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GLOSARIO

Antibiograma: Prueba de laboratorio utilizada para determinar la sensibilidad o
resistencia de bacterias frente a diferentes antibiéticos.

Aislamiento clinico: Cepa bacteriana obtenida de una muestra biolégica de un
paciente con fines diagndsticos o de investigacion.

B-lactamasa: Enzima producida por algunas bacterias que degrada antibioticos
B-lactamicos, como penicilinas y cefalosporinas.

blakec: Gen que codifica para la carbapenemasa tipo KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), una enzima que confiere resistencia a los
antibioticos carbapenémicos.

blanom: Gen que codifica para la metalo-B-lactamasa NDM (New Delhi metallo-
B-lactamase), una enzima que confiere resistencia a un amplio rango de
antibioticos, incluyendo carbapenémicos.

blaces: Gen que codifica para la B-lactamasa GES (Guiana Extended Spectrum),
que puede presentar actividad carbapenemasa dependiendo de la variante.

Carbapenemasas: Enzimas producidas por bacterias que hidrolizan
carbapenémicos, un grupo de antibiéticos de amplio espectro.

Clonalidad: Relacion genética entre cepas bacterianas que comparten un origen
comun.

DNA (acido desoxirribonucleico): Molécula portadora de la informacion genética
en los seres vivos.

Enterobacterales: Orden de bacterias Gram negativas que incluye patégenos
clinicamente relevantes como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Enterobacter spp.

Electroforesis en gel de agarosa: Técnica utilizada para separar fragmentos de
ADN o ARN segun su tamafio molecular mediante un campo eléctrico.

Fenotipo: Conjunto de caracteristicas observables de un organismo,
determinadas por su genotipo y el ambiente.

Genotipo: Conjunto de genes de un organismo que determina caracteristicas
especificas.

Genes de resistencia: Secuencias de ADN que confieren a las bacterias la
capacidad de sobrevivir a la accién de los antibidticos.



Integrones: Elementos genéticos moviles que capturan y expresan genes,
incluyendo genes de resistencia antibidtica.

Metalo-B-lactamasas (MBL): Enzimas que requieren iones metalicos, como el
zinc, para hidrolizar antibioticos B-lactamicos.

MIC (Concentracion inhibitoria minima): Concentracion minima de antibiético
que inhibe el crecimiento bacteriano

Multirresistencia: Capacidad de un microorganismo para resistir la accion de
multiples antibidticos.

PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa): Técnica de biologia molecular
utilizada para amplificar fragmentos especificos de ADN.

Plasmido: Elemento genético extracromosdémico que puede transferirse entre
bacterias y a menudo porta genes de resistencia antibiotica.

Resistencia bacteriana: Capacidad de las bacterias para sobrevivir la accidén de
uno o mas antibidticos.

Secuenciacion de ADN: Proceso de laboratorio para la determinacién del orden
de los nucledtidos en una molécula de ADN.

Transposones: Elementos genéticos méviles que pueden saltar de un lugar a
otro dentro del genoma y que a menudo transportan genes de resistencia a
antibidticos.

Variantes genéticas: Diferencias en la secuencia de ADN entre individuos o
poblaciones, que pueden influir en la funcionalidad de genes o proteinas.

Virulencia: Capacidad de un microorganismo para causar enfermedad en un
hospedador.

Zonas de inhibicion: Areas claras alrededor de un disco de antibidtico en un
antibiograma, que indican sensibilidad bacteriana al antibidtico.



RESUMEN

El aumento de la resistencia a los antibioticos convencionales ha impulsado la busqueda
de nuevas alternativas terapéuticas para mitigar el creciente impacto de las
enfermedades infecciosas en la morbilidad y mortalidad. A nivel mundial, las bacterias
productoras de carbapenemasas representan un grave problema de salud publica,
debido a su capacidad de inactivar los carbapenémicos, que se consideran como la
ultima linea de tratamiento frente a infecciones graves. Este estudio tuvo como objetivo
caracterizar los genes blakec, blanom y blaces en aislamientos de Enterobacterales
productoras de carbapenemasas obtenidos de un hospital regional en la ciudad de Cali.
Para ello, se emplearon técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para amplificar los genes que codifican las enzimas KPC, NDM y GES,
los cuales fueron secuenciados por Sanger y analizados mediante herramientas
bioinformaticas para identificar las variantes genéticas de cada enzima. Los resultados
proporcionaron datos clave sobre los mecanismos genéticos responsables de la

resistencia a los antibioticos carbapenémicos.

Summary

The rise of resistance to conventional antibiotics has spurred the search for new
therapeutic alternatives to mitigate the growing impact of infectious diseases on morbidity
and mortality. Globally, carbapenemase-producing bacteria represent a serious public
health problem due to their ability to inactivate carbapenems, which are considered the
last line of treatment for severe infections. This study aims to characterize the blakec,
blanom, and blages genes in carbapenemase-producing Enterobacterales isolates
obtained from a regional hospital in the city of Cali. Molecular techniques such as
polymerase chain reaction (PCR) were employed to amplify the genes encoding KPC,
NDM, and GES enzymes, which will then be sequenced using Sanger sequencing and
analyzed with bioinformatics tools to identify the genetic variants of each enzyme. The
results provided key data on the genetic mechanisms responsible for resistance to
carbapenem antibiotics.
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PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa); Secuenciaciéon Sanger; Bioinformatica;

Epidemiologia molecular



1. INTRODUCCION

Desde la década de 1990, la resistencia a los antimicrobianos ha sido una preocupacion
creciente para los profesionales de la salud, debido al aumento de aislamientos
bacterianos multirresistentes que desafian el tratamiento y el desarrollo de politicas
publicas para su control. (1,2). A nivel mundial, las bacterias productoras de
carbapenemasas, como los Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (ERC), son
un foco de atencion debido a que resisten la accion de los antibidticos de ultima linea, lo
que las convierte en una amenaza significativa para la salud publica. Las infecciones
causadas por estos patdgenos estan asociadas con una alta morbilidad y mortalidad,
prolongacion de la estancia hospitalaria, discapacidad en los pacientes (1), y altos costos

para el sistema de salud (2,3).

Las causas del aumento de la resistencia bacteriana son multifactoriales e incluyen el
uso masivo e inadecuado de antimicrobianos en la industria agropecuaria, asi como en
el tratamiento de enfermedades infecciosas en humanos y animales, ademas de las

deficiencias en el control de infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) (4).

La resistencia a los antibiéticos carbapenémicos esta mediada por multiples mecanismos
como, la produccion de carbapenemasas, la sobreexpresion de [(-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) y cefalosporinasas AmpC, junto con alteraciones en la

permeabilidad de la membrana celular (5).

Las carbapenemasas, codificadas en plasmidos, son las mas preocupantes por su
capacidad de diseminar la resistencia. El gen blakec, que codifica una B-lactamasa de
clase A tipo serina denominada “Klebsiella pneumoniae carbapenemasa”, esta asociado
al transposon Tn4401, lo que facilita su dispersion geografica y transferencia inter-
especie. La enzima KPC ha sido identificada en mas de 100 secuenciotipos (ST), pero
su propagacion global esta vinculada al grupo clonal CG258, especialmente ST258 y sus
variantes ST11, ST340 y ST512, presentes en Europa, América y Asia (6,7). El
transposon que contiene blakec, se ha encontrado en una gran variedad de plasmidos

transferibles, incluidos plasmidos pertenecientes a los grupos de incompatibilidad



IncFIIK, IncA/C, IncN, Incl2, IncX, IncR y ColE. Ademas, los plasmidos que albergan
blakec también codifican resistencia a otros antimicrobianos como quinolonas,
aminoglucosidos y sulfonamidas (8). De acuerdo con la base de datos del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnologica "NCBI" (National Center for Biotechnology
Information), actualmente se han descrito 223 variantes de KPC
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pathogens/refgene/#KPC consultado 2025-02-18) (4). Las
dos variantes mas frecuentes son KPC-2 y KPC-3 (que difieren en un solo aminoacido)
y los Enterobacterales productores de KPC muestran una alta resistencia debido a que
hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, aztreonam y carbapenémicos (9). Otro grupo
relevante de carbapenemasas incluye a las B-lactamasas GES (del inglés, Guiana
extended-spectrum), descubiertas en el afio 2000 con la identificacion de GES-1 en un
aislado de Klebsiella pneumoniae. Hasta la fecha, se han descrito 64 variantes
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pathogens/refgene/#GES consultado 2025-02-18) (9,10).
Algunas enzimas GES como GES-2, GES-4, GES-5, GES-6, GES-11, GES-14 y GES-
18 pueden hidrolizar imipenem (9,11), y se han detectado en bacterias Gram negativas,
principalmente en géneros como Pseudomonas y Acinetobacter, y en menor proporcion
en Enterobacterales, donde las variantes GES-4, GES-5 y GES-6 son las mas comunes.
Los genes blacges suelen estar localizados en integrones de clase | presentes en
plasmidos transferibles, aunque también se ha reportado su presencia en cromosomas

de algunas especies de Enterobacterales (8).

Por su parte, la metalo-B-lactamasa NDM (del inglés, New Delhi metallo-B-lactamase),
identificada en 2008 en un paciente con infeccion urinaria (12,13), ha demostrado una
rapida diseminacién a nivel mundial, particularmente en Enterobacterales vy
Acinetobacter spp (13). Actualmente, se han descrito 75 variantes de NDM (
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#NDM consultado 2025-03-18). En
Enterobacterales, el gen blanom estd mayoritariamente ubicado en plasmidos de los
grupos de incompatibilidad IncL/M, IncA/C, IncF e IncHI1, lo que facilita su diseminacién
entre géneros bacterianos. Ademas, el gen blanpm se encuentra comunmente asociado
a la secuencia de insercion ISAba125, que forma parte del transposén Tn125, presente
en el cromosoma de Acinetobacter baumannii (13,14). Las cepas que portan blanpu en


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#KPC
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#GES
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#NDM

plasmidos suelen coproducir otras [B-lactamasas, como oxacilinasas, BLEE, o
carbapenemasas adicionales. NDM ha sido detectada en todos los continentes, con
mayor prevalencia en India y Pakistan, siendo actualmente la metalo-3-lactamasa mas

prevalente a nivel global (15).

En Colombia, desde 2012, el Sistema Nacional de Vigilancia de Resistencia
Antimicrobiana ha monitoreado las IAAS, emitiendo informes epidemiologicos regionales
sobre los perfiles de resistencia bacteriana mas prevalentes. Los datos recopilados entre
2012 y 2014 revelaron la endemicidad de KPC en el pais y el aumento de las
coproducciones con NDM. Segun los informes mas recientes, la regién del Valle del
Cauca, Antioquia y Santander han reportado una alta prevalencia de Enterobacterales
productores de carbapenemasas, destacandose blakec y blanomv como los genes
predominantes en los aislamientos hospitalarios (4,16,17). Sin embargo, existe una
necesidad urgente de caracterizar de manera mas profunda los perfiles genéticos de
resistencia en estos patdégenos para comprender mejor la dinamica de propagacion y su
impacto en los desenlaces clinicos. Por ello en este estudio nos planteamos la siguiente
pregunta de investigacion: ;Qué variantes de los genes blakec, blanom y blaces estan
presentes y cuales son los linajes clonales predominantes de Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli en aislamientos de Enterobacterales productoras de carbapenemasas

provenientes de un hospital regional de la ciudad de Cali?



2. JUSTIFICACION

Los Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC) han emergido en
Colombia como una seria amenaza para la salud publica. Aunque la Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa (KPC) ha sido histéricamente la carbapenemasa mas
frecuentemente identificada, desde 2011 se ha observado un aumento en la prevalencia
de la New Delhi Metalo-B-lactamasa (NDM), especialmente en aislamientos con
coproducciones KPC-NDM, lo que evidencia un nuevo desafio clinico vy

epidemioldgico(18)

El informe de vigilancia de resistencia antimicrobiana en IAAS de 2018 senald que la
carbapenemasa endémica en Colombia es KPC, principalmente en Enterobacterales, y
en particular en Klebsiella pneumoniae, donde el 25,5% de los aislamientos presentd
resistencia a carbapenémicos, posicionandola como uno de los patdgenos prioritarios
para la vigilancia epidemiolégica. Ademas, se destacaron otros microorganismos
relevantes como Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa. Para 2020, el Laboratorio
de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana reportd que las coproducciones de
carbapenemasas representaban el 7,3% de los aislamientos, siendo la combinacion
KPC/NDM la mas frecuente, con un 53,5% de los casos, identificada en 15 de los 22

departamentos que enviaron aislamientos a los sistemas de vigilancia (19,20).

Un estudio descriptivo de De La Cadena et al, basado en datos recopilados mediante
WHONET entre enero de 2018 y diciembre de 2021, mostré que entre 2018 y 2019, E.
coli fue la principal causa de infecciones en unidades de cuidados intensivos (UCI). No
obstante, entre 2020 y 2021, K. pneumoniae paso a ocupar el primer lugar. La resistencia
a carbapenémicos atribuida a la presencia de enzimas carbapenemasas fue del 16% en
salas de hospitalizacion general y del 17,2% en las UCI de adultos, lo que evidencia una

mayor incidencia en areas de atencion critica (21).

La vigilancia de las carbapenemasas es de suma importancia debido a que estas
enzimas inactivan antimicrobianos catalogados como de importancia critica para la salud
humana por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Esto las convierte en una grave

amenaza para la salud publica, dadas sus elevadas tasas de morbilidad y mortalidad, la

4



limitacion de opciones terapéuticas y su rapida diseminacion. En este contexto, la
deteccion precoz y la vigilancia activa se mantienen como estrategias esenciales para

combatir la resistencia antimicrobiana.(4,21,22)

Con el fin de mitigar la rapida propagacion de las carbapenemasas entre bacterias, es
imperativo profundizar en el conocimiento sobre su epidemiologia, caracteristicas
moleculares y repercusiones clinicas (2,3). Por tanto, esta investigacion se propone
como objetivo la caracterizacion genética de las enzimas carbapenemasas, con el
propodsito de generar informacién que sirva como base para el desarrollo de protocolos,

guias y estrategias de vigilancia y control epidemiolégico en la regién.



3. MARCO CONCEPTUAL

3.1Los carbapenémicos y sus mecanismos de accion

Los antibidticos betalactamicos son fundamentales en las decisiones terapéuticas,
especialmente frente a infecciones causadas por bacilos Gram negativos. Sin embargo,
la aparicion de enzimas capaces de degradar el anillo betalactamico ha disminuido
significativamente su eficacia y eficiencia (2). Ante este desafio, la industria farmacéutica
desarrollo los carbapenémicos, una subclase de betalactamicos con un nucleo fusionado
a un anillo insaturado de cinco atomos, lo que le confiere mayor resistencia a la accion

de las betalactamasas y reduce su tasa de degradacion (2,23).

Los carbapenémicos son usados para tratar las infecciones causadas por bacterias Gram
negativas resistentes a cefalosporinas (24). El primer carbapenémico descrito fue la
tienamicina, producido en 1976, con accion frente a microrganismos Gram positivos y
Gram negativos, aerobios y anaerobios (25). Los carbapenémicos tienen un efecto letal
independiente de la concentracion sobre las bacterias (25). Su mecanismo de accion
esta dirigido hacia el ultimo paso de la sintesis del peptidoglicano, la transpeptidacién,
proceso en el cual con ayuda de enzimas transpeptidasas o también denominadas
proteinas de unién a penicilina (PBP), que se encuentran en el espacio periplasmico,
forman el peptidoglicano; los betalactamicos incluyendo los carbapenémicos, tienen
similitud estructural con la D-Alanina, un residuo terminal del peptidoglicano, por lo cual
logran unirse de forma irreversible a las PBP imposibilitando la formacién de enlaces
cruzados peptidicos, lo que impide la correcta formacion de la pared bacteriana,
provocando agujeros que conducen a la salida del material y finalmente a la muerte
celular (25) (figura 1y 2).
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3.2 Mecanismos de resistencia a los antibiéticos carbapenémicos
Las bacterias tienen un gran arsenal de mecanismos para resistir la accion de los

antibidticos carbapenémicos, los mas conocidos y frecuentes son (25):

Alteraciones en el lugar de accion: Modificacion especifica en el sitio diana y lugar de

accion donde se une el antibidtico.

Disminucion de la permeabilidad: Modificaciéon en porinas y canales que reducen o

inhabilitan la entrada al antibi6tico generando resistencia.

Bomba de expulsién: Sistemas complejos dependientes de energia (ATP o fuerza
proton motriz) que estan dispuestos en la membrana citoplasmatica expulsando el
antibidtico.

Inactivacion o modificacion enzimatica: Utilizacion de enzimas para realizar

modificaciones en el antibidtico agregando grupos fosfato, acetilo o adenilo que lo

inactivan y no permiten su union a la célula diana.

Enzimatica: Por hidrélisis enzimatica del anillo B-lactdmico, que inactiva al antibidtico

antes de su union con las PBP.

La degradacidén enzimatica es el mecanismo de resistencia mas relevante en bacterias
gramnegativas y uno de los mas preocupantes, debido a su capacidad para facilitar la
propagacion de genes de resistencia. La alta promiscuidad bacteriana, junto con la
frecuente asociacion de elementos moéviles como transposones e integrones, acelera la
diseminacion de estos genes tanto en entornos hospitalarios como comunitarios
(2,25,26). Entre los patdogenos de mayor preocupacion se encuentran los EPC, que
producen carbapenemasas como KPC, VIM, IMP, NDM y OXA-48, las cuales estan
implicadas en una proporcién significativa de las morbilidades y mortalidades a nivel
mundial.(2,5). Un estudio de Villegas et al. sobre bacteriemias causadas por
Enterobacterales en siete paises de América Latina reporté una mortalidad global del
37%. Esta cifra fue cuatro veces mayor en pacientes con EPC, en comparacién con

aquellos infectados por cepas sensibles a carbapenémicos (18,27)
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Carbapenemasas

La carbapenemasas son enzimas producidas por bacilos Gram negativos como
Enterobacterales y bacilos no fermentadores, (Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumanii). Tienen la capacidad de hidrolizar el nucleo betalactamico de los

carbapenémicos creando resistencia a los mismos.

Tipos de carbapenemasas

Estas enzimas pueden clasificarse segun su mecanismo de adquisicién en dos tipos:
cromosomicas, como KPC, SME, NMC e IMI, y plasmidicas, como KPC y GES.
Adicionalmente, se agrupan en funcion del residuo presente en su sitio activo: algunas
contienen serina, mientras que otras dependen del ion zinc para su actividad enzimatica.
Esta clasificacion es crucial, ya que determina tanto el mecanismo de accién como la

eficacia de los inhibidores disponibles (figura 3) (28—-30)

7,

<

‘2 Clase A
> Tipo serina

5 Clase D
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g Metalo enzimas Clase B
o

<

@)

Figura 3 Clasificacién carbapenemasas (Elaboracién propia)

Carbapenemasa tipo serina: Se caracterizan por presentar una serina en el sitio activo
del nucleo del anillo betalactamico (31); en este grupo se encuentran las

carbapenemasas de clase Ay clase D.

Clase A: Pueden ser betalactamasas cromosdmicas y plasmidicas. Estas enzimas son
inhibidas por los nuevos inhibidores de betalactamasas como avibactam y relebactam.
Dentro del grupo de las cromosomicas se encuentran la carbapenemasa no

metalocromosémica tipo A (NMC-A), la enzima Serratia marcescens (SME), la



betalactamasa hidrolizante de imipenem (IMI), Serratia fonticola carbapenemasa (SFC),
la Klebsiella carbapenemasa de Brazil (BKC), la Carbapenemasa de Bicétre (BIC) y la

Imipenemasa francesa (FRI).(5)

Dentro del grupo de las codificadas por plasmidos se encuentra a KPC (Carbapenemasa

de Klebsiella pneumoniae) y GES (Guiana espectro extendido).

KPC: Estas enzimas fueron reportadas por primera vez en 1996, a partir de un
aislamiento de Klebsiella pneumoniae en Carolina del Norte, Estados Unidos (8). Desde
entonces, las bacterias productoras de KPC se han diseminado globalmente, con 223
variantes identificadas hasta la fecha, siendo KPC-2 y KPC-3 las mas prevalentes. Este
grupo de enzimas genera gran interés clinico-epidemiolégico, no solo por su alta
frecuencia, sino también por la coproduccion frecuente con otras carbapenemasas,
generalmente metalocarbapenemasas como VIM y NDM, lo que complica aun mas el

panorama clinico y dificulta el tratamiento efectivo (32).

En América Latina, las bacterias productoras de KPC se han detectado en varios paises,
incluidos México, Panama, Puerto Rico y Cuba (5). Su expansion se ve facilitada por la
transferencia horizontal, mediada principalmente por el transposon Tn4401, y la

diseminacion clonal del linaje ST258 (4,33).

El gen blakec codifica para la serinbetalactamasa Klebsiella pneumoniae. La transmisién
de blakec puede ocurrir a través de diversos procesos, tales como propagacién clonal,
plasmidos y elementos genéticos moviles pequefios, como el transposon Tn4401
(10,34). ElI Tn4401 es un transposon basado en Tn3 con una longitud de 10 Kb, que
termina mediante dos genes de transposasa Tn3 (tnpA) y resolvasa Tn3 (tnpR), y dos
secuencias de inserciéon ISKpn6 e ISKpn7 (10,35). El gen blakec es transportado por mas
de 40 plasmidos pertenecientes a diferentes grupos de incompatibilidad (Inc) como A/C,
ColE, FIA, 12, IncFll, LM, N, P, R, U, W y X. Estos plasmidos portadores de blakec

también acarrean numerosos genes de resistencia a los antimicrobianos (36).

El plasmido pKpQl es uno de los portadores del gen blakec mas estudiados. Este

elemento genético moévil y varios de sus derivados, asociados principalmente con

Klebsiella pneumoniae ST258, se han identificado en Israel, Italia y América del Norte
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desde 2006 (10). K. pneumoniae ST258 ha desempefiado un papel crucial en la
diseminacion global de las enzimas KPC, particularmente de las variantes KPC-2 y KPC-
3. Aunque ST258 ha sido el clon dominante, se han reportado otras cepas de K.
pneumoniae y diversas especies de enterobacterias productoras de KPC en diferentes
regiones del mundo (37,38). Actualmente, los aislados productores de KPC son
considerados endémicos en varios paises de América, incluidos algunos estados de
América del Norte, asi como en Colombia, Brasil y Argentina. En Europa, Italia y Grecia
se destacan como paises endémicos, mientras que, en otros, como Espafia y Francia,
se han registrado casos esporadicos, algunos vinculados a la importacion de aislados de
zonas endémicas. En Asia, Israel y China son los paises mas afectados, mientras que
en India se han notificado aislados productores de KPC de manera ocasional, al igual

que en Australia, Nueva Zelanda y Africa continental (34,38,39).

Las variantes de KPC se han encontrado en animales domésticos, de granja y salvajes.
Kock et al. (2018) revisaron casi 70 articulos que muestran genes que codifican para
KPC en aves y carne de pollo. También se encontraron en diversas fuentes ambientales,
especialmente acuaticas, como un molusco en Tunez o aguas residuales en Austria y
Brasil. Aunque no se puede descartar el origen humano, estos hallazgos sugieren una
difusion global de la KPC (40).

Las enzimas KPC son proteinas de 293 aminoacidos en promedio, con un peso
molecular de 32 kDa. Estan compuestas de dos subdominios y el plegamiento general
es similar al observado en otras betalactamasas de clase A (13,56). El primer subdominio
estd compuesto de 8 hélices alfa, y el segundo esta compuesto de 5 laminas beta
antiparalelas flanqueadas por 3 hélices alfa (56, 57). Estos dos dominios comparten
interacciones electrostaticas, y los puentes de hidrégeno estabilizan la estructura. El sitio
activo, ubicado en un bolsillo en la interfaz, contiene el residuo catalitico S70 y el agua

de desacilacion, que se activa al interactuar con E166, N170 y S70

Un desafio reciente que ha impactado las politicas de salud publica en relacion con la
resistencia antimicrobiana es la aparicion de resistencia a ceftazidima-avibactam (CAZ-

AVI). Entre los mecanismos de resistencia estudiados se encuentran mutaciones en el
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gen blakec, la sobreexpresion de este gen, y la pérdida de porinas.
(1)Independientemente del mecanismo, la emergencia de resistencia a CAZ-AVI genera
una mayor preocupacion debido a las complicaciones que impone sobre las opciones

terapéuticas disponibles (41).

Estructura KPC

Estructuralmente, las enzimas KPC constan de dos subdominios, un subdominio es
principalmente a- helicoidal, mientras que el otro contiene una lamina B de cinco
cadenas, flanqueada por a -hélices (figura 4) (42). La hendidura, que se encuentra entre
los subdominios, alberga el sitio activo que incluye los residuos S70 y E166, esenciales
para la catalisis (42). Es adyacente a esta serina del sitio activo donde se posiciona el
grupo carbonilo y se hidroliza el anillo B-lactamico (42). El sitio activo esta rodeado por
tres bucles: el bucle Q, que contiene los residuos R164 a D179, el bucle entre las hélices
a 3y a4, donde se localiza el residuo W105 y un tercer bucle, también definido como la

"region bisagra”.
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Figura 4 Estructura KPC. https://www.nature.com/articles/s41598-018-31176-0
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GES: Su primera caracterizacion fue la variante: GES-1 (28,43), se ha informado en
paises de Latinoamérica como Colombia, Argentina, Brasil y México (5), pero también
tiene presencia hasta el sudeste asiatico, pasando por Europa e incluso Sudafrica. Su
hallazgo no es tan frecuente como el de otras carbapenemasas, aunque se han aislado
practicamente en todo el mundo (43), pero se reconoce que se tiene un subreporte en el
pais debido a que no se busca de manera rutinaria en el laboratorio. En la actualidad se
conocen 64 variantes en la enzima GES, a lo largo del tiempo se han ido describiendo
nuevas variantes, pero hoy se sabe que solo cuatro cuentan con actividad
carbapenemasa: GES-2, GES-4, GES-5 y GES-6 (28). En Pseudomonas aeruginosa se
han detectado las variantes GES-2 y GES-5 (43).

Clase D: Su representante es la Oxacilinasa, originaria de Shewanella spp, puede ser
tanto plasmidica como cromosémica, y se dividen en grupos; OXA-23, OXA-245, OXA-
58, OXA-72, OXA-143 y OXA-48, siendo esta ultima la de mayor importancia.
Generalmente se encuentra en cepas de Acinetobacter spp, pero también puede

presentarse en Enterobacterales en menor proporcion (5,25,28).

Clase B: Las metalobetalactamasas son un grupo diverso de enzimas que dependen de
los iones Zn?* en su sitio catalitico, siendo este el responsable del ataque al nucleo del
anillo betalactamico (31). Las enzimas de clase B no son inhibidas por los inhibidores de
B-lactamasa pero no pueden hidrolizar el aztreonam, por lo que, en ausencia de otros
mecanismos de resistencia, el aztreonam es activo como terapia antibidtica. Dentro de
este grupo se encuentran las enzimas VIM, NDM e IMP; la mas importante en la clinica,
por ser mundialmente la mas frecuente epidemiolégicamente es VIM, pero en Colombia

la mas predominante es NDM (5).

NDM: Presenta actualmente 75 variantes, y su caracteristica enzimatica se debe a la
capacidad de hidrolizar la mayoria de betalactamicos, pero no a los monobactamicos (5).
Su primera identificacion fue la NDM-1 detectada en Nueva Delhi. Posteriormente, se
han encontrado cepas productoras de NDM en varias especies de Enterobacterales spp.,
Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp., en todo el mundo, provocando graves

infecciones con alta tasas de mortalidad (44). Aunque se estan realizando multiples
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esfuerzos para contener esta amenaza, las bacterias productoras de NDM siguen
expandiéndose y resultan una amenaza para la salud publica debido que no hay ningun

tratamiento contra las NDM aprobado para uso clinico (28,29,31,43).

Estructura NDM

Las metalohidrolasas/oxidorreductasas presentan el caracteristico pliegue sandwich
af/Ba (45,46). Las MBL poseen un surco de sitio activo poco profundo con uno o dos
iones de zinc divalentes, bordeado por bucles flexibles (figura 5). En NDM-1, este bucle
de horquilla flexible se desplaza sobre el ion de zinc para la hidrdlisis y se elimina tras la
catalisis (45). El sitio Zn1 estd compuesto por los residuos His116, His118 e His196,
mientras que el sitio Zn2 esta formado por los residuos Asp120, Cys221 e His263 (46).
Ambos iones Zn(ll) son esenciales y estan implicados en el mecanismo de hidrélisis de

los antibidticos B-lactamicos (45).

Active site

Figura 5. Estructura NDM. https://bmcmicrobiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12866-017-
1012-8
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3.3 Vision mundial carbapenemasas
Las carbapenemasas de clase B solian ser las mas frecuentes a nivel mundial, con
presencia destacada en paises como China, Japdn y Australia, donde la carbapenemasa
mas comunmente detectada era IMP (31). Sin embargo, con el paso de los afos, la
distribucion de estas enzimas ha cambiado, dando lugar a la predominancia de las
carbapenemasas de clase A, como KPC, la cual es endémica en paises como Estados
Unidos, Grecia e Italia (31). Por otro lado, las B-lactamasas de clase D, como OXA, se
encuentran generalmente en Acinefobacter baumannii y, en menor medida, en
Enterobacterales, especialmente las derivadas de OXA-48, que son endémicas en

Turquia, Francia, Bélgica y el norte de Africa (31).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) monitorea la resistencia a
carbapenémicos a través de la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a
los Antimicrobianos (ReLAVRA) (47). En su informe de 2021, se sefialo que desde 2010,
muchos paises de la regién han reportado un incremento sostenido en la prevalencia de
aislamientos resistentes a carbapenémicos, superando el 60% en algunos casos. En
América Latina, la carbapenemasa mas comun en Enterobacterales es KPC, presente
en toda la region, seguida de NDM, con menor presencia de IMP y VIM. En Argentina se
describe que durante el periodo de mayo a noviembre de 2020, la coproduccion de KPC
y NDM es la combinacion de carbapenemasas mas prevalente, con un 16% entre las
enterobacterias resistentes a carbapenémicos recibidas en el laboratorio nacional de
referencia; en el caso de Uruguay se observd un aumento de aislamientos productores
de KPC y NDM de 3.3% en el periodo enero 2020 y mayo 2021. Por otro lado, en Ecuador
se alertd sobre los primeros aislamientos coproductores de KPC y NDM y de KPC y OXA-
48 a principios de 2021 (47).

En Colombia, se ha documentado una amplia variedad de carbapenemasas, y la
coproduccion de estas enzimas en Enterobacterales es cada vez mas comun, como en
otros paises de América Latina (5). La carbapenemasa tipo KPC es endémica en el pais,
y su coproducciéon con NDM ha sido descrita al igual que en Brasil, India, Grecia, China
y Alemania (4). Los registros del Grupo para el Control de la Resistencia Bacteriana en

Bogotd (GREBO) muestran un aumento en las coproducciones y coexpresiones de
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carbapenemasas KPC y NDM (4). Debido a la naturaleza plasmidica de los genes que
codifican estas enzimas y su fenotipo multirresistente, el riesgo de diseminacién es

elevado, lo que limita las opciones terapéuticas en el pais (5).

El informe de 2018 sobre infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) indica que
en Colombia, la carbapenemasa endémica es KPC, mayormente asociada a Klebsiella
pneumoniae, con un 25.5% de los aislamientos resistentes a carbapenémicos. Este
microorganismo es de alta relevancia para la vigilancia epidemiolégica, seguido por
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Alerta Epidemiolégica: Emergencia e
Incremento de Nuevas Combinaciones de Carbapenemasas En Enterobacterales En
Latinoamérica y El Caribe - 22 Octubre 2021 - OPS/OMS). Estos datos coinciden con el
estudio del Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
(GLASS), que prioriza la vigilancia de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacterales resistentes a carbapenémicos, debido a su fuerte

asociacion con la morbilidad y la criticidad de los pacientes (44).

Ante este panorama, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado
fortalecer la vigilancia epidemiolégica e implementar investigaciones para detectar y
caracterizar los mecanismos de resistencia a los carbapenémicos, a fin de tomar
medidas oportunas que prevengan su transmision y permitan el desarrollo de guias y

protocolos para su contencion (49).
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4. OBJETIVOS

4.10Objetivo general
Caracterizar los genes blakec, blanomy blaces e identificar los linajes clonales de
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en aislamientos de Enterobacterales
productoras de carbapenemasas provenientes de un hospital regional de la
ciudad de Cali.

4.20bjetivos especificos
1. ldentificar la presencia de los genes blakec, blanom y blaces en las especies de
Enterobacterales aisladas.
2. Determinar las variantes de los genes blakec y blanom encontrados en las cepas
aisladas.

3. Analizar la diversidad clonal de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

Estudio descriptivo de corte transversal

5.2 Area de estudio

Microbiologia basica, clinica y molecular

5.3 Poblaciéon y muestra

La poblacién corresponde a cuarenta (40) cepas bacterianas aisladas a partir de
muestra de hisopados rectales, provenientes de un macroproyecto financiado por
convocatoria interna interinstitucional Universidad del Valle -Pontificia
Universidad Javeriana Cali codigo C.1.1940, con acta de aprobacion del comité
de ética No0.003-022. Las cepas fueron obtenidas en un hospital de tercer nivel
de la ciudad de Santiago de Cali en el periodo comprendido entre julio del 2022
y abril del 2023.

5.4 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

* Aislamientos de hisopados rectales de Enterobacterales con resultados de
pruebas de susceptibilidad que indiquen resistencia a carbapenémicos de

acuerdo con los puntos de corte del CLSI 2022.
Criterios de exclusion
* Aislamientos provenientes de hisopados rectales diferentes a Enterobacterales.

* Aislamientos provenientes de hisopados rectales de Enterobacterales con
resultados de pruebas de susceptibilidad que indiquen sensibilidad a

carbapenémicos de acuerdo con los puntos de corte del CLSI 2022.
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5.5 Variables de estudio

Las variables listadas en la tabla 1 fueron empleadas en la presente investigacion

Tabla 1. Variables de estudio

Variable Definiciéon Definicién Tipo de | Tipo de Valores Método de
tedrica operativa variable escala posibles recoleccion
Especie de Bacteria aislada Bacteria Cualitativa | Nominal | Klebsiella Resultados de
enterobacteria perteneciente al identificada a pneumoniae identificacion
aislada orden nivel de género Escherichia bacteriana
Enterobacterales y especie por coli
métodos Citrobacter
fenotipicos sp.
Enterobacter
Sp.
Otras
Tipo de Enzima Tipo de enzima | Cualitativa | Nominal KPC Reaccién en cadena
carbapenemasa producida por detectada por NDM de la polimerasa,
cepa de PCR en las PCR de punto final.
Enterobacteral cepas de GES Prueba
aislada Enterobacterales Inmunocromatografica
aisladas
Variantes de Mutacion de Variante de Cualitativa | Nominal | KPC 1-225 Secuenciacioén de
carbapenemasa genes que detectada por NDM 1-64 Sanger
codifican secuenciacion
carbapenemasas de Sanger

5.6 Aprobacion comité de ética

Esta propuesta fue aprobada por el comité de ética de la Universidad del Valle
con el aval codigo E 048-024 del 21 de octubre de 2024.

5.7 Identificaciéon y pruebas de susceptibilidad:

Los perfiles de susceptibilidad e identificacion fueron determinados usando los

sistemas automatizados BD Phoenix™ M50. El instrumento BD Phoenix™ M50

determina el crecimiento mediante un indicador de éxido-reduccién y la deteccidn

de crecimiento por turbidez.(50)
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5.8 Identificacién fenotipica del tipo de carbapenemasa

La identificacion fenotipica se llevo a cabo utilizando la prueba inmunocromatografica
comercial NG-Test® CARBA-5, una prueba rapida de inmunoensayo disefiado para la
deteccion de las cinco carbapenemasas de mayor prevalencia mundial (31), KPC, OXA,
VIM, IM P y NDM. La prueba incluye anticuerpos monoclonales especificos contra KPC,
OXA, VIM, IMP y NDM en la almohadilla reactiva. Durante la migracion de la muestra a
lo largo de la placa, las enzimas son captadas y detectadas en las zonas demarcadas de
la prueba correspondientes a K, O, V, | y N (figura 6). La colonia bacteriana utilizada se
obtuvo a partir de un medio de cultivo sélido de agar LB (medio Luria-Bertani), tras 18

horas de incubacién. (48)

La prueba se realizé siguiendo el procedimiento brindado por el inserto (Anexo 1)

Stool / Urine / Biological samples Se|ecﬁve medium* 18-24H
= - NG-Test CARBA 5

Operating procedure from bacterial culture
l $ 1004

@

For professional in vitro diagnostic use only

Figura 6. Procedimiento prueba de deteccién de carbapenemasas Test® CARBA-5.
https://www.ngbiotech.com/ng-test-carba-5/#1668380143436-90ed1833-3e7d

Las variantes detectadas por la prueba se encuentran listadas en la tabla 2 (51):

Tabla 2. Variantes detectadas por prueba Test® CARBA-5.

TIPO VARIANTE
NDM 1-2-3-4-5-6-7-8-9-11-19
KPC 1-2-3-4-5-6-7-12-14-23-28 -39
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IMP

1-2-4-5-6-7-8-10-11-13-14-15-16
-18 -19 -22 -26 -29 -31 -37 -39 -46 -47 -
56 -58 -61 -63 -71 -79

VIM

1-2-4-5-6-19-23-26-27 -31 -39 -46 -
51 -52 -54 -56 -58 -59

OXA

48 -162 -181 -204 -232 -244 -245 -370 -
436 -484 -515 -517 -519 -535 -793

https://www.ngbiotech.com/ng-test-carba-5/#1668380143436-90ed1833-3e7d.

5.9 Extraccion de ADN bacteriano por método de ebullicion directa
Utilizando el protocolo modificado de Shin et al. se realizé la extracciéon de DNA con el

siguiente procedimiento(52):

a. Disolver una (1) colonia aislada proveniente de un cultivo de agar solido del

medio LB con un crecimiento de 18 horas a un vial estéril con 50uL de agua

grado biologia molecular

© o 0 T

5.10 Amplificaciéon de genes mediante Reacciéon en Cadena de la

Polimerasa (PCR)

El ADN extraido de las cepas de Enterobacterales resistentes a carbapenémicos se
descongeld para confirmar mediante PCR, la produccién de enzimas carbapenemasas.
La PCR es una técnica molecular que permite la amplificacion de regiones especificas
de ADN (53) mediante ciclos controlados de desnaturalizaciéon, alineacion
anillamiento) y extension (54). Las PCR se realizaron con la enzima ADN polimerasas

GoTag® G2 Flexi de Promega (Francia), utilizando los oligonucleétidos listados en la

tabla 3.

Tabla 3.0ligonucleétidos para amplificar la region codificante de los
genes blaxpc, blanpm y blaces

Calentar a 95°C por diez minutos (10min) utilizando bano seco
Centrifugar a 13000rpm por cinco minutos (5min)
Trasladar sobrenadante a un vial estéril nuevo

Congelar a 4°C hasta momento de uso
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Nombre del Secuencia del oligo 5’-3’ Peso Referencia
gen esperado
(pb)

blakpc KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893 (55)
KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC

blanpm NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 (56)
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC

blages GES- F ATGCGCTTCATTCACGCAC 863 (57)

GES- R CTATTTGTCCGTGCTCAGG

Para la amplificacién del gen blakec se utilizo el protocolo de Schechner et al. con las
siguientes condiciones: 15 min a 95 °C y 38 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 mina 62 °C y 1
min a 72 °C, seguido de un paso de extension de 10 min a 72 °C (55). Para el control
positivo de la prueba se utilizd la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1705. Por su
parte, para la amplificacién del gen blanpm se utilizé el protocolo de Poirel et al. con las
siguientes modificaciones: 10 min a 94°C y 36 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 mina 60 °Cy
1 min a 72 °C, seguido de un paso de extension final por 5 min a 72 °C (56). Para el
control positivo de la prueba se utilizé la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC BAA2146; y
para la determinacion del gen blaces se utilizo el protocolo de Tiemtoré et al. con las
siguientes condiciones: 7 min a 94°C y 35 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 mina 58 °C y 1 min
a 72 °C, seguido de un paso de extension final por 10 min a 72 °C (57). Como control
positivo de la prueba se utilizé la cepa de aislamiento clinico de Acinetobacter baumannii

complex positiva para GES.

5.11 Visualizacion de los productos de PCR por electroforesis
Los productos amplificados mediante PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en un sistema horizontal, utilizando un voltaje constante de 100 V.
Para la visualizacién del ADN, se emple6 el colorante fluorescente SYBR™ Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen™!), un tinte no toxico y seguro para la deteccién de acidos nucleicos
bajo luz azul o ultravioleta. El procedimiento se realizé siguiendo el protocolo descrito por
Poirel et al., asegurando condiciones 6ptimas para la resolucion de fragmentos de ADN
amplificados. El tamafio de los productos se determiné mediante la comparacién con el
marcador de peso molecular 100bp Plus Opti-DNA Marker de ABM®, que permitio

corroborar la amplificacion especifica de las regiones génicas objetivo.
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5.12 Purificacion productos DNA
Los productos de PCR obtenidos fueron purificados con el estuche comercial DNA Clean

& Concentrator (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.13 Secuenciacion de Sanger
Los productos purificados fueron enviados a la institucion externa para ser secuenciados
mediante la metodologia de Sanger, que se basa en la replicacion selectiva del ADN
mediada por polimerasas en presencia de dideoxinucleotidos trifosfato (ddNTPs). Los
ddNTPs carecen del grupo hidroxilo 3’ en la desoxirribosa, lo que impide la formacion de
enlaces fosfodiéster y, por ende, detiene la sintesis de la cadena de ADN. Cuando se
incorporan aleatoriamente en la secuencia en crecimiento, generan fragmentos de ADN

de diferentes longitudes que terminan en el nucleétido correspondiente al ddNTP (58,59).

5.14 Secuenciacion multilocus (MLST)
La secuenciacion multilocus es una técnica de tipificacion molecular que utiliza
secuencias de multiples genes esenciales para identificar y caracterizar aislados
bacterianos (60). En este estudio, se enviaron los aislados de las cepas bacterianas a
una institucién externa especializada para realizar la amplificacion y secuenciacion de
los genes conservados. La metodologia MLST se basa en la amplificacion y
secuenciacion de fragmentos especificos de genes housekeeping, los cuales son
generalmente conservados en las especies y presentan una variabilidad suficiente para

discriminar entre diferentes cepas bacterianas (60).

Se realizé la tipificaciéon de secuencias multilocus amplificando y secuenciando, en el
caso de los aislados de Klebsiella pneumoniae (61), los siguientes siete genes

conservados: gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB, tonB, de acuerdo con www.pubmlst.org

(11):

e gapA (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase): Este gen codifica para
una enzima clave en la glucdlisis y ha sido ampliamente utilizado en estudios de
MLST debido a su funcién esencial y baja tasa de mutacion.

e infB (translation initiation factor 2): Es crucial para la iniciacion de la traduccién

en bacterias y es otro gen ampliamente utilizado en estudios de MLST.
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e mdh (malate dehydrogenase): Participa en el ciclo del acido citrico, siendo
fundamental para la respiracion celular aerdbica.

e pgi (phosphoglucose isomerase): Participa en la conversion de glucosa-6-
fosfato a fructosa-6-fosfato en la via glucolitica.

e phoE (phosphate transport system): Es responsable del transporte de fosfato
en la célula y esta involucrado en la adaptacidon bacteriana a condiciones de bajo
fosfato.

e rpoB (RNA polymerase B-subunit): Codifica la subunidad principal de la ARN
polimerasa y es una proteina clave para la transcripcion de genes.

e tonB (TonB-dependent receptor): Participa en el transporte de hierro y otras

moléculas a través de la membrana externa de la bacteria.

Para los aislados de Escherichia coli, Se realizé MLST de siete genes de acuerdo con el
protocolo MLST estandarizado para E. coli, vy con la Enterobase
https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/ecoli, los genes utilizados para la

secuenciacion fueron (62):

e adk (adenylate kinase): Este gen participa en el metabolismo energético celular,
esencial para la regulacion de los niveles de ATP.

e fumC (fumarate hydratase C): Es parte del ciclo de Krebs y es importante para
la produccién de energia celular.

e gyrB (DNA gyrase B subunit): Codifica una subunidad de la ADN girasa, una
enzima clave en la superenrollacion del ADN durante la replicacién.

e icd (isocitrate dehydrogenase): Participa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(Ciclo de Krebs), esencial para la respiracion celular.

e mdh (malate dehydrogenase): Similar al caso de Klebsiella pneumoniae,
también se utiliza en E. coli debido a su funcion central en la metabolizacion de
compuestos intermedios del ciclo de Krebs.

e purA (phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide synthase): Es

clave en la biosintesis de purinas.
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e recA (recombinase A): Participa en la reparacién del ADN y en la recombinacion

genética, siendo crucial para la estabilidad genética de las bacterias.

5.15 Determinacion de variante por analisis bioinformatico:
Las secuencias obtenidas por secuenciacion de Sanger, de los genes que codifican para
las enzimas KPC y NDM fueron editadas manualmente en el programa de Geneious®
7.1.3, después fueron alineadas utilizando el programa MEGA version 11 y analizadas
con BLAST. Por ultimo, se determinaron las variantes de la enzima usando el programa
ResFinder (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder).

5.16 Analisis estadistico
Las variables se presentaron en forma de numeros absolutos y porcentajes,
esquematizados mediante tablas de registro, asi como graficos circulares y barras para

facilitar la interpretacién visual de resultados.

Adicionalmente se realizaron pruebas de concordancia kappa de cohen entre resultados
de las pruebas moleculares (PCR) y la prueba fenotipica (inmunocromatografia) para

evaluar la correlacion de resultados.
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6. RESULTADOS

6.1 Identificaciéon y determinaciéon del perfil de susceptibilidad
En este estudio se analizaron 40 cepas de Enterobacterales. Los resultados de la
identificacion fenotipica realizada por el método automatizado BD Phoenix™ M50 se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultado de identificaciéon bacteriana

BACTERIA CANTIDAD PORCENTAJE (%)
Citrobacter farmeri 1 2,5
Citrobacter freundii 1 2,5
Citrobacter koseri 1 2,5
Enterobacter aerogenes 1 2,5
Enterobacter cloacae complex 5 12,5
Escherichia coli 5 12,5
Klebsiella aerogenes 1 2,5
Klebsiella oxytoca 2 5,0
Klebsiella pneumoniae 20 50
Proteus mirabilis 1 2,5
Providencia rustigianii 1 2,5
Serratia maracenses 1 2,5
Total 40 100

El 50% de las cepas correspondieron a Klebsiella pneumoniae, lo que indica que esta
especie es la mas prevalente en la poblacién, seguida por Escherichia coli, y el complejo

Enterobacter cloacae, cada uno con una representacion del 12.5%.

Las especies como Citrobacter spp., Enterobacter aerogenes y Klebsiella oxytoca,
constituyen un porcentaje mas pequefio, cada una representando solo el 2.5% del total

de las cepas analizadas.

Los perfiles de susceptibilidad a Meropenem (MEM), Imipenem (IMP), Ertapenem (ETP),
Ceftazidima/Avibactam (CAZ/AVI), Ceftriaxona (CRO) y Cefepime (CEP) fueron
determinados usando el sistema automatizado BD Phoenix™ M50. En la tabla 5, se
detalla el perfil de resistencia presentado por las cepas en estudio:
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Tabla 5. Perfil de resistencia cepas estudio

ANTIBIOGRAMA

Bacteria
N° CEP CRO IMI MEM ERT CIA
2 | Klebsiella pneumoniae >16 >4 R |>8| R >16 |R[>1|R NR
5 | Enterobacter cloacae complex 2 S >4 R R 4 R|>1|R NR
18 | Escherichia coli 4 I >4 R R 2 I |>1|R NR
21 | Klebsiella oxytoca >16 R >4 R R >16 |R|>1|R NR
26 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R |>8]| R 8 R[>1|R NR
30 | Escherichia coli 16 R >4 R [>8] R | >16 |R|>1|R NR
31 | Citrobacter freundii >16 R >4 R |>8| R >16 |R|>1|R| >8/4 R
65 | Klebsiella pneumoniae <=1 S | <=0,12 | S I | <=0,5 |S|>1|R| 0,5/4 S
79 | Enterobacter cloacae complex <=1 S | <=012 | S |4 | R 1 S |>1|R| 1/4ug S
85 | Klebsiella pneumoniae >16 R NR |>8| R 16 |R|>1|R| >8/4 R
92 | Klebsiella pneumoniae <=1 S >4 R |1| S | <05 |S|>1|R| 05/4 S
95 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R [>8| R >16 |R|>1|R| >8/4 R
94 | Klebsiella pneumoniae <=1 S >4 R S <0,5 |S|>1|R| 1/4ug S
101 | Enterobacter cloacae complex >16 R >4 R 4| R 2 I |>1|R|<=0,25/4| S
108 | Enterobacter aerogenes >16 R >4 R [>8]| R >16 |R|>1|R| 2/4ug S
111 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R |>8]| R >16 |R|>1|R| 4/4ug S
116 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R 18] R >16 |R|>1|R| 2/4ug S
121 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R |8| R >16 |R|>1|R| >8/4 R
122 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R 18| R >16 |R|>1|R| 4/4ug S
126 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R 18] R >16 |R|>1|R| 4/4ug S
127 | Providencia rustigianii >16 R >4 R |8]| R >16 |R|>1|R NR
130 [ Klebsiella oxytoca >16 R >4 R |8| R 8 |R|>1|R| >8/4 R
1:?16- Klebsiella pneumoniae NR >4 R 1 S 2 I1>1|R| 05/4 S
) Eechorichia ol >16 | R >4 R|8| R | 32 |R[>1|R|<=0254| s
159 | Proteus mirabilis >16 | R >4 R NR | >16 |R|>1|R| >8/4 R
171 | Klebsiella pneumoniae >16 | R >4 R R 2 I |>1|R| 05/4 S
172 | Enterobacter cloacae >16 R >4 R R >16 |R|>1|R| >8/4 R
1:3- Klebsiella aerogenes >16 R >4 R |8 R >16 |R|>1|R| >8/4 R
1723- Escherichia coli NR >4 R 11| 8 | <=05]|8|>1R|<=0254) S
175 | Klebsiella pneumoniae >16 | R >4 R 14| R 8 |R|>1|R]| 4/4ug S
182 | Klebsiella pneumoniae >16 | R >4 R|8| R | >16 |R|>1|R| 24ug | S
187 | Citrobacter koseri >16 R NR | 2| | 2 I [>1|R| 05/4 S
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1{519- Escherichia coli >16 R >4 R |>8| R 8 R|>1|R| >8/4 R
189-

2 | Klebsiella pneumoniae 8 | >4 R18|R >16 |R|>1|R| 1/4ug S
192 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R [>8] R >32 |R|>1|R| >8/4 R
203 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R |1| S | <=05|S|>1|R| 05/4 S
204- . <=1 | s >4 R [>8]| R 4 |R[>1]|R NR
1 Serratia maracenses

224- Enterobacter cloacae >16 R >4 R |>8| R 4 R|>1|R|<=0,25/4

211 | Klebsiella pneumoniae >16 R >4 R |>8| R >16 |R|>1|R| >8/4 R
219 | Citrobacter farmeri >16 R >4 R |>8| R >16 |R|>1|R| >8/4 R

La interpretacion de los resultados sigue los criterios CLSI S (Sensible): Efectividad del
antibidtico, | (Intermedio): Eficacia potencial con dosis altas, R (Resistente):
Inadecuado para tratamiento, NR: No reportado/no determinado. El perfil de
susceptibilidad incluye seis agentes antimicrobianos clave: Meropenem (MEM) -
Carbapenémico de amplio espectro; Imipenem (IMP) - Otro carbapenémico esencial en
infecciones severas; Ertapenem (ETP) - Carbapenémico de uso en infecciones
comunitarias y hospitalarias; Ceftazidima/Avibactam (CAZ/AVI) - Combinacién para
tratar infecciones causadas por Enterobacterales resistentes; Ceftriaxona (CRO) -
Cefalosporina de tercera generacion; Cefepime (CEP) Cefalosporina de cuarta

generacion.

En la figura 7, se representa graficamente el perfil de susceptibilidad para las cepas

analizadas.

100%
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CAZ/AVI

HR ®S

Figura 7 Perfil de resistencias cepas estudio
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6.2 Determinacion del tipo de carbapenemasa por métodos fenotipicos

Cada uno de los aislamientos fue analizado por PCR para detectar el tipo de
carbapenemasa. En la figura 8 y 9 se muestran las bandas asociadas a la amplificacion
de KPC y NDM de los 40 aislamientos

C.

Figura 8.Gel electroforesis Imagen A y B: Amplificacién positiva gen blakec.

Los aislamientos positivos para KPC, corresponden al 66.7% y se
encuentran detallados en la tabla 6

Tabla 6. Aislamientos positivos para KPC

N° Bacteria KPC
K2 Klebsiella pneumoniae X
K5 Enterobacter cloacae complex| X
K21 | Klebsiella oxytoca X
K26 |Klebsiella pneumoniae X
K65 | Klebsiella pneumoniae X
K79 | Enterobacter cloacae complex| X
K92 Klebsiella pneumoniae X
K95 | Klebsiella pneumoniae X
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K94 | Klebsiella pneumoniae
K101 [ Enterobacter cloacae complex
K108 [ Enterobacter aerogenes
K111 [ Klebsiella pneumoniae
K116 | Klebsiella pneumoniae
K121 [Klebsiella pneumoniae

K122 [Klebsiella pneumoniae

K126 | Klebsiella pneumoniae
K136-1 |Klebsiella pneumoniae
K136-2 | Escherichia coli

K171 | Klebsiella pneumoniae
K173-2 | Escherichia coli

K182 [Klebsiella pneumoniae

K187 [ Citrobacter koseri
K189-2 |Klebsiella pneumoniae

K203 [Klebsiella pneumoniae

XXX XXX XXX XXX XX | X[ X[ X|X

K204-2 | Enterobacter cloacae

C

Figura 9 Amplificacién positiva gen blanom
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Los aislamientos positivos para NDM corresponden al 43.6% y se detallan en la tabla 7.

Tabla 7. Aislamientos positivos para NDM

N° Bacteria NDM
N2 | Klebsiella pneumoniae X
N21 |Klebsiella oxytoca X
N26 | Klebsiella pneumoniae X
N30 |Escherichia coli X
N85 |Klebsiella pneumoniae X
N95 | Klebsiella pneumoniae X
N121 |Klebsiella pneumoniae X
N127 | Providencia rustigianii X
N130 |Klebsiella oxytoca X
N136-2 | Escherichia coli X
N159 | Proteus mirabilis X
N173-1 | Klebsiella aerogenes X
N189-1 | Escherichia coli X
N192 |Klebsiella pneumoniae X
N211 |Klebsiella pneumoniae X
N219 | Citrobacter farmeri X

Todos los aislamientos fueron analizados por PCR para la busqueda del gen blaces que
codifica para la enzima GES, pero no se obtuvieron aislamientos positivos para ese gen.

A B

Figura 10 Amplificacién gen blaces.

Se presentaron coproducciones entre KPC y NDM, las cuales representaron el 15.4%.
En la tabla 8 se muestra la frecuencia de coproducciones entre KPC y NDM.
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Tabla 8. Aislamientos positivos para coproducciones (KPC/NDM)

Bacteria KPC NDM KPC/NDM
Citrobacter farmeri 0 1 0
Citrobacter koseri 1 0 0
Enterobacter aerogenes 1 0 0
Enterobacter cloacae 1 0 0
Enterobacter cloacae complex 3 0 0
Escherichia coli 2 3 1
Klebsiella aerogenes 0 1 0
Klebsiella oxytoca 1 2 1
Klebsiella pneumoniae 16 7 4
Proteus mirabilis 0 1 0
Providencia rustigianii 0 1 0
Serratia maracenses 0 0 0
Total general 25 16 6

Se realizo la determinacién del tipo de carbapenemasa por inmunocromatografia y se
confirmé el resultado por PCR de punto final. En la tabla 9 se presenta un analisis
detallado de los resultados obtenidos por cromatografia y PCR en la identificacion de
genes de resistencia en distintas especies de Enterobacterales.

Tabla 9. Resultados cromatografia y PCR de aislamientos de estudio

CROMATOGRAFIA PCR

N*ID | Bacteria KPC | NDM | OX%" | vim | kPC | NDM | GES

2 | Klebsiella pneumoniae X1 X X | X

5 | Enterobacter cloacae complex| X X

18 | Escherichia coli X

21 | Klebsiella oxytoca X | X X | X

26 | Klebsiella pneumoniae X | X X | X

30 | Escherichia coli X X

31 | Citrobacter freundii X X | X

65 | Klebsiella pneumoniae X X

79 | Enterobacter cloacae complex| X X

85 | Klebsiella pneumoniae X X
92 | Klebsiella pneumoniae

95 | Klebsiella pneumoniae

94 | Klebsiella pneumoniae

101 | Enterobacter cloacae complex
108 | Enterobacter aerogenes

XX | XXX [X
XX | XX [ XX

111 | Klebsiella pneumoniae




116 | Klebsiella pneumoniae X X

121 | Klebsiella pneumoniae X | X X | X

122 | Klebsiella pneumoniae X X

126 | Klebsiella pneumoniae X X

127 | Providencia rustigianii X X

130 | Klebsiella oxytoca X X
136-1 | Klebsiella pneumoniae X X
136-2 | Escherichia coli X | X X | X

159 | Proteus mirabilis X X

171 | Klebsiella pneumoniae X X
173-1 | Klebsiella aerogenes X X
173-2 | Escherichia coli X X

175 | Klebsiella pneumoniae NEGATIVO NEGATIVO

182 | Klebsiella pneumoniae X X

187 | Citrobacter koseri X X
189-1 | Escherichia coli X X
189-2 | Klebsiella pneumoniae X X

192 | Klebsiella pneumoniae X X

203 | Klebsiella pneumoniae X X
204-2 | Enterobacter cloacae X X

211 | Klebsiella pneumoniae X X

219 | Citrobacter farmeri X X

En analisis estadistico, la prueba de Kappa de cohen mostrd que existe una muy buena
concordancia al arrojar un valor de 1.0 entre los dos métodos de identificacién del tipo
de carbapenemasa.

Tabla 10 Resultado prueba de Kappa de Cohen

Medidas simétricas

Error
estandar T Significacion
Valor asintotico? | aproximadaP aproximada
Medida de | q 1,000 0,000 9,642 0,000
acuerdo
N de casos validos 40

a. No se presupone la hipotesis nula.
b. Utilizacién del error estandar asintético que presupone la hipétesis nula.
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6.3 Secuenciacion de Sanger

Las variantes de genes blakec identificados con mayor prevalencia fueron
blakec-2 (54.2%), blakec-3 (12.5%), y blakrc-19 (33.3%). La mayoria de las
identidades estan por encima del 99%, lo cual confirma una alta similitud
con las referencias de secuencia NCBI. En la tabla 10 se muestran los

resultados del analisis bioinformatico realizado en las bases de datos

ResFinder y NCBI para las variantes de KPC.

Tabla 11. Resultados variantes KPC aislamientos de estudio

N° . NCBI Reference | Resistance -
; ; Bacteria ) Porcentaje Identity
Aislamiento Sequence: gene

2 pgéiﬁffrﬁze WP_004199234.1| 100% | blakec-19 | 99.27%

Enterobacter
WP_004199234.1| 98.05% .
3 cloacae |\ 51889120011 |  100% blakpc-2 | 99.64%
complex
Klebsiella | WP_004199234.1| 98.05% .

21 oxytoca | WP 088912091.1| 100% | Dlawec-19 | 99.52%

26 pri;(éit:ﬂ:e WP_004199234.1|  100% blakpe-2 | 99.39%

65 p,'féi‘,’fn’ﬂge WP_004199234.1|  100% blakpe-2 | 99.88%

Enterobacter
79 cloacae | WP_004199234.1 100% blakpc-2 | 99.88%
complex
Klebsiella
92 pheumoniae WP_004199234.1| 100% blakec-19 | 99.76%
Klebsiella | WP_004199234.1| 96.24% .
%4 pneumoniae |WP_088912091.1| 96.14% | Pléxec-2 | 99.15%
95 pféiﬁf")erfge WP_004199234.1| 100% | blakec-19 | 99.76%
Enterobacter

101 cloacae | WP_004199234.1| 100% blaxpe-2 | 99.75%

complex

108 Eg;%;ii‘g:r WP_004199234.1| 100% | blaxec-19 | 99.76%

111 pr’féi’;fﬂze WP_004199234.1| 100% | blakec-2 | 99.88%

116 pfféiﬁfﬂze WP_004199234.1|  100% blakec-3 | 100.00%

121 p:éi‘;fﬂ:e WP_004199234.1| 100% blakpe-2 | 100.00%

122 pr’g‘z‘;fﬂ:e WP_004199234.1| 100% blakpc-19 | 99.76%

Klebsiella | WP_004199234.1| 99.24% .

126 pneumoniae | WP 088912091.1| 99.61% | Plakec-3 | 99.76%
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136-1 p:;i‘;fﬂze WP_004199234.1| 100% | blakec-2 | 100.00%
1362 | FSNONONE e 004199234.1|  100% | blaxec-19 | 99.88%
171 pﬁiﬁfﬂze WP_004199234.1| 100% | blakec-3 | 99.34%
1732 | FSNONONE \wp 004199234.1| 100% | blakec-2 | 100.00%
182 pﬁiﬁfﬂze WP_004199234.1| 100% | blakee-2 | 100.00%
187 citobacter | \wp_004199234.1|  100% | blaxec-2 | 100.00%
189-2 p::ff;f(’;erﬁze WP_004199234.1| 100% | blakec-2 | 98.03%
| e O | T | s
v | e MU | B s | s

La variante de gen NDM detectada en todos los aislados fue NDM-1. La mayoria con
identidades por encima del 98%, lo cual confirma una alta similitud con las referencias
de las secuencias NCBI.

bioinformatico realizado en las bases de datos ResFinder y NCBI para las variantes de

NDM.

En la tabla 11 se muestran los resultados del analisis

Tabla 11. Resultados variantes NDM aislamientos de estudio

N° Bacteria NCSBeI;Ie:re‘;?ce Porcentaje Resglzt‘aence Identity
2| e WP_032729445.1| 92.3% | blawow-1 | 99.45%
. WP_206450020.1| 96.93% o
21 Klebsiella oxytoca WP 0042011641 | 96.93% blanpm-1 100.00%
Klebsiella WP_206450020.1 100%
26 preumoniae WP_004201164.1 100% blanpm-1 99.63%
WP_069953510.1| 90.00%
WP_206450020.1 100%
30 | Escherichia coli WP_004201164.1 100% blanpm-1 100.00%
WP_069953510.1 | 92.21%
Klebsiella WP_206450020.1 100%
85 preumoniae WP_004201164.1 100% blanpm-1 99.63%
WP_069953510.1 | 92.16%
Klebsiella WP_206450020.1 100%
95 preumoniae WP_004201164.1 100% blanpm-1 99.63%
WP_069953510.1 | 92.21%
Klebsiella WP_206450020.1 100%
121 preumoniae WP_004201164.1 100% blanpm-1 97.96%
WP_069953510.1| 91.95%
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Providencia WP_206450020.1 100%

127 rustigianii WP_004201164.1 100% blanpu-1 99.82%
WP_069953510.1| 91.82%
WP_206450020.1| 97.98%

130 | Klebsiella oxytoca | WP_004201164.1| 97.98% blanpu-1 99.64%
WP_069953510.1| 90.12%
WP_206450020.1| 97.98%

136-2 | Escherichia coli WP_004201164.1| 97.98% blanpm-1 99.82%
WP_069953510.1| 91.82%
WP_206450020.1 100%

159 | Proteus mirabilis WP_004201164.1 100% blanpm-1 99.61%
WP_069953510.1 | 92.00%
Klebsiella WP_206450020.1 100%
. . (o]
WP_206450020.1 100%

189-1 | Escherichia coli WP_004201164.1 100% blanpm-1 100.00%
WP_069953510.1| 90.42%
Klebsiella WP_206450020.1 100%

192 pneumoniae wg_gggsog, 1?31 92)02;/3/ blanpu-1 100.00%
53510. 42%
Klebsiella WP_206450020.1 100%

211 pneumoniae wg_gggsog, 1?31 92)02;/00/ blanpu-1 100.00%
53510. 48%
WP_206450020.1 100%

219 | Citrobacter farmeri | WP_004201164.1 100% blanpu-1 100.00%
WP_069953510.1| 92.77%

6.4 Secuenciacion multilocus (MLST)

Klebsiella pneumoniae:

Para el analisis de MLST (Multi-Locus Sequence Typing) se incluyeron 17 aislamientos
de Klebsiella pneumoniae. Se secuenciaron 7 genes conservados: gapA, infB, mdh, pgi,
phoE, rpoB y tonB, y se asigno el perfil alélico para cada cepa y asi conocer la secuencia
tipo (ST) de cada aislamiento. Se identificaron 14 tipos de ST diferentes entre los 17
aislamientos. Las STs mas frecuentes fueron ST258 (KP111/ KP122) y ST11
(KP116/KP171). En la tabla 12, se resumen los resultados.

Tabla 12 MLST para Klebsiella pneumoniae

Muestra ID ST gapA infB mdh pgi phoE | RpoB | tonB
KP2 622 17 19 39 20 34 18 52
KP26 365 16 28 36 62 76 22 104
KP85 219 2 1 401 3 27 1 39
KP92 17 2 1 1 1 4 4 4
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KP94 414 18 22 26 63 85 20 51

KP95 37 2 9 2 1 13 1 16
KP111 258 3 3 1 1 1 1 79
KP116 11 3 3 1 1 1 1 4

KP121 622 17 19 39 20 34 18 52
KP122 258 3 3 1 1 1 1 79
KP136 29 2 3 2 2 6 4 4
KP171 11 3 3 1 1 1 1 4
KP175 147 3 4 6 1 7 4 38
KP182 18 2 1 1 1 4 1 4
KP189 4609 16 28 21 49 47 1 67
KP192 307 4 1 2 52 1 1 7
KP203 2218 98 80 175 20 258 1 162

Los resultados de la Tabla 13 muestran la presencia de carbapenemasas en aislamientos

de K. pneumoniae asociados a la secuencia tipo detectada por MLST

Tabla 13. ST asociado a carbapenemasas en aislamiento

K.pneumoniae
Muestra ST Carbapenemasa
KP2 622 KPC/NDM
KP26 365 KPC/NDM
KP85 219 NDM
KP92 17 KPC
KP94 414 KPC
KP95 37 KPC/NDM
KP111 258 KPC
KP116 11 KPC
KP121 622 KPC/NDM
KP122 258 KPC
KP136 29 KPC
KP171 11 KPC
KP175 147 Negativo
KP182 18 KPC
KP189 4609 KPC
KP192 307 NDM
KP203 2218 KPC

37



Escherichia coli

El analisis MLST de Escherichia coli se realizd con cinco aislamientos de mediante el
analisis de 7 genes especificos: adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA. Los resultados
revelaron la presencia de clones clinicamente relevantes y emergentes como ST12,
ST457 y ST1598, los cuales tienen implicaciones epidemiolégicas importantes en la
diseminacion de resistencia a carbapenémicos. La tabla 14 muestra los alelos asociados
a cada gen y el tipo de secuencia asignado segun la base de datos del instituto pasteur

https://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/. La tabla 15 presenta los aislamientos relacionados con

cada secuencia y carbapenemasa detectada.

Tabla 14. Resultado MLST Escherichia coli

Muestra ID ST Adk | fumC | gyrB led mdh | purA | recA
EC18 1598 8 7 1 8 8 13 47
EC30 12 13 13 9 13 16 10 9

EC136 457 101 88 97 108 26 79 2
EC173 457 101 88 97 108 26 79 2
EC189 10 10 11 4 8 8 8 2

En el contexto del estudio de las carbapenemasas, la tabla 15 proporciona una visién
detallada de los STs (tipos de secuencia) asociados a carbapenemasas en aislamientos
de E. coli. Estos datos son esenciales para entender la distribucion y prevalencia de estas

enzimas, que son cruciales en la resistencia a los carbapenémicos.

Tabla 15. ST asociado a carbapenemasas en aislamiento E.coli

Muestra ST Carbapenemasa
EC18 1598 OXA-48
EC30 12 NDM
EC136 457 KPC/NDM
EC173 457 KPC
EC189 10 NDM
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7. DISCUSION

En este estudio se caracterizaron los genes blakpc, blanom y blaces en 40 aislamientos
clinicos de Enterobacterales productoras de carbapenemasas. Del total de cepas
analizadas, el 50% correspondi6 a Klebsiella pneumoniae, seguida por Escherichia coli
y el complejo Enterobacter cloacae, con una representacion del 12,5% cada uno. Estos
hallazgos evidencian la predominancia de K. pneumoniae como el principal patdégeno
productor de carbapenemasas en la poblacion evaluada, lo cual es consistente con lo
reportado en diversos estudios internacionales, en los que esta especie se destaca como
uno de los principales reservorios y diseminadores de genes de resistencia a
carbapenémicos (7,22,63,64). Esta bacteria es ampliamente reconocida por su alta
capacidad para adquirir mecanismos de resistencia a multiples clases de antibioticos,
incluyendo los B-lactdmicos de ultima linea, como los carbapenémicos, lo que la
posiciona como un patdgeno critico en los programas de vigilancia epidemioldgica global
(65).

Ramos et al. (2018), en una revision sistematica de infecciones causadas por K.
pneumoniae productora de KPC entre 1997 y 2017, reportaron que el tipo de infeccién
mas frecuente fue la bacteriemia (28%), con una tasa de mortalidad asociada cercana al
41% (38). De manera similar, la evidencia sugiere un aumento sostenido en la incidencia
de infecciones por este patdégeno, como lo senala el informe de la Organizacion Mundial
de la Salud de 2024 (66). Este documento, basado en datos de la Red Latinoamericana
y del Caribe de Vigilancia de |la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA+), advierte
sobre el incremento en los reportes EPC y el crecimiento sostenido de aislamientos de
K. pneumoniae con resistencia a carbapenémicos en la region de las Américas.
Adicionalmente, el informe destaca la creciente identificaciéon de cepas hipervirulentas
de K. pneumoniae (hvKp), en particular del linaje clonal ST23 portador de genes de
carbapenemasa. Estas cepas emergentes se distinguen por su capacidad de causar
infecciones invasivas tanto en personas inmunocomprometidas como en individuos
sanos. La hipervirulencia de K. pneumoniae se asocia con la hiperproducciéon de capsula,

un fenotipo conocido como hipermucoviscosidad, observable como colonias de aspecto
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mucilaginoso (67). Este nuevo patotipo representa una amenaza significativa para la

salud publica, ya que combina mecanismos de resistencia y virulencia aumentada.

En otros contextos geograficos, como Grecia, también se ha documentado una
propagacion significativa de K. pneumoniae productora de carbapenemasas. Entre 2005
y 2009, se reportaron multiples brotes hospitalarios asociados a cepas productoras de
VIM y KPC-2, en consonancia con datos del Sistema Europeo de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (EARSS) (67,68). En 2007, las tasas de resistencia a
carbapenémicos en K. pneumoniae alcanzaron el 46% en ese pais. Posteriormente,
entre 2018 y 2022, se identificd una amplia expansion de linajes clonales como ST15,
ST323, ST39 y ST11, asociados con la produccién de diversas carbapenemasas (KPC,
VIM, NDM y OXA-48) en hospitales griegos (67,68). Estos hallazgos subrayan el
potencial de diseminacion global de K. pneumoniae multirresistente y la urgencia de su

vigilancia gendmica y epidemioldgica.

En conjunto, Escherichia coli'y el complejo Enterobacter cloacae representaron el 25%
de los aislamientos analizados, lo que evidencia su relevancia como agentes etiologicos
asociados a infecciones por Enterobacterales resistentes a carbapenémicos
(24,64,69,70). Ambas especies son miembros clave de este grupo bacteriano y estan
ampliamente documentadas como causantes de infecciones intrahospitalarias, con una
creciente capacidad para adquirir mecanismos de resistencia a antibiéticos de ultima

linea, incluidos los carbapenémicos (62,64,69).

Enterobacter spp. es el segundo género de la familia Enterobacteriaceae resistente a
carbapenémicos mas comun en los Estados Unidos (71). La resistencia a antibioticos de
amplio espectro, incluyendo la resistencia a carbapenémicos ha generado un mayor
interés en este grupo. El complejo E. cloacae (ECC) fue uno de los primeros organismos
productores de KPC identificados (71,72), y recientemente se ha demostrado un
aumento en su prevalencia y distribucion. (72,73). EI ECC incluye patdgenos
intrahospitalarios comunes capaces de producir una amplia variedad de infecciones
como neumonia, infecciones del tracto urinario y septicemia (71). La literatura actual

indica que la aparicidon y propagacion de Enterobacter resistente a carbapenémicos se
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debe a la alta diversidad de linajes clonales (71). El estudio de Peirano et al, del 2018
demostré la notable diseminacion y variedad de genes de carbapenemasas en el
complejo Enterobacter cloacae siendo VIM y NDM las carbapenemasas mas comunes

en este grupo (74).

Enterobacter hormaechei es el patdgeno intrahospitalario del complejo mas
frecuentemente identificado en aislados clinicos humanos (71,73). Diversos estudios han
demostrado que E. hormaechei puede ser aislado de muestras de sangre, esputo, orina,
bilis, heces y piel, indicando su papel en enfermedades infecciosas tales como
bacteriemia, neumonia, infecciones del tracto urinario, infecciones del tracto biliar, colitis
y celulitis (71-73). E. hormaechei puede presentar una mayor virulencia en comparacion
con otras especies del ECC debido a la presencia frecuente de una isla de alta

patogenicidad en su cromosoma (10,73) asociados al plasmido IncF (pM1) (75).

Escherichia coli es uno de los patdogenos mas relevantes en humanos, especialmente
como causante de infecciones adquiridas en la comunidad, como infecciones del tracto
urinario, sepsis y gastroenteritis (76). Ademas de su papel como patégeno oportunista,
E. coli actia como un reservorio clave de genes de resistencia a los antibiéticos (ARG),
lo que facilita su diseminacion horizontal hacia otras bacterias gramnegativas. La
persistente aparicion de cepas de E. coli resistentes a carbapenémicos (CREC)
representa una amenaza creciente para la salud publica, ya que compromete la eficacia
de antibiéticos de ultimo recurso y reduce significativamente las opciones terapéuticas

disponibles en el ambito clinico (77).

Yan et al., realizaron un analisis exhaustivo de la distribucion global de aislados de CREC
en la base de datos del NCBI de 2006 a 2023 reportando que los genes de
carbapenemasas mas comunes entre estos aislados de CREC fueron blanpm (52,15%),
distribuidos predominantemente en paises asiaticos como en China (22,84%) y en India,
siendo la ST principal ST167. Por su parte, el estudio de Xiaoliang et al. destaca que E.
coli ST410 ha emergido recientemente como un linaje extraintestinal multirresistente

(MDR) exitoso, responsable de un numero creciente de infecciones a nivel global (76).
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En el estudio de Yan et al., la variante blanpm-s fue la mas comunmente detectada,
superando a blanpum-1 en frecuencia, y mostrando un aumento sostenido en los registros
del NCBI. La diseminacion de blanpmw estuvo fuertemente asociada con elementos
genéticos moviles como el gen de resistencia aph(3’)-VI y las secuencias de insercidon
IncC e IncN2, que facilitan su propagacion horizontal (77). En este mimo estudio se
evidencio que los aislamientos de CREC blaxpc se notificaron en mayor proporcion en el
Reino Unido (31,55%), siendo E. coli ST131 el linaje predominante (77). Esta secuencia
tipo esta ampliamente distribuida a nivel mundial y se asocia fuertemente con infecciones
de origen comunitario debido a la presencia de multiples factores de virulencia, lo que
incrementa el riesgo de fracaso terapéutico (77). Ademas, secuencias de insercion como
ISKpn7, ISKpn27, ISAs12, ISKpn14, y plasmidos como IncN e IncFll(pKP91) mostraron

una fuerte asociacion con la presencia de blakpc-2 (77).

La deteccidn y vigilancia de la colonizacion intestinal con Enterobacterales resistentes a
carbapenémicos (ERC) por hisopado rectal desempefia un papel importante en
ambientes hospitalarios (78,79). La integracién de este tamizaje con intervenciones
como el aislamiento de pacientes, la agrupacion de cohortes, la limpieza ambiental y la
capacitacion del personal podria disminuir significativamente las tasas de infeccién e
infeccion cruzada.(80). Los pacientes en UCI han sido el objetivo de la vigilancia rectal
por ERC en paises de altos ingresos por multiples razones, incluido el uso extensivo de
antibidticos y el estado de salud critico de los pacientes, que haria que las infecciones

resistentes a los medicamentos sean aun mas dificiles de tratar (79-81).

Diversos estudios han demostrado que una proporcién significativa de pacientes con
colonizacion pueden progresar a una infeccion invasiva en cuestion de dias (81). El uso
generalizado y no regulado de antibiéticos en paises de bajos y medianos ingresos, junto
con el aumento de procedimientos médicos ambulatorios y otros procedimientos
relacionados con la atencion médica, ha llevado a una mayor colonizacion por ERC en
pacientes sin factores de riesgo tradicionales y a mas infecciones adquiridas en la
comunidad (78,81).
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En ese contexto, el estudio de Adekanmbi et al, revelé que uno de cada diez pacientes
atendidos en el primer nivel de atencion en salud estaba colonizado por ERC (11,1%), lo
cual sugiere una adquisicion comunitaria del microorganismo. El principal factor
predisponente identificado fue el uso previo de antibiéticos, mas que la hospitalizaciéon o
la exposicion directa a servicios médicos intrahospitalario (81). Asimismo, se observo
que dos de los 51 aislamientos de ERC (3,9%) eran panresistentes, es decir, resistentes
a todos los antibidticos disponibles localmente, y el 84,3% presentaba multirresistencia,
incluyendo resistencia a colistina y tigeciclina, lo que subraya la gravedad del problema

en contextos con recursos terapéuticos limitados (81).
Perfil de resistencia antibiética

En nuestro estudio los perfiles de susceptibilidad a diversos antibiéticos, incluyendo
Meropenem, Imipenem, Ertapenem, Ceftazidima/Avibactam, Ceftriaxona y Cefepime,
fueron determinados utilizando el sistema automatizado BD Phoenix™ M50. La
resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae refuerza su rol como principal reservorio

de genes de carbapenemasa en entornos hospitalarios (74).

Los aislamientos ERC del estudio demostraron una significativa resistencia a las
fluoroquinolonas, en particular a la ciprofloxacina, asi como a los inhibidores de la beta-
lactamasa, representados por piperacilina-tazobactam. Esto evidencia el arsenal
genético de estas bacterias que les confiere resistencia a otros grupos de
antibioticos.(82)

En el estudio se observa que todos los aislamientos (100%) fueron sensibles a la
amikacina, lo cual puede sugerir que este antibidtico podria ser una opcién terapéutica
contra las ERC, sin embargo, el uso de amikacina en el tratamiento de ERC esta limitado
por su potencial nefrotoxicidad, lo que implica riesgos para los pacientes, especialmente
aquellos en estado critico o con comorbilidades renales. Las principales preocupaciones
sobre el uso de amikacina incluyen la dificultad para alcanzar los objetivos
farmacocinéticos (PK)/farmacodinamicos (PD) con las dosis habituales, la nefrotoxicidad
y el desarrollo de resistencia durante el tratamiento y el aumento de la dosis puede

resultar problematico. Ademas, la terapia combinada con farmacos como las polimixinas
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puede incrementar su potencial nefrotdxico (83). Por lo tanto, su administracion debe ser

cuidadosamente monitoreada y considerada dentro de un contexto clinico adecuado.

Otras opciones terapéuticas, como las polimixinas, la fosfomicina y la tigeciclina, no
fueron probadas por el sistema automatizado BD Phoenix™ M50. La polimixina B y la
colistina son antibiéticos de ultima linea utilizados en el tratamiento de infecciones por
bacterias resistentes a multiples farmacos, incluyendo las carbapenemasas (84,85). La
fosfomicina, aunque efectiva contra ciertas cepas resistentes, requiere una cuidadosa
administracion para evitar la rapida aparicion de resistencias (86). La tigeciclina también
ha mostrado eficacia en el tratamiento de infecciones complicadas, pero su uso esta
limitado por preocupaciones sobre su seguridad y efectividad en altas concentraciones
tisulares (87—89). Estos agentes, aunque prometedores, deben ser evaluados dentro de
un contexto clinico adecuado y bajo estricta supervision médica para maximizar su

eficacia y minimizar los efectos adversos (84,86,87).

En el estudio se observd un porcentaje del 30% de resistencia para CAZ/AVI y un
porcentaje de >50% de sensibilidad. Esto sugiere que este antibidético combinado puede
ser efectivo contra ciertos aislados productores de carbapenemasas. CAZ/AVI aprobado
en 2015 en EE. UU. y en 2016 en Europa, muestra excelente actividad in vitro contra
Enterobacterales productores de KPC, y esta asociado con una menor tasa de mortalidad
en pacientes tratados (40). En este estudio, se observé un 30% de resistencia debido a
coproducciones entre KPC y NDM, lo cual esta asociado con metalocarbapenemasas.
Las bacterias productoras de MBL son naturalmente resistentes a CAZ/AVI porque sus
MBL no contienen una serina en su sitio activo (90). No obstante, también se observa un
incremento en la MIC de algunos aislados, lo cual puede atribuirse a la presencia de
nuevas variantes de carbapenemasas con resistencia a CAZ/AVI, incrementando asi la

tasa de falla terapéutica. (91,92)

Avibactam, patentado en 2011, es un inhibidor no B-lactamico de B-lactamasa activo
contra las B-lactamasas clase Ay C de Ambler, y algun tipo OXA de la clase D (93). Su
mecanismo de accion implica la unidn covalente a la -lactamasa mediante la formacion

de un enlace tipo carbamato entre el carbono carbonilico en la posicion 7 del avibactam
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y la serina del sitio activo de la enzima, la cual participa normalmente en la formacion del
enlace acilo con los sustratos de las B-lactamasas (90,92). Este compuesto ha
demostrado actividad frente a aislamientos hipervirulentos de K. pneumoniae resistentes
a carbapenémicos (CRKP); no obstante, se ha documentado la aparicidén de resistencia
a la combinacion CAZ/AVI en cepas productoras de KPC. (92). Algunos estudios han
reportado la incapacidad del avibactam para inhibir variantes especificas de KPC-2, y la
aparicion temprana de resistencia asociada a KPC-3 (92). En variantes de KPC
resistentes a CAZ/AVI se han identificado diversas alteraciones genéticas, como
mutaciones puntuales, inserciones y deleciones en sitios criticos de la enzima. Hasta
julio de 2022, se habian reportado al menos 65 variantes de KPC resistentes a esta
combinacion, las cuales presentan diferencias tanto en su perfil mutacional como en los
fenotipos de resistencia frente a otros [B-lactamicos, incluyendo carbapenémicos
(37,40,94).

Deteccion fenotipica y molecular de carbapenemasas

La deteccion de los genes blakec y blanom mediante PCR revel6 que el 66.7% (25) de los
aislamientos fueron positivos para blakec, mientras que el 43.6% (16) fueron positivos
para blanpu. Estos resultados indican una alta prevalencia de los genes blakec y blanom
en los aislamientos clinicos, lo que subraya la importancia de estos genes en la
resistencia a los carbapenémicos en la region estudiada. K. pneumoniae fue la especie
mas frecuente con positividad a NDM, presente en 10 de los 17 casos, seguida de E. coli

con 4 casos.

Se registré una coproduccién de KPC y NDM en el 15.4% de las cepas analizadas, donde
el 67% correspondi6 a aislamientos de K. pneumoniae. La presencia simultanea de estas
enzimas supone un desafio significativo para el tratamiento de las infecciones, dado el
incremento de resistencia contra multiples antibidticos y la ineficacia de CAZ/AVI frente
a NDM. La presencia de blakpcy blanom en los mismos aislamientos indica una capacidad
alta de transferencia horizontal de genes de resistencia, facilitada por elementos
genéticos moviles como plasmidos y transposones. (35,39). Aunque KPC y NDM
pertenecen a diferentes clases de carbapenemasas, ambas presentan un amplio

espectro hidrolitico de B-lactamicos, incluyendo penicilinas, cefalosporinas y
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carbapenémicos (34). Estas bacterias presentan resistencia a casi todas las
combinaciones de B-lactamicos/inhibidores de [-lactamasa y carbapenémicos
comunmente empleados. Si bien opciones terapéuticas alternativas como los
aminoglucdsidos, la colistina y la tigeciclina pueden ofrecer eficacia, no se pueden
ignorar los riesgos potenciales de nefrotoxicidad y aumento de la mortalidad asociados

con estos agentes (35).

Desde 2020, se han reportado con mayor frecuencia casos de pacientes con infecciones
por KPC-NDM-CRKP en todo el mundo. El clon ST11 se encontré predominantemente
en cepas KPC-NDM-CRKP. También se identificaron otras ST, como ST15, ST22, ST23,
ST39, ST86, ST147, ST258, ST464 y ST512 (39,95). Aunque la via evolutiva para formar
KPC-NDM-CRKP sigue siendo en gran parte desconocida, Huang et al. han demostrado
que el proceso de evolucién de KPC-NDM-CRKP sigue dos vias distintas. En primer
lugar, KPC-NDM-CRKP podria originarse a partir de K. pneumoniae productora de KPC
y adquirir el plasmido que codifica NDM mas tarde. Otra via evolutiva de KPC-NDM-
CRKP implica la adquisicién del plasmido que codifica el gen blakec por K. pneumoniae
productora de NDM; sin embargo, esta segunda via evolutiva es considerada menos
probable (39).

Todos los aislamientos con metalobetalactamasas del estudio fueron positivos para
NDM-1. NDM es una betalactamasa de considerable relevancia clinica debido a su
capacidad de inactivar una amplia gama de antibiéticos betalactamicos, con la excepcion
del aztreonam, gracias a la flexibilidad de su sitio activo (12,14). Ademas, la resistencia
bacteriana se intensifica por la presencia de factores adicionales de virulencia, tales
como bombas de eflujo hiperactivas, reduccion de la permeabilidad de la membrana,

transpeptidasas, esterasas y sintasas mutadas.

La movilidad genética facilitada por transposones y elementos IS, inicialmente mediante
Tn_125 e IS_Aba125, ha permitido que el gen blanpm se propague a diversas estructuras
plasmidicas (96). Los aislamientos portadores del gen NDM-1 pueden tornarse
ineficaces a multiples antibioticos, incluyendo carbapenémicos y otros betalactdmicos
(12-14).

46



En el estudio no se encontraron aislamientos positivos para blaces. Las B-lactamasas de
tipo GES son un mecanismo de resistencia emergente y su incidencia aun es baja,
especialmente en Enterobacterales (97,98). En Espaia, datos de estudios multicéntricos
muestran que las B-lactamasas de tipo GES son muy raras en Enterobacterales, como
se demostré en el estudio CARB-ES-19, sin embargo, en Espafa, los aislados de P.

aeruginosa portadores de GES parecen estar aumentando (97,99).

GES se informa con frecuencia en P. aeruginosa, A. baumannii, E. coliy K. pneumoniae
(98). Las enzimas GES tienen la capacidad de extender su espectro hidrolitico a los
carbapenémicos mediante mutaciones puntuales. Por ejemplo, la mutacién en la
posicion 170 (de Gly170 a Asn/Ser170) es critica para su capacidad de hidrolizar (3-
lactamicos de ultimo recurso. Esta mutacion se asocia con una mayor actividad hidrolitica
contra el imipenem (98,99). Los genes blaces se han descrito como casetes de genes
asociados a integrones en plasmidos, lo que facilita su diseminacion horizontal. GES-5
muestra mayores actividades de hidrolisis de carbapenémicos y las infecciones
intrahospitalarias causadas por cepas productoras de GES-5 a menudo responden solo

a amikacina y colistina, lo cual es motivo de preocupacion (97-99).

La concordancia entre ambas metodologias utilizadas en el estudio para la identificacién
de las carbapenemasas fue del 100%, lo cual valida la robustez de estas técnicas.
Obtener un resultado rapido, el mismo dia, es util para el control temprano de infecciones
y reducir su propagaciéon. La prueba inmunocromatografica, visible en 15 minutos, es

facil de realizar y no requiere maquinaria ni habilidades especiales (95).

En este estudio se obtuvo un aislamiento (N°175) negativo para la identificacion de las
carbapenemasas por ambos métodos. La falta de deteccidon podria deberse a la
presencia de una carbapenemasa diferente a las evaluadas en el estudio o a la presencia

de mutaciones que impida su deteccién por los métodos empleados en este trabajo.

La secuencia tipo correspondiente al aislamiento 175 es ST147, un clon de alto riesgo
de K. pneumoniae asociado a caracteristicas de hipervirulencia y multirresistencia (100).
La ST147 se encuentra asociada a plasmidos de resistencia significativos como
IncFIB(K), IncFIlI(K) e IncR, junto con loci de virulencia como fimH, mrkD e iutA (101).
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Los genes juc, rmpA y rmpAZ2 son marcadores predictivos de K. pneumoniae
hipervirulenta (102). Los plasmidos de hipervirulencia contribuyen a la patogenicidad de
las cepas hvKP de varias maneras, los reguladores mucoides rmpA y rmpAZ2 aumentan
la produccion de capsulas y la hipermucoviscosidad, y se cree que los sideréforos

proporcionan acceso a las reservas de hierro secuestradas por el huésped (103).

La emergencia del patotipo hipervirulento (hvKp) representa una amenaza creciente, ya
que estas cepas poseen una mayor capacidad invasiva en comparacion con las variantes
clasicas (cKp). Mientras que cKp se caracteriza por la adquisicion frecuente de
elementos genéticos moviles que confieren multirresistencia, hvKp es reconocida por
causar infecciones graves en pacientes previamente sanos. No obstante, se ha
documentado wuna preocupante convergencia entre ambos patotipos: cepas
multirresistentes que adquieren plasmidos de virulencia, o cepas hipervirulentas que
incorporan plasmidos de resistencia a antibidticos, incluidas las carbapenemasas
(36,68,104). Esta convergencia ha dado lugar a cepas de K. pneumoniae hipervirulentas
y multirresistentes (hvKp-MDR), caracterizadas por la presencia del locus iuc y la
produccion de BLEE o carbapenemasas (67,104). Aunque histéricamente hvKp ha sido
sensible a la mayoria de los antimicrobianos, salvo a la ampicilina, el aumento de cepas
convergentes en los ultimos afios subraya un cambio preocupante en el panorama clinico

de esta especie (36).

La secuenciacion mediante el método de Sanger, junto con el analisis bioinformatico,
permitio identificar diversas variantes del gen blakpc, entre ellas blaxkpc-2, blakpc-3 y blakpc-
19. Estas variantes son reconocidas por su capacidad para hidrolizar una amplia gama
de antibidticos B-lactamicos, lo que contribuye significativamente al perfil de

multirresistencia observado en los aislamientos clinicos (37,95,105).

KPC-2 s la variante mas comun y se considera la forma ancestral de la familia de
carbapenemasas KPC. Esta variante corresponde a la secuencia de referencia del gen
blakec, sin presentar mutaciones adicionales, y se caracteriza por una alta eficiencia
hidrolitica frente a los carbapenémicos. El primer reporte de KPC-2 en K. pneumoniae

fue realizado por Yigit et al. en 2001(106).
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KPC-3 presenta como mutacion principal la sustitucién de Histidina (H) por Arginina (R)
en la posicién 272 (H272R), aumentando la estabilidad térmica de la enzima y, al mismo
tiempo le brinda una hidrolisis mas eficiente frente a ciertos carbapenémicos como
meropenem. Esta variante puede aumentar la resistencia a inhibidores de B-lactamasas,

como avibactam (107).

KPC-19 presenta como mutacion principal una sustitucién de Asparagina por Treonina
en la posicion 291 (N291T), en comparacion con la enzima KPC-3; esta mutacion reduce
ligeramente la actividad catalitica frente a carbapenémicos, pero genera diferencias en
la susceptibilidad a inhibidores (61,108,109). Ademas, podria conferir adaptaciones
evolutivas en entornos con presion antibidtica prolongada (110). En particular, los
aislados de K. pneumoniae pertenecientes al grupo clonal CG258 (ST258, ST11, sus
variantes de locus unico y otros tipos de secuencias estrechamente relacionados) son
los mas ampliamente distribuidos en el mundo. ElI ST258 fue reconocido como un clon
exitoso, desempenando un papel importante en la aparicidén y diseminacion de blakpcis,
y el ST11 también esta significativamente asociado con la diseminaciéon de este

mecanismo de resistencia, siendo considerado de manera similar un clon exitoso (109).

KPC-19 se detectd por primera vez a principios de 2013, en un paciente de 52 afios con
cirrosis hepatica descompensada post alcohdlica asociado al ST1519 (109,111). Desde
entonces, ha habido pocos reportes sobre KPC-19, lo que resalta la importancia de

realizar seguimiento epidemioldgico.

Los complejos clonales CG258, CG15 y ST307 albergan una amplia variedad de genes
de resistencia a antimicrobianos y se encuentran diseminados globalmente. Estos clones
estan estrechamente asociados con infecciones relacionadas con la atencién en salud y
brotes intrahospitalarios (112)(113). En particular, el complejo clonal CC258 ha sido
identificado como el principal grupo de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos a
nivel mundial, con una alta prevalencia y capacidad de diseminacion. Este complejo
incluye 43 secuencias tipo, entre las que destacan ST11, ST258, ST340, ST437 y ST512,
consideradas las mas frecuentes (36). Informes recientes estiman que aproximadamente

el 7,5 % de las secuencias tipo asociadas a cepas productoras de carbapenemasas
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pertenecen al CC258 y han sido identificadas en diversas regiones del mundo. ST11 es
la secuencia tipo predominante en Asia y América Latina, mientras que ST258 lidera en
América del Norte, América Latina y algunos paises europeos. Por su parte, ST340 ha

sido reportada en Grecia y Brasil, y ST512 en Israel, Italia y Colombia (36)(69).

Por otro lado, ST1598 es un tipo de secuencia poco frecuente, identificado
principalmente en aislamientos clinicos asociados con infecciones del tracto urinario y
sepsis. En contraste, ST12 es un clon bien establecido a nivel global, conocido por su
implicacion en infecciones extraintestinales, particularmente infecciones del tracto
urinario (114). Este clon ha sido vinculado con resistencia a B-lactamicos, incluida la
produccion de carbapenemasas como NDM y OXA-48 (115,116). Asimismo, ST457 ha
surgido como un clon emergente asociado a infecciones tanto en humanos como en
animales. Su deteccion frecuente en aislamientos resistentes a carbapenémicos y otros
antibidticos sugiere una intensa presion selectiva sobre este linaje (117,118). Por su
parte, ST10 representa un linaje basal ancestral de E. coli, presente en cepas tanto
comensales como patégenas. Este linaje se ha identificado en una amplia variedad de
infecciones clinicas, mostrando una notable diversidad genética y un papel importante
en la epidemiologia de brotes y en la diseminacion de resistencia a antibioticos de amplio
espectro (119-121).
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8. CONCLUSIONES

Este estudio presenta un analisis de la frecuencia de genes de resistencia a los
carbapenémicos, particularmente blakec y blanom, en aislamientos clinicos de
Enterobacterales en un hospital regional de Cali.

Se evidencido una coproduccion del 15.4% de KPC y NDM. Las variantes
detectadas para KPC fueron KPC-2, KPC-3 y KPC-19. Todos los aislamientos
positivos para NDM presentaron la variante NDM-1.

El microorganismo mayormente aislado fue Klebsiella pneumoniae, seguido de
Escherichia coliy Enterobacter cloacae complex. Asimismo, se detectaron dos ST
de alto riesgo: ST258 y ST147 para los aislamientos de K. pneumoniae.

Los resultados muestran la necesidad de implementar controles efectivos y
vigilancia continua para frenar los genes de resistencia. Actualizar datos
epidemioldgicos es crucial para estrategias de control adaptadas a las cepas de
CPE. La informacion obtenida mejora los desenlaces clinicos en pacientes con
infecciones por Enterobacterales productores de carbapenemasas y subraya la

importancia de seguir investigando en este campo.
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9. PERSPECTIVAS

Es crucial realizar estudios longitudinales que investiguen como las mutaciones
en genes como blakpc Y blanom afectan la resistencia antimicrobiana y la eficacia
de los tratamientos. Evaluar el impacto de mutaciones especificas en la
estabilidad térmica y la actividad catalitica de las enzimas puede proporcionar
informacion valiosa para el desarrollo de nuevos inhibidores de betalactamasas.

La identificacion y seguimiento continuo de clones como CG258, ST11y ST417,
que tienen una alta capacidad de diseminacion intrahospitalaria, son esenciales,
por ello, futuras investigaciones deberian centrarse en mapear la propagacion
geografica de estos clones y en identificar los factores que contribuyen a su éxito
en distintas regiones, con el fin de disefar estrategias de control mas efectivas.

La identificacion y caracterizacion de factores de virulencia y resistencia
antimicrobiana a nivel gendémico, permitira realizar un analisis profundo del
genoma de las cepas hipervirulentas, detectando variantes genéticas que
contribuyan a su alta capacidad de causar enfermedades graves. Ademas, este
enfoque facilitara la exploracion de la evolucion molecular y la dinamica de
transmision de estos patégenos, proporcionando informacion crucial para el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y de vigilancia epidemiolégica.
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10. ANEXOS

ANEXO 1
Protocolo prueba de NG-Carba 5
a. Dispensar 5 gotas (150uL) de tampdn de extraccion en un tubo Eppendorf
(incluido en el kit).
b. En la placa de cultivo de agar solido, tomar una colonia con un asa y
suspenderla en el tubo que contiene 150uL de tampdn de extraccidn
c. Cerrar el tubo con el tapdn
d. Homogeneizar la mezcla con el vortex.
e. Tomar 100uL de la mezcla con la pipeta (hasta la linea demarcada en la
pipeta)
f. Dispensar los 100uL en el pozo de la muestra identificado como "S"

g. Leer los resultados a los 15 minutos, no exceder tiempo de lectura.
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