
antibidtico. La ventaja de estos métodos es su sensibilidad, ya que podemos detectar en
la mayoria de los casos la resistencia a un antibidtico independiente del mecanismo de
resistencia. El inconveniente, es que necesitan el desarrollo del patdégeno para poder
distinguir entre aislados sensibles y resistentes. La desventaja es la menor sensibilidad

con respecto a los métodos moleculares y la necesidad de tener aislado el
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microorganismo causal. El desarrollo de los métodos moleculares ha facilitado la
detecciébn precoz de la resistencia a los antibidticos con gran sensibilidad y
especificidad, sin embargo, el alto costo de estas metodologias y la necesidad de
personal entrenado para realizarlas, las deja al alcance de pocos laboratorios de
microbiologia clinica. Los métodos protedmicos, mediante espectrometria de masas
(EM) Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight o ionizacion-desorcion
asistida por matriz con tiempo de vuelo MALDI-TOF MS han demostrado ser una
buena alternativa para la determinacién de resistencias antibioticas con excelentes

valores de sensibilidad y especificidad (11,12 y 13).

La EM es una técnica de determinacidon estructural que permite estudiar la
distribucién de las moléculas de una sustancia en funcion de su masa. Un espectro de
masas es una relacion de las especies ionicas presentes en una muestra, expresadas en
funcién de su masa/carga (m/z) y la abundancia relativa (intensidad) de cada una en la
muestra (17). MALDI-TOF ha permitido la utilizacion de la espectrometria de masas en
la identificacion de microorganismos mediante el andlisis de proteinas, principalmente
ribosomales, a través de la creacion de un espectro de masas que es especifico para cada
género y especie (18). Fue a finales de los afios noventa que se encontrd que la aplicacion
de la espectrometria de masas en células bacterianas enteras producia espectros de
proteinas caracteristicos y reproducibles que podian utilizarse para la identificacion
bacteriana a nivel de género y especie (18).

La identificacién de los microorganismos por MALDI-TOF MS se basa en que las
huellas digitales espectrales varian entre los microorganismos, algunos picos son

especificos del género, otros de la especie y otros, a veces, de las subespecies, siendo la
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mayoria de los espectros de masas del MALDI-TOF proteinas muy conservadas que son
afectadas en un grado minimo por las condiciones ambientales y de cultivo (17). Las
bases de datos de los espectros de referencia se comercializan como parte de un sistema
patentado y son construidas y mantenidas por los fabricantes, por lo que la capacidad
de agregar espectros y construir bases de datos personalizadas es importante para un
analisis discriminatorio adicional usando MALDI-TOF MS que, ademads, permita la
tipificacidon de cepas e investigaciones epidemioldgicas.

El sistema MALDI-TOF se ha introducido en el laboratorio de Microbiologia
Clinica en el campo de la deteccion de la resistencia a los antibioticos, especialmente
utilizdndose como un método rapido. Asi, se puede determinar la resistencia a través
de la medida de la actividad enzimatica, deteccion de la resistencia a través del analisis
del perfil proteico microbiano y deteccion de la resistencia a través del analisis de los

efectos antibioticos que se producen sobre el crecimiento microbiano.

Ademas, se puede utilizar esta tecnologia para estudios de tipificacion. Los
sistemas de tipificacion bacteriana permiten diferenciar cepas pertenecientes a una
misma especie que poseen determinados vinculos epidemioldgicos. La gran
especificidad de los espectros de proteinas obtenidos mediante MALDI-TOF ha
permitido realizar estudios de comparacion de poblaciones y de identificacion de clones
epidemioldgicos. Este tipo de andlisis posibilita, entre otros aspectos, el estudio de
brotes hospitalarios facilitando tanto su deteccion precoz como la caracterizacion de
modelos de transmision de infecciones entre personas, material inanimado y el disefio

de medidas de control (19).
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El analisis epidemioldgico se puede realizar mediante comparacion de los
espectros generados con una libreria construida con aislados caracterizados
molecularmente. También se puede realizar la tipificacion o caracterizacion proteica de
un microorganismo a través de la identificacion de pequenos péptidos o proteinas que
aparecen en el espectro de masas. La presencia/ausencia de determinados picos de
proteinas utilizados como biomarcadores y con ciertas caracteristicas microbioldgicas,
pueden llegar a identificar clones epidemiologicos e incluso ser marcadores de

resistencia a ciertos antimicrobianos (17).

Se ha demostrado que MALDI-TOF MS puede usarse para identificar
Staphylococcus aureus, discriminando entre S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) y
algunos subtipos (20). En Klebsiella pneumoniae se logro realizar un estudio de resistencia
analizando los perfiles mediante MALDI-TOF (21) y detectar grupos clonales en

Escherichia coli productores de BLEE, teniendo alto rendimiento de deteccion (22).

Existen numerosos trabajos donde se ha comprobado que la EM es altamente
eficiente en la identificacion bacteriana y en la determinacion de resistencia. Existen 2
lineas de proveedores que distribuyen mayoritariamente a nivel mundial esta
metodologia (MALDI-TOF). Uno de ellos el BD™ Bruker MALDI Biotyper en el cual
existen diversos estudios de deteccién de carbapenemasas, BLEE y de protedmica
bacteriana. El otro es el MALDI-TOF MS (VITEK® MS | BIOMERIEUX), sin embargo
hay pocos estudios donde se involucra este equipo, principalmente porque es un equipo
orientado principalmente al diagnodstico directo de las cepas bacterianas, sin embargo
la empresa proveedora instalo una aplicacion que permite desarrollar nuevas

prestaciones (18, 19).
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En consecuencia, en esta investigacidon se busca estandarizar un protocolo
aplicable a VITEK® MS para la caracterizacion fenotipica y protedmica de aislados de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (aislados de pacientes del
Hospital Clinico del a Universidad de Chile), con la expectativa de encontrar
informacion que permita caracterizar clones bacterianos en tiempo de real, ademas de
implementar protocolos para la deteccion de mecanismos de resistencia (BLEE y
Carbapenemasas). El andlisis de la distribucion de estos clones en los diferentes
servicios y unidades del hospital permitird determinar la viabilidad epidemioldgica de
este tipo de metodologia para ser una herramienta eficaz en el tratamiento de los
pacientes.

1.0 MARCO TEORICO

1.1 Infecciones Asociadas a la atencion en salud

Las infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) son un gran problema que
requiere de vigilancia epidemioldgica, debido a que estos generan un aumento en la
morbilidad y mortalidad. Son infecciones que el paciente no presenta cuando se realizo
la atencion médica, ni se encuentran en periodo de incubacion. Estas infecciones
subitamente se desarrollan cuando el paciente est4 hospitalizado por mas de 48 horas o
después de la hospitalizacion, generando un aumento considerable de dias en el centro
asistencial, aumentando asi los costos, provocando un impacto en el enfermo y en su
familia (29).

Otras consecuencias que generan las IAAS ademas de la prolongacion de la estadia y
del gasto que las familias deben soportar, es la complicacion de la enfermedad inicial

que llevd a ese paciente a necesitar hospitalizacion.
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Los factores que pueden desencadenar una IAAS, van desde el estado inicial del
paciente y las patologias que este posea, los procedimientos e intervenciones que
necesite, incluso el ambiente hospitalario donde se encuentre.

1.2 Programa nacional de prevencion y control de IAAS

Los programas de prevencién que existen hoy en nuestro pais van dirigidos a los
procesos de atencidn, ya que estos son muy modificables para prevenir una IAAS.

El programa nacional de prevencion y control de IAAS (PNCI), dirigido por el
Ministerio de Salud, “tiene por objetivo disminuir las tasas de infecciones asociadas a
procedimientos de atencion en salud y los brotes epidémicos” (30).

En este informe se detalla que la Vigilancia Epidemioldgica en el PNCI, es relevante
para identificar la causa del problema, y una vez identificada la causa, analizar el
impacto que provoca para poder crear las intervenciones correspondientes y tomar las
medidas necesarias, permitiendo que exista el menor impacto posible dentro del centro
hospitalario (30).

Los objetivos de la Vigilancia Epidemioldgica de las IAAS son: “permitir tener
conocimiento sobre factores de riesgo involucrados, conocer la tasa mortalidad y la morbilidad
que causa un cierto microorganismo en un periodo de tiempo, y también identificar los brotes
epidémicos de manera precoz” (30).

Asimismo, gracias a la vigilancia se podran establecer medidas de prevencion y control,
con la informacion recopilada y compararlas con otros hospitales.

Segun el informe de vigilancia de IAAS en Chile, las infecciones adquiridas en el
hospital son en un 90% ocasionadas por bacterias, por lo general multirresistentes y son

diseminadas por el personal de salud al paciente hospitalizado a través de sus propias
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manos, fémites, sondas, guantes, pecheras las cuales no han sido bien manipuladas
debido a malas practicas de higiene (30).

Para que ocurra una IAAS, se debe tener en cuenta que el agente infeccioso debe
transportarse del sitio donde sobrevive y se multiplica, denominado reservorio, a través
de un mecanismo de transmision e ingresar por una puerta de entrada a un sujeto

susceptible que podra o no desencadenar una infeccion (31).

Segun redacta el Ministerio de Salud en la circular N°10 del 2019
“Recomendaciones sobre Aseo y Desinfeccion de Superficies Ambientales para la
Prevencion de IAAS”, puede ocurrir que el microorganismo esté presente en el
hospedero, pero no desencadenara una infeccion, en este caso el paciente se denomina
como colonizado (31).

Para prevenir las IAAS se debe tener una rigurosa desinfeccion de las superficies, de los
instrumentos médicos y ademas un estricto lavado de manos del personal de salud.
1.3 Microorganismos de importancia en salud publica en Chile

En Chile, los principales microorganismos que causan IAAS son denominados agentes
con resistencia a los antimicrobianos de importancia en Salud Publica (ARAISP), entre
ellos podemos encontrar Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii con
mecanismos de produccion de carbapenemasas que sean transferibles a otras bacterias

de la misma o distinta especie.

Acinetobacter baumannii resistente a Colistin , enterobacterales productoras de (3-
lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) como por ejemplo Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus resistente a vancomicina, fenotipos VanA o VanB,

Staphylococcus aureus meticilino resistente, Staphylococcus aureus con resistencia
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intermedia a vancomicina (VISA) o resistente a vancomicina (VRSA), bacterias no
mencionadas en este listado con mecanismos de resistencia a antimicrobianos que sean
transferibles a otras bacterias de la misma o distinta especie y mecanismos de resistencia
antimicrobiana no descritos anteriormente en el pais (32).

Segun la norma de contencion de diseminacion de ARAISP, cuando se sospecha de una
infeccidn por alguno de estos microorganismos, se debe recolectar y enviar la muestra
al Instituto de Salud Publica, quienes confirmaran si se trata de un microorganismo con
alguna de las resistencias ya descritas.

La informacién recopilada de las IAAS que se obtiene mediante un sistema de vigilancia
activo, permite calcular tasas de incidencia que son enviadas cada mes para que se
realice un analisis a nivel nacional (30).

1.3.1 Prevalencia por tipo de infeccion

Gracias a los estudios de Vigilancia Epidemiologica de las IAAS, se detectd que a nivel
nacional las infecciones urinarias son las que mas prevalencia tienen en el pais,
seguidas de las neumonias sin ventilacion mecanica, infecciones de herida operatoria,
infecciones del torrente sanguineo (bacteriemia/septicemia), diarreas y neumonias
asociadas a ventilacion mecanica (30).

En este mismo informe, se detalla la prevalencia de los microorganismos que mas
causan IAAS. Los enterobacterales mas prevalentes encontradas en ITU asociadas a
catéteres urinarios permanentes en adultos fueron; Klebsiella pneumoniae que se encontrd

en un 25,62%, Escherichia coli en un 24,22 % y Pseudomonas aeruginosa en un 12,43% (30).
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Con respecto a las heridas operatorias, los bacilos Gram negativos que se encontraron
tueron Klebsiella pneumoniae en un 11,02% y en cuarto lugar Escherichia coli con un 8.66%
(30).

En relacién con las infecciones del torrente sanguineo, los microorganismos mas
prevalentes fueron Klebsiella pneumoniae con un 12,9 %, Pseudomonas aeruginosa 8,79 %,
Escherichia coli 3,95% (30)

La neumonia asociada a ventilacién mecdanica invasiva, el agente mas prevalente fue

Pseudomonas aeruginosa 29,15%, Klebsiella pneumoniae 19,34% y Escherichia coli 3,91% (30).

El control de infecciones se encarga que las cepas junto a sus resistencias no se
diseminen entre pacientes, creando medidas de control tales como el uso de
precauciones estandar y de otras medidas, si fuera necesario.

Si bien la realizacion de la vigilancia de la sensibilidad a los antibioticos es compleja, ya
que solo se estudian a los agentes que han causado enfermedad grave o que han
presentado resistencia a los antibioticos, lo cual puede presentar un sesgo, la utilidad

recae en identificar la presencia o aparicion de perfiles de resistencia propios.

También puede ser de utilidad para identificar brotes y si estos comparten los
mismos o similares patrones de sensibilidad que las IAAS que son vigiladas (30).
2.0 Enterobacterales
La familia de las enterobacterales son un grupo heterogéneo de microorganismos, que
forman parte de la microbiota intestinal de los seres humanos y de animales, pero no
solo conviven de manera simbidtica, también son capaces de infectar al ser humano a
través de multiples formas, ya sea por los alimentos, el agua, en hospitales o través del

personal de salud.
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Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli son microorganismos ubicuos, a pesar de ser un
grupo muy amplio, existen pocas especies que causan infeccion, forman parte de la
microbiota intestinal principalmente y no producen ningin dano, sin embargo, se
pueden transformar en agentes etioldgicos de ITU, de esta manera son considerados
patdgenos primarios (33).

Microscopicamente se observan como bacilos Gram negativo. Los
enterobacterales tienen una caracteristica en comtin que es su antigeno enterobacteral,
que deriva de carbohidratos que no varian y que estan presente en la membrana externa
y en el periplasma. Su funcién es en gran parte desconocida, sin embargo, se cree que
permite tener una resistencia a la sales biliares y resistencia a los acidos organicos. Otra
caracteristica muy particular que tienen los enterobacterales es la de no formar esporas.
Algunas pueden ser inmoviles o con flagelos peritricos (34, 35). Son anaerobios
facultativos. Pueden crecer en Agar sangre o en un Agar selectivo; como por ejemplo
Mac Conkey.

La familia de los enterobacterales reduce los nitratos a nitritos, son capaces de fermentar
la glucosa, son catalasa positiva y oxidasa negativa, esta caracteristica de no poseer
citocromo oxidasa permite diferenciar a los enterobacterales de otros bacilos Gram

negativos, como lo son, por ejemplo; las Pseudomonas o los Vibrio, entre otras (24).
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2.1 Estructura de los enterobacterales.

Algunos miembros de esta familia presentan colonias mucoides, de aspecto
viscoso y esto se debe a la capsula que poseen, un ejemplo son las cepas de Klebsiella
spp.

En la pared celular de los enterobacterales se encuentra el principal antigeno
lipopolisacarido (LPS) termoestable, el cual estd compuesto por otros 3 componentes: el
polisacarido O (importante para clasificar epidemiolégicamente una cepa), un
polisacarido central (antigeno comun de los enterobacterales) y el lipido A (el cual tiene
actividad endotoxina).

Para estudios epidemiolodgicos se utilizan 3 grupos de antigenos. Los polisacaridos O
somaticos, las proteinas H que son los flagelos, y los antigenos K que se encuentran en
la capsula.

Los enterobacterales en su mayoria son moviles, poseen flagelos peritricos que permiten
el movimiento, pero hay excepciones como Klebsiella y Shigella.

Las fimbrias o Pili son comunes en los enterobacterales. Estas fimbrias se dividen en
dos clases, Pili sexual o conjugativo que permiten la transferencia genética entre
bacterias y las fimbrias comunes codificadas en el cromosoma, que facilitan la adhesion
a receptores de la célula hospedera (24).

2.2 Factores de Virulencia

Los factores de virulencia de la familia de los enterobacterales son compartidos

por algunos géneros, pero hay otros que son exclusivos.
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2.2.1 Endotoxina

Dentro de los factores de virulencia, se encuentra la endotoxina. Esta endotoxina
depende del lipido A, el cual se libera cuando ocurre una lisis en la bacteria Gram
negativa.

Cuando se libera la endotoxina, se secretan citoquinas, ademdas de leucocitosis,
trombocitopenias, coagulacion intravascular diseminada, fiebre, shock y muerte en los
pacientes (24).

2.2.2 Capsula

La capsula es otro factor de virulencia. Esta permite a la bacteria evitar la fagocitosis, ya
que tiene antigenos capsulares hidrofilicos; los que tienen la funcién de repeler a la
célula fagocitica. También repelen la unién de los anticuerpos generados por el
hospedero (24).

2.2.3 Variacion de fase antigénica

Es un cambio en la expresion de los antigenos de superficie de las bacterias. En general,
la variacion de fase es un evento heredable, reversible, aleatorio, y que esta regulado
por factores externos. Es algo muy parecido a un sistema de interruptores, esto se da
principalmente para evadir la respuesta humoral del hospedero.

La variaciéon de fase estd relacionada con la virulencia de las cepas bacterianas y se
encuentra en estructuras como los pilis, las proteinas de membrana y la superficie como

el LPS (24).
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2.2.4 Sistema de secrecion tipo I11
Este sistema es muy util para la transferencia de factores de virulencia a células blancos
eucariotas. No todas lo poseen, pero es caracteristica de algunos enterobacterales como,
por ejemplo; Escherichia coli enteropatogena, Shigella, Pseudomonas entre otras (24).
2.2.5 Secuestro de factores de crecimiento
Los enterobacterales crean sus propios siderdforos competitivos o compuestos
quelantes de hierro denominados enterobactina y aerobactina para secuestrar el hierro.
(24).
2.2.6 Resistencia al efecto bactericida del suero
Con la capsula que poseen pueden evitar el efecto bactericida del suero que
generalmente se usa para eliminar las bacterias que han invadido el torrente sanguineo
(24).
2.2.7 Resistencia antimicrobiana

Los enterobacterales tienen mecanismos de resistencia variados que se han
adquirido con el paso de los afios y gracias a la presion selectiva de estos.
La resistencia que se encuentra principalmente en los enterobacterales es a los
antibioticos betalactdmicos y carbapenémicos, entre otros. Estas pueden estar
codificadas en elementos genéticos moviles, como transposones, integrones y
plasmidos, los que pueden ser transferibles entre especies, géneros e incluso familias,
transformandose en un grave problema de diseminacion intrahospitalaria de estos

mecanismos de resistencia (24).
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2.3 Escherichia coli

Se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo corto, no esporulado, ademads de
presentar fimbrias, flagelos peritricos y una variedad de factores de virulencia, como
las adhesinas y exotoxinas Pertenece al microorganismo mads frecuente del género
Escherichia y de la familia Enterobacteriaceae (24, 36).

Se encuentra formando parte de la microbiota gastrointestinal de los seres humanos. Si
bien la mayor parte de las cepas no son patogenas, cuando se trata de pacientes que
presentan un sistema inmunoldgico disminuido, estas bacterias pueden generar

complicaciones graves.

Se relacionan con numerosas enfermedades infecciosas, las que van desde una
diarrea autolimitada hasta infecciones que ponen en peligro la vida de las personas

como lo son infecciones del tracto urinario, bacteriemias, meningitis, entre otras (37).

Se ha detectado en el tltimo tiempo un aumento de la resistencia de esta bacteria
a los antimicrobianos mas utilizados en la practica clinica, en especial a las quinolonas.
Esto ha llevado que el tratamiento adecuado de las infecciones por Escherichia coli sea
un importante desafio a resolver (38, 39).
Desde una perspectiva diagnostica fenotipica, Escherichia coli es indol, lisina
descarboxilasa y fermentacion del manitol positivo ademads de tener la capacidad de

producir gas a partir de la glucosa (40).
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2.4 Klebsiella

El género Klebsiella, perteneciente a la familia de las Enterobacteriaciae, son bacilos
Gram negativos. Se pueden observar en el Agar Mac Conkey, con una caracteristica
muy especial en sus colonias debido a la capsula que posee. Sus colonias son de color
rosado y de aspecto mucoide. Se pueden encontrar dos especies muy frecuentes:
Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca.

Klebsiella pneumoniae es la mas conocida por ocasionar IAAS, ya que tiene la capacidad
de adaptarse y sobrevivir en el ambiente y en las manos del personal de salud, debido
a que tiene una capsula hidrofila, logrando mantenerse frente a la desecacion y
condiciones adversas del medio ambiente.

La capsula también tiene actividad antifagocitaria y protege a la bacteria de los factores
bactericidas del hospedero (33).

En la medida que avanza el tiempo, Klebsiella pneumoniae se ha convertido en el agente
causal de 14-15% de las infecciones de las vias respiratorias, de heridas, y vias urinarias.
Posee una variedad de factores de virulencia tales como fimbrias, capsula anti
fagocitica, LPS, sideréforos y transportadores de membrana.

Es capaz de formar biopeliculas, que les confieren proteccion frente a las respuestas
inmune del hospedero (42).

Klebsiella pneumoniae es parte de un grupo denominado ESKAPE, que junto a otras
bacterias como Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Enterobacter spp y Staphylococcus aureus comparten la caracteristica de ser resistente a los

antibidticos mas importantes que existen (44).
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La probleméatica mds relevante de Klebsiella pneumoniae es la resistencia a los
antimicrobianos. Actualmente, se han descrito dos tipos principales de mecanismos de
resistencia a los antibioticos betalactamicos. Un mecanismo que implica la expresiéon de
BLEE, que hacen que las bacterias sean resistentes a cefalosporinas y monobactams.

El otro mecanismo de resistencia que es mas preocupante y corresponde a la expresion
de carbapenemasas lo que hace que sean resistentes a casi todos los antibidticos
betalactamicos disponibles, incluidos los carbapenémicos (43).

Klebsiella pneumoniae presenta diversas formas de resistencia, una de ellas corresponde
a las codificadas cromosémicamente que son capaces de reducir la susceptibilidad de
este microorganismo a diferentes antibidticos, algunos de los cuales han sido
transferidos a otras bacterias, entre las mas importantes son la betalactamasa SHV, el
gen de resistencia a fosfomicina fosA y a la bomba de expulsion del acido nalidixico
OqgxAB. Ademas, Klebsiella pneumoniae también puede adquirir resistencia a través de la
adquisicion de genes por medio de transferencia horizontal. Hay evidencia que sustenta
que Klebsiella pneumoniae juega un rol importante en la transferencia de resistencia a los
antibioticos hacia y desde otros microorganismos, incluyendo betalactamasas del tipo

carbapenemasas como KPC, OXA o NDM (44).

3.0 Bacilos Gram negativos no fermentadores

3.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es la especie mas importante dentro del género
Pseudomonas. Este género contiene genomas de aproximadamente 5 a 7 Mbp. Se puede
encontrar en multiples superficies: suelo, agua, vegetacion, en compuestos orgdnicos en

descomposicion, en lavados, banos, recintos hospitalarios, entre otros. No es frecuente
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encontrarlo en la microbiota del ser humano, salvo en paciente hospitalizados o
pacientes inmunodeprimidos, y en funcionarios de la salud. Las infecciones causadas
por esta especie son principalmente oportunistas, debido a la destruccion de la
microbiota del hospedero por el uso de antibidticos de amplio espectro, lo que deja
espacio a Pseudomonas aeruginosa para que pueda colonizar en el ser humano. Las
infecciones que ocasiona corresponden a infecciones respiratorias, urinarias, de piel,
tejidos blandos, oculares, auditivas, asi como también bacteriemias y endocarditis. Se
pueden identificar con gran facilidad en el laboratorio debido a su desarrollo y olor
caracteristico de sus cepas, ademads que tienen reaccion positiva a la oxidasa una prueba
bioquimica sencilla de aplicar. Las cepas de Pseudomonas aeruginosa contienen un
numero significativo de genes conservados que codifican proteinas reguladoras. Esto
sugiere que Pseudomonas. aeruginosa es capaz de responder a condiciones de estrés del
medio ambiente. Ademas, tiene resistencia intrinseca a los antibidticos debido a la
presencia de bombas de expulsion, de impermeabilidad asociadas a la modificacion o
desaparicion de las porinas presentes en su membrana externa principalmente de pbr22.
Por otra parte, es capaz de formar biopeliculas que actian como barrera protectora
contra la penetracidon de antibidticos. Genéticamente, Pseudomonas aeruginosa también
puede adquirir resistencia a los antibioticos través de mutaciones o de transferencia
horizontal de genes por medio de elementos genéticos mdviles (45,46,47,48).

Como tratamiento, se wutiliza principalmente antibioticos combinados (Ej,
aminoglucdsidos y betalactdmicos) para tener mayor eficacia debido a sus multiples

mecanismos de resistencia (48).
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4.0 Antibioticos y su mecanismo de accion

El uso de antibidticos como terapia para las infecciones de tipo bacterianas, data del
siglo pasado y hasta el dia de hoy es usado para combatir las infecciones provocadas
por bacterias (49).

Un antibidtico es una sustancia quimica que puede ser sintética o secretada por el
metabolismo de un ser vivo como una bacteria o un hongo microscdpico.

El primer producto antibacteriano de origen natural fue descubierto por E. de
Freudenreich al estudiar la piocianina, el pigmento liberado por la Pseudomonas

aeruginosa, la misma que impedia el crecimiento de otras bacterias (49).

Rudolf Emmerich y Oscar Loew en 1889, demostraron que el pigmento no
solamente inhibe el crecimiento de bacterias, sino también las destruye. En ese mismo
afno, Paul Vuillemin presenta un concepto llamado “influencias antibidticas”, la cual
indica que los seres vivos son capaces de producir ciertos tipos de sustancias quimicas
que pueden inactivar e incluso terminar con la vida de otros seres vivos (49).

En el afio 1908 Paul Ehrlich fue el primero que cre6 un compuesto sintético llamado
arsfenamina, el cual ayudo a curar la sifilis causada por Treponema pallidum (49).
Veinte anos mas tarde, Alexander Fleming mientras estudiaba las variantes cromogenas
de Staphylococcus aureus, descubrié que en una placa donde se encontraba esta bacteria,
habia una lisis de la colonia de Staphylococcus aureus donde se encontraba un hongo
llamado Penicillium notatum, el cual ademas impedia el crecimiento de este. Asi Fleming
llam¢ a la sustancia que lisaba la bacteria como “penicilina” (49).

Pero fue Selman Waksman quien, en 1941, se refirié como “antibidtico” a las sustancias

que impedian el crecimiento de las bacterias, o sea, sustancias antibacterianas (49).
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4.1 Clasificacion de los antimicrobianos

Los antimicrobianos que se utilizan pueden ser clasificados segin su origen,
actividad que tengan sobre los microorganismos, espectro de accion, estructura quimica
que poseen o0 sus mecanismos de accion (50).

4.1.1 Segun su origen

Naturales

Los antimicrobianos pueden ser obtenidos de una fuente de origen natural, como
bacterias u hongos que secretan el antibidtico.

Un ejemplo de esto es el hongo del género Penicillium, donde se obtiene la Penicilina.
Otros ejemplos de microorganismos que producen antibidticos son la bacteria
Paenibacillus polymyxa, la cual produce el antibidtico llamado Polimixina producido de
forma natural por la bacteria. (50).

Sintéticos

Son producidos mediante una sintesis quimica. Un ejemplo de este tipo de
antimicrobiano son las sulfamidas (50).

Semisintéticos

Los antibioticos de origen semisintéticos son los que pertenecen a un origen natural, al
cual se les realiza modificaciones quimicas en sus moléculas para mejorar su espectro

de accion. Ejemplo de estos antibidticos, son la ampicilina y cefalosporinas (50, 51).

4.1.2 Segun la actividad que tengan sobre los microorganismos
Se pueden clasificar como bactericida o bacteriostatico. La diferencia entre ambos es que

un antibiotico con accidn bactericida, que ejercen una accion letal para la bacteria por
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completo sin necesidad de lisarlos o destruirlos; mientras que los antibioticos de accion
bacteriostatica solo inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano, sin embargo los
antibidticos pueden actuar muchas veces como bactericida o bacteriostatico,
dependiendo de la concentracion que alcance en el sitio de la infeccidén o por su afinidad
que tenga en el sitio de union de un determinado microorganismo (50, 51, 52).

4.1.3 Segun su espectro de accion

Los antibioticos de espectro reducido, los cuales acttan selectivamente. Por ejemplo, los

antibidticos Macrdlidos actiian preferentemente frente a cocdceas Gram positiva.

Los antibidticos de amplio espectro actuaran frente a un grupo diverso bacteriano
como por ejemplo las cefalosporinas que tienen accion frente a cocdceas Gram positivas
y negativas; también acttia frente a bacilos Gram positivos.

Ampicilina, es otro antibidtico de espectro amplio que acttia frente a cocos Gram
positivo y negativo; también algunos bacilos Gram negativo. (50, 51, 52).
4.1.4 Segun su estructura quimica

Betalactamicos

Los antibioticos betalactdmicos son los mas utilizados en clinica y a medida que ha
pasado el tiempo, estos han ido mejorando su espectro de actividad.

Este tipo de antibioticos posee quimicamente un anillo 3-lactdmico. Son bactericidas,
actuan a nivel de la sintesis de la pared bacteriana uniéndose a las proteinas fijadoras
de penicilina (PBP) de manera tal que inhiben la sintesis de la pared celular en la etapa
de la transpeptidacion, produciendo un bloqueo en esta, por lo cual la bacteria no puede

sintetizar su pared bacteriana lo que permite la activacion de un sistema de enzimas
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liticas (autolisinas) que, a la inversa de las PBP, estan implicadas en la degradacion del
peptidoglicano, produciendo la muerte bacteriana (51, 52).

Macrdlidos

Son antibioticos hidrofobicos, producidos por los géneros bacterianos Streptomyces y
Micromonospora. Los macrélidos mds representativos son la Eritromicina,

Claritromicina, Azitromicina (52).

En su estructura quimica compuesta por un anillo lactonico macrociclico que se

encuentra unido a dos azucares, desosamina y cladinosa (52).

Su mecanismo de accion es unirse de forma reversible al dominio V de la
peptidiltransferasa, en el ARNr 23S de la subunidad 50S del ribosoma, interfiriendo en
el proceso de elongacion de la sintesis proteica (51, 52).

Quinolonas

Las quinolonas, estructuralmente poseen dos anillos, con un nitrégeno en la posicion
uno, un carbonilo en posicidon cuatro y un grupo carboxilo en posicion tres (53).

El 4cido nalidixico, fue la primera Quinolona. Se utiliz6 ampliamente para tratar las
infecciones producidas a nivel urinario, las que en su mayoria eran producidas por
bacterias Gram negativas, hasta que se produjo resistencia y se dejo de utilizar (24).
Las quinolonas actiian bloqueando las topoisomerasas II y IV. Estas enzimas estan
compuestas por dos subunidades A y 2 subunidades B, que son codificadas por los
genes gyrA y gyrB en el caso de la topoisomerasa II y parC y parE en el caso de la
topoisomerasa IV. Las topoisomerasas se unen al ADN, generando cortes en las hebras
de ADN que posteriormente es reparado, y quedan nuevamente libres. Las

fluoroquinolonas, se unen al ADN roto y a la topoisomerasa formando un complejo
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ternario quinolona-ADNtopoisomerasa de forma irreversible, impidiendo que el
proceso de transcripcion o replicacion continten. Las quinolonas constituyen en la
actualidad, junto a los beta-lactdmicos, los antibioticos de mayor uso (52).

Aminoglucésidos

Son compuestos naturales obtenidos del género Actinobacteria que se encuentran
principalmente en el suelo o productos semisintéticos derivados de ellos. Poseen un
anillo aminociclitol al que se unen diferentes azucares (20). Entre los Aminoglucdsidos

podemos encontrar la Gentamicina, Estreptomicina, Amikacina, entre otras (24).

Los aminoglucdsidos son moléculas cargadas positivamente, lo que le permite una
atraccion de las cargas negativas de la superficie bacteriana (membrana externa) por lo
cual hay un desplazamiento de los iones de magnesio y calcio que se encuentran
adyacentes al lipopolisacdrido; generando una desagregacion de la membrana externa
permitiendo el paso de los aminoglucdsidos. Aqui el antibidtico pasa por membrana
interna gracias a sistemas enzimaticos del metabolismo aerobio, que crea un gradiente
eléctrico a ambos lados de la membrana. En el ribosoma, los aminoglucésidos tienen su
accion en la subunidad 30S, donde se unen a diferentes proteinas y al ARN 168S.
bloqueando la actividad normal del complejo de iniciacion, impiden el inicio de la
sintesis y provocan también una lectura erronea del ARNm. Los aminoglucosidos
tienen un efecto bactericida. (52, 53).

Tetraciclinas
Las tetraciclinas poseen una estructura tetraciclica lineal, compuesta de cuatro anillos
unidos que derivan de la naftacenocarboxamida policiclica. al que se pueden unir

distintos radicales que dan origen a diferentes tetraciclinas, estas penetran en el
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citoplasma bacteriano y se unen de forma reversible a la subunidad 30S del ribosoma
(proteinas S7, 514, S19), bloqueando el acceso de los complejos aminoacil-ARN-t, e
impidiendo la continuacidn de la sintesis proteica (52, 54).

Sulfonamidas

Las sulfonamidas tienen un atomo de nitrogeno amidico, que solo en una parte se
encuentra sustituido por un fragmento heteroarilo, el cual le permite que presente las
propiedades farmacocinéticas caracteristicas de este antimicrobiano (55). Son analogos
del 4cido paraaminobenzoico y, por tanto, compiten por la enzima
dihidropteroatosintetasa, impidiendo asi la formacion de &cido dihidropteroico,
precursor del &cido folico. Estos antibidticos no afectan a las células humanas, que
obtienen 4cido folico de la dieta, sulfametoxazol es el compuesto mas usado en clinica
(52).

4.1.5 Segun mecanismo de accion

Que alteran la sintesis de la pared celular

Los antimicrobianos que tienen como funcion alterar la sintesis de la pared celular, son
los betalactamicos. Estos no dejan que ocurra la transpeptidacion del peptidoglicano,
por inactivaciéon de las PBP. Los antibidticos mas caracteristicos de este grupo son:
penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemes, monobactams, inhibidores de
B-lactamasas.

La vancomicina, por otro lado, inhibe la transpeptidacion durante la sintesis de la pared
bacteriana uniéndose al dipetido D — alanina- D-alanina terminal que no permite la

sintesis de la pared bacteriana (56).
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Que inhiben la sintesis proteica

Este grupo de antimicrobianos tiene como funcién inhibir la traduccidon y la
transcripcion del material genético de la bacteria. El proceso de la sintesis de proteinas
tiene 4 pasos: iniciacion, elongacion, terminacion y reciclaje del ribosoma.
El antibidtico inhibird las etapas de la transcripcién, uniéndose a los ribosomas de
origen bacteriano, obteniendo asi un bloqueo de la accién del RNAm (57).

Que inhiben la sintesis de DNA yv RNA

Este mecanismo de accion inhibe la enzima RNA polimerasa, la que es
dependiente del DNA que cataliza la transcripcion de la informacion genética que
contiene el RNA mensajero, como resultado este mecanismo de accion puede ser un
potente bactericida (58).

Alteran la permeabilidad celular

Este mecanismo afecta la membrana de la bacteria. La pristanamicina y Polimixina,
pertenecen a este grupo que altera la permeabilidad de la membrana.

Las polimixinas producen la ruptura de la membrana celular gracias a la union del
lipido del lipopolisacarido con esta, produce ciertas toxinas, las que son letales para la
bacteria (58).

4.2 Antibioticos betalactamicos

Los antibioticos betalactamicos, en su estructura quimica poseen un anillo 3- lactamico,
que sera parte fundamental para que realice su mecanismo de accion. Este anillo es el
principal blanco de las betalactamasas producidas por las bacterias como mecanismo

de resistencia.
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Son bactericidas y acttian frenando la sintesis de la pared bacteriana, a través de
la inhibicion de la transpeptidacion.
Ejercen una inhibicion por competencia con la enzima transpeptidasa o PBP, que tiene
como efecto impedir la union y entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglicano.
Estas cadenas le dan rigidez, estabilidad y forma a la membrana celular bacteriana, pero
con la inhibicion, esto no ocurre y el microorganismo no puede sintetizar la pared
bacteriana (59).
Dentro de los antibidticos de tipo betalactdmicos se encuentran las Penicilinas,
Cefalosporinas, Monobactamicos y Carbapenémicos y los inhibidores de
betalactamasas.
4.2.1 Penicilinas
La penicilina que se origina del hongo Penicillium chrysogenum, inhibe la multiplicacion
del Staphylococcus aureus
Las penicilinas como antibiéticos fueron muy eficaces, con una toxicidad muy baja que
le otorgaba la seguridad al ser administrada. El compuesto basico es un acido organico
con un anillo B-lactdmico (24).

Penicilinas resistentes a penicilinasa

En el afio 1940 aparece una cepa de Escherichia coli que producia penicilinasas, dos afios
después se descubrieron cepas de Staphylococcus aureus hospitalarias que eran
resistentes a las penicilinas. Con el pasar de los afos esto se disemind y a finales del afio
1960 con la Meticilina semisintética de segunda generacion mejora ostensiblemente, al
ser este tipo de antibidtico resistente a la accion de las penicilinas, sin embargo, en el

transcurso de pocos anos, surgieron cepas resistentes a la meticilina, esto determina
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resistencia a todos los antibidticos betalactamicos debido a la modificacidon del sitio de

union que es comun para la mayoria de los antibioticos betalactamicos (62).

Las carboxipenicilinas, Ureidopenicilinas, Piperaciclina, se consideran dentro de
las Penicilinas de amplio espectro. Estas pueden tratar infecciones que involucran a
cocaceas Gram positivas, y solo algunos bacilos Gram negativo, como por ejemplo las
Pseudomonas, Klebsiella y Enterobacter (24).
4.2.2 B- lactamico con inhibidor de betalactamasas
Dentro de este grupo se encuentra la combinacion de Ampicilina-Sulbactam,
Amoxicilina - Acido clavuldnico, Ticarcilina- Acido clavulanico, Piperacilina-
Tazobactam.
Los inhibidores como el acido clavulanico, sulbactam, tazobactam no tienen actividad
por si solos, se deben utilizar junto a un antibiotico betalactamicos. Estos pueden ser
usados cuando ocurren infecciones que son ocasionadas por bacterias productoras de
betalactamasas.
El inhibidor es quien se unira a la betalactamasa producida por el agente, asi permite
que el antibiotico que lo acompana acttie y cumpla la funcion sobre la pared bacteriana
inhibiendo su sintesis (24).
4.3 Cefalosporinas
Son antibioticos semejantes a las penicilinas. Tienen modificaciones en su estructura
quimica, en el anillo 7-amino-cefalosporanico, los que fueron sintetizados a partir de un

hongo del género Cephalosporium (50).
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Las cefalosporinas se dividen por generacion. La primera generacion de
cefalosporinas actua sobre bacterias Gram positivas (con excepcidn de Enterococcus spp)
y muy pocas contra las bacterias Gram negativas (66).

Entre ellas encontramos cefazolina, cefalotina, cefradina, cefapirina, cefalexina,
cefradina, cefadroxilo.

Las cefalosporinas de segunda generacion tienen una mayor resistencia contra las
betalactamasas, que las de primera generacion.

Entre las cefalosporinas de segunda generacion se encuentran: cefuroxima, cefprozil,
cefoxitina, cefonicid, cefotetan, cefamandol, cefaclor que tiene una actividad
antimicrobiana con bacterias del género Citrobacter spp, Enterobacter spp, Neisseria spp,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia spp y Haemophilus influenzae, sin embargo,
hay algunos bacilos Gram negativos que la pueden inhibir utilizando betalactamasas
(60).

Entre las cefalosporinas de tercera generacion de mayor importancia se
encuentran; cefotaxima, ceftizoxima, ceftriaxona, cefoperazona, ceftazidima, cefdinir,
cefpodoxima y cefixima. Estas cefalosporinas de tercera generacion tienen mayor
estabilidad frente a las betalactamasas producidas por agentes como; Klebsiella spp,
Haemophilus influenzae y Escherichia coli, que las de primera y segunda generacion.

Son recomendadas de manera empirica en muchas patologias infecciosas en especial
cuando se trata de infecciones que afectan al sistema nervioso central, ya que tienen la
ventaja de atravesar la barrera hematoencefalica.

Asimismo, es recomendada cuando se trata de infecciones del tracto genitourinario, de

neumonias de la comunidad, infecciones de tejidos, entre otras (64).
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Las cefalosporinas a medida que evolucionan a una siguiente generacion, son mas
eficaces con los bacilos Gram negativos, pero no asi contra las cocdceas Gram positiva.
En las cefalosporinas de cuarta generacion se encuentan cefepime, cefpiroma,
cefozopran. Esta generacion de cefalosporina demuestra una alta eficacia contra bacilos
Gram negativos que son resistentes a las cefalosporinas de tercera generacidn, y
también presenta una destacada efectividad frente a Pseudomonas spp. (65).

Las cefalosporinas no tienen actividad en el género Enterococcus spp, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina (33).

4.4 Monobactamicos y Carbapenémicos

Entre los carbapenémicos encontramos Imipenem, Meropenem, Doripenem,
Ertapenem y como Monobactdmicos podemos encontrar a Aztreonam.

Ciertos enterobacterales que producen BLEE, tendrdn resistencia a Aztreonam, pero

sensibilidad a carbapenémicos (50).

Los carbapenémicos, son los betalactamicos que poseen un amplio espectro frente
a agentes y son considerados los mas estables frente a las 3-lactamasas. Pero no tienen
accion frente a Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina, Enterococcus spp resistentes
a Ampicilina y Stenotrophomomas maltophilia (33).
5.0 Resistencia de las bacterias a los antibioticos betalactamicos
Las bacterias son organismos que han habitado la tierra desde hace aproximadamente
3500 millones de afios y que han sobrevivido gracias a su extraordinaria manera de
adaptarse a las diferentes condiciones ambientales.
A medida que aparecen nuevos antimicrobianos junto con su evolucion, las bacterias

también adaptan su manera de resistir a nuevos farmacos antimicrobianos.
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Cuando se introduce la cefotaxima en la década de los ochenta, las cepas de Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae eran susceptibles; sin embargo, esto fue cambiando en la
medida del uso indiscrimado de cefotaxima y hoy existen cepas resistentes a las
cefalosporinas de 3° generacion debidos a diferentes mecanismos de resistencia
principalmente por BLEE (66).

Existen categorias para detallar la resistencia a los antibidticos y se clasifican segun el
nuamero y tipo de antimicrobianos afectados, la multirresistencia o MDR por su sigla en
inglés (multiple drug resistance), es definida como la pérdida de sensibilidad a por lo
menos, un farmaco en tres o mas de las categorias de antibioticos; por otro lado se define
la resistencia extrema o XDR (extensively drug esistance) ,como la ausencia de
sensibilidad a por lo menos un agente en todas las categorias de antimicrobianos,
excepto en dos de ellas o menos, y finalmente la resistencia a todos los antimicrobianos
o panresistencia o PDR (pandrug resistance), se define como resistencia a todas las
categorias de antibioticos (67).

Las bacterias frente a los antimicrobianos han desarrollado distintos mecanismos con el
fin de impedir su acciéon. Estos mecanismos se dividen en:

A. Mecanismo de hidrdlisis

La bacteria produce ciertas enzimas las cuales son capaces de unirse al anillo 3-
lactamico del antibidtico, lo hidrolizan e inactivan, imposibilitando su mecanismo de

accion.

B. Mecanismo de bombas de expulsion
Los microorganismos mediante las bombas de expulsiéon remueven los antimicrobianos

desde el espacio intracelular. Estas bombas de expulsion corresponden a proteinas de
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membrana, las que son fundamentales para excretar sustancias hacia el exterior de la

bacteria, asi como también productos nocivos como los antimicrobianos.

Esto permite que los antibioticos no alacancen las concentraciones adecuadas que

puedan afectar a la bacteria, por lo tanto, genera resistencia (68).

C. Cambios en el sitio activo

Gracias a una modificacidn ya sea por alteraciéon o mutacion, lo que permite que no
ocurra la union del B-lactdmico a la proteina PBP, debido a que no la reconoce como tal
(33).

La resistencia ocurre cuando se lleva a cabo la presion selectiva provocada por el
tratamiento antibidtico. Existen ciertas bacterias que adquieren mutaciones de
resistencia o determinantes mdviles de resistencia, como plasmidos o transposones, que
les conferira la resistencia hacia los antimicrobianos (69).

D. Disminucién de la permeabilidad de la pared celular

Reducir el ingreso de los antibidticos a través de las proteinas denominadas porinas que
se encuentran en membrana externa, es una forma de resistencia entre las bacterias

Gram negativas.

Las porinas son proteinas que establecen la permeabilidad de la membrana
externa. Mediante estos canales hidrofilicos, las bacterias permiten el ingreso de
diversas moléculas segiin carga y tamaro, entre estas moléculas se encuentran los
antibioticos.

Las bacterias pueden modificar éstas, incluso perderlas de tal manera que el antibiético

no podra ejercer su funcion.
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Que las bacterias Gram negativas modifiquen sus porinas, afecta directamente a los
antibidticos - lactamicos, Carbapenémicos, Cefalosporinas y también a las
fluoroquinolonas (68).

5.1 Tipos de Betalactamasas

5.1.1 Betalactamasas de tipo BLEA

Las primeras (-lactamasas que se aislaron fueron llamadas 3-lactamasas de amplio
espectro (TEM-1, TEM-2, SHV-1). Estas generaban resistencia a la ampicilina y
amoxicilina, pero no a las cefalosporinas de tercera generacion, se pueden dividir en
clases A, B, Cy D (50), (69).

Las Betalactamasas plasmidicas TEM-1, TEM-2, SHV-1 pertenecen a la clase A,
segun clasificacion de Ambler, que las clasifica en base a las similitudes que poseen los
aminodcidos.

Las de clase A, han sufrido modificaciones que les ha permitido aumentar su espectro
de accion. Gracias a estos cambios en las enzimas se confiere una accion disminuida a
las penicilinas, un ejemplo de esto; son las TEM. (20) Este tipo de betalactamasas, son
sensibles a la accion de los inhibidores de (3- lactamasas, como, por ejemplo; el acido
clavulanico.

Las de clase B son inhibidas por EDTA, y no tienen acciéon sobre los monobactan como
el aztreonam (50).

Las B-lactamasas de clase C, por lo general son codificadas en el cromosoma bacteriano
y son tipicamente inducibles por betalactamicos (50).

Las enzimas de clase D, constituyen un grupo reducido de enzimas de codificacion

plasmidica y cromosomal con actividad incrementada sobre oxacilina (50).
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5.1.2 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Estas Betalactamasas son las que provienen de mutaciones de las BLEA TEM-1, TEM-2,
SHV-1y CTX-M (70).

Hidrolizan cefalosporinas de primera a cuarta generacion y Monobactamicos,
pero no Cefamicinas ni Carbapenemes (70).
Se pueden observar frecuentemente en bacterias como Klebsiella y Escherichia coli, pero
también se pueden observar en otras bacterias Gram negativas (70).
Estas enzimas, han tenido un rol importante en la multirresistencia de los bacilos Gram
negativos, generando complicaciones en pacientes que se encuentran hospitalizados, y
también en la comunidad (70).
Las bacterias que producen BLEE, generalmente se encuentran en muchas Infecciones
del tracto urinario (ITU), también produciendo neumonias las cuales son adquiridas
cuando el paciente esta hospitalizado, presentes en septicemias, abscesos cerebrales,
infecciones intraabdominales (70).
Las bacterias productoras de BLEE también son conocidas por colonizar equipos e
instrumentos médicos, lo que traerd como consecuencia graves problemas al paciente
al no tener una terapia adecuada de antimicrobianos, que puede llevar a la muerte,

ademas de la diseminacion de cepas resistentes (40).

En los ultimos cinco anos, se ha evidenciado en todo el mundo un aumento
considerable de aislamientos de enterobacterales productoras de BLEE con tasas tan

altas que llegan hasta 55 y 79% en paises como China e India, respectivamente. (70)
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Las BLEE, se encuentran clasificadas en el grupo 2b, en el subgrupo 2be correspondiente
ala clasificacion de clase molecular A. Existen ciertas Oxacilinas que figuran en el grupo
2d de la clase molecular D.

Se han descubierto mds de cien variantes de BLEE, que derivan de los genes blatem1 y
blatem2 y mas de cincuenta variaciones del gen blahv-1 (69).

BLEE tipo TEM

Las BLEE son derivadas de los genes teml y tem2 y han modificado sus secuencias
aminoacidicas, lo que ha permitido un cambio en el espectro hidrolitico, sin embargo,
se sabe que las enzimas codificadas por el gen blaTem-1. le confiere resistencia a
ampicilina, penicilina y cefalosporinas de primera generacion como cefalotina. (70),
Ademas las BLEE provienen de estos genes sumado a que el aumento de la resistencia
se debe a mutaciones en el sitio activo de la proteina (50).

BLEE tipo SHV

El género Klebsiella es la principal bacteria de la cual derivan este tipo de betalactamasas,
pero también se pueden encontrar en otros enterobacterales.

Estas betalactamasas, son similares a las TEM en cuanto a su mecanismo de accion y a
su estructura y gracias a modificaciones en su estructura, el centro activo de la enzima
cambiard su conformacion permitiendo un mejor acoplamiento a las cadenas laterales

R de las cefalosporinas, y asi tendrd un mejor espectro de accion (69).
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BLEE tipo OXA

Estas se pueden encontrar en la clasificacion molecular de tipo D. Tienen la
capacidad de hidrolizar cloxacilinas y oxacilinas. Degradan muy bien a las ampicilinas,
cefalotinas, y el dcido clavuldnico la inhibe muy poco.

En este tipo de BLEE solo destaca OXA-10, que puede hidrolizar muy poco cefotaxima,
ceftriaxona y aztreonam, con esto provoca una disminucion de la sensibilidad de las

bacterias frente a estos tipos de antibidticos (69).

BLEE tipo CTX-M

Este tipo de Betalactamasa tiene una gran capacidad para hidrolizar las Cefalosporinas
sobre todo Cefotaxima y Ceftriaxona (50).

Las CTX-M, tienen actividad BLEE intrinseca movilizada desde su predecesora
cromosomica en Kluyvera ascorbata, y son las BLEE de mayor reporte mundial,
predominando en agentes que producen IAAS como Escherichia coli 'y Klebsiella spp (50).
Este tipo de betalactamasas son inhibidas mas eficientemente por tazobactam que por

acido clavulanico (50).

5.1.3 Carbapenemasas

Las carbapenemasas son enzimas del tipo betalactamasas que son capaces de
hidrolizar carbapenémicos de manera muy eficiente como otros antibioticos beta-

lactamicos como las cefalosporinas (45).

Las carbapenemasas se pueden clasificar dependiendo de la homologia de las
secuencias de aminodcidos propuesta por Ambler en 1980 (Figura 1). Existen 2 clases

de carbapenemasas: serin carbapenemasas, donde se encuentran a las de tipo Ay D, y
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las métalo (3 lactamasas (dependientes de zinc) donde encontramos a las de tipo B (45,

71).
Tipo Serina Metalo
(residuo de Serina en Betalactamasas
el sitio activo) (utilizan Zinc como
cofactor)
[ |
ClaseD
0OXA Type
A. baumannii
NMC-A e IMP, VIM, SPM-1,
¥ pneumoniae
IMI-1 S GIM-1, SIM
. marcescens
SME-1-3 Enterobacter GES-2 5. marcescens
Enterobacter PP, P.aeruginosa K. pneumoniae
spp. C. freundii BeImer
5. marcescens P.aeruginosa E. l:u_h
P. aeruginosa
A. baumannii
FIGURA  1: C(lasificacion de  carbapenemasas.  Klebsiella ~ pneumoniae

carbapenemase(KPC), New Delhi Metallo-f-lactamasa (NDM), Verona integrin
encoded Metallo-B-lactamasa (VIM), oxacilinasa (OXA), imipenem-hidrolizando (-
lactamasa (IMP), Guayana espectro extendido (GES), no metalo enzima carbapenemasa
(NMC), Serratia marcescens enzima (SME), Imipenemasa Germana (GIM), Seoul
imipenemasa (SIM), Sao Paulo metalo-p-lactamasa (SPM) (72, 73).

Carbapenemasas clase A de Ambler

Ambler originalmente las divide en dos clases: clase A y D las cuales presentan una
serina en su sitio activo (6). Las de clase A incluyen las enzimas de SME, IMI, NMC,
GES y KPC que se encuentran de forma mas prevalente en Klebsiella pneumoniae, las
enzimas SME, NMC y IMI hidrolizan las penicilinas, cefalosporinas, aztreonam y
carbapenémicos, estas enzimas son codificadas por los cromosomas de las bacterias; por
otra parte, las enzimas de tipo GES son codificadas en elementos genéticos ubicados en

el plasmido de la bacteria siendo identificadas en Pseudomona aeruginosa, y las enzimas
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KPC son codificadas principalmente en Klebsiella pneumoniae, aunque también en
Pseudomonas aeruginosa (75).

SME (Serratia marcescens)

Fue detectada por primera vez en 1982 en Inglaterra, en dos aislamientos de Serratia
marcescens. La primera enzima fue nombrada SME-1 y a lo largo del tiempo se logrd
identificar SME-2 y SME-3 las cuales han sido encontradas mayoritariamente en la
poblacién de los Estados Unidos (75), estas enzimas hidrolizan penicilinas y
cefalosporinas (en menor grado cefalosporinas de tercera y cuarta generacion),
monobactamicos y carbapenémicos, la capacidad de hidrolizar dependera del sustrato.
Las de clase SME-3 hidrolizan de mejor manera a imipenem, estas enzimas son
inhibidas levemente por el 4cido clavuldnico y el tazobactam (76).

IMI (imipenem-hydrolyzing B-lactamase)

Enzima que ha sido detectada en Enterobacter cloacae en los Estados Unidos, Francia y
Argentina, los genes para la codificacion de esta enzima son de localizacion
cromosomica, sin evidencia asociada a elementos genéticos moviles, la variante IMI-2
fue encontrada en plasmidos de Enterobacter asburiae en Estados unidos y en plasmidos

de Enterobacter cloacae en China (75).

NMC-A (non-metallo-beta lactamase enzyme)

Las enzimas NMC-A fueron identificadas en primera instancia en Enterobacter cloacae
en Francia en el afio 1990 (85). Los cromosomas que albergan el gen de esta enzima son
activados como respuesta a la presencia de imipenem y cefoxitina, existe una deleciéon
en el gen que induce la produccion de esta enzima. Presenta dos estructuras de NMC-

A, una natural y otra de un complejo que esta compuesto por un acido inhibidor de
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penicilina. Estas enzimas difieren de las IMI-1 y IMI-2 por la sustitucién de 8
aminodacidos y posee un Lys-R regulador tal como el tipo de enzimas IMI (85). Estas
enzimas en conjunto a SME-1 y IMI-1 son altamente homdlogas, comparten un amplio
e inusual perfil de sustrato, los cuales incluyen penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos, la enzima NMC-A es inhibida por un set de inhibidores
monobactamicos (82).

GES (Guiana extended spectrum)

La familia de betalactamasa de tipo GES es una familia infrecuentemente encontrada,
GES-1 fue descrita en el ano 2000 en la Guyana Francesa en una Kilebsiella pneumoniae,
los genes que codifican para la familia de los GES se encuentran en el integron de los
plasmidos, estas enzimas tienen un amplio espectro de hidrdlisis que incluye a las
penicilinas y cefalosporina de espectro extendido. En el afio 2001 se incluye a los
imipenem, como otro farmaco que se ve afectado por la hidrélisis de esta enzima. La
enzima GES-2 fue encontrada en Pseudomonas aeruginosa multirresistentes en Africa del
Sur (75).

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa)

El primer informe de KPC-1 se realiz6 en el afio 1996, en Carolina del Norte, en un
aislado de Klebsiella pneumoniae (de ahi el nombre de la enzima). En Colombia en el afo
2006 se reporto la primera KPC-2, luego en el mismo pais se encontrd un brote de KPC-
3, en Chile se detectd por primera vez en el afio 2012 en una cepa de Klebsiella pneumoniae
de un paciente chileno que residia en Italia y que estaba de paso por el pais. (86). En
otras partes de Hispano América se han reportado la presencia de KPC en Escherichia

coli, Pseudomonas spp, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp, Serratin marcescens y
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Klebsiella oxytoca (74) Las carbapenemasas tipo KPC hidrolizan a los betalactamicos de
todas las clases, con mayor eficiencia para carbapenémicos, nitrocefin, cefalotina,
cefalosporina, bencilpenicilina, ampicilina y piperacilina (75). Entre los factores
microbiologicos, se ha determinado que el gen blaKPC esta ubicado en el transposon
Tn4401 que es el encargado de codificar para esta enzima, las variantes KPC-2, KPC-3
son mas comunes en aislados clinicos producidos en brotes epidémicos, siendo KPC-2
la enzima mas predominante en el mundo. KPC-3 ha sido principalmente detectada en
Estados Unidos, Israel y América Latina. Ademads de la diferencia en su secuencia
aminoacidica que presentan entre ellas, las variantes se diferencian por su cinética, lo
que causa que tengan una diferencia hidrolitica frente a los distintos antimicrobianos.
La enzima KPC esta presente en mas de 100 secuenciotipos (ST) diferentes, pero la
pandemia de KPC es debido, principalmente, a la propagacién de miembros del
complejo clonal (CC) 258 con el ST258 y las variantes ST11, ST340 y ST512 (74).

En Chile, la enzima KPC esta presente. en muchas secuencias de tipo (ST) diferentes,
los miembros de este linaje son resistentes a todos los antimicrobianos excepto colistin,
tigeciclina y gentamicina, el ISP ha identificado el ST 1161, este ST se ha considerado
autoctono, ya que solo ha sido identificado en este pais (74).

Carbapenemasas Ambler Clase B

Las metalo betalactamasas (MBLS) o también llamadas carbapenemasas de clase B es
un grupo que se puede caracterizar por presentar una gran diversificacion estructural
y/o funcional. Son enzimas que hidrolizan todos los betalactdmicos excepto los
monobactamicos y son inhibidas por quelantes de iones metalicos tales como EDTA

(76). El espectro de accidon es bastante amplio, sumando a los carbapenémicos, con
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mayor accion hidrolitica hacia las cefalosporinas y penicilinas, pero con poca capacidad
de hidrolizar aztreonam. (75).

Los genes para MBLS se encuentran en integrones, transposones y plasmidos, dentro
de los MBLS se distinguen, IMP, VIM, NDM siendo éstas las mas diseminadas (76).

VIM (Veronese imipenemase)

La enzima VIM-1 se detectd en 1997 en Italia, asociado a integrones situados en el
cromosoma bacteriano. En la actualidad se han descrito 27, siendo VIM-2 y de las mas
informadas. En Colombia, Chile, Venezuela, Brasil y Argentina se han encontrado
aislados de Pseudomonas aeruginosa, la variante VIM-2, se identifico en el gen blaVIM?2
(77), en cuanto a las demdas VIM han sido detectadas en Pseudomonas aeruginosa, VIM-1
hidroliza de mejor manera practicamente a todos lo betalactdmicos por sobre todo
algunas cefalosporinas mas que VIM-2 (78).

IMP (Imipenemase)

Fue identificado en un plasmido de conjugacion con un perfil de resistencia a imipenem
y a cefalosporinas de espectro extendido. En Japon, IMP-1 marco el primer hallazgo de
una carbapenemasa de la familia de las metalo-betalactamasas en una Pseudomonas
aeruginosa (77). Taiwan también informo sobre IMP-1, detectdndose en dos aislamientos
de Acinetobacter baumannii (75). Los genes que codifican para las IMP se encuentran
principalmente en forma de integrones plasmidicos, en su mayoria de clase 1, aunque
se han observado casos en clase 3 (10). En latinoamerica, el primer registro de esta

enzima se realizo en un aislamiento de Klebsiella pneumoniae. (77).
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NDM (New Delhi MBL)

La enzima NDM se describié por primera vez en Suecia, en un paciente que provenia
de la India en el afio 2008 (79). Se ha descrito que el gen blaNdm codifica para la enzima
que se moviliza facilmente entre las diferentes cepas bacterianas generando una
considerable preocupacion en el ambito de la salud publica. Con relacion a los paises,
se observa con mayor frecuencia en aquellos que estan ubicados en el continente
asiatico. En cuanto a las bacterias de mayor propagacion, destacan Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli. Estos dos microorganismos no solo son los mas ampliamente
distribuidos, sino que también albergan el mayor nimero de genes de resistencia
asociados a NDM-1. Es importante tener en cuenta que la presencia de la enzima NDM-
1 no se limita exclusivamente a estas dos bacterias, ya que su rdpida y facil diseminacion
facilita la adquisicion de nuevos genes de resistencia, complicando considerablemente
el tratamiento. Ademas de NDM-1, se han detectado con mayor frecuencia otros genes
de resistencia, como bla-ctx-M, bla-tem y bla-oxa, lo que indica un aumento en la
expresion de betalactamasas de este tipo. Estos genes codifican mecanismos que
generan resistencia al inactivar el antibidtico mediante la modificacién del sitio blanco,
y su presencia simultdnea en una bacteria es un fenémeno que se observa con mayor
frecuencia (80). NDM ha tenido una rdpida diseminacién mundial por su habilidad de
expresarse en numerosos patogenos Gram negativos y bla-ndm se ha posicionado como
uno de los genes de resistencia de mayor distribucion a nivel mundial (81). El subtipo
mas frecuente de esta enzima es el NDM-1 que es codificada por un gen de origen
plasmidico, es una enzima transferible, que puede hidrolizar a todos los betalactamicos

a excepcion de los monobactamicos, esta capacidad se la brinda el hecho que tiene un
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Zinc en su sitio activo, asi mismo suelen causar otros mecanismo de resistencia frente a
antibioticos de diversas familias como fluoroquinolonas, aminoglucésidos, macrélidos
y trimetoprima-sulfametoxazol, pese a que principalmente estan descritas en Klebsiella
pneumoniae , también se han hallado en otros enterobacterales (79).

A nivel mundial, desde el afio 2008, se ha detectado la expansion de la circulacidon
portadores del mecanismo de resistencia NDM, actualmente en la Region de las
américas, son (80) los paises que han detectado este mecanismo de resistencia. El
Instituto de Salud Publica (ISP) realiza la vigilancia de carbapenemasas en
enterobacterales desde el afio 2012, en mayo del 2014 el Laboratorio de Referencia de
Infecciones Asociadas a la Atencion de Salud de ISP confirmo la primera cepa de
Klebsiella pneumoniae portadora de la carbapenemasa tipo NDM-1 en nuestro pais (84).

Carbapenemasas Ambler tipo D

OXA (oxacillin-hidrolizing)

Se denominaron a las enzimas de tipo oxacilinasas (OXA), por su capacidad de
hidrolizar la oxacilina y la cloxacilina, sus genes estan integrados en el cromosoma, en
plasmidos o en integrones, poseen por lo demds una gran variabilidad de aminodacidos.
Se han identificado una gran variedad de estas enzimas, las OXA se caracterizan por
ser poco inhibidas por los inhibidores de las betalactamasas y EDTA (77). Dentro de la
clasificacion de Ambler, estas pertenecen a las de clase D, que fueron descritas en 1980,
su caracteristica es la de hidrolizar la cloxacilina y oxacilina. Las OXAs no pueden
hidrolizar a los carbapenémicos de espectro extendido ni a aztreonam, exceptuando la
variante OXA-27, que si tiene una capacidad de hidrolizar estos foirmacos. En general,

las OXAs son inhibidas por acido clavuldnico, excepto OXA-23 que es resistente a acido
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clavuldnico. Estas betalactamasas se encuentran principalmente en Acinetobacter
baumannii y también se ha hallado, en forma muy ocasional en Pseudomonas aeruginosa
y otras especies. Los genes que codifican para esta enzima se encuentran dentro de los
integrones situados en los pldsmidos, en Francia se han aislado en cepas de Proteus
mirabilis que producen OXA-23 a partir de un gen cromosdémico y no plasmidial (76).
Dentro de las OXAs, las variantes OXA-2 y OXA-10 se engloban por su comportamiento
hidrolitico dentro de las BLEE, pues afectan a las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion y también a los monobactamicos, este tipo de betalactamasas se caracterizan
por su alta capacidad de hidrdlisis contra las cloxacilinas y oxacilinas y son pobremente
inhibidas por acido clavulanico. La presencia de este gen fue reportada por primera vez
en Pseudomonas en Francia. (78, 85).

La primera betalactamasa tipo OXA con actividad carbapenémica fue descrita en 1993.
La enzima fue purificada desde Acinetobacter baumannii multirresistente, en un principio
fue denominada ARI-1 (por Acinetobacter resistant to imipenem) y mads tarde se
demostré por medio de secuenciacion un residuo a lo largo del pldsmido, que reveld
que pertenecia a las OXA de la familia D de las betalactamasas, y finalmente fue
renombrada como OXA-23. La gran cantidad de OXA carbapenemasas han sido
descubiertas en Acinetobacter baumannii (patégeno oportunista Gram negativo) (75).
Las carbapenemasas tipo OXA muestran una actividad significativamente mayor
contra los carbapenémicos, especialmente en el caso del imipenem en comparaciéon con
el meropenem. Sin embargo, su capacidad para hidrolizar cefalosporinas de espectro
extendido y monobactdmicos es practicamente nula. En cuanto a la inhibicion de estas

enzimas por parte de los inhibidores de betalactamasas, como el &cido clavuldnico y el
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tazobactam, varia en su eficacia, pero en general, suele ser bastante efectiva (78). La
hidrdlisis de carbapenémicos por parte de las oxacilina carbapenemasas es fuerte,
algunos investigadores han demostrado que la codificacion del pldsmido en enzimas
OXA-23 y OXA-58 contribuyen a la resistencia de carbapenémicos en Acinetobacter
baumannii después de la transformacion de los plasmidos de OXA dentro de cepas de
Acinetobacter baumannii que son sensibles a carbapenémicos (75).

OXA-48 fue originalmente identificada en aislados de Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos en Turquia. Reportes tempranos sugieren que esta enzima fue
geograficamente restringida a Turquia, sin embargo, con el paso de algunos afios se ha
recuperado desde variados enterobacterales y ha presentado una circulacion fuera de
este pais, con reportes en aislamientos en Medio Oriente, Africa del Norte, Europa y
mas recientemente USA. OXA-48 es por lejos la enzima mads diseminada
mundialmente. La evaluacion de un brote demostrd que una variedad de cepas ha
contribuido a la diseminacién de esta emergente carbapenemasa en Klebsiella
pneumoniae (81). Las OXA-48 hidrolizan de forma eficiente penicilinas y débilmente,
carbapenémicos, con muy poca actividad contra las cefalosporinas (77). En mayo del
2014 el ISP confirmd que por medio de distintas pruebas logrd establecer la primera
cepa de Klebsiella pneumoniae portadora de una carbapenemasa tipo OXA-370 (es una
variante de la OXA-48) en Chile, éste es el primer caso de esta OXA en nuestro pais, que
corresponde a un paciente estudiado en dos centros asistenciales de la region
metropolitana, cultivando dicha cepa desde orina e hisopado rectal, la presencia de esta
OXA-370 es inusual, solo se habia descrito su presencia en enterobacterales, en Brasil

(83, 84).
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6.0 Estudio de clonalidad y su importancia epidemiologica

La aparicion de un cuadro infeccioso en un paciente o de un brote en un hospital pone
en marcha distintas medidas de control, aisldndose el patdogeno y clasificdndolo, para
luego definir su origen y cadena epidemioldgica que ha conducido a la infeccion y las
medidas de control adecuadas. En ocasiones, se requiere determinar las similitudes o
diferencias filogenéticas entre diversos aislados y asi determinar si los microorganismos
analizados se encuentran genéticamente relacionados y por lo tanto ser representantes
de una misma cepa o clon. Asi los estudios de tipificacion en las investigaciones
epidemioldgicas de patogenos hospitalarios apunta a ayudar en la disminucion en las

tasas de infeccion endémica y asi poder ahorrar costos, por ejemplo:(89).

e Discriminar infeccidon versus contaminacion

e Evaluar el origen clonal frente a infecciones recurrentes determinando si

hay reinfeccion por un mismo clon o infeccién por un clon distinto.

e Evaluar clonalidad entre aislados cuando se estudian brotes infecciosos

intra o extrahospitalarios

Los estudios de clonalidad microbiana buscan basicamente determinar si dos bacterias
son idénticas o diferentes. Para esto a través de los afios se han desarrollado diferentes
metodologias tanto fenotipicas como genotipicas. En general el primer paso para
evaluar si dos bacterias tienen un origen clonal comun, esta dada por las caracteristicas
fenotipicas de ellas mismas, entre las cuales el perfil de susceptibilidad a los

antimicrobianos o antibiotipo es el mas usado, pero para la evaluacién de clonalidad a
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partir del antibiograma no hay una metodologia especifica comun a todas las especies
bacterianas, asi como tampoco hay herramientas generales que se puedan aplicar a
grupos comunes de especies bacterianas (88, 86, 90). La biotipificacion basada en un
panel extendido de pruebas bioquimicas y de cultivo, la serotipificacion basada en la
clasificacion segun los antigenos de la capsula y tipificacion de bacteriosinas, son
algunas de las técnicas basicas que se han aplicado para la tipificaciéon de Klebsiella
pneumoniae, pero presentan algunas limitaciones las que las hace poco discriminativas
y reproducibles para fines epidemiologicos (88, 91). En la actualidad existen una gran
variedad de técnicas de tipificacion molecular, todas se pueden utilizar en el estudio de
brotes y de rutas de transmision entre pacientes y hospitales, ofreciendo resultados con
un buen nivel discriminatorio (18), sin embargo, estas técnicas son laboriosas, requieren
personal entrenado y su nivel discriminatorio no es suficiente en algunas especies. Las
nuevas tecnologias, como la secuenciacion masiva, son técnicas con un excelente nivel
discriminatorio y que ofrecen el maximo nivel de informacién. Aunque por el momento,
su utilidad es limitada ya que el precio es elevado, necesitan personal especializado y
entrenado y recursos informaticos para el analisis de la informacién generada (17, 92).
6.1 Técnicas moleculares de tipificacion.

Las técnicas de tipificacion molecular son dtiles en la vigilancia y control de brotes
porque permiten conocer la clonalidad entre aislados, identificar reservorios y
determinar vias de transmision (93). Entre las técnicas moleculares para la tipificacion
bacteriana existentes, se incluyen la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE),
tipificacion por secuencias de locus multiples (MLST), el perfil plasmidico, la

ribotipificaciéon y métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
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como la deteccion de elementos extragénicos repetitivos palindromicos (REP),
polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (AFLP) o ADN polimdrfico
amplificado aleatorio (RAPD) (92, 94, 95, 96. 97).

El PFGE, considerado el estdandar de oro, permite evaluar la mayor parte del ADN
cromosomal y es hoy dia la técnica que tiene el mejor poder discriminatorio y la mejor
reproducibilidad, ademds de que permite tipificar la mayor cantidad de especies
bacterianas, es relativamente econdmico con una excelente tipificaciéon vy
reproducibilidad intralaboratorio, ademads, se han logrado establecer bases de datos
internacionales de huellas dactilares, lo que permite la deteccion rdpida de clones
emergentes y el monitoreo de la propagacion de cepas bacterianas patdgenas en
diferentes regiones o paises. La muestra que se utiliza es ADN gendmico purificado que
luego se escinde con una endonucleasa de restriccion que va a reconocer todos los sitios
de restriccion que ocurren con poca frecuencia en el genoma de las especies bacterianas.
Los fragmentos de restriccion resultantes, que en su mayoria son grandes, se pueden
separar en un gel de agarosa mediante electroforesis de campo pulsado en la que la
orientacion del campo eléctrico a través del gel se cambia periddicamente. Los
fragmentos de ADN separados se pueden visualizar en el gel como bandas, que forman
un patrdn particular en el gel, el patrén PFGE, resolviendo fragmentos de ADN con
tamafos que van desde aproximadamente 30 kb a mas de 1 Mb. La ventaja del método
PFGE es que aborda una gran parte de un genoma (> 90%). En consecuencia, las
inserciones o eliminaciones de elementos genéticos moéviles, asi como grandes eventos
de recombinacion dentro del ADN gendmico, resultaran en cambios en los patrones de

PFGE (92), (94). En general, el método es técnicamente exigente, requiere mucho trabajo
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y consume mucho tiempo, ademds que puede carecer de poder de resolucion para
distinguir bandas de tamano casi idéntico, por ejemplo, fragmentos que difieren entre

si en tamano en menos del 5%.

Por otro lado, las técnicas basadas en PCR como la amplificacion aleatoria RAPD
o REP PCR carecen de reproducibilidad suficiente interlaboratorio debido a la
variabilidad en reactivos y sistemas de electroforesis en gel (92). En el caso de AFLP se
requiere mucha mano de obra y un analisis tipico podria tomar aproximadamente tres
dias. La MLST est4 basada en la secuencia de nucledtidos caracterizando relaciones
genéticas entre los aislados bacterianos, determinando las secuencias de fragmentos
internos de solo siete genes de mantenimiento. Para cada gen, las diferentes secuencias
se asignan como alelos y los alelos en los siete loci proporcionan un perfil alélico, que
define inequivocamente el tipo de secuencia (ST) de cada aislado. La gran ventaja de
MLST es que todos los datos producidos por este método son inequivocos debido a una
nomenclatura estandarizada internacionalmente, altamente reproducible. Ademas, las
secuencias de alelos y los perfiles ST estan disponibles en grandes bases de datos
centrales que se pueden consultar a través de internet. Estas bases de datos también
proporcionan software en linea (eBURST) (98) para la determinacion de la relacion
genética entre cepas bacterianas dentro de una especie, asi como mapas MLST para
rastrear los aislamientos de cada ST que se han recuperado de cada pais mas los detalles

de estos aislamientos. La gran desventaja de MLST es su alto costo (92, 97).
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6.2 Espectrofotometria de Masas y MALDI-TOF como herramientas para estudios de
clonalidad bacteriana y deteccion de mecanismos de resistencia

La espectrometria de masas es una técnica de determinacion estructural que permite
estudiar la distribucion de las moléculas de una sustancia en funcién de su masa. Un
espectro de masas es una relacidén de las especies idnicas presentes en una muestra,
expresadas en funcién de su masa/carga. El nombre MALDI-TOF obedece a las siglas
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight o ionizaciéon-desorcion asistida
por matriz con tiempo de vuelo y ha permitido la utilizacién de la espectrometria de
masas en la identificacion de microorganismos mediante el andlisis de proteinas,
principalmente ribosomales, a través de la creacion de un espectro de masas que es
especifico para cada género y especie (18, 95).

Fue a finales de los afios noventa que se encontrd que la aplicacion de la espectrometria
de masas en células bacterianas enteras producia espectros de proteinas caracteristicos
y reproducibles que podian utilizarse para la identificacion bacteriana a nivel de género
y especie. (91).

Con este método, las bacterias se mezclan con un disolvente que contiene una
matriz (una sustancia organica solida de moléculas). A continuacion, se evapora el
disolvente y queda una disolucién solida cristalizada de los microorganismos en la
matriz. Luego, pasa por una cadmara de ionizacién en donde se irradia la mezcla
cristalina con un breve pulso laser, asi se desorbe e ioniza los iones caracteristicos y la
matriz facilitard que en la ionizacion no se produzcan demasiadas rupturas de la
estructura ni se destruya la molécula problema. (95). El analizador de tiempo de vuelo

(TOF) es en una regién donde se establece un potente campo magnético perpendicular
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a la trayectoria rectilinea comun de todas las particulas cargadas. De este modo, se
dispersan en tantas trayectorias circulares como clases de particulas existan. Los iones
poseen la misma energia cinética, pero al tener distinta masa, llegan al detector a
velocidades distintas. El tltimo elemento de un espectrémetro de masas es el detector.
Son dispositivos que convierten una corriente de iones en una corriente eléctrica, cuya
intensidad permite evaluar la abundancia relativa de cada tipo m/z de fragmentos
cationicos. Estas abundancias aparecen expresadas en el espectro de masas, como picos
de masas expresadas en porcentajes relativos respecto al porcentaje de la altura del pico
base.

La identificacién de los microorganismos por MALDI-TOF MS se basa en que las
huellas digitales espectrales que posee cada microorganismo, existiendo picos
especificos de género, otros de especie y otros, a veces, de la subespecie, siendo la
mayoria de los espectros de masas del MALDI-TOF proteinas muy conservadas que son
afectadas en un grado minimo por las condiciones ambientales y de cultivo. (17, 91, 99).
Las bases de datos de los espectros de referencia se comercializan como parte de un
sistema patentado y son construidas y mantenidas por los fabricantes, por lo que la
capacidad de agregar espectros y construir bases de datos personalizadas es importante
para un andlisis discriminatorio adicional usando MALDI-TOF MS que, ademas,
permite la tipificacion de cepas e investigaciones epidemioldgicas. Uno de los sistemas
comerciales mas empleados en la actualidad que usan la tecnologia MALDI-TOF MS
para la identificacion de microorganismos es el Sistema VITEK® MS (bioMerieux,

Durham, NC) (99).
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Una de las principales ventajas de la tecnologia MALDI-TOF MS es la facilidad de
uso y la automatizacion del procedimiento que conlleva a mejorar el tiempo de entrega
de los resultados. La capacidad para analizar un gran numero de aislamientos
simultdneamente permite incrementar el rendimiento; ademads, una vez cargado el
instrumento, las identificaciones se pueden realizar en menos de un minuto. Esta
mejora en el tiempo de respuesta representa un beneficio sustancial en la oportunidad
del resultado y la atencion del paciente.

Gracias a su versatilidad, el MALDI-TOF se ha introducido en el laboratorio de
microbiologia clinica en el campo de la deteccion de la resistencia a los antibioticos,
especialmente utilizdndose como un método rapido. Asi, se puede determinar la
resistencia a través de la medida de la actividad enzimatica, deteccidén de la resistencia
a través del andlisis del perfil proteico microbiano y deteccion de la resistencia a través
del analisis de los efectos antibioticos que se producen sobre el crecimiento microbiano.
Ademas, se puede utilizar esta tecnologia para estudios de tipificacion. Los sistemas de
tipificacion bacteriana permiten diferenciar cepas pertenecientes a una misma especie
que poseen determinados vinculos epidemioldgicos (25). La gran especificidad de los
espectros de proteinas obtenidos mediante MALDI-TOF ha permitido realizar estudios
de comparacion de poblaciones y de identificacion de clones epidemioldgicos. Este tipo
de andlisis posibilita, entre otros aspectos, el estudio de brotes hospitalarios facilitando
tanto su deteccion precoz como la caracterizaciéon de modelos de transmision de
infecciones entre personas, material inanimado y el disefio de medidas de control (19).
El andlisis epidemiologico se puede realizar mediante comparacion de los espectros

generados con una libreria construida con aislados caracterizados molecularmente.
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También se puede realizar la tipificacion o caracterizacion proteica de un
microorganismo a través de la identificacion de pequefios péptidos o proteinas que
aparecen en el espectro de masas. (91). La presencia/ausencia de determinados peaks
de proteinas wutilizados como biomarcadores y con ciertas caracteristicas
microbiologicas, pueden llegar a identificar clones epidemiologicos e incluso ser

marcadores de resistencia a ciertos antimicrobianos (17, 19).

Se ha demostrado que MALDI-TOF MS puede usarse para identificar
Staphylococcus aureus, discriminando entre Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA) y algunos subtipos (67). En Klebsiella pneumoniae se logro realizar un
estudio de resistencia analizando los perfiles mediante MALDI-TOF y de clonalidad de
diferentes cepas de esta bacteria en muestras pediatricas. (100). Bajo esta misma
tecnologia se logrd detectar grupos clonales en de Escherichia coli productores de BLEE,
teniendo alto rendimiento de deteccion (22) y detectar brotes de Serratia marcescens y
Citrobacter freundii (41), demostrando la introduccion de nuevas cepas y las
transmisiones intrahospitalarias ocurridas en un hospital en Alemania.

7.0 Datos epidemioldgicos en Chile

Chile cuenta con una vigilancia epidemioldgica de las IAAS, siendo esto uno de los
principales instrumentos para conocer la situacion de las infecciones en el pais,
programando acciones de prevencidn y control, contribuyendo a la disminucion de
tasas de infecciones asociadas a la atencion en salud y brotes epidémicos (87).

De acuerdo con el dltimo reporte de vigilancia descrito por el Instituto de Salud Ptublica,

Klebsiella pneumoniae se encuentra dentro de los agentes infecciosos intrahospitalarios
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mas frecuentes en el ano 2017, tanto en las infecciones del tracto urinario, infecciones

de herida operatoria, bacteriemias y neumonias asociadas a ventilacién mecénica (102).

En el 2017 se notificé un incremento en el porcentaje de cepas con estudios de
sensibilidad respecto al afio 2016 para todos los antimicrobianos, observandose también
un aumento significativo de la proporcion de cepas notificadas como no sensible a
amikacina, ertapenem y meropenem respecto a la informacion del afio 2016 (87, 102).
Asi mismo, se reportaron 13 brotes por agentes identificados como multiresistentes de
acuerdo con los criterios establecidos, identificados localmente o con mecanismos de
resistencia antimicrobiana de relevancia para la Salud Publica. Los brotes reportados
fueron por bacilos Gram negativos, siete de ellos por enterobacterales y tres brotes de
infecciones por Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas KPC en pacientes
adultos en UPC.

La importancia de conocer los brotes radica principalmente en que la mayoria de ellos
se producen por infecciones prevenibles mediante la implementaciéon de medidas
basicas de prevencion y control de infecciones, como son las precauciones estandares y
las adicionales basadas en el mecanismo de transmision de los agentes involucrados.
Ademas, la vigilancia epidemioldgica en Chile es una actividad fundamental para
identificar problemas, orientar las medidas de intervencién y evaluar su impacto
aportando informacion valiosa sobre las infecciones y sus tendencias. El andlisis de las
etiologias y el conocimiento que los agentes tienen reservorios y vias de transmision
predominantes permite un acercamiento a los mecanismos de transmision y son ttiles
para afinar las medidas destinadas a interrumpir la cadena de transmisién. La vigilancia

de las tasas y de las etiologias de las infecciones genera informacion que permite
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identificar brotes epidémicos y también genera informacidon que permite identificar

grupos de pacientes de mayor riesgo que requieran intervenciones especiales (87).

Es por esto por lo que los laboratorios de microbiologia toman un rol importante
en desarrollar metodologias de tipificacion bacteriana con buen poder discriminatorio,
faciles de implementar y que logre entregar resultados confiables y rdpidos, para asi
pesquisar los posibles brotes de importancia clinica asociados a los diferentes
mecanismos de resistencia transmisibles, participando activamente de los procesos de

vigilancia de las infecciones asociadas a la atencién en salud.
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8.0 OBJETIVO GENERAL

Establecer la utilidad de la tecnologia MALDI-TOF MS en los andlisis de resistencia
antimicrobiana y epidemioldgicos de bacilos Gram negativos multirresistentes aislados
en pacientes hospitalizados en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile

9.0 Objetivos especificos:

9.1. Detectar Enterobacterales y Bacilos Gram negativos no fermentadores productoras
de -lactamasas de tipo carbapenemasas mediante MALDI-TOF MS.

9.2. Detectar Enterobacterales productoras de [3-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
mediante MALDI-TOF MS.

9.3. Estandarizar la tecnologia MALDI-TOF MS en estudios epidemioldgicos de las
cepas basado en la hetero / homogeneidad de los espectros obtenidos, utilizando la
técnica de electroforesis en gel de campo pulsado como patrén de comparacion.

9.4. Determinar la distribucién, frecuencia y clonalidad proteomica de las cepas en

estudio en las diferentes unidades y servicios del Hospital Clinico de la Universidad de

Chile.
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10.0 MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue un estudio experimental-retrospectivo no intervencional, que se
realizd en el laboratorio de Microbiologia del Hospital Clinico de la Universidad de

Chile.

Se recolectaron 193 cepas de enterobacterales y Bacilos Gram negativos no
fermentadores multirresistente aislados de pacientes hospitalizados en el Hospital
Clinico de la Universidad de Chile desde octubre 2018 hasta marzo 2019. Las cepas
corresponden a un aislado por paciente. Todas estas muestras ingresaron al laboratorio
clinico, al area de microbiologia y siguieron los protocolos de siembra, cultivo,
identificacién y antibiograma establecidos por el Manual de procedimientos del
laboratorio del Hospital. La identificacion bacteriana se realizo en el equipo Vitek MS

® y los estudios de susceptibilidad a través de Vitek 2 Compact ®.

Los criterios de inclusion definidos para este estudio fueron los siguientes: Todas
aquellas cepas de enterobacterales y Bacilos Gram negativos no fermentadores aisladas
de pacientes hospitalizados y que sean al menos resistentes a cefotaxima para los
enterobacterales y resistente a los carbapenémicos en el caso de los Bacilos Gram
negativos no fermentadores. Mientras que los criterios de exclusion consideraron
aquellas cepas de enterobacterales y Bacilos Gram negativos no fermentadores que sean

sensibles a cefotaxima o carbapenémicos respectivamente.
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10.1 Cepas, identificacion, susceptibilidad y mecanismo de resistencia.

10.1.1 Cepas

Las cepas seleccionadas se almacenaron en leche Svelty descremada al 20%, que se
prepard agregando 1 ml de esta solucion a un criotubo., luego se esterilizaron en
autoclave Huxley HL — 340 a 121°C durante 15 minutos; se dejo enfriar y se almacenaron
a 4°C. Finalmente, se tomaron 2 a 3 colonias de la cepa bacteriana que se disolvieron y
homogenizaron en el criotubo con leche descremada y se congelaron a -80°C hasta la

realizacién de los estudios protedmicos.

10.1.2 Identificacion

Para la identificacion bacteriana se utilizo la técnica de espectrometria de masas
mediante el sistema MALDI-TOF MS (MatrixAssisted Laser Desorption lonization Time-
Of-Flight Mass Spectrometry) usando el equipo VITEK® MS de la empresa Biomerieux,
que es un dispositivo médico para diagnostico in vitro cualitativo, que se utiliza junto
con otras pruebas de laboratorio como ayuda en el diagnostico de infecciones
bacterianas, de levaduras y otros hongos.

La identificacion se realizo a partir de una colonia aislada del microorganismo en
estudio junto con la cepa Escherichia coli ATCC 8739 que sirve como calibrador, donde se
tomd un indculo bacteriano de cada cepa con un asa calibrada estéril de 1 ul a partir de
una colonia aislada en cultivo puro desde una placa de agar Miiller Hinton solo, luego
se realizd una fina capa con la muestra en cada pocillo correspondiente, de acuerdo a
una planilla de trabajo. A medida que se inoculan las muestras se va agregando 1uL de

matriz (solucion saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico, acetonitrilo y acido
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trifluoroacético), con el fin de facilitar la vaporizacion y la ionizacidén de las proteinas
mediante un haz de laser pulsante ultravioleta con longitud de onda de 337 nm.

Una vez seca la matriz se procedié a la lectura en el espectrometro, el cual tiene
asociado un programa informatico “VITEK® MS Acquisition Station Software” que esta
conectado al servidor Myla™ que contiene la base de datos suministrada por el
fabricante que permiten la comparacién de los espectros protedmicos del aislado a
identificar con la base de datos y obtener la identificacion de género y especie bacteriana
(Figura 2)
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Figura 2: Esquema de comunicacion de los software y equipo Vitek MS

10.1.3 Susceptibilidad

El estudio de susceptibilidad se realizé en equipo Vitek 2 Compact®, utilizando las
tarjetas AST N249 para bacilos Gram negativos con los criterios de CLSI 2018. Se tomd
una asada de cultivo fresco que se resuspendié en 1.8 mL de solucion salina estéril

(0.45%) para obtener una concentracidon entre 0.5 y 0.63 en la escala de Mac Farland.
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Para esto se utilizo un turbidimetro DensiChek™. Se hidrataron los pocillos de las
tarjetas con 100 ul de la suspension del microorganismo equivalente a 1x10° UFC/mL,
incubandolos en el equipo segun instrucciones del fabricante. Los antibioticos testeados
fueron: amikacina, cefazolina, cefotaxima, ciprofloxacina, ertapenen, imipenen,
meropenem, gentamicina,  piperacilina/tazobactan,  ampicilina/sulbactam y
trimetropin/sulfametoxazol. Para Pseudomonas aeruginosa fueron, amikacina,
ciprofloxacina, ceftazidima, cefepime, imipenen, meropenem, gentamicina,
piperacilina/tazobactan Los resultados de sensibilidad y resistencia, fueron

interpretados por sistema Experto Avanzado (Advanced Expert System™ de VITEK®

10.1.4 Mecanismo de resistencia

10.1.4.1 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE se detectaron por medio sistema Experto Avanzado (Advanced Expert
System™ de VITEK 2 compact ® usando las tarjetas AST N249. Esta tarjeta contiene
micropocillos con antibidticos y sus inhibidores (ceftzidima, cefotaxima,
ceftazidima/adcido clavuldnico y cefotaxima/dcido clavuldnico) que permiten
determinar los puntos de cortes a través de la CIM y ver la diferencia entre el antibidtico

y su inhibidor de BLEE.

10.1.4.2 Carbapenemasas

Se utilizé el ensayo de Carba Np Directo que es un método colorimétrico usado en la
rutina de los laboratorios de microbiologia para determinar la producciéon de

carbapenemasas por cepas resistentes a los carbapenémicos. Se basa en una reaccién de
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hidrolisis in vitro de un lisado bacteriano expuesto a imipenem, esta reaccion produce

un cambio en el pH, acidificando el medio virando de color rojo a naranja / amarillo.

Protocolo de trabajo:

Se prepard una solucidén concentrada de rojo fenol al 0.5% p/v. Se tomaron 2 ml de esta
solucién concentrada bien agitada con 16.6 ml de agua destilada. Se agrego 180 ul de
ZnSO4 10 mM a la solucién de rojo fenol pH 7.8 para obtener una concentracion de
ZnSO4 0.1 Mm, a esta soluciéon de agregan 100 microlitros de Triton X-100 en
concentracion final 0.1% vol/vol. y se ajusta a pH 7.8 con NaOH 1 N, obteniendo la
solucién denominada A (103).

La solucién B se prepard agregando 1 ml de solucién A en un tubo eppendorf que
contiene 6 mg de Tienam® (Imipenem)

Procedimiento:

Se utilizaron cepas frescas, previamente incubada a 37°C por 18 a 24 h, en placa de agar
sangre o Miiller-Hinton. Para cada determinacion se utilizaron 2 tubos Eppendorf, uno
con 100 ul de solucién A y el otro con 100 ul de solucion B tubo, a cada tubo se agregd
una asada (1 a 2 colonias) de la cepa en estudio, se resuspendid y agit6 por 5 segundos,
se incubd a 372 C por 2 horas. Se usé un control negativo (Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA 1706) y un control positivo (Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705). Las

interpretaciones de los resultados se basan segtin lo descrito en la tabla 1.
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Tabla 1. Interpretacion resultados Carba NP Directo

Tubo A (Sin imipenem) |Tubo B (con imipenem) |Interpretacion

Rojo Naranja Carbapenemasa Positivo
Rojo Amarillo Carbapenemasa Positivo
Naranja Amarillo Carbapenemasa Positivo
Rojo Rojo Carbapenemasa Negativo
Naranja Naranja Carbapenemasa Negativo
Amarillo Rojo/naranja Test Invalido

Test inmunocromatografico:

Se utilizo el test comercial OKNVI Resist-5 de Coris BioConcept (Figura 3), el cual

permite confirmar un resultado positivo de Carba NP directo y que ademads permite la

deteccion in vitro de carbapenemasas de tipo OXA-48, KPC, NDM, IMP y VIM en

cultivos bacterianos. El set trae 2 cassettes de identificacién (uno con OXA-48, NMD y

KPC; el otro con IMP y VIM), buffer LY-A, cuentagotas.

Procedimiento:

En un tubo plastico se agregaron 12 gotas del buffer LY-A incluido en el set, con un asa

estéril, se toma una colonia de cada cepa a estudiar y se homogeniza dentro del tubo

con el buffer, luego se coloca el cuentagotas, incluido en el set, en el tubo con la mezcla

agregan 3 gotas de la solucion a cada uno de los cassettes y la lectura se realiz6 pasado

los 15 minutos.
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Figura 3: Procedimiento Test comercial OKNVI Resist-5
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11.0.- Deteccion de Bacilos Gram Negativos productores de Betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) y Carbapenemasas utilizando el programa RUO-
SARAMIS en MALDI-TOF.

El método utilizado fue el analisis de células intactas, seleccionando colonias de interés,
puras (105-10” UFC/ml), detectando directamente la actividad de las BLEE vy
carbapenemasas capaces de hidrolizar una cefalosporina de 3° generaciéon o un
carbapenémico, mediante la comparacion de los diferentes espectros generados por los

antibioticos intactos o en su forma hidrolizada

El resultado es positivo para la produccion de BLEE o carbapenemasas cuando en el
espectro obtenido hayan desaparecido los picos correspondientes a la cefalosporina de
3° generacion o al carbapenémico de sus formas hidrolizadas o permanezcan intacto
caracteristico de su forma natural no hidrolizada (104).

Se utilizé el equipo de BIOMERIEUX VITEK® MS para detectar moléculas de bajo peso
molecular, ademas para el andlisis de los espectros se utilizd el software RUO-
SARAMIS. Se utilizaron 2 soluciones de antibiotico (Ceftriaxona y ertapenem). La
ceftriaxona se prepar6 a una concentracion de 0.5 mg/dl en agua destilada estéril. El
ertapenem se prepar6 a una concentracion 0.25 mg/dl en buffer de reacciéon que se
preparo a una concentracion de 20 mmol/l Tris-HCL, 0,01% Dodecil sulfato de sodio
(SDS), pH 7,0 ajustado con NaOH (utilizando un pHmetro Thermo Scientific™ Orion™
3-Star Benchtop pH Meter). Los antibioticos se guardaron en alicuotas congeladas a -80
para evitar su degradacion.

Para el ensayo de hidrdlisis mediante MALDI-TOF MS, se utilizaron cultivos puros de
18 a 24 horas en agar Muller-Hinton con los cuales se realiz6 una suspension lechosa en

tubos eppendorf con la soluciéon de ceftriaxona o ertapenem respectivamente. La
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suspension se homogeneizd utilizando vortex (Thermolyne Maxi Mix II) por 10
segundos. Posteriormente se incubd durante 4 horas en estufa a 37°C en agitacion
constante (Agitador Orbital VRN-360, ARQUIMED). Luego de la incubacion se
centrifugaron (Centrifuga M-240R, BOECO) los tubos eppendorf por 2 min a 12000 g y
finalmente con una micropipeta automatica se depositd 1 ul del sobrenadante sobre la
placa del MALDI-TOF y se dejé secar entre 20 a 24°C. A continuacion, se agregd 1 ul de
la solucion matriz alfa-ciano-4 hidroxi-acido cindmico (HCCA) de 10 mg/ml y se dejé
secar en las mismas condiciones que el sobrenadante. Posteriormente se introdujo la
placa al equipo para ser analizada.

El software RUO estd constituido por dos programas. El primero “Saramis Target
Manager” cumple la funcion de crear el proyecto para su posterior lectura. El segundo
llamado “Shimadzu” en el cual sera disparado el laser a cada una de las muestras antes
cargadas al proyecto. En este tltimo se cre6 una calibracion especifica para la lectura la
cual se realizé con la matriz HCCA que permite obtener dos picos, uno de 100 y el otro
de 500 Da, lo que sirve para calibrar el equipo en el rango de lectura adecuado para la

ceftriaxona y el ertapenem.

La programacion utilizada fue la siguiente:

e SHIMADZU” — Adquisition

e Exp Tech: — Mass Range: 100.0 — 500.0

e Firing: — Profiles: 100

e Blank: 50.0

e Pulsed Extraction optimised at (Da): 250.

e La tolerancia utilizada en la calibracion fue de 700 ppm.

La lectura inicial se realizé en el primer pocillo ya que este contenia la matriz HCCA

utilizada como calibrador y asi proseguir con la lectura de las muestras.
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Finalizada la lectura se compard el espectro obtenido del antibi6tico con los controles y
las muestras, buscando la presencia y/o ausencia del pico de 111 Da para ceftriaxona y
el de 491 Da para el ertapenem. (106) (107)

12.0 Biotipificacion Protedmica de Bacilos Gram negativos multirresistentes
utilizando el programa RUO-SARAMIS en MALDI-TOF.

El andlisis se realizo a través del sistema Vitek MS®, el cual usa la tecnologia de
identificacion mediante MALDI-TOF MS usando el soporte informatico RUO
SARAMIS (bioMerieux®). De acuerdo a los protocolos de Vitek MS® para realizar el
estudio, se utilizd6 una placa que consta de 48 pocillos separados en 3 grupos de
adquisicién con 16 pocillos (imagen 4). Cada grupo de adquisicion posee un pocillo

central para la inoculacion del control de calibracion.

Figura 4: Placa metalica que contiene 48 pocillos separados en 3 grupos

Calibration spot ecall
Calibration spot ecal2
Calibration spot ecal3

VITEK® MS-DS target siide barcoc
Three acquisition groups

N WN -

La calibracion se realizd utilizando la cepa de referencia Escherichia coli ATCC 8739, la
cual se coloco en los pocillos centrales de la 1dmina. La placa se dejé secar por unos
minutos, mientras que en paralelo se realizo la programacion en el Software Target
Manager configurando las posiciones de las muestras en las ldaminas de acuerdo a la

planilla de trabajo (figura 5).
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Figura 5 Ejemplo Data Entry Screen
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Una vez que se configur6 la lectura de la placa, usando el software Launchpad,
Shimadzu, bioMerieux®, se cargo la lamina en el equipo para que esta pueda realizar
la lectura de los pocillos. El equipo permite observar en tiempo real mediante una
camara como se va impactando la muestra, y se visualizan los espectros a medida que
se efecttian los disparos. Cada muestra debe cumplir 100 impactos efectivos para
obtener un promedio de masas que indicara posteriormente a que microorganismo
corresponde.

El analisis de los espectros se realizéd mediante el servidor SARAMIS™ Premium
(bioMerieux®), el cual permite ver qué porcentaje de impactos resultaron efectivos. Este
programa posibilita elegir que muestras usar para realizar un andlisis de Taxonomia,
por lo que se eligieron aquellas muestras catalogadas con una confiabilidad entre 99.9
a 90%. Luego se eligen las muestras mas confiables, y seran importados los espectros a
la base de datos del mismo software, el cual realiza las comparaciones y los
dendrogramas de acuerdo con el porcentaje de similitud entre las cepas elegidas.

Los espectros se importaron a la base de datos RUO SARAMIS (bioMérieux®) como un
listado de peak en el modo “resultados” de SARAMIS™ Premium (bioMerieux®). Para

el andlisis de agrupaciones de MALDI-TOF MS se evaluaron distintos parametros, entre
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ellos la comparacion de los espectros individuales con los espectros de consenso, la
definicion de un limite de similitud para la identificacion de clonalidad y la variacion
del rango m/z. Luego, se cambia al modo “espectro” del software SARAMIS™ Premium
(bioMerieux®), realizando el andlisis de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Vitek MS Plus SARAMIS premium user manual, bioMérieux®). Los espectros
importados se agruparon en una carpeta separada de la base de datos utilizando la
funcion de busqueda que presenta el software. Se utilizaron tres espectros simples para
generar un espectro de consenso para cada cepa. Los peak se definieron como idénticos
mediante la aplicacion de una precision de masa del 0,08% como ajuste estandar de
SARAMIS™ Premium (bioMerieux®), donde se promediaron las intensidades relativas
de las sefiales. Por ultimo, para el analisis final se eligido un rango de peaks de valores
de 2.000 a 20.000 m/z, y se utilizé el andlisis de taxonomia relativa del software
SARAMIS™ Premium (bioMerieux®) para mostrar el dendrograma resultante, en base

a sus diferencias y similitudes en términos relativos (porcentaje de masas coincidentes).

13.0 Estudio de clonalidad por Técnica de campo pulsado

Se procesaron 24 cepas de Klebsiella pneumoniae elejidas aleatoriamente y se procesaron
de acuerdo a lo establecido en “Standard Operating Procedure for PulseNet PFGE of
Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli non- O157 (STEC), Salmonella serotypes, Shigella
sonnei and Shigella flexneri” (108) con algunas modificaciones. En breve, se generé una
suspension bacteriana de 0.4 de densidad dptica (O.D) a 420 nm. Se prepararon bloques
con agarosa “SeaKem Gold” al 1% (Lonza, Rockland, ME USA) y SDS al 1%. Las células
incluidas en el bloque fueron lisadas con Img/mL de proteinasa K (Invitrogen,

Waltham, MA USA) por 3 hrs a 55 °C. Posteriormente el genoma fue digerido con 50 U
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de la enzima de restriccion Xbal (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA USA) a 37 °C
por 3 hrs. Luego los bloques agarosa se cargaron en un gel de agarosa “Pulse Field
Certified” al 1% (Bio-Rad, Hercules, CA USA) con tampodn TBE al 0,5% (45 mM Tris-
HCl, 45 mM acido bdrico, 1 mM EDTA). La electroforesis se realiz6 en un equipo CHEF-
DR III system (Bio-Rad) a 14°C por 18.5 hrs, 6 V/cm con un pulso inicial de 6 s y un
pulso final de 36 s. En cada gel se incluyeron bloques de la cepa de referencia Salmonella
Braenderup H9812, los cuales, tratados de la misma forma anteriormente mencionada,
con el fin de permitir la normalizacion de cada gel. Finalmente, los perfiles de las 24
cepas y de la cepa de Salmonella Braenderup, fueron analizadas con el programa “Gel
Compare II” ver. 5.10 (Applied Maths, SintMartens-Latem, Belgica). Finalmente, los
dendrogramas se generaron utilizando el coeficiente de similitud de Dice basado en las
bandas y el método UPGMA, con un 1% de tolerancia en la posicion de las mismas.

(109, 110).
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V - RESULTADOS



Resultados

1.- Cepas, susceptibilidad y mecanismo de resistencia

Las cepas recolectadas a partir de distintos tipos de muestras bioldgicas (Tabla 2), la
distribucidon segun especie fue la siguiente: Klebsiella pneumoniae 64 (33.2%), Escherichia
coli 57 (29.5%), Pseudomonas aeruginosa 33 (17.1%), Enterobacter hormaechei 9 (4.7%),
Enterobacter cloacae 8 (4.2%), Klebsiella oxytoca 8 (4.2%), Proteus mirabilis 6 (3.1%),

Enterobacter aerogenes 3 (1,5%) Morganella morganii 2 (1.0%), Proteus vulgaris 2 (1.0%),

Rautella planticola. 1 (0.5%).

RESULTADOS

Tabla 2. Tipos de muestras bioldgicas

Muestra Cantidad | Porcentaje
Urocultivo 77 39,9%
Aspirado endotraqueal 26 13,5%
Hemocultivo 24 12,4%
Tejido Biopsia 18 9,3%
Coleccién 8 4,1%
Liquido peritoneal 8 4,1%
Herida 5 2,6%
Expectoracién 4 2,1%
Secreciones varias 4 2,1%
Secrecidn traqueostomia 4 2,1%
Punta de catéter (Maki) 3 1,6%
Bilis 2 1,6%
Hemocultivo Cuantitativo 2 1,6%
Lavado bronqueoalveolar 2 1,6%
Liquido ascitico 2 1,6%
Tejido 2 1,6%
Secrecidn nasotraqueal 1 0,6%
Secrecion uretral 1 0,6%
TOTAL 193 100,0%

La distribucion de enterobacterales no considerando Klebsiella pneumoniae y Escherichia
coli, fue de 39 cepas, donde el género mas aislado fue los Enterobacter con 20

aislamiento, siendo el E. hormacheai con 9 la especie mas aislada, se observa de las
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muestras que 13 son orinas siendo la mas frecuente (tabla 3)

Tabla 3: Distribucion de cepas de enterobacterales, segun tipo de muestra, servicio y

resultado de estudio fenotipico de BLEE y carbapenemasas

CEPA BACTERIANA ot N° ATB MUESTRA SERVICIO BLEE CARBA GEN
Enterobacter aerogenes | 4141736 5479 UROCULTIVO GERIATRIA NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter aerogenes 4225503 1602 PTA CATETER (MAKI) ucCl NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter aerogenes 4235957 1811 UROCULTIVO NEUROLOGIA NEGATIVA | NEGATIVA

Enterobacter cloacae 4164465 5806 HEMOCULTIVO HEMATOLOGIA NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter cloacae 4207254 1305 TEJIDO BIOPSIA CIRUGIA NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter cloacae 4213633 1400 UROCULTIVO UCl NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter cloacae 4213946 1405 UROCULTIVO UcCl NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter cloacae 4215525 1432 UROCULTIVO UcCl NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter cloacae 4236630 1835 UROCULTIVO ucCl NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter cloacae 4236995 1863 TEJIDO BIOPSIA TRAUMATOLOGIA | NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter cloacae 4243229 1965 COLECCION ABDOMINAL UcCl NEGATIVA | POSITIVA KPC

Enterobacter hormaechei | 4170075 5886 UROCULTIVO INT QX NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4179535 6053 BIOPSIA CIRUGIA NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4193922 1112 BIOPSIA GASTRO NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4193894 1137 COLECCION ABDOMINAL INT MED NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4202621 1243 AET UCl NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4214520 1417 UROCULTIVO UROLOGIA NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4223541 1567 UROCULTIVO INT MEDICO NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4326989 1832 TEJIDO BIOPSIA TRAUMATOLOGIA | NEGATIVA | NEGATIVA
Enterobacter hormaechei | 4236995 1864 TEJIDO BIOPSIA TRAUMATOLOGIA | NEGATIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4201051 1214 UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4218131 1478 COLECCION PELVIANA UNI POSITIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4218309 1480 UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4234055 1786 |SECRECION TRAQUEOSTOMIA INT NEURQX NEGATIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4247384 2036 AET ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4247384 2036 AET ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4254196 2139 UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA
Klebsiella oxytoca 4256063 2186 TEJIDO BIOPSIA CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA
Morganella morganii 4133355 5349 PIEL DE PIERNA MEDICINA NEGATIVA | NEGATIVA
Morganella morganii 4234928 1810 HERIDA NEFRO NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus mirabilis 4162560 5781 BIOPSIA CIRUGIA NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus mirabilis 4224289 1584 UROCULTIVO GASTRO NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus mirabilis 4230487 1684 TEJIDO BIOPSIA TRAUMATOLOGIA | NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus mirabilis 4230494 1707 PROTESIS DE CADERA TRAUMATOLOGIA | NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus mirabilis 4241030 1925 TEJIDO BIOPSIA UcCl NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus mirabilis 4253205 P128/213 TEJIDO UCl NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus vulgaris 4198605 1198 UROCULTIVO MEDICINA NEGATIVA | NEGATIVA
Proteus vulgaris 4234055 1788 [SECRECION TRAQUEOSTOMIA| INT NEURQX NEGATIVA | NEGATIVA

Raultella planticola 4243229 1966 COLECCION ABDOMINAL UcCl NEGATIVA | POSITIVA [KPC

La distribucion de Klebsiella pneumoniae fue de 64 cepas donde 60 eran productoras de
BLEE y 1 de carbapenemasas de tipo KPC, donde la muestra de orina fue la mas
frecuenta (30 muestras) y los servicios clinicos donde se aislaron principalmente estas

cepas fue de UCI e intermedio con 20 y 10 aislamientos respectivamente (tabla 4)
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Tabla 4: Distribucion de cepas de Klebsiella pneumoniae. segun tipo de muestra,

servicio, resultado de estudio fenotipico de BLEE, carbapenemasas y susceptibilidad
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R: resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible, N/C: No corresponde. AMK:

CEPA BACTERIANA MUESTRA SERVICIO BLEE CARBA | GEN [AMK[SAM|CZO|CTX |CIP [ETP [GEN |IPM |[MEMNIT |TZP [SXT
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S R R [R [S |R |5 [S [s |R [R |R
Klebsiella pneumoniae LIQUIDO PERITONEAL CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S R |R [R [R [R |5 |S |S |N/C|R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S R |IR [R [R R |S [S [s |R [R |R
Klebsiella pneumoniae TEJIDO BIOPSIA CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S S N/C |I R
Klebsiella pneumoniae LIQUIDO PERITONEAL CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVO S R R |[R R R S S S N/C [R R
Klebsiella pneumoniae LIQUIDO PERITONEAL CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R R S S R N/C |R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R R R S | R R S
Klebsiella pneumoniae AET ENSENADA | POSITIVA [ NEGATIVA S R R [R [R |R R _[S [l N/CIR _|R
Klebsiella pneumoniae HEMO CUANTITATIVO | ENSENADA | POSITIVA [ NEGATIVA S R |[R [R [R [R R |5 | N/C|R _|R
Klebsiella pneumoniae AET ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R R R S S N/C |R S
Klebsiella pneumoniae AET ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S | N/C [R R
Klebsiella pneumoniae HERIDA ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA S S S S S S S S S N/C|S S
Klebsiella pneumoniae HEMOCULTIVO GASTRO POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S S S S N/C |R S
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO GASTRO POSITIVA | NEGATIVA S R R [R [R R |5 [S |[I R |R_|R
Klebsiella pneumoniae BIOPSIA GASTRO NEGATIVA | NEGATIVA S R R [R IS [S |S |S |S |N/C|R IS
Klebsiella pneumoniae LIQUIDO ASCITICO GASTRO POSITIVA | NEGATIVA S R |R [R [R [S |S |S |S |N/CI|R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO GERIATRIA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R S S S S S R S S
Klebsiella pneumoniae | CATETERISMO (SONDEO)| GERIATRIA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S S S S R R S
Klebsiella pneumoniae HEMOCULTIVO GERIATRIA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S S S S N/C |I S
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S | S R R R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA R |R_ |R [R [R R R _[S [ R R _|R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R [R [R |S |5 [S [ |R [R IS
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R | R S R R R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA R R R |[R R R R S | R R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA R R R |[R R R R S S R R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA R R R |[R R R R S R R R R
Klebsiella pneumoniae AET INT MED POSITIVO | NEGATIVA S R R |[R R S S S S N/C |1 R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT QX POSITIVA | NEGATIVA R [R [R [R |[R IR |R |5 |S |N/C|R |R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO INT QX POSITIVO [ NEGATIVA S R |IR [R [R [R |5 |S |S |R |R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO MATERNIDAD [ POSITIVO | NEGATIVA S R R |[R R R R S R R R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO MED FISICA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R S S S S S R R S
Klebsiella pneumoniae | NECROSIS PANCREATICA| MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S S N/C |R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S S S S R S R
Klebsiella pneumoniae BIOPSIA MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R |R [R [R |R R _[S [l N/CIR _|R
Klebsiella pneumoniae SECRECION LESION MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R |[R_ [R [R [R R |5 | N/CIR _|R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S S R | R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S S R | R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R | R S S R R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO NEFRO POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S S S | S
Klebsiella pneumoniae | COLECCION ABDOMINAL NEFRO POSITIVA | NEGATIVA S R |[R [R [R [S |R | |S |N/C|R IS
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO uc NEGATIVA | NEGATIVA S R |[R [R [R |R |R [S [R |R [R |R
Klebsiella pneumoniae HEMOCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R |[R [R [R [R R |S |S |N/C|R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R R R S S N/C |R R
Klebsiella pneumoniae HERIDA UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R S S S S S R S S
Klebsiella pneumoniae AET UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S S S S N/C |R R
Klebsiella pneumoniae AET UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R [R R _|R IS S R _IN/C|R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R |[R [R [R |R |R [S [R |R [R |R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R |[R [R [R [R R |S |S |N/C|R R
Klebsiella pneumoniae AET UCl NEGATIVA | POSITIVA | KPC |R R R |[R R R S R R N/C [R S
Klebsiella pneumoniae LIQUIDO PERITONEAL UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R R R S | N/C [R S
Klebsiella pneumoniae AET UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R R R S R N/C [R R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO ucCl POSITIVA | NEGATIVA R R R |[R R R R S R N/C |R R
Klebsiella pneumoniae LBA Ucl POSITIVA | NEGATIVA S R [R _|[R_[S S _|S N S N/C [S R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R R [R [R |S | [S |s R [s R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO ucl NEGATIVA | NEGATIVA S R R |[R R | R S S R R R
Klebsiella pneumoniae  PUNTA DE CATETER (MAKI UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S S N/C |R R
Klebsiella pneumoniae LIQUIDO ASCITICO UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S S S S N/C [R R
Klebsiella pneumoniae TEJIDO BIOPSIA UCl POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R | S S S N/C |I R
Klebsiella pneumoniae TEJIDO UcCl POSITIVA | NEGATIVA S R [R [R _[R _|S R[S S N/C [R R
Klebsiella pneumoniae HEMOCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R |R [R [R _[R |5 | R _IN/C|IR |R
Klebsiella pneumoniae  |HEMOCULTIVO PAREADO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R |R [R [R _[R |5 |l R _IN/C|R |R
Klebsiella pneumoniae HEMOCULTIVO UHO POSITIVA | NEGATIVA S R R |R | S S S S N/C|I R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO UHO POSITIVA | NEGATIVA S R R |[R R S R S S R | R
Klebsiella pneumoniae UROCULTIVO UROLOGIA POSITIVA | NEGATIVA R R R |[R R R R S | R R R

amikacina, SAM: ampicilina/ sulbactam, CAZ:
cefazolina, CTX: cefotaxima, CIP: ciprofloxacina, ERT: ertapenem, GEN: gentamicina IMP: imipenem, MER: meropenem, , TZP:
piperacilina/tazobactam, SXS: trimetoprim/sulfametoxazol
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La distribucién de Escherichia coli fue de 57 cepas donde 54 eran productoras de BLEE y
1 de carbapenemasas de tipo KPC, donde las muestras de mayor frecuencia de
aislamiento fueron orina y hemocultivos con 25 y 10 aislamientos respectivamente los
servicios clinicos donde se aislaron principalmente estas cepas fue de UCI e

intermedio ambas con 12 aislamientos respectivamente (tabla 5)

Tabla 5: Distribucion de cepas de Escherichia coli. segun tipo de muestra, servicio,
resultado de estudio fenotipico de BLEE, carbapenemasas y susceptibilidad

N° | CEPA BACTERIANA MUESTRA SERVICIO BLEE CARBA | GEN |[AMK [SAM|CZO |CTX |CIP |ETP|FOS [GEN [IPM |MEM |NIT [TZP |SXT
Escherichia coli UROCULTIVO NEFRO POSITIVA | NEGATIVA S S R R S|S|[S S S S S R
Escherichia coli BILIS CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S R R R S [S[N/C| S S S |N/C| | S
Escherichia coli HEMOCULTIVO URGENCIA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli HEMOCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO 10X POSITIVA | NEGATIVA S R R R S|S|[S S S S R S S
Escherichia coli  PLECCION ABDOMIN ucl POSITIVA | NEGATIVA S R R R S [S[N/C| S S S |N/C| | S
Escherichia coli AET ucl POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO NEUROCIRUGIA | NEGATIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S S S S
Escherichia coli HEMOCULTIVO NEFRO POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli AET INT MED POSITIVA | NEGATIVA S S R R R [S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO [TOMA MUESTRA| POSITIVA | NEGATIVA S | R R R [S[N/C| R S S S S R
Escherichia coli HEMOCULTIVO Ucl POSITIVA | NEGATIVA S R R R R|IS|[S R S S S S S
Escherichia coli [SECRECION URETRAL|TOMA MUESTRA| POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli HEMOCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S S R R R |S|N/C| S S S |[N/C| S S
Escherichia coli HEMOCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R|IS|[S R S S |N/C| S R
Escherichia coli HEMOCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S | R R S | S|N/C| R S S |[N/C| S R
Escherichia coli HEMOCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R R S [ S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO HEMATOLOGIA | POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S|[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO GASTRO POSITIVA | NEGATIVA S R R R S|S|[S S S S S S S
Escherichia coli ECION TRAQUEOSTQ| INT QX POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S |N/C| R R
Escherichia coli HEMOCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S _|N/C| | S
Escherichia coli UROCULTIVO CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S | R R R|IS|[S R S S S S R
Escherichia coli UROCULTIVO GASTRO POSITIVA | NEGATIVA S R R R S|S|[S S S S S S R
Escherichia coli BIOPSIA MEDICINA NEGATIVA | NEGATIVA S | R R R [S[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R R S|S|[S S S S S S R
Escherichia coli UROCULTIVO INT QX POSITIVA | NEGATIVA S R R R S [ S[N/C| R S S S S R
Escherichia coli |LIQUIDO PERITONEAL| NEFRO POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| S S S |N/C| S S
Escherichia coli UROCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S S | S
Escherichia coli HEMOCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S |N/C| S S
Escherichia coli UROCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S | R R R [S[N/C| R S S S S S
Escherichia coli UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R|IS|[S R S S R | R
Escherichia coli HEMOCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S R R R R|IS|[S R S S R R
Escherichia coli UROCULTIVO ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R |S|N/C| R S S S S R
Escherichia coli HEMOCULTIVO ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO ENSENADA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S S S R
Escherichia coli UROCULTIVO ucl POSITIVA | NEGATIVA S S R R R|IS|[S S S S S S S
Escherichia coli UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R R S|S|[S S S S S S S
Escherichia coli UROCULTIVO MEDICINA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R|IS|[S R S S R S R
Escherichia coli UROCULTIVO GERIATRIA POSITIVA | NEGATIVA S R R R R|IS|[S R S S S S S
Escherichia coli AET ucl POSITIVA | NEGATIVA S R R R S [ S[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli AET ucl POSITIVA | NEGATIVA R R R R S [ SN/ | S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO GERIATRIA POSITIVA | NEGATIVA S R R R RIS|[S S S S S R S
Escherichia coli UROCULTIVO CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S S R R R|IS|[S S S S S S R
Escherichia coli UROCULTIVO NEFRO POSITIVA | NEGATIVA S R R R R|IS|[S R S S S S R
Escherichia coli_ |OLECCION PERI RECTA INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli_[LIQUIDO PERITONEAL CIRUGIA POSITIVA | NEGATIVA S R R R S [ S[N/C| S S S |N/C| S S
Escherichia coli HEMOCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R R S [ S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli HEMOCULTIVO INT MED POSITIVA | NEGATIVA S R R R S | S|N/C| R S S |[N/C| S R
Escherichia coli_[LIQUIDO PERITONEAL| GINECOLOGIA | POSITIVA | NEGATIVA S S R R R [S[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli [NTA DE CATETER (MA| ucl POSITIVA | NEGATIVA S S R R S | S|N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli HERIDA INT MED POSITIVA | NEGATIVA S | R R S [ S[N/C| R S S |N/C| S R
Escherichia coli HERIDA NEFRO POSITIVA | NEGATIVA S R R R R [S[N/C| R S S |N/C| S S
Escherichia coli UROCULTIVO NEUROCIRUGIA| POSITIVO | NEGATIVO S S R R R|IS|[S S S S S S R
Escherichia coli_|LIQUIDO PERITONEAL CIRUGIA POSITIVO | NEGATIVO S S R R R [S[N/C| S S S |N/C| S R
Escherichia coli UROCULTIVO uc POSITIVO | NEGATIVO S R R R R|IS|[S S S S S S R
Escherichia coli UROCULTIVO CIRUGIA POSITIVO | NEGATIVO S | R R S|S|[S S S S S S S
Escherichia coli HEMOCULTIVO ucl NEGATIVA | POSITIVO |KPC | R R R R [R[N/C|] S R R _|N/C] R R

R: resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible, N/C: No corresponde. AMK: amikacina,, SAM: ampicilina/ sulbactam, CAZ:
cefazolina, CTX: cefotaxima, CIP: ciprofloxacina, ERT: ertapenem, GEN: gentamicina IMP: imipenem, MER: meropenem, , TZP:
piperacilina/tazobactam, SXS: trimetoprim/sulfametoxazol
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La distribucion de Pseudomonas. aeruginosa fue de 33 cepas donde 16 eran productoras
de carbapenemasas, 2 de de tipo KPC y 14 de tipo VIM, donde las muestras de mayor
frecuencia de aislamiento fueron aspirado endotraqueal y orina con 11 y 7 aislamientos
respectivamente los servicios clinicos donde se aislaron principalmente estas cepas

fueron de UCI e intermedio con 19 y 8 aislamientos respectivamente (tabla 6)

Tabla 6: Distribucion de cepas de Pseudomonas aeruginosa segun tipo de muestra,
servicio, resultado de estudio fenotipico de BLEE, carbapenemasas y susceptibilidad

N° CEPA BACTERIANA MUESTRA SERVICIO BLEE CARBA GEN | AMK|FEP|CAZ|[CIP| COL [GEN| IPM |MEM|TZP
Pseudomonas aeruginosa AET ucl NEGATIVA | POSITIVA [ VIM | R R| R | R |R R R R
Pseudomonas aeruginosa HEMOCULTIVO UCl NEGATIVA | POSITIVA [ VIM | R |R| R [R]| S R R R R
Pseudomonas aeruginosa BIOPSIA CIRUGIA | NEGATIVA | NEGATIVA R|R|R]|R -|R| R R R
Pseudomonas aeruginosa | EXPECTORACION UcCl NEGATIVA | POSITIVA | VIM | R | R[ R [ R -[R|] R R |R
Pseudomonas aeruginosa | EXPECTORACION ucC NEGATIVA | NEGATIVA R | | S -] | R R S
Pseudomonas aeruginosa AET UCI NEGATIVA | NEGATIVA R | I lR] S|R]|] R R R
Pseudomonas aeruginosa AET UcCl NEGATIVA | NEGATIVA R|R|R|[R] S R R R R
Pseudomonas aeruginosa AET INTMED | NEGATIVA | POSITIVA | VIM| S | S| I |S| S |[R] R S S
Pseudomonas aeruginosa HEMOCULTIVO INTMED | NEGATIVA [ NEGATIVA S[{S] 1 ]|]S|S]|]R[R S S
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO INTMED | NEGATIVA [ NEGATIVA S[R]JR]|S]| S | R R [ R
Pseudomonas aeruginosa BIOPSIA MEDICINA | NEGATIVA | POSITIVA [ KPC|[ S |R| R|R|[ S | S R R R
Pseudomonas aeruginosa AET UcCl NEGATIVA | NEGATIVA S|S|]R|R| S|S R S S
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO INTNQX | NEGATIVA | NEGATIVA S|R|R|[R|S ]S R R |
Pseudomonas aeruginosa RECION NASOTRAQ| UcCl NEGATIVA | NEGATIVA R|R|]R|R[S]|]R] R | R
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO UcCl NEGATIVA | POSITIVA [ VIM [ R |R| R [R]|] R | R R R R
Pseudomonas aeruginosa AET UCI NEGATIVA | NEGATIVA S|IS| 1 |[S S R R S
Pseudomonas aeruginosa AET INTMED | NEGATIVA | POSITIVA | VIM S RI|R|S]| S R R R R
Pseudomonas aeruginosa AET UcCl NEGATIVA | POSITIVA | VIM | RI|R|S]| S R R R R
Pseudomonas aeruginosa HEMOCULTIVO ucl NEGATIVA | NEGATIVA S |S | S| S|S R R R
Pseudomonas aeruginosa LBA UcCl NEGATIVA | NEGATIVA S |S | S| S|S R R R
Pseudomonas aeruginosa | TEJIDO BIOPSIA CIRUGIA | NEGATIVA | NEGATIVA S|R|] I [R|]S]S R R |
Pseudomonas aeruginosa [ECION TRAQUEOST( MEDICINA | NEGATIVA | POSITIVA | KPC| S | R| R [R| R | R R [R
Pseudomonas aeruginosa | EXPECTORACION UcCl NEGATIVA | POSITIVA | VIM S[RJR|S|S]|R[R R | R
Pseudomonas aeruginosa BILIS DAD CORONA NEGATIVA | POSITIVA | VIM | RI{R|S|S|[R]|] R R R
Pseudomonas aeruginosa AET ucl NEGATIVA | NEGATIVA S R R|S]| S | R R R
Pseudomonas aeruginosa AET UCI NEGATIVA | POSITIVP | VIM | RIR|S|S|[R]|] R R R
Pseudomonas aeruginosa COLECCION INT QX NEGATIVA | NEGATIVA R|R|R]I | R R |
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO UCl NEGATIVA | NEGATIVA | S | S| S | R R S
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO INT QX NEGATIVA | POSITIVO | VIM | RI{R|R]| S | R R R
Pseudomonas aeruginosa | EXPECTORACION ucl NEGATIVA | NEGATIVA | | | R| S | R R R
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO UCl NEGATIVA | POSITIVO [ VIM | R | | | R R R R
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO ucl NEGATIVA | POSITIVO | VIM S | | S| S R R R |
Pseudomonas aeruginosa AET INTMED | NEGATIVA [ POSITIVO [ VIM [ R Il R|S R| R R S

R: resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible. AMK: amikacina, GEN: gentamicina CEZ: ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, CEP:
cefepime, IMP: imipenem, MER: meropenem, TZP: piperacilina/tazobactam, COL: Colistin.
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Las cepas de Klebsiella pneumoniae presentaron un perfil de multirresistencia, con un
100% de resistencia a cefazolina, ampicilina-sulbactam y cefotaxima (resistencia
evaluada por CIM) con respecto a los carbapenemicos el resultado fue variable
meropenem, se obtuvo una resistencia de 20.7% de resistencia a diferencia de imipenem
con solo 1.6% y el ertapenem con una resistencia de 50.7% (91,0%). Con respecto a los
antimicrobianos no B-lactdmicos ensayados, los microorganismos presentaron 89% de

resistencia a ciprofloxacina y amikacina. (Figura 6 y tabla 7).
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Figura 6. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Klebsiella pneumoniae.

R:resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible. AMK: amikacina, SAM: ampicilina/ sulbactam, CAZ: cefazolina, CTX: cefotaxima,
CIP: ciprofloxacina, ERT: ertapenem, GEN: gentamicina IMP: imipenem, MER: meropenem, , TZP: piperacilina/tazobactam,
SXS: trimetoprim/sulfametoxazol

Tabla 7: Valores porcentuales estudio susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae

S | R % Total
AMK 11 0 89 100
SAM 0 0 100 100
CAZ 0 0 100 100
CTX 0 0 100 100
CIP 9,4 1,6 89 100
ERT 47,6 1,7 50,7 100
GEN 44,4 1,6 54 100
IMP 95,2 3,2 1,6 100
MER 61,9 17,4 20,7 100
TZP 7,9 14,3 77,8 100
SXS 22 0 78 100

. AMK: amikacina, SAM: ampicilina/ sulbactam, CAZ: cefazolina, CTX: cefotaxima, CIP: ciprofloxacina, ERT: ertapenem, GEN:
gentamicina IMP: imipenem, MER: meropenem, TZP: piperacilina/tazobactam, SXS: trimetoprim/sulfametoxazol
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Las cepas de Escherichia coli presentaron un perfil de multirresistencia, con un 100% de
resistencia a cefazolina y cefotaxima (resistencia evaluada por CIM), para ampicilina-
Sulbactam 71.9 % de resistencia. Con respecto a los carbapenemicos el resultado fue
semejante obteniendo imipenem, meropenem y ertapenem solo un 1.8% de resistencia.
Con respecto a los antimicrobianos no (-lactamicos ensayados, los microorganismos
presentaron resistencia a ciprofloxacina, amikacina, gentamicina de 66.7%, 96.6% y

50.9% respectivamente. (figura 7 y tabla 8)
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Figura 7: Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de E, coli

R:resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible. AMK: amikacina, SAM: ampicilina/ sulbactam, CAZ: cefazolina, CTX: cefotaxima,
CIP: ciprofloxacina, ERT: ertapenem, GEN: gentamicina IMP: imipenem, MER: meropenem, TZP: piperacilina/tazobactam,
SXS: trimetoprim/sulfametoxazol

Tabla 8: Valores porcentuales del estudio de susceptibilidad de Escherichia coli

S | R % Total
AMK 96,6 1,7 1,7 100
SAM 15,8 12,3 71,9 100
CAZ 0 0 100 100
CTX 0 0 100 100
(o] 33,3 0 66,7 100
ERT 98,2 0 1,8 100
GEN 47,4 1,7 50,9 100
IMP 98,2 0 1,8 100
MER 98,2 0 1,8 100
TZP 86 8,8 5,2 100
SXA 33,3 0 66,7 100

R:resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible. AMK: amikacina, SAM: ampicilina/ sulbactam, CAZ: cefazolina, CTX: cefotaxima,
CIP: ciprofloxacina, ERT: ertapenem, GEN: gentamicina IMP: imipenem, MER: meropenem, TZP: piperacilina/tazobactam,
SXS: trimetoprim/sulfametoxazol
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Las cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaron un perfil de multirresistencia con un
100% de resistencia a imipenem, 63.6% de resistencia y 36.4 de susceptibilidad
intermedia al antibiotico ceftazidima, meropenem con una resistencia 87.9%. Con
respecto a los antimicrobianos no [-lactdmicos ensayados, los microorganismos
presentaron 42.4% de resistencia a ciprofloxacina, 45.4 % a amikacina, 54.5% a

gentamicina y colistin 11.5 %. (figura 8 y tabla 9)
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Figura 8. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Pseudomonas aeruginosa
R: resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible. AMK: amikacina, GEN: gentamicina CEZ: ceftazidima, CIP: ciprofloxacina,
CEP: cefepime, IMP: imipenem, MER: meropenem, TZP: piperacilina/tazobactam, COL: Colistin.

Tabla 9: Valores porcentuales del estudio de susceptibilidad de Pseudomonas

aeruginosa
Antibiético S I R % Total
AMK 36,4 18,2 45,4 100
GEN 21,3 24,2 54,5 100
CEZ 0 36,4 63,6 100
Cip 48,5 9,1 42,4 100
CEP 60,6 18,2 21,2 100
IMP 0 0 100 100
MER 9,1 3 87,9 100
TZP 21,2 12,1 66,7 100
coL 0 88,5 11,5 100

R: resistente, I: resistencia intermedia, S: sensible. AMK: amikacina, GEN: gentamicina CEZ: ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, CEP:
cefepime, IMP: imipenem, MER: meropenem, TZP: piperacilina/tazobactam, COL: Colistin
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De las 193 cepas testeadas se determinaron 20 cepas productoras de carbapenemasas, 5
de tipo KPC y 15 de tipo VIM (tabla 10) (figura 9 y 10) donde Pseudomonas aeruginosa es
la bacteria mas prevalente productora carbapenemasas aisladas de servicio criticos de

pacientes con ventilacion mecanica (tabla 11)

Figura 9: Test Carba NP Directo

B)
Resultado Positivo Resultado Negativo

Figura 10: Test de inmunocromatografia (Coris®)

Resultados positivos para carbapenemasas de tipo VIM y KPC

Tabla 10: Deteccion de carbapenemasas

193 20 5 15 10,40%
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Tabla 11: Distribucién de las carbapenemasas

Boris Barrera Vega

ND

CEPA BACTERIANA MUESTRA SERVICIO CARBA GEN
Klebsiella pneumoniae AET ucl POSITIVA KPC
Pseudomonas aeruginosa AET udl POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa AET INT MED POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa AET INT MED POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa AET udl POSITIVA VIM
Pseudomonsa aeruginosa AET ucl POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa AET INT MED POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa BILIS ucC POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa BIOPSIA TRAUMA | POSITIVA VIM
Enterobacter cloacae COLECCION ABDOMINAL ucl POSITIVA KPC
Raultella planticola COLECCION ABDOMINAL ucl POSITIVA KPC
Pseudomonas aeruginosa EXPECTORACION udl POSITIVA VIM
Pseudomonsa aeruginosa EXPECTORACION udl POSITIVA VIM
Escherichia coli HEMOCULTIVO ucl POSITIVA KPC
Pseudomonas aeruginosa HEMOCULTIVO INT MED POSITIVA VIM
Pseudomonsa aeruginosa SECRECION TRAQUEOSTOMIA MEDICINA | POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO INT QX POSITIVA KPC
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO ucl POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO ucl POSITIVA VIM
Pseudomonas aeruginosa UROCULTIVO ucl POSITIVA VIM

La deteccion de las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se realizo en equipo

automatizado Vitek 2 compact ® (figura 11). De las 137 cepas testeadas se determinaron

121 cepas BLEE positiva (tabla 12). Donde se observa que Klebsiella pneumoniae y

Escherichia coli tienen 60 y 54 cepas BLEE positiva. (tabla 13)
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Pl i 10,17 horas Estado: cinal
Antibidtico Antibiético CMI [interpretacién

BLEE POS i Ertapenem <=0,5 S

i ulbactam >= 32 R Imipenem <=0,25 S
Piperacilina/Tazobactam >= 128 R Meropenem <=0,25 S
Cefazolina >= 64 R Amicacina 16 S
Cefuroxima >= 64 R Gentamicina <=1 S
Cefuroxima Axetil >= 64 R Ciprofloxacino >=4 R
Cefotaxima >= 64 R Tigeciclina <=0,5 S
Ceftazidima 16 *R Colistina
Cofepkina . R l’lnmetopnma/Sulfametoxaz 20 R

+= Antibiético deducido *= AES modificado **= Usuario modificado

Figura 11: Informe estudio de susceptibilidad sistema Vitek 2 compact ®, positivo para
BLEE

Tabla 12: Deteccion de cepas productoras de BLEE

Total Cepas BLEE (+) BLEE(-) Total porcentual

137 121 17 88,30%

Tabla 13: Distribucion de cepas productoras de BLEE

Bacteria Total cepas | BLEE (+) BLEE (-) % cepas BLEE
Klebsiella pneumoniae 64 60 4 43,80%
Escherichia coli 57 54 3 39,40%
Klebsiella oxytoca 8 7 1 5,10%
Proteus mirabilis 6 0 6 0%
Proteus vulgaris 2 0 2 0%
Total 137 121 17 88,30%
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2.- Deteccion de Bacilos Gram Negativos productores de Betalactamasas de tipo
Carbapenemasas utilizando el programa RUO-SARAMIS en MALDI-TOF

A Ertapenem no Hidrolizado
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FIGURA 12. Espectros correspondientes al ertapenem hidrolizado y no hidrolizado

En el analisis de los espectros obtenidos en MALDITOF MS del antibidtico ertapenem,
se observa la presencia del pico de 491 Da correspondiente al ertapenem no
hidrolizado (figura 12 A). Cuando el ertapenem es hidrolizado por accion de una
carbapenemasas se observa la ausencia del pico de 491 Da correspondiente al

ertapenem hidrolizado. (figura 12 B)
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FIGURA 13. Comparacion espectros del ertapenem incubado con las cepas
controles productores de KPC y NDM vs. el espectro del ertapenem no hidrolizado

Al analizar los espectros correspondientes al ertapenem incubado con las cepas
controles productora de carbapenemasa tipo KPC y NDM se logra observar la

desaparicion del pico a los 491 Da en comparacion con el antibiotico solo. (figura 13)
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FIGURA 14. Comparacion de los espectros del ertapenem incubados con cepa
productora de BLEE, cepa control productora de KPC y ertapenem no hidrolizado
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Al analizar los espectros correspondientes al ertapenem incubado con una cepa
productora de BLEE y una cepa control productora de KPC se logra observar la
desaparicion del pico a los 491 Da en la cepa control, sin embargo, en la cepa

productora de BLEE el pico a los 491 Da permanece intacto (figura 14).
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FIGURA 15. Comparacion de espectros del ertapenem incubado con cepa control
productora de KPC, cepa no productora de carbapenemasas y ertapenem no
hidrolizado.

Al analizar los espectros correspondientes al ertapenem con una cepa control
productora de KPC y una cepa no productora de carbapenemasas. se logra observar
la desaparicion del pico a los 491 Da en la cepa control, sin embargo, en la cepa no

productora de carbapenemasas el pico a los 491 Da permanece intacto (figura 15)
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Al analizar el resultado de las 45 cepas que se incubaron con ertapenem segun
protocolo establecido para software RUO-SARAMIS, se logrd detectar 14 cepas
productoras de carbapenemas de las 15 descritas (confirmadas por métodos
inmunocromatografico y moleculares) al analizar el pico a los 491 Da en donde se
considerd positivo caundo este pico desaparece o disminuye en relacion al pico
original (tabla 14). Las cepas productoras de carbapenamasas 11 eran Pseudomonas
aeruginosa de las cuales 10 son VIM y 1 KPC (tabla 15)

TABLA 14. Descripcion de la presencia/ausencia del pico del ertapenem en las cepas
estudiada

CEPAS TOTAL PICO 491 Da
Pseudomona aeruginosa
_ g 10 AUSENTE/
PRODUCTORES DE Reutella planticola 1 DISMINUIDO
CARBAPENEMASAS Klebsiella pneumoniae 1
Escherichia coli 2
Pseudomona aeruginosa 1 PRESENTE
PRODUCTORES DE Escherichia coli 6 PRESENTE
BLEE Klebsiella pneumoniae 9
NO PRODUCTORASDE | Pseudomona aeruginosa 11
BLEE Y/O Escherichia coli 2 PRESENTE
CARBAPENEMASAS Klebsiella pneumoniae 1
Morganella morganii 1
TOTAL 45
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TABLA 15. Identificacion de cepas productoras de carbapenemasas, BLEE y no
productoras de enzimas hidroliticas con Carba NP y RUO-SARAMIS.

N° CARBAPENEMASAS BLEE NEGATIVAS

CP CNP|R-S Icp CNP |R-S || [cP CNP |R-S
1 ESCO v v ESCO X X KLPN X X
2 |||[PSAE v | X | Esco | X | X || [momo X | X
3 |||PSAE v | v | KLPN | X | X || [PSAE X | x
4 |||PSAE v | v | Esco | X | X || |psAE X | X
5 |||PSAE v | v | KLPN | X | X || |PSAE X | x
6 |||PSAE v | v | KLPN | X | X || [ENAE X | x
7 ||KLPN | v | v | ESCO | X | X || [Esco X | x
8 PSAE v | v | KLPN [ X | X || [PSAE X X
0 PSAE v N4 KLPN X X PSAE X X
10 ||lpsaE v | v | Esco | X | X|||pPAsSE X | X
11 ||lpsAE 7/ | v | KlPN T X | X || [Esco X | X
12 ||psag 7/ | v [ KEPN T X X' [PSAE X | X
13 ||lpsaE 7 | v | [ESCO | X [ X || |PsAE X | X
14 lRapL | v | ~ | KLPN | X[ X' | PSAE X | X
15 |llksco | ~ | ~ | ESCO XX | [PSAE X | X

Tabla 15: CP: Cepa, CNP: Carba NP directo, R-S: RUO-SARAMIS
Vv': Positivo, X: Negativo

ESCO: Escherichia coli PSAE: Pseudomona aeruginosa, KLPN: Klebsiella pneumoniae
RAPL: Routella planticola, ENAE: Enterobacter aerogenes

MOMO: Morganella morganii
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Al analizar los resultados para la deteccion de carbapenemasas por MALDI-TOF MS
(tabla 16), se logrd determinar para este estudio que la sensibilidad fue de un 93.3%
y especificidad de un 100%, determinando que el valor predictivo positivo fue de
100% y el negativo de un 96.7% (figura 16), sin embargo, esto puede variar

dependiendo de la prevalencia bacteriana de los aislados.

TABLA 16. Resultados de la accion de las carbapenemasas por VITEK® Ms.

Productores No Productores Total
Carbapenemasas Carbapenemasas
Positivo 14 0 14
Negativo 1 30 31
Total 15 30 45

Tabla 16: Representacion de los resultados obtenidos de las 45 cepas medidas

pormetodologia VITEK® MS.

FIGURA 16. Calculo sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor

predictivo negativo

Célculo Sensibilidad: (14/15) x100 = 93,3 %
Calculo Especificidad: (30/30) x100 = 100 %
Calculo VPP: (15/ 15) x 100 = 100% Calculo
VPN: (30/31) x 100 = 96,7%
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3.- Deteccion de Bacilos Gram Negativos productores de Betalactamasas de tipo
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), utilizando el programa RUO-

SARAMIS en MALDI-TOF.
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FIGURA 17. Espectros correspondientes a la ceftriaxona hidrolizado y no hidrolizado

En el andlisis de los espectros obtenidos en MALDITOF MS del antibiético ceftriaxona,

se observa la presencia del pico de 111 Da correspondiente a la ceftriaxona no

hidrolizado (figura 17 A). Cuando la ceftriaxona esta hidrolizado por acciéon de una

BLEE se observa la ausencia del pico de 111 Da correspondiente a la ceftriaxona

hidrolizada. (figura 17 B)
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FIGURA 18. Espectros de la ceftriaxona incubada con la Escherichia coli ATCC 25922

(Control Negativo)

Al analizar los espectros correspondientes a la ceftriaxona incubada con la cepa

control negativo (Escherichia coli ATCC 25922) se logra observar el pico alos 111 Da

(figura 18)
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FIGURA 19. Espectros de la ceftriaxona incubada con la Klebsiella pneumonie ATCC

700603 (Control Positivo)
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Al analizar los espectros correspondientes a la ceftriaxona incubada con la cepa
control positivo (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) se observa una disminucién de

la intensidad porcentual de un 40% del pico alos 111 Da (figura 19).
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FIGURA 20. Espectros de la ceftriaxona incubada con Escherichia coli (cepa clinica 2
BLEE+).

Al analizar los espectros correspondientes a la ceftriaxona incubada con la cepa 2 de
Escherichia coli (BLEE +) se observa una disminucion de la intensidad porcentual de

un 40% del pico a los 111 Da (figura 20).
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FIGURA 21. Espectros de la ceftriaxona incubada con Klebsiella pneumoniae (cepa
clinica 14 BLEE+).

Al analizar los espectros correspondientes a la ceftriaxona incubada con la cepa 14 de

Klebsiella pneumoniae (BLEE +) se observa una desaparicion del pico a los 111 Da

(figura 21).

Al analizar los resultados para la deteccion de BLEE por MALDITOF MS (tabla

17), se logrd determinar que la sensibilidad fue de un 100 % y especificidad de

un 86%, determinando que el valor predictivo positivo fue de 97.0 % y el

negativo de un 100% (figura 22)
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TABLA 17. Resultados de la accion de las cepas BLEE por VITEK® Ms.

Productoras No Productoras Total
BLEE BLEE
Positivo 38 1 39
Negativo 0 6 6
Total 38 7 45

Tabla 17: Representacion de los resultados obtenidos de las 45 cepas

medidas por metodologia VITEK® MS.

Calculo Sensibilidad: (38/38) x100 = 100 %
Calculo Especificidad: (6/7) x100 = 86 %
Calculo VPP: (38/ 39) x 100 = 97.0 % Calculo
\VPN: (7/7) x 100 = 100 %

FIGURA 22. Calculo sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo
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4.-Biotipificacion Proteomica de Bacilos Gram negativos multirresistentes
utilizando el programa RUO-SARAMIS en MALDI-TOF.

4-1 Biotipificacion de Klebsiella pneumoniae

Para realizar el andlisis de biotificacion proteomica se escogid un grupo de 38 cepas
de forma aleatoria de Klebsiella pneumoniae que el 100% eran BLEE Positivo y
resistentes a cefazolina y cefotaxima. (Tabla 18) que se aislaron mayoritariamente de
muestra de orinas y de servicios criticos como la UCI e intermedio (tabla 19 y 20)

Tabla 18.- Porcentajes resistencia a los antibioticos de Klebsiella pneumoniae BLEE +

% Muestras
Antibiético Resistentes
Cefazolina 100
Cefotaxima 100
Ertapenem 57,9
Imipenem 5,2
Meropenem 31,5
Ciprofloxacino 97,3

Tabla 19: Tipo de muestras

TIPO DE MUESTRA N°
Urocultivo 20
Hemocultivo 7
Liguido Peritoneal 4
AET 3
Secrecion Herida 2
Tejido de Biopsia 1
Necrosis Pancreética 1
TOTAL 38
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Tabla 20: Total de muestras por procedencia

PROCEDENCIA

2
°

ucl

=
N

Intermedio Médico

Medicina Interna

Cirugia

Intermedio Quirdrgico

Gastroenterologia

Geriatria

Medicina

UHO

Hematologia

Medicina Fisica

Coronaria

Urologia

Nefrologia

[ N N N N e e = SR Y R NN T, W KT

Total

w
00

Las 38 cepas de Klebsiella pneumoniae que se testearon su relacion clonal protedmica

a través de MALDITOF MS se agruparon en 3 grupos, el primer grupo fueron todas

las cepas, el segundo grupo en base al servicio de UCI que fue donde el mayor

numero de pacientes hospitalizados concentro con un 31.6% (12 pacientes) y el tercer

grupo fue en las muestras de orinas que fue donde mas se aislaron. Al analizar los

dendrogramas destacan la presencia de dos muestras correspondientes a UCI (27-

11-2018 y 17-11-2018) que lograron obtener un porcentaje de similitud cercano a 90%

lo que indicaria algtn tipo de transmision de la cepa de un paciente a otro teniendo

en cuenta que son de la misma procedencia, perfil de resistencia idénticos y dentro

de semanas epidemioldgicas cercanas. (figuras 23, 24 y 25)
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FechaTM | Procedencia Muestra CZ |CKTETP|IPM | MEM| CIP | CN | &K [TZP|S&M| ST F
14-12-2018 Int. G, Uracultiva F|R|R|S|S|R|R|R|R|R|R|-
26--2019 Cinugla LiquidoPertoneal | R [ R |R|5|S|{R|S|S|R|R|FR]-
T-12-2018 Irit. Med, Uracultiva FR{R|I|S|R|[R|R|S|R|R|R|R
Ti-01-2013 Int, Med, Uracultiva FRI{R|R|S|[S|R|R|R|R|R|R|R
26-11-2018 Med. Int, Secrecionlesion |R|R|R| S| I |R|R|S|R|R|R]|-
2r-1-2016 ol AET RIR|S|S|[S|R|S5|S5|R|R|R|-
Tr-fi-201a I} SecrecionHeids | R | R|S5|5|S|R|[S|S|R|R|R]-
J0-11-2016 ol AET RI{R|R|S[R|R|[S|S|R|R|R|-
03-03-2019 Irie, Cluir. |hacultivo El{RIRISIS|R|S|IS|IRIR|IRIER
13-02-2019 Cinugla Uracultiva RI{R|R|S|[S|R|S|S|R|R|R|R
m-12-2ma Deriatria Hemacultivo RI{R|S|S5|5|R|S|S|R|R|S]-
f2-0e-203 Med. Int, Uracultiva RIR|S|S|S|R|R|S|I|R|R|R
Og-10-2078 Taastra. Hemozultivo FTR]IS|S[STRIS]TS]R{R]TST -
12-03-2013 Cinugia TejidoBiopsia RI{R|S|S|5|R|R|S|I|R|R]-
-02-2019 Med. Int, Uracultiva R{R|I|S|S|R|R|S|R|R|R|R
m-02-2013 Medicina Uracultivo R{R|S|S|S5|R|R|S]I|R|R|R
J-03-2019 uCl Hemocultivo RIR|R|I|[R|R|S|S|R|R|R]|-
16-02-2019 IJHO Hemozultivo RIR|S|S|3]I|S5]|S5]I1|R|R]|-
20-03-2019 Cinugia LiquidoPertoneal | R | R |R| 3| S|R|S|S|R|R|R|-
16-02-2019 | Hematclogia Uracultiva RIR|S|S|S|R|R|S|I|R|R|R
26-10-2018 Uralogia Uracultiva RI{R|R|S|I|R|R|R|R|R|R|R
06-11-201 ol Uracultiva R|R|R|S|S|R|R|S|R|R|R|R
28-02-2019 ol Hemozultivo RIR|S|S|5|R|R|S|R|R|R|-
07-12-208 Nefrolagia [rocultiva F1R|S|S|S|R{R[{S|[IT|R|S5]S
13-02-2019 ol Uracultiva RI{R|I|S|S3|R|R|S|R|R|R|R
1r-10-2016 Med int. | MecrosisPancreatica | R | R | S| S|S|R|R|S[R[R|R] -
{3-m-2019 ol LiquidoPertoneal | R | R |R| 3| I |R|R|S|R|R|S5]-
Z-1-2018 Med Int. Uracultiva RIR|S|S|S|R|S|5|5S|R|R[R
0312013 [Gastro, Hemacultivo FR{R|{R|{S|I|R|S|S|R|R|R]|-
16-11-2018 Int, Med, Uracultiva FRI{R|R|S|[I|[R|R|JR|R|R|R|R
21-m-2019 Irit. Med, Uracultiva F|{R|R|S|R|[R|R|R|R|R|R|R
25-11-2016 Int, Med, Uracultiva RIR|S|S|S|R|S|S5|R|R|S|R
17-12-2018 I} ABET F|{R|R|{R[R|R|S|R|JR|R|R]|-
14-12-2016 ol Uracultiva RI{R|R|S[S|R|R|S|R|R|R]|-
06-10-2016 | Coranaria Uracultiva R|R|R|S|R|R|R|S|R|R|R|R
08-03-2019 ol liqudoascitico | R | R|S|S5|S|R|{S|S|R|R|FR|-
04-12-2018 ucl Uracultiva R|R|R|S|R|R|R|S|R|R|R|R
ControlKpnKPCH  Cantral Control

03-012013 | MedFisica Hemacultivo RIR|S|5|5|5|5|5|R|R|S5]-

Figura 23: Dendrograma total de cepas de Klebsiella pneumoniae (n=38) en base a su
procedencia, tipo de muestra y su susceptibilidad

Int.Quir: Intermedio quirtrgico, Int Med: Intermedio Médico, Med. Int: Medicina interna, UCI: Unidad de cuidados intensivos,
Gastro: Gastroenterologia, UHO: Unidad Hemato oncologia, Med. Fisica: Medicina Fisica y Rehabilitaciéon. AET: Aspirado

endotraqueal.

CZ: Cefazolina, CTX: Cefotaxima, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, CIP: Ciprofloxacino, CN:
Gentamicina, AK: Amikacina TZP: Piperacilina tazobactam, SAM: Ampicilina-Sulbactam, ST: Sulfametoxazol/Trimetoprim
FOS: Fosfomicina, F: Nitrofurantoina.
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B

WWHW

Fecha TM Procedencia Muestra CEZ |CRT|ETR| IPM [MEM| CIP | CM | AR | TZP | SAM| ST F
i 27-1-2012 LI AET R R S S S R S S R R R -
1r-1-2012 LICI Secrecion Herida R R =1 5 5 R 5 5 R R R -
30-1-201a LI AET R R R S R R S S R R R -
T-01-2013 Imt. Med. Urocultiva R R R S S R R R R R R R
03-03-2019 Imt. Cluir. Uracultiva =] =] R 5 5 R 5 5 R R R R
0E-11-2012 LICI Urocultiva R R R =1 =1 R R =1 R R R -
2a-0z2-2mM3 LI Hemoculivo R R S S S R R S R R R -
T-12-201a Imt. Med. Urocultiva R R | S R R R S R R R R
14-12-201a Imk, Cluir. Urocultiva R R R =1 =1 R R R R R R -
27-01-2013 Imt. Med. Urocultiva R R R S R R R R R R R R
0z-01-2013 LI Liguida Peritonzal R R R S | R R S R R S -
25-1-2012 Imt. Med. Urocultiva R R S S S R S S R R S R
3-03-2013 LICI Hemocultivo R R R | R R =1 =1 R R R -
1r-12-2012 LI AET R R R R R R S R R R R -
18-1-201a Imt. Med. Urocultiva R R R S | R R R R R R R
13-0z2-2013 LI Urocultiva R R | S S R R S R R R R
03-03-2073 T Liguido Peritoneal R R =1 =1 =1 R =1 =1 R R R -
14-12-201a LI Urocultiva R R R S S R R S R R R -
0d-12-2015 LICI Urocultiva R R R =1 R R R =] R R R
Cantral Kpn KPC- Cantral Contral

Figura 24: Dendrograma con procedencias pertenecientes a la Unidad de Paciente
Critico

o
W

. -

Till

Fecha TM Procedencia Muestra CZ | CXT | ETP | IPM [MEM| CIP | CN | AK | TZP |SAM | ST F
09-03-2019 Int. Quir. Urocultivo R R R 5 5 R 5 5 R R R R
19-02-2019 Cirugia Urocultivo R R R 5 5 R 5 5 R R R R
02-02-2019 Med.Int. Urocultivo R R 5 5 5 R R 5 I R R R
11-01-2019 Int. Med. Urocultivo R R R 5 & R R R R R R R
06-11-2018 UcCl Urocultivo R R R 5 5 R R 5 R R R R
11-12-2018 Int. Med. Urocultivo R R ] 5 R R R 5 R R R R
01-02-2019 Medicina Urocultivo R R 5 5 5 R R 5 I R R R
18-02-2019 Hematologia Urocultivo R R 5 5 5 R R 5 | R R R
19-02-2019 ucl Urocultivo R R ] 5 3 R R 5 R R R R
18-11-2018 Int. Med. Urocultivo R R R 5 | R R R R R R R
14-12-2018 Int.Quir. Urocultivo R R R 5 5 R R R R R R R
27-01-2019 Int. Med. Urocultivo R R R 5 R R R R R R R R
25-11-2018 Int. Med. Urocultivo R R 5 5 5 R 5 5 R R 5 R
26-10-2018 Urologia Urocultivo R R R 5 | R R R R R R R
07-12-2018 Nefrologia Urocultivo R R 5 5 5 R R 5 | R 5 5
21-11-2018 Med.Int. Urocultivo R R 5 5 5 R 5 5 5 R R R
06-10-2018 Caronaria Uracultivo R R R 3 R R R 3 R R R R
14-02-2019 Med. Int. Urocultivo R R ] 5 5 R R 5 R R R R
14-12-2018 UCl Urocultivo R R R 5 5 R R 5 R R R R
1 04-12-2018 UcCl Urocultivo R R R 5 R R R 5 R R R R
Control Kpn KPC- Control Control

Figura 25: Dendrograma utilizando las muestras de urocultivo
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4-2 Biotipificacion de Escherichia coli

Para realizar el analisis de biotificacion proteomica se escogi¢ de forma aleatoria un
grupo de 44 cepas de Escherichia coli que el 98 % eran BLEE Positivo y resistentes a
cefazolina y cefotaxima. (Tabla 21) que se aislaron mayoritariamente de muestra de
orinas y hemocultivos provenientes de servicios criticos como la UCI e intermedio
(tabla 22 y 23)

Las 44 muestras de Escherichia coli incorporadas al estudio el 100% de las muestras

escogidas eran resistentes a cefazolina y cefotaxima.

Tabla 21: Porcentajes de cepas de Escherichia coli resistentes a antibidticos

Antibiotico % Muestras Resistentes
Cefazolina 100
Cefotaxima 100
Ampicilina-sulbactam 70,45
Ciprofloxacino 65,9
Sulfametoxazol 61,36
Nitrofurantoina 6,81
Piperacilina-Tazobactam 6,81
Gentamicina 40,9
Ertapenem 2,27
Imipenem 2,27
Meropenem 2,27
Amikacina 2,27
Fosfomicina 0
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Tabla 22: Cantidad porcentual de cepas de Escherichia coli por procedencia del

hospital
PROCEDENCIA Cantidad %
Unidad de Cuidados intensivo 22,72
Intermedio Médico 13,63
Medicina Interna 9,09
Cirugia 13,63
Intermedio Quirdrgico 6,81
Gastroenterologia 4,54
Geriatria 6,81
Medicina 6,81
Nefrologia 6,81
Hematologia 2,27
Neurocirugia 2,27
Unidad coronaria 2,27
Medicina 6,81

Tabla 23: Cantidad de cepas de Escherichia coli por tipo de muestra

TIPO DE MUESTRA N°
Urocultivo 20
Hemocultivo 11
Liguido Peritoneal 4
AET 4
Coleccion abdominal 1
Tejido de Biopsia 1
Punta de catéter (Maki) 1
Secrecion traqueotomia 1
Bilis 1
TOTAL 44

Las 44 cepas de Eescherichia coli que se testearon su relacion clonal protedmica a

través de MALDI-TOF MS se agruparon en 4 grupos, el primer grupo fueron todas

las cepas, el segundo y tercer grupo en base a los servicios clinicos de donde fueron

aisladas mayoritariamente (UCI e Intermedio) y el cuarto y el tercer grupo fue en
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las muestras de orinas que fue donde mas se aislaron Al analizar los dendrogramas,
se evidencid que tanto en el servicio de UCI como en Intermedio Médico contienen
solo un grupo de aislados que presentan una similitud protedmica entre un 50 a 60%.
Sin embargo, al analizar el dendrograma global de todas las cepas de Escherichia coli
se evidenciaron tres grupos de aislados que presentaban una similitud proteémica
entre un 60% a 70%.

Se realizd un cuarto dendrograma solo con aislados clinicos de muestras de
urocultivo, debido a que corresponde al tipo de muestra mas comtn. No obstante,
los resultados del dendrograma arrojaron solo tres grupos de aislados con una

similitud proteémica entre 60 a 70%.
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Figura 26: Dendrograma del total de cepas de Escherichia coli (n=44) en base a su
procedencia, tipo de muestra y su susceptibilidad

CZ: Cefazolina, CTX: Cefotaxima, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, CIP: Ciprofloxacino, CN: Gentamicina, AK: Amikacina
TZP: Piperacilina tazobactam, SAM: Ampicilina-Sulbactam, ST: Sulfametoxazol/Trimetoprim FOS: Fosfomicina, F: Nitrofurantoina.

1] 3 . = =
‘Mg ieenes: | Pobe | Twkmen | O [ OX [P (M (W P[0 X XK P W ¥ W
B XS LD U008 Mt | Ml 3 R 3 s § R i i 3 | i k
Wiae bihd & mow | dmndmianed | R q H B $ 8 3 i § § i R
2128 U 0 s hveset | et R ] 3 $ $ R 3 § $ $ § §
E04% b &t | lemca R 1 3 § 3 R R £ 5 § ] ]
NOAS | ddscithsiteter | Hecdn RIRIR|R]RIR]SILS | HEEN
BLXt . it Fradosm WOA| R R 3 $ $ § 3 5 5 3 § R
S0 hid & Mheses | Dbcrmpirnd | R 2 b $ $ $ 3 3 $ | i $
NHYE  |Dodboibsionsn | bxsbettaed | R | R | 3 | 5 | 5 | 5 15 5 & & R %
NS b & Weows | Usabo R 1R 3 $ 3 Q 3 ] S 3 5 '
DRXE s canestmeser | Mnawined | R | R 3 $ $ $ | | i $ & 5

Figura 27: Dendrograma de cepas de Escherichia coli con procedencias del servicio
de Unidad de Cuidados Intensivos (UCI).

CZ: Cefazolina, CTX: Cefotaxima, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, CIP: Ciprofloxacino, CN: Gentamicina, AK: Amikacina
TZP: Piperacilina tazobactam, SAM: Ampicilina-Sulbactam, ST: Sulfametoxazol/Trimetoprim FOS: Fosfomicina, F: Nitrofurantoina
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Figura 28: Dendrograma de cepas de Escherichia coli con procedencias del servicio
de Intermedio médico.

CZ: Cefazolina, CTX: Cefotaxima, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, CIP: Ciprofloxacino, CN: Gentamicina, AK: Amikacina
TZP: Piperacilina tazobactam, SAM: Ampicilina-Sulbactam, ST: Sulfametoxazol/Trimetoprim FOS: Fosfomicina, F: Nitrofurantoina
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Filter: Tolerance (%3): 0.08, Absolute Intensity =0, Relative Intensity >=0, Massranze from 3000 to 20000, Select Exclusion list.

Figura 29: Dendrograma de cepas de Escherichia coli aisladas de Urocultivo

CZ: Cefazolina, CTX: Cefotaxima, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, CIP: Ciprofloxacino, CN: Gentamicina, AK: Amikacina
TZP: Piperacilina tazobactam, SAM: Ampicilina-Sulbactam, ST: Sulfametoxazol/Trimetoprim FOS: Fosfomicina, F: Nitrofurantoina

4-3 Biotipificacion de Pseudomonas aeruginosa

Para realizar el andlisis de biotificacion proteomica se escogio en forma aleatoria un
grupo de 26 cepas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes donde se observa que
el 100% de las cepas estudiadas son Resistentes a Imipenem; el 73,1% Resistente a

Meropenem; 57,7%  Resistente a Ceftazidima; 53,8%  Resistente a
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Piperacilina/Tazobactam; 42,3% Resistente a Cefepime y Aztreonam; 38,5%
Resistente a Gentamicina y Ciprofloxacino; 26,9% Resistente a Amikacina y 3,8%
Resistente a Colistin (tabla 24) que se aislaron mayoritariamente de muestra de
aspirado endotraqueal y de servicios criticos como la UCI e intermedio (tabla 25y

26) y de las cuales 10 eran productoras de carbapenamasas, 8 de tipo VIM y 2 de tipo

KPC (figura 30)

Tabla N° 24: Porcentajes de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a

antibidticos

% de
Antibidtico Resistencia
Gentamicina 38,5
Amikacina 26,9
Ciprofloxacino 38,5
Imipenem 100
Ceftazidima 57,7
Cefepime 42,3
Meropenem 73,1
Piperacilina/Tazobactam 53,8
Colistin 3,8
Aztreonam 42,3

Boris Barrera Vega
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Tabla N° 25: Cantidad de cepas de Pseudomonas aeruginosa por tipo de muestra

Tipo de Muestra

2
°

Sec. Nasotraqueal

LBA

Coleccidén

Punta catéter (Maki)

Sec. Traqueostomia

Bilis

Biopsia

Hemocultivo

Expectoracion

Urocultivo

AET

N D D|lw|N(RIRP[RP|R|R|R

TOTAL

N
()}

Tabla N° 26: Cepas de Pseudomonas aeruginosa por procedencia del hospital

PROCEDENCIA

2
o

Intermedio Neuroquirurgico

Hematologia

Cirugia

Medicina interna

Traumatologia

Intermedio quirdrgico

Intermedio médico

Unidad coronaria

W W|IN|R|RPR|RP |k, |k~

UClI

[ERN
w

TOTAL

26
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Las 26 cepas de Pseudomonas aeruginosa que se testearon su relacién clonal

protedmica a través de MALDI-TOF MS se agruparon en 3 grupos, el primer grupo

tueron todas las cepas, el segundo grupo en base al servicio de UCI que fue donde

se aislaron en 13 pacientes hospitalizados que representa un 50% (tabla 26) y el tercer

grupo fue en las muestras de aspirado endotraqueal que fue donde mas se aislaron
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(tabla 25). Al analizar los dendrogramas se evidencid que las cepas PSAE] 1-44 y
PSAE] 1-28 (cepas 203 y 147 respectivamente) tienen mas de 90 masas idénticas y
son las que tienen un mayor porcentaje de similitud y se encuentran en la UCI en
comparacion con el resto de las cepas. Las cepas PSAE] 1-39 y PSAE] 1-34 (cepas 200
y 193 respectivamente) presentan mas de 80 masas en comun y se encuentran en 2
servicios distintos, UCI e Intermedio quirtrgico respectivamente. Estas 4 cepas
formarian un claster que se evidencia el dendrograma (figura 30) El resto de las
cepas analizadas en el estudio, no presentan similitud clonal significativa (figuras

30, 31y 32).
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Figura 30: Dendrograma del total de cepas de Pseudomonas aeruginosa (n=26) en base

a su procedencia, tipo de muestra y su susceptibilidad.
CN: Gentamicina, AK: Amikacina, CIP: Ciprofloxacino, IPM: Imipenem CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, MRP: Meropenem,
TZP: Piperacilina tazobactam, CS: Colistin, ATM: Aztreonam, EPC: Cepa productora de carbapenemasas
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Figura 31: Dendrograma de total de cepas pertenecientes a la UCI.
CN: Gentamicina, AK: Amikacina, CIP: Ciprofloxacino, IPM: Imipenem CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime , MRP:
Meropenem, TZP: Piperacilina tazobactam, CS: Colistin, ATM: Aztreonam, EPC: Cepa productora de carbapenemasas
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Figura 32: Dendrograma del total de cepas aisladas de AET
CN: Gentamicina, AK: Amikacina, CIP: Ciprofloxacino, IPM: Imipenem CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime , MRP:
Meropenem, TZP: Piperacilina tazobactam, CS: Colistin, ATM: Aztreonam, EPC: Cepa productora de carbapenemasas

5.- Estudio comparativo de 24 cepas de Klebsiella pneumoniae usando
Biotipificacion protedmica y electroforesis de Campo pulsado.

Al analizar el dendrograma proteomico destacan la presencia de 2 dos cepas
correspondientes a la K8 y K74 de dos servicios diferentes con un porcentaje de
similitud cercano al 94% y ademas las cepas K47 y K74 con una similitud del 90%.
Estas 4 cepas formarian probablemente un clister que se evidencia en el
dendrograma. El resto de las cepas analizadas en el estudio, no presentan similitud

clonal significativa (figura 33).
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Nr
K-8
K-74
K47
K-30
K-73
K-17
_ K-59
I K-50
K-89
K-a3
K-25
K-37
K-52
K-67
K61
K-14
K-49
K-17
[ K-20
™ K-79
| XS
K-8

[_ K-a4
K-64

jiip

Figura 33: Dendrograma proteémico de 24 cepas de Klebsiella pneumoniae

Al analizar la electroforesis de campo pulsado se pueden observar los patrones de
bandas obtenidos por restriccion del ADN gendémico con Xbal y posterior
electroforesis de campo pulsado, permitio obtener 7 pulsotipos. El primer pulsotipo
esta conformado por dos cepas aisladas K37 y K61 de UCI 100% de similitud. En el
segundo pulsotipo las cepas K61 y K52 mostraron cerca de un 98% de similitud entre
ellas siendo de la UCI ademas se relacionan con la cepa. Por otra parte, las parejas
de cepas K74 y K89 (de servicios distintos) y las cepas K28 y K30 (ambas de la UCI)
y tienen cerca de un 96% de similitud entre ellas. Las cepas K74 y K75 aisladas de
intermedio quirtrgico y UCI respectivamente tienen un 94% de similitud. Las cepas

K47 y K50 de UCI con 92% de similitud aislada de medicina. (figura 34).
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Figura 34: Electroforesis de campo pulsado de 24 cepas de Klebsiella pneumoniae
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Al comparar el dendrograma proteomico y el campo pulsado que se realizaron con
el mismo grupo de 24 cepas de Klebsiella pneumoniae, no se logra observar una

similitud entre los 7 pulsotipos y los 2 clones proteomicos (figura 35).
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Figura 35: Dendrograma protedmico y electroforesis de campo pulsado de cepas de
Klebsiella pneumoniae
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VI - DISCUSION
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DISCUSION

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica mundial y requiere
medidas por parte de todos los sectores: gobierno y la sociedad civil. Esta se extiende
y aparecen nuevos mecanismos de resistencia lo que reduce las posibilidades de
tratamiento y genera enfermedades infecciosas mds prolongadas y un aumento de
la morbilidad y mortalidad de los pacientes ingresados a los hospitales y clinicas, lo
que ocasiona un gran aumento en los costos de salud por la prescripcion de
antibidticos mds caros y un mayor tiempo de hospitalizacion. Estas infecciones
afectan a los pacientes con mayores complicaciones clinicas que se encuentran
principalmente en las unidades de cuidados intensivos, unidades de hemato-
oncologia, neonatologia, donde suelen producir una alta mortalidad. Todo esto
necesita respuestas clinicas y diagnosticas mas rapidas y eficientes para reducir la
mortalidad de estos pacientes

La espectrometria de masas MALDI-TOF MS es una herramienta que ha
revolucionado la microbiologia diagndstica en la ultimada década. Esto
principalmente por su rapidez, eficiencia y sensibilidad en comparacion con la
microbiologia clasica, cuando se trata de los tiempos de respuesta en diagnostico
clinico (111, 112).

Esta tecnologia permite la identificacion de colonias bacterianas mediante el analisis

de proteinas, principalmente ribosomales, a través de la generacion de un espectro
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de masas que es especifico para cada especie. Permite resultados exactos de género
y principalmente de especie, ademas que resultan ser muy similares a los que se
pueden obtener con metodologias genéticas como la secuenciacion de ARNr 165,
(113). La microbiologia cldsica no siempre permite llegar a establecer este nivel de
especificidad.

La tecnologia MALDI-TOF MS no solo permite identificar bacterias de forma muy
precisa, sino que también es capaz de identificar mecanismos de resistencias. Uno
de los mecanismos de resistencia mds importantes son las betalactamasas y
principalmente las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y las
carbapenemasas. Es aqui en donde se puede detectar la actividad enzimatica, que se
realiza en forma muy simple poniendo en contacto la bacteria (una colonia) con el
antibiotico a estudiar (100 a 200 ul) incubandolo un tiempo adecuado segun
protocolo a utilizar. Lo que se observa es un espectro del antibiotico intacto (bacteria
sensible) y un espectro hidrolizado (bacteria resistente) por efecto enzimatico de la
betalactamasa (114, 115). Sin embargo, las limitaciones que tiene la medicion de los
mecanismos de resistencia en MALDI-TOF MS es que principalmente esta orientado
a la resistencia mediada por sistemas enzimaticos, como por ejemplo las
betalactamasas. Por otra parte, para medir diferentes mecanismos enzimaticos se
debe realizar antibiotico por antibidtico lo que complejiza el trabajo y

adicionalmente se debe calibrar para cada antibiotico con una sustancia distinta que
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se relaciona con el peso molecular del mismo. Sumado a lo anterior, en el caso del
equipo Vitek MS® se debe cambiar de plataforma informatica que para la rutina
diagnostica es IVD y para medicidon de resistencia y clonalidad es la plataforma
RUOQ, esto altera la rutina diagndstica de un laboratorio de microbiologia clinica. En
el futuro esto deberia tender a una mayor automatizacion, calibracion automatica y
lectura integrada del espectro de resistencia.

Otra herramienta que avanza en la tecnologia MALDI-TOF MS es la tipificacion
protedmica, que reune las bacterias usando un algoritmo que permite relacionar
entre las distintas bacterias detectadas (mismo género y especie) de cada cultivo
aislado, usando los espectros obtenidos, agrupandolos en forma de dendrograma
donde la distancia entre las distintas ramas estd directamente relacionada con la
similitud entre los espectros y, por consiguiente, a la similitud entre los aislamientos
(116).

Aqui se plantea estandarizar e implementar estas tecnologias en un Hospital
Universitario Chileno que permita aportar al control de las IAAS y dar respuestas
en el mas corto tiempo de los diferentes mecanismos de resistencia y de los probables
clones bacterianos que se encuentran en los diferentes servicios y que ayude a

mejorar tanto las decisiones clinicas como administrativas.
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1.- Deteccion de Enterobacterales y Bacilos Gram negativos no fermentadores
productoras de B-lactamasas de tipo carbapenemasas mediante MALDI-TOF
MS.

Los resultados obtenidos que se encuentran especificados en la tabla 14 y que
comprueba que el protocolo desarrollado para la deteccion de la actividad
hidrolitica de las carbapenemasas producidas por los enterobacterales y Pseudomoas
aeruginosas testeadas en el equipo de VITEK® MS de BIOMERIEUX es eficiente en
la realizacidon de estas determinaciones, ya que los resultados del MALDI-TOF MS
de las 15 cepas que tienen el mecanismo de resistencia en 14 de ellas confirma la
presencia de la carbapenemasas obteniendo solo un falso negativo, esto podria
atribuirse a una baja capacidad hidrolitica de la carbapenemasas en cuestion. Estas
15 cepas fueron positivas para el test fenotipico Carba NP directo y fueron
identificadas las enzimas involucradas por inmunocromatografia de flujo lateral,
que posteriormente fueron confirmadas en el Instituto de Salud Publica de Chile
(ISP) por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Estos resultados negativos o
positivos para la deteccion de carbapenemasas se evidencian por la obtencion,
desaparicion o disminucion de un pico de 491 Da (Figura 1) el cual se ha descrito
previamente en otros estudios realizados con MALDI-TOF MS (117, 118, 119, 120) y
corresponde al ertapenem (0,25 mg/mL), ya que se observan picos dentro del
espectro ubicados en un rango entre los 450 Da y 500 Da, coincidiendo con los

resultados obtenidos en este estudio. El pico obtenido fue tnico y propio del
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ertapenem no hidrolizado, no encontrandose ningun otro pico asociable al
Ertapenem intacto o un pico atribuible a sus productos de hidrolisis, los que también
han sido descritos en otros estudios realizados al respecto (117, 118, 119, 121, 122).
A su vez se compararon cepas BLEE positivas que hidrolizan antiobioticos
betalactamicos, pero no carbapenemicos y cepas no productoras de
carbapenemasas, con la finalidad de demostrar que el pico obtenido en 491 Da
corresponde al antibidtico ertapenem intacto (sin hidrolizar), demostrando entonces
que la desaparicion de este pico se debe exclusivamente a la actividad hidrolitica de
las carbapenemasas y no a otro mecanismo de resistencia presente en la bacteria
(Figura 14y 15).

En resumen, la ausencia o disminucion del pico a los 491 Da se encontr6 en casi la
totalidad de las cepas productoras de carbapenemasas y fue detectada tras la
incubacion de 4 horas (Tabla 13, Figura 5). Es asi que de las 15 cepas confirmadas
como productoras de carbapenemasas mediante el Carba NP Directo e
inmunocromatografia de flujo lateral, y sometidas a espectrometria de masas
(VITEK® MS), 12 de éstas presentaron completa desapariciéon del pico del
Ertapenem (491 Da), mientras que, en otras 2 cepas, si bien éste no desapareci6 por
completo, se observo una disminucion de la intensidad del pico. En la cepa que dio
el falso negativo, a pesar de haber una disminucion en la intensidad del pico, esta

disminucién no fue significativa.
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En consideracion a lo recién descrito y lo expuesto en la Tabla 16, fue posible definir
la especificidad y sensibilidad de VITEK® MS en la deteccion de carbapenemasas en
un 100% y 93,3% respectivamente. Ademas, se obtuvo un valor predictivo positivo
(VPP) de 100% y un palor Predictivo negativo (VPN) de 96,7% (Figura 16). Esto
plantea a VITEK® MS como un método valido, rapido y eficiente en la confirmacion
de la presencia de carbapenemasas producidas por Bacilos Gram Negativos. Sin
embargo, no es un buen método de tamizaje de esta hidrdlisis, ya que la sensibilidad
es menor al 95%, porcentaje que representa a la media en una distribuciéon normal
mas/menos una desviacion estandar, y que se espera en una prueba diagndstica sea
capaz de censar al menos al 95 % de las muestras verdaderas positivas, aceptando

solo un 5% de error (123).

Otro punto importante que permite establecer este estudio, es que las cepas
productoras de carbapenemasas se encuentran principalmente en los servicios
criticos como la UCI e intermedios (tabla 11) y donde mds se aislan son en los
pacientes que estan conectados a ventilacion mecdnica a través de las muestras de
aspirados endotraqueales, dando cuenta de lo relevante que es tener un diagndstico

certero y rapido debido a la condicion critica que se encuentran los pacientes.

En dltima instancia, la implementacion de esta tecnologia para identificar
mecanismos de resistencia de manera agil y precisa promete desempefiar un papel

en la transformacién de los protocolos de tratamiento. Esto no solo beneficiara la
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recuperacion de los pacientes, sino que también respaldara la promocion de
programas de uso racional de antibidticos en nuestro hospital, la prevencion de la
proliferacion de cepas multirresistentes y el fortalecimiento del equipo de Control

de Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS).

2.- Deteccion Enterobacterales productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) mediante MALDI-TOF MS.

Los resultados obtenidos se encuentran especificados enla tabla 17 que comprueba
que el protocolo desarrollado para la deteccion de la actividad hidrolitica de las
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) producidas por las cepas de Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae testeadas en el equipo de VITEK® MS de BIOMERIEUX,
es eficiente en la realizacion de estas determinaciones, ya que los resultados del
MALDI-TOF MS de las 38 cepas que tienen el mecanismo de resistencia se confirma
la presencia de la BLEE en todas las cepas, obteniendo un 100% de sensibilidad. Sin
embargo, de las 7 cepas negativas para BLEE se encontrd un falso positivo. Estas 38
cepas fueron diagnosticadas positivas por la técnica de referencia fenotipica
realizada en el equipo Vitek 2 compact®, he informada en los resultados clinicos
emitidos por el laboratorio de microbiologia del hospital. Estos resultados negativos
o0 positivos para la deteccion de BLEE se evidencian por la obtencidn, desaparicion
o disminucion de un pico de 111 Da (Figura 17) el cual no se ha descrito
anteriormente, por lo que constituye un hallazgo en la investigacion y que debe

seguir evaludndose como un nuevo marcador en la hidrélisis de la ceftriaxona.
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En consideracion a lo recién descrito y lo expuesto en la Tabla 17, fue posible definir
la especificidad y sensibilidad de VITEK® MS en la deteccion de BLEE en un 86% y
100% respectivamente. Ademads, se obtuvo un valor predictivo positivo (VPP) de
97% y un valor predictivo negativo (VPN) de 100% (Figura 22). Esto permite
establecer a VITEK® MS como un método vdlido, rdpido y eficiente en la
confirmacion de la presencia de BLEE producidas por los enterobacterales
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, por lo cual esta metodologia es un buen

método de tamizaje de la hidrolisis, ya que su sensibilidad es de un 100% (123).

Finalmente, esta metodologia diagndstica complementaria, es una importante
herramienta que puede ser integrada a la rutina diagnostica de cualquier laboratorio
clinico de microbiologia, dependiendo de la complejidad y la experiencia del
personal que tenga la unidad diagnostica, como una prueba estandar de deteccion
rapida de mecanismo de resistencia de BLEE, o como confirmacién sabiendo el
resultado de la sensibilidad de las cefalosporinas de 3° generacion. Esta metodologia
representa una alternativa importante a los métodos fenotipicos que existen en la
rutina de deteccion de BLEE actualmente disponibles. Entrega resultados confiables
en poco tiempo, que puede impactar positivamente en la decision clinica que puede
tomar el médico en relacion a los pacientes. Esto tendria varias consecuencias

positivas, como una mejora directa en la antibioticoterapia, ayudar al uso mas
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racional de los antibidticos y mejorar los tiempos de respuestas en el contexto del

control TAAS.

3.- Estandarizar la tecnologia MALDI-TOF MS en estudios epidemiologicos de las
cepas basado en la hetero / homogeneidad de los espectros obtenidos, utilizando
la técnica de electroforesis en gel de campo pulsado como patron de comparacion
y deteccion de la distribucion, frecuencia y clonalidad protedmica de las cepas en
estudio (6 meses de recoleccion de cepas) en las diferentes unidades y servicios
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

La biotipificacidn protedmica mediante la espectrometria de masas, es una gran
herramienta en la identificacién de microorganismos mediante el estudio de los
proteomas, es decir, el conjunto de todas las proteinas que contiene una célula o
microorganismo que mediante la creacion de un espectro de masas que es especifico
para cada género y especie (95). Este método, generalmente produce informacion de
secuencia de péptidos parcial, no completa, de masa de péptidos. Con el crecimiento
de las bases de datos como la etiqueta de secuencia expresada (EST en inglés) y las
bases de datos gendmicas, resulta mas simple identificar proteinas utilizando dicha
informacidon de secuencia parcial. Esto ha permitido que sea mas facil purificar e

identificar proteinas a partir de cantidades mucho mas pequenas de muestra de lo

que era posible (120).

Para el analisis y comparacion de los resultados entregados por MALDI-TOF MS se
utiliza un método de organizacion por grupos, el cual consiste en la agrupacion de

datos segtin la similitud o asociacion que estos presentan.
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Un dendrograma es una representacion grafica en forma de arbol, del proceso de
agrupacion en un andlisis de grupos o clusters. Los espectros similares se conectan
mediante enlaces cuya posicidn en el diagrama esta determinada por el nivel de

similitud/disimilitud (125).

El aumento de la resistencia y la aparicion de cepas bacterianas multirresistentes a
nivel mundial, requieren de la implementacion de vigilancia epidemioldgica. Asi,
las infecciones asociadas a la atencion de salud adquirieron a través del tiempo,
especial relevancia en el campo de las enfermedades infecciosas por la elevada
morbilidad y mortalidad, por el elevado gasto econdmico que implican, ademas del
impacto social que originan (93). En hospitales y centros de salud de diferentes
partes del mundo se han descrito brotes, debidos a la diseminacion de cepas
bacterianas productoras de BLEE y carbapenemasas a través de transferencia de
plasmidos que portan los genes de resistencia entre diferentes especies de
enterobacterales y Bacilos Gram negativos no fermentadores siendo Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli 'y Pseudomonas aeruginosa los patdgenos de mayor
importancia, relacionados frecuentemente con IAAS, sobre todo en la unidades de
cuidado intensivo, donde se observan la mayor cantidad de casos (116, 128).

Comprender la distribucion de patdgenos y su relacion, es esencial para determinar
la epidemiologia de las IAAS y de esa forma colaborar en el disefio de métodos

racionales de control de patdgenos. El papel de la tipificacion de patdgenos es
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determinar si los aislamientos relacionados epidemioldgicamente también estan
relacionados genéticamente (129).

Este estudio se basé principalmente en la caracterizacion protedmica mediante
MALDI-TOF MS de una serie de cepas de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa que presentaban mecanismo de resistencia de BLEE,
carbapenemasas o que al menos en el caso de los enterobacterales, eran resistente a
cefotaxima y a carbapenémicos en el caso de las Pseudomonas aeruginosa. Luego de la
caracterizaciéon protedmica, se realizO un estudio comparativo entre la
biotipificacion protedémica y la metodologia de electroforesis de campo pulsado que
se considera el estdndar de oro para la busqueda de clones bacterianos relacionados,
para esto se tomaron en forma aleatoria 24 cepas de Klebsiella pneumoniae y se realizo
un estudio en paralelo comparativo.

Basandonos en los parametros realizado por otro estudio similar (101) para los
agentes patogenos que se investigaron, se establecié6 en MALDI-TOF MS un corte de
similitud de un 90% para dar una indicaciéon de un grupo clonal, mientras que la
ramificacion de los aislados bajo el 90%, excluy6 una relacion cercana.

Biotipificacion proteémica de cepas de Kiebsiella pneumoniae

En el andlisis realizado por MALDI-TOF MS de las cepas de Klebsiella pneumoniae se
logro a establecer que no hay una similitud clonal entre las cepas, lo que se atribuyd

a que durante el tiempo que se realizd este estudio no se reportaron brotes asociados
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a Klebsiella pneumoniae por el comité IAAS del Hospital. Esto se evidencié en los
dendrogramas obtenidos donde se ve una distribucion entre el 70 % y 85% de
similitud de todas las cepas (figura 24).

Se destaca la presencia de dos cepas correspondientes al servicio UCI (27-11-2018 y
17-11-2018) que lograron obtener un porcentaje de similitud cercano a 90% (figura
24), lo que indicaria algun tipo de transmision de la cepa de un paciente a otro
teniendo en cuenta que son de la misma procedencia, perfil de resistencia idénticos
y dentro de semanas epidemioldgicas cercanas, y por otra parte, una cepa
proveniente del servicio de Medicina Fisica y Rehabilitacion presentaba un
porcentaje muy menor de similitud respecto a las demas, aproximadamente 65%, lo
que se atribuye a que es posible que cepa sea de origen comunitario, debido a que
en este servicio hay una gran rotacién de pacientes que se hospitalizan por cortos
periodos o son de hospitalizacion transitoria o ambulatoria. Esto nos indica que la
tipificacion protedmica y posterior dendrograma nos puede mostrar un porcentaje
de similitud entre las cepas, el cual fue mas alto entre las muestras que son de origen
hospitalario, a diferencia de la de origen comunitario y del control de Klebsiella
pneumoniae que presentan un menor porcentaje de similitud con respecto a todas las
demas.

Se determiné en primera instancia que durante el periodo de estudio no existe una

correlacion clonal de las cepas de Klebsiella pneumoniae, a excepcion de las 2 cepas de
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la UCIL Sin embargo, estos resultados demuestran que MALDI-TOF MS es una
herramienta de subtipo de primera linea que puede ser una alternativa para la
deteccion de posibles eventos de transmision clonal o para descartar dichos eventos
aunque debe seguir estandarizdndose para lograr una concordancia con la
electroforesis de campo pulsado que sige siendo el estadar de oro.

La tipificacion bacteriana de Klebsiella pneumoniae por MALDI-TOF MS en nuestro
estudio demostrd que a pesar de que el 100% de las cepas eran productoras de una
BLEE no existia una relacion clonal proteémica entre ellas, lo que permite al clinico
solo tomar medidas recomendadas de precauciones de contacto para cepas
multirresistente y no las medidas que se relacionan con un brote, que pueden ser el
cohorte en una unidad clinica de paciente critico. Esto claramente significa una
informacion vital para tomar las medidas clinicas-epidemioldgicas necesarias y
exactas seguin la informacion que nos entrega esta metodologia.

Biotipificacion proteémica de cepas de Escherichia coli

El andlisis realizado por MALDI-TOF MS de las cepas de Escherichia coli logrd
establecer que tanto en el servicio de UCI como en Intermedio Médico contienen
solo un grupo de aislados que presentan una similitud protedmica entre un 50% a
60%. Sin embargo, al analizar el dendrograma global de todas las cepas de
Escherichia coli, se evidenciaron tres grupos de aislados que presentaban una

similitud proteémica entre un 60% a 70%.
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Se realizé un cuarto dendrograma solo con aislados clinicos de muestras de orina.
Esta corresponde al tipo de muestra méas comun y esta fuertemente relacionada al
uso de catéteres urinarios a permanencia, lo que estd sujeto a complicaciones
durante la instalacion del dispositivo en los pacientes, sumado a la susceptibilidad
de éstos. Lo anterior, genera condiciones favorables para la diseminacién de las
infecciones (39). No obstante, los resultados del dendrograma, arrojaron solo tres
grupos de aislados con una similitud protedmica entre 60% a 70%.

En base a lo anterior y segtin los antecedentes entregados por los dendrogramas,
indicarian que las cepas bacterianas no presentan semejanza clonal entre ellas, ya
que en estudios similares se establece que el corte minimo para asociar relaciones
protedmicas entre grupos de cepas bacterianas es > 90%, siendo excluidas las cepas
que presentaban un porcentaje inferior a 80%, debido a que no presentan algun tipo
de relacion clonal cercana (101).

El analisis realizado por MALDI-TOF MS de todas las cepas que fueron
seleccionadas para realizar este estudio, se establecié que no existe una similitud
clonal protedmica entre estas cepas, lo que se atribuye a que durante el periodo de
tiempo en que se realizé esta investigacion (octubre de 2018 a marzo de 2019), no se
reportaron brotes infecciosos asociados a Escherichia coli por el comité de IAAS del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile, siendo este representado por los

dendrogramas obtenidos, donde se puede ver que hay una similitud protedémica
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entre el 60% a 70% de todas las cepas (Figura 16), lo que permite concluir que no
estarian relacionadas entre ellas.

Biotipificacion proteémica de cepas de Pseudomonas aeruginosa

En el analisis realizado por MALDI-TOF MS de las cepas de Pseudomonas aeruginosa,
se encontrd similitud clonal entre 2 cepas, obteniendo mas de 90 masas idénticas
entre ellas; mientras que el resto de las cepas no muestran una relacion proteémica
significativa. (Figura 30)

En base a los resultados de tipificacion protedomica a través de MALDI — TOF MS, se
logra observar que las cepas PSAE] 1-44 y PSAE] 1-28 (cepas 203 y 147
respectivamente) presentan mas de 90 masas idénticas segtin taxonomia relativa, lo
que significa que son clones protedmicos. (Figura 31).

Las cepas PSAE] 1-39 y PSAE] 1-34 (cepas 200 y 193 respectivamente), pertenecientes
a los servicios de UCI e Intermedio quirtrgico y aisladas a partir de muestras de
orina y coleccion respectivamente, presentan mas de 80 masas en comun y a su vez,
se relacionan con las 2 cepas mencionadas anteriormente, con menos de 80 masas.
Sin embargo, basandonos en el punto de corte establecido, éstas no serian clones. Lo
mismo sucede con el resto de las muestras, donde se observa que no poseen una
relacion protedmica cercana (101).

Al observar los datos asociados a las muestras PSAE] 1-44 y PSAE] 1-28 se percibe

que ambas cepas pertenecen al servicio de UCI y fueron aisladas a partir de muestras
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respiratorias tales como expectoracion y AET, respectivamente. (Figura 18). Al
analizar sus perfiles de susceptibilidad, se ve que presentan cierta similitud, Sin
embargo, muchos mecanismos de resistencia pueden transmitirse a través de
plasmidos, transposones o integrones, que pueden pasar de una bacteria a otra (130).
Ademas, ambas cepas poseen estudio de carbapenemasa negativo.

Respecto al resto de las cepas analizadas de los dendrogramas obtenidos a través de
la tecnologia de MALDI — TOF MS, se logra establecer que no existe una similitud
clonal entre ellas, debido a que presentan una distribucion entre 40% - 80% de
similitud, siendo no significativo para el estudio 44 (Figura 16). Esto podria
confirmar que no existieron brotes asociados a Pseudomonas aeruginosa en el Hospital
Clinico de la Universidad de Chile.

Estos resultados demuestran que MALDI-TOF MS es una herramienta util a tiempo
real para realizar estudios de clonalidad protedmica y colaborar en la deteccion
rapida de posibles eventos de transmision de clones entre pacientes hospitalizados.
Sin embargo, para validar estos resultados es ideal compararlos con un método de
referencia, como es la electroforesis de campo pulsado y asi, generar una relacion
que permita que la tipificacion protedmica a través de MALDI-TOF MS sea usada

como una herramienta en tiempo real en la busqueda de brotes bacterianos (73).
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Estudio comparativo de cepas de Klebsiella pneumoniae utilizando biotipificacién

protedmica con electroforesis de campo pulsado

La electroforesis de campo pulsado es considerada el estdndar de oro en la
tipificacion molecular de aislados bacterianos y es la estrategia clave para identificar
grupos que estén relacionados con la transmision de cepas clonales.

Esta técnica es muy laboriosa, engorrosa y de alto costo, por lo que es necesario el
desarrollo de métodos simples y eficaces que permitan agilizar estos procesos. La
aplicacion de técnica de MALDI-TOF MS en los estudios de tipificacion proteomica,
se basa en el uso de un algoritmo que determina la relacion existente entre
determinaciones individuales de cada aislado. Los distintos espectros se representan
en forma de dendrograma donde la distancia entre las distintas ramas esta
directamente relacionada con la similitud entre los espectros y, por tanto, la
similitud entre los aislados.

En este trabajo se realizé un estudio comparativo de electroforesis de campo pulsado
y biotipificacion protedmica de 24 cepas de Klebsiella pneumoniae.

En este estudio no se encontré una correlacion entre MALDI-TOF MS y la
electroforesis de campo pulsado ya que en el primero se encontraron 2 grupos que

tenian una relacion clonal protedmica y que probablemente forman un cluster, sin
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embargo, en la electroforesis de campo pulsado se encontraron 7 pulsotipos
relacionados y ninguno de ellos coincide con los 2 grupos clonales de la
biotipificacion protedmica.

Uno de los motivos que se pueden esgrimir al no encontrar una correlaciéon con los
resultados de MALDI-TOF MS y electroforesis de campo pulsado podria deberse a
que cada una de las metodologias miden propiedades celulares diferentes como
proteinas y ADN (114). Es importante destacar que la estandarizacién de los
métodos es fundamental para obtener resultados que sean confiables y que sean
reproducibles.

Diferentes autores destacan la importancia de realizar controles estrictos en especial
en lo que se refiere a la concentracion de la matriz, el procedimiento de preparacion
de la muestra, al medio de cultivo de donde se toman las colonias bacterianas. Todo
esto influye en el espectro de la bacteria (132). Todas estas condiciones se tomaron
en cuenta en cada uno de los estudios de clonalidad protedmica, por lo que se deben
buscar otras razones de los cuales no permitieron tener resultados comparables entre
las 2 metodologias. Aunque MALDI-TOF MS es una herramienta sencilla y potente
para el andlisis de la biotipificacion protedmica, se requieren mas estudios para
poder estandarizar condiciones y establecer protocolos de interpretacion que

permitan su inclusion de manera confiable en el estudio de brotes bacteriano.
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CONCLUSION

Esta investigacion: “Caracterizacion fenotipica y proteémica (MALDI-TOF MS) de Bacilos
Gram negativos multirresistentes aislados en un Hospital Universitario Chileno”, realizado
en el laboratorio de microbiologia del servicio de Laboratorio Clinico del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, tuvo como objetivo el estandarizar e
implementar diversas metodologias protedmicas que buscan ser herramientas que
puedan impactar en el diagndstico microbioldgico, epidemioldgico e infectoldgico y
aportar al uso racional de los antibidticos y al control de IAAS. Esta investigacion
viene a cumplir a cabalidad la mision que tiene nuestro hospital “Nuestra mision es
ser el principal Hospital Universitario del pais que, junto con la formacién de profesionales
de la salud de excelencia, la investigacion y la mejor prictica clinica, otorgue a la comunidad

soluciones integrales de salud”.

Detectar Enterobacterales y Bacilos Gram negativos no fermentadores

productoras de B-lactamasas de tipo carbapenemasas mediante MALDI-TOF MS.

e Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten concluir que la
metodologia MALDI-TOF MS realizada en equipo VITEK® MS detecta de
forma efectiva la accion de enzimas hidroliticas, como las Carbapenemasas
producidas por Bacilos Gram Negativos.

e El protocolo propuesto y adaptado a las condiciones experimentales de

nuestro equipo permitié una especificidad de un 100% y una sensibilidad de
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un 93% demostrando que esta metodologia es una alternativa real en el
diagnostico de cepas productoras de carbapenemasas.

El pico de 491 Da obtenido del espectro del ertapenem en este estudio,
demostrd ser altamente eficiente para la deteccion de la actividad de las
carbapenemasas.

Los resultados de identificacion de las carbapenemasas de tipo VIM sugieren
la realizacién de nuevos estudios referentes a la variacion encontradas en
funcion a su porcentaje de intensidad del espectro en los 491 Da obtenido por
VITEK® MS, por lo cual se debe aumentar el nimero de cepas estudiadas

para que sea mas representativo.

Detectar Enterobacterales productoras de B-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) mediante MALDI-TOF MS.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que la
metodologia MALDI-TOF MS realizada en equipo VITEK® MS detecta de
forma efectiva la accion de enzimas hidroliticas, como las Betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) producidas por Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae

El protocolo propuesto y adaptado a las condiciones experimentales del

equipo permiti6 una especificidad de un 86% y una sensibilidad de un 100%
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demostrando que esta metodologia es una alternativa objetiva en el
diagnostico de cepas productoras de BLEE.

e El pico de 111 Da obtenido del espectro de la ceftriaxona en este estudio,
demostro ser eficiente para la deteccion de la actividad de BLEE, sin embargo,
debe ser estudiado en mayor énfasis, ya que esto fue un hallazgo de esta
investigacion.

Estandarizar y aplicar la tecnologia MALDI-TOF MS en estudios

epidemioldgicos de las cepas basado en la hetero / homogeneidad de los

espectros obtenidos y comparar con electroforesis de campo pulsado.

e El andlisis de patogenos productores de IAAS se ha basado en una
comparacion de caracteristicas fenotipicas, como los biotipos, los
serotipos, los tipos de bacteriofagos o bacteriocinas, y los perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana. (90), (128), (129). Este enfoque ha
comenzado a cambiar con el desarrollo e implementacion de nuevas
tecnologias basadas en analisis de ADN y la proteémica. El uso de la
tecnologia de espectrometria de masas, especificamente MALDI-TOF MS,
para la identificacion microbiolégica de cepas bacterianas en los
laboratorios clinicos es uno de los cambios mas importantes después de la

introduccién de los métodos moleculares.
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Los resultados obtenidos sugieren que la tipificacion mediante MALDI-
TOF MS basada en los espectros de consenso tiene el potencial de servir
como método de deteccion de cepas bacterianas Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. Si bien no se evidenciaron brotes
clonales, ya que en la mayoria de los dendrogramas no presentaron un
nivel de semejanza proteémica sobre el 90% (salvo 2 cepas de Klebsiella
pneumoniae y 2 cepas de Pseudomonas aerruginosa), esta metodologia
podria ayudar en avanzar en relaciones protedmicas de este tipo de
microorganismos en un periodo de tiempo. Sin embargo, una de las
limitantes fue la reducida cantidad de aislamientos, por lo que se necesita
ampliar el numero de cepas a testear para generar una base de datos mas
robusta que pueda confirmar los hallazgos presentados en el presente
estudio y también poder evaluar por ejemplo la estacionalidad e incluir
algan brote ya confirmado con la metodologia de electroforesis de campo
pulsado

La tecnologia MALDI-TOF MS ha comprobado ser una metodologia de
simple implementacion en los laboratorios de microbiologia, permitiendo
disminuir tiempo de respuesta, generando una rapida identificacion de
microorganismos la que ayudaria a que la entrega de resultados sea

dentro de 24 horas posteriores al primer aislamiento de bacterias que se
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sospechen ser de origen clonal, para asi tener un control rdpido y
oportuno ante un posible brote infeccioso.

La comparacion entre la electroforesis de campo pulsado y la
biotipificacion proteémica con un grupo de 24 cepas de Klebsiella
pneumoniae elegidas al azar, no se logra observar una similitud entre los 7
pulsotipos y los 2 clones proteomicos obtenidos. Los resultados indican
que MALDI-TOF MS es una metodologia sencilla para el analisis de
tipificacion clonal, sin embargo, se necesita seguir mejorando las
condiciones experimentales como por ejemplo el tipo de medio de cultivo

a utilizar ademas de poder analizar un numero de cepas.
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