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GLOSARIO

Clones: Aislamientos bacterianos que a pesar de haber sido cultivados de
diferentes fuentes y diferente tiempo, son fenotipica y genéticamente idénticos, lo

que demuestra un origen comun, dentro de un periodo de tiempo determinado.

Complejo clonal: Grupo de aislamientos bacterianos con un alto grado de
similaridad.

Electroforesis de campos pulsados (PFGE): Método de tipificacién molecular en
el cual el DNA se somete a enzimas de restriccion para detectar variaciones entre
los genomas de los aislamientos analizados, produciendo fragmentos que son

separados en un gel de agarosa.

Fenotipo: Caracteristicas genéticas que se expresan en funcion de un

determinado ambiente.

Genoma: Es la informacién genética de un organismo codificada en su DNA y
RNA.

Genotipo: Constitucion genética de un organismo determinada por métodos

moleculares.

Genes constitutivos (Housekeeping): Genes que codifican para enzimas

involucradas en procesos metabdlicos esenciales.

Intercambio genético horizontal: Trasferencia de material genético por procesos

de conjugacion, transformacién o transduccion.

Linaje: Grupo de aislamientos que muestran caracteristicas similares debido a

gue provienen de un ancestro comun.



Multilocus sequence typing (MLST): Metodologia que permite identificar las
variaciones alélicas de diversos genes constitutivos, que se determinan

secuenciando fragmentos internos de aproximadamente 450 pares de bases.

Mutacion: Se refiere a cambios en la secuencia de DNA o RNA. Estas mutaciones
pueden ser puntuales cuando se observa el cambio de un nucleétido por otro.

También pueden encontrarse inserciones o deleciones de uno o mas nucleétidos.

Tipo de secuencia (ST): Es la denominacién del perfil alélico generado por el

andlisis del MLST.



RESUMEN

Introduccién: Las bacterias multirresistentes (MDR), entre ellas, los bacilos Gram
negativos, de gran relevancia en Colombia, se han diseminado globalmente
generando un problema de salud publica. EI mecanismo de resistencia mas
prevalente en estas bacterias son la produccion de enzimas, como las -
lactamasas, encontrandose que las B-lactamasas de espectro extendido (BLEES)
y las carbapenemasas han llegado a ser endémicas en determinadas regiones, y
su diseminacion se asocia a linajes denominados clones de alto riesgo. Esto ha
sido claramente definido en bacterias como Klebsiella pneumoniae portadoras de
la enzima KPC, Escherichia coli portadoras de enzimas tipo CTX-M vy
Pseudomonas aeruginosa que expresan carbapenemasas tipo KPC y VIM. La
rapida diseminacion de estos genes de resistencia se ha asociado a la
movilizacion de plataformas genética moviles como transposones, integrones y

plasmidos.

Por otro lado, Enterobacter cloacae complex ha emergido como un patégeno
oportunista de importancia en infecciones nosocomiales y asociado a brotes,
especialmente en unidades de cuidado intensivo (UCI). Este microorganismo
presenta resistencia intrinseca a cefalosporinas hasta de tercera generacion y a la
combinacion de B-lactamasas mas inhibidores de [B-lactamasas debido a una
enzima cromosomal denominada AmpC. Adicionalmente, presenta resistencia a
otros grupos de antibiéticos como las quinolonas, ampliamente utilizadas en
nuestro pais, generando fenotipos MDR. Debido a esta resistencia intrinseca y a
que facilmente adquiere otras, la opcidn terapéutica en infecciones severas para
este tipo de microorganismos son los carbapenémicos. Es por esta razon, por la
cual la emergencia de E. cloacae complex con resistencia a este grupo de

antibioticos es preocupante, y es por esto que la vigilancia de los procesos de
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propagacion de infecciones producidas por E. cloacae complex, especialmente
aquellos que han adquirido genes de resistencia a los carbapenémicos, asociados

a los denominados clones de alto riesgo, ha tomado una gran relevancia.

Objetivo: Describir el contexto genético de aislamientos de E. cloacae complex
con resistencia a los carbapenémicos de ocho ciudades de Colombia que permitan

describir como ha sido la distribucion de su estructura poblacional.

Metodologia: Se seleccionaron 28 aislamientos de E. cloacae complex
resistentes al menos a un carbapenémico de acuerdo a los puntos de corte CLSI
M100S24 del 2014, del banco de cepas de CIDEIM recolectados entre los afios
2009 al 2013. Por PCR y secuenciacion se identificaron los genes blakpc, blayy,
blanpwm, blave, blaoxa-as, blatem, blaspy, blactx-m; genes gnr, y el entorno genético de
los aislamientos portadores del gen blakpc. Por la técnica de Repetitive-element
(rep-PCR) y Multilocus sequence typing (MLST) se determind la estructura

genética de la poblacién.

Resultados y conclusiones: Por PCR se encontré que 19/28 aislamientos
portaban blaxpc, mientras 9/28 dieron negativo para todas las carbapenemasas
analizadas. El andlisis del entorno genético del gen blakpc identifico la presencia
del transposon Tn4401b en 8/19 aislamientos, mientras que los demas
aislamientos tenian un entorno diferente al descrito inicialmente para este
transposon. El resultado de rep-PCR identifico 15 aislamientos relacionados
clonalmente distribuidos en cuatro grupos y 13 aislamientos policlonales. MLST
revelo 15 diferentes tipos de secuencias (STs), siendo el ST510 el mas comun
(10/28), asi como la presencia de una variedad de STs en los demas aislados
(ST249, ST54, ST200, ST98, ST711, ST27, ST63, ST414, ST512, ST264, ST88,
ST171 y ST182), incluyendo un nuevo ST descrito en este estudio (ST819).
Ninguno de los ST encontrados en este estudio esta asociado con los

denominados clones de alto riesgo identificados en otros paises. En conclusion,
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la resistencia a carbapenémicos en E. cloacae complex esta en su mayoria
asociado a la presencia de carbapenemasas, aunque ya Se comienzan a
identificar aislados resistentes a los carbapenémicos por mecanismos diferentes a
la produccion de carbapenemasas. En cuanto a la tipificacion molecular, si bien
se observé una gran diversidad de STs, ninguno de ellos pertenecia a los STs o
complejos clonales asociados a la diseminacion de E. cloacae complex
previamente reportados. Sin embargo se observo que el ST510 puede estar
asociado a la diseminacion de aislamientos resistentes a carbapenémicos

portadores de blakpc en algunas regiones de Colombia.

Palabras claves: Enterobacter cloacae complex, clones de alto riesgo, resistencia

a carbapenémicos, caracterizacibn molecular.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana ha sido considerada como una amenaza para la salud
publica a nivel mundial. Es asi que entidades como la Organizacion Mundial de la
Salud y el Centro para el Control de las Enfermedades de los Estados Unidos
(CDC) han declarado la lucha contra la resistencia bacteriana como una de sus
prioridades (1). Se estima que millones de personas se infectan cada afio en el
mundo con microorganismos resistentes a multiples antibiéticos (MDR), elevando
las tasas de morbilidad y mortalidad. Dentro de estos se destaca la resistencia de
bacilos Gram negativos a los carbapenémicos, los betalactdmicos de mas amplio
espectro, y uno de los Ultimos recursos terapéuticos en pacientes gravemente

enfermos (2).

A pesar de los esfuerzos que se han realizado para contener el aumento en la
resistencia bacteriana, los resultados no son los esperados. Estudios como los
del “European Survey on Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae
(EuSCAPE) working group” realizados en 39 paises de Europa han demostrado
que la resistencia a carbapenémicos va en aumento; especialmente en
aislamientos de Enterobacteriaceae portadoras de enzimas como KPC, NDM y
VIM; algunos de ellos asociados a brotes (3). Resultados del estudio SENTRY
llevado a cabo en Europa, Asiay los Estados Unidos en los afios 2009 al 2011
mostraron una prevalencia de la resistencia a carbapenémicos del 2% al 7% en
unidades de cuidado intensivo, en paises como Grecia e Italia, considerados
endémicos para KPC y VIM, las tasas de resistencia fueron mas altas,
reportandose una prevalencia superior al 25% especialmente en K. pneumoniae
(4). La diseminacion global de estas bacterias resistentes a los antibiéticos se ha
asociado a la diseminacion exitosa de ciertos linajes o tipo de secuencia (ST).

Ejemplo de esto es la diseminacion de E. coli ST131 que ha contribuido a la
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diseminaciéon de BLEES tipo CTX-M-15 y K. pneumoniae ST258 el cual esta

implicado en la diseminacion de carbapenemasas tipo KPC (5).

Debido al aumento en las tasas de resistencia, y la rapida diseminacion de estos
mecanismos es importante implementar programas de vigilancia  que nos
permitan reconocer aislamientos que puedan estar relacionados y que facilitan la
diseminacion de genes de resistencia. Es por esto, que la epidemiologia
molecular se ha convertido en una herramienta esencial que nos permite
caracterizar genotipicamente estos aislamientos. Esto puede ser utilizado para
dilucidar las fuentes de infeccion o las vias de diseminacion, datos muy
importantes a la hora de implementar medidas de contencién (6). La recoleccion,
analisis e interpretacion de estos datos ayudan a detectar tempranamente la
presencia de patdégenos muy similares, que pueden ser una alerta temprana de

diseminaciéon (7).
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

Las bacterias pueden adquirir mecanismos de resistencia a diversas clases de
antibioticos. Esta resistencia se puede deber a mutaciones en su genoma o a la
adquisicién por transferencia horizontal de elementos genéticos moviles que
portan, no solo genes de resistencia, sino también genes de virulencia (8). En el
caso de los bacilos Gram negativos esta resistencia se debe tanto a mecanismos
enzimaticos, como no enzimaticos (9). Estos mecanismos pueden dividirse en

cuatro grupos (ver figura 1).

A. Bombas de expulsién

Son proteinas transmembranales que expulsan hacia el exterior de la célula
diversos metabolitos, incluyendo antibiéticos y evitando de esta forma que lleguen
a su sitio blanco (10). Estas bombas pueden ser especificas para un antibiético, o
pueden ser inespecificas, produciendo una resistencia cruzada a mudltiples
antibioticos. Las bombas de expulsion se clasifican en seis familias: ABC (ATP
binding cassette), MF (major facilitator), MATE (multidrug and toxic efflux), RND
(resistance nodulation division), SMR (small multidrug resistance) y DMT
(drug/metabolite transporter superfamily), siendo las RND las mas frecuentes en
Enterobacteriaceae (11). Este mecanismo de resistencia es muy eficiente en
bacilos Gram negativos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa,
incrementando considerablemente la concentracion inhibitoria minima (CIM) del

antibiotico; pero no produce el mismo efecto en Enterobacteriaceae, donde debe
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estar acompafiado de otro mecanismo de resistencia para incrementar la CIM

hasta llegar a ser resistente (12).

B. Impermeabilidad de membrana

Las porinas son canales proteicos en la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, que regulan el ingreso de sustancias hidrofilicas al interior de la célula,
incluyendo los antibiéticos. Mutaciones en los genes que codifican para estas
porinas afectan su expresion, disminuyendo la permeabilidad de las mismas, lo
cual produce cierto grado de resistencia. Al igual que con las bombas de
expulsion este mecanismo de resistencia es importante en bacilos Gram negativos
no fermentadores, donde pueden elevar considerablemente la CIM. En el caso de
las Enterobacteriaceae pueden llegar a producir resistencia cuando se unen a

otro mecanismo de resistencia (13).

C. Modificacién del sitio blanco

Las mutaciones a nivel del sitio blanco disminuyen la afinidad del antibiético por el
mismo, permitiéndole a la bacteria evadir la accion del antibiético y sobrevivir. En
el caso de los aminoglucésidos, las mutaciones se generan a nivel del ribosoma
(14), mientras que para los betalactamicos las mutaciones se generan a nivel de
las proteinas unidoras de penicilinas (PBP). Este mecanismo de resistencia es
mas importante en bacterias Gram positivas o en familias de antibioticos como las

quinolonas (9).

D. Produccion de enzimas

Las bacterias producen enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar diversos
antibioticos y conferir resistencia. En el caso de los aminoglucosidos, la bacteria
produce enzimas modificadoras de aminoglucdsidos que alteran estos antibioticos
mediante tres mecanismos: acetilacion (AAC), fosforilacién (APH) y adenilacién

(ANT) (14). En cuanto a los betalactamicos, el mecanismo de resistencia mas
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importante es la produccién de B-lactamasas. Estas enzimas son capaces de
romper el anillo betalactamico e inactivar la accion del antibidtico, confiriéndole
resistencia a las distintas clases de antibidticos betalactamicos, dependiendo del

espectro de accion de la enzima (15).

Resistencia a los antibioticos betalactamicos

Los antibiéticos betalactamicos son una de las clases mas utilizadas en la practica
clinica por su amplio espectro y pocos efectos colaterales (16). Esta clase de
antibioticos inhibe la formacion de la pared celular; estructura compuesta por
peptidoglucano, que esta formado por cadenas alternadas de pentapéptidos de
acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina. Por la accién de enzimas
transpeptidasas, también denominadas proteinas unidoras de penicilinas o PBP;
los pentapeptidos se convierten en tetrapeptidos que se enlazan entre si formando
la estructura del peptidoglucano. Los antibiéticos betalactdmicos se unen a las
PBPs impidiendo la sintesis del peptidoglucano por inhibicibn competitiva, lo que

lleva a la muerte celular (16).

Las Enterobacteriaceae con excepcion de Proteus mirabilis y Salmonella spp
portan una R-lactamasa natural que les confiere algin grado de resistencia a los
betalactamicos (17). E. coli y Shigella spp., portan una AmpC cromosomal que
se expresa a tan bajo nivel que fenotipicamente se observan sensibles; En el
caso de K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca y Citrobacter freundii producen una
penicilinasa que las hace naturalmente resistente a aminopenicilinas.  Existe
también un grupo de Enterobacteriaceae portadoras de una cefalosporinasa
cromosomal inducible denominada AmpC; que les confiere resistencia a

penicilinas, cefalosporinas de primera (C1G) y segunda generacion (C2G);
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cefoxitin e inhibidores de B-lactamasas. Sin embargo el uso de antibidticos
betalactdmicos de amplio espectro inducen la hiper-expresion de AmpC, llegando
a presentar resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion (C3G), sin llegar
a afectar a las de cuarta generacion, ni los carbapenémicos A este grupo
pertenecen E. cloacae complex, Serratia marcescens, C. freundii, Morganella

morganii y Providencia spp (17).

Estos mecanismos constitutivos les han permitido a este grupo de bacterias evadir
la accién de algunas clases de antibiéticos. De igual manera han desarrollado la
capacidad de adquirir genes de resistencia que codifican para la produccion de
enzimas, como es el caso de las R-lactamasas de espectro extendido (BLEES),

AmpC plasmidica y carbapenemasas generando una mayor resistencia (18).

a Impermeable barrier b Efflux pumps

Quter membrane

Peptidoglycn

Inner membrane

Figural. Mecanismos de resistencia.

a. Impermeabilidad de membrana  b. Bombas de expulsion
c. Modificacion del sitio blanco. d. Enzimaético
Tomado de Nature Reviews Microbiology volume 8- April 2010
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B-lactamasas

Como se mencioné anteriormente, el principal mecanismo de resistencia a
los betalactamicos en Enterobacteriaceae es la produccion de enzimas
denominadas [-lactamasas. A la fecha existen mas de 1500 [3-lactamasas, lo
que lo convierte en uno de los grupos MAS  nNuUMeroso
(http://www.lahey.org/studies/). Las R-lactamasas se han clasificado de acuerdo
a dos esquemas, la clasificacion molecular de Ambler y la clasificacion funcional
de Bush-Jacoby-Medieros; siendo la de Ambler la mas utilizada debido a su
simplicidad. La clasificacion de Ambler separa estas enzimas en cuatro grupos:
clase A, C y D que tienen en su sitio activo una serina; y la clase B que tiene zinc

(ver figura 2).

R-lactamasas en Enterobacteriaceae
Clasificacion de Ambler

Clase A Clase B Clase C Clase D
Serina R-lactamasa Metalo-B-lactamasa Cefalosporinasa Oxacilinasas

Penicilinasas
A AmpC no
Klebsiella spp inducible
. S
- C. koseri E. coli 2
2 2
£ E
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o . -
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g © /-~ N\
i Enterobacter sp. é Espectro de
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B-lactamasas de espectro extendido (BLEES)

Las BLEES son enzimas que hidrolizan penicilinas y cefalosporinas hasta de
tercera generacion; excepto cefamicinas, betalactamicos mas inhibidores de 3-
lactamasas y carbapenémicos (19). Las primeras BLEES se reportaron en 1983, a
la fecha se conocen diversas familias, pero las més prevalentes en todo el mundo
son blarem, blasyy y blactx-m que pertenecen a la clase A (20). En un estudio
llevado a cabo en varios paises se encontrdé que el porcentaje de BLEES en K.
pneumoniae fue mas alto en América Latina (45%) y Europa (23%); y mas bajo en
los Estados Unidos y Canadd con un promedio cercano al 8% y 5%
respectivamente. Mientras que en E. coli, fue de 9% en América Latina, 5% en

Europa y aproximadamente del 4% en Estados Unidos y Canada (21).

Dentro de las BLEES las mas importantes son las de tipo CTX-M que se han
diseminado en todo el mundo. La familia de las CTX-M se divide en cinco grandes
grupos de acuerdo a su homologia (CTX-M-1, CTX-M- 2, CTX-M-8, CTX-M-9 y
CTX-M-25). Se conocen mas de 40 variantes siendo las mas comunes CTX-M-15,
CTX-M-14, CTX-M-3 y CTX-M-2 (22). Se destaca dentro del grupo 1 la variedad
CTX-M-15 pertenecientes al ST131, el cual se ha asociado a la diseminaciéon de
E. coli resistente a las cefalosporinas, y que se considera un clon de alto riesgo
(23). La expansion de CTX-M en Enterobacteriaceae ha sido grande en el sureste
asiatico y el Mediterraneo; donde se estima que la tasa de portadores fecales esta
en el 60% y 30% respectivamente (24). Un estudio realizado por Villegas y col., en
el 2008 encontré6 una alta prevalencia de CTX-M-2, CTX-M-12 y CTX-M-9 en
Enterobacteriaceae en Sur América (25). En el caso de Colombia se ha
reportado una prevalencia de CTX-M-15 en E. coli productoras de infecciones

urinarias en la comunidad, asociadas al ST131 y ST405 (26,27).

20



Las BLEES con frecuencia se acompafian de genes de resistencia a quinolonas y

aminoglucdésidos, lo que convierte a estos aislamientos en MDR (28).

Cefalosporinasas (Amp(C)
. ______________________________________________________________________________________________________________________________|

Las AmpC pueden hidrolizar penicilinas, cefalosporinas hasta de tercera
generacion, cefoxitin y aztreonam, pero no son activas frente a cefalosporinas de
cuarta generacion y carbapenémicos. Estas enzimas que se clasifican dentro de
la clase C de Ambler; se describieron inicialmente en bacterias que portaban
AmpC cromosomal inducible, como Enterobacter spp, C. freundii, S. marcescens,
M. morganii. Aeromonas spp, P. aeruginosa, Proteus rettgeri, Providencia stuartii,
Yersinia enterocolitica, y otros (29). Esos genes cromosomales se integraron en
elementos genéticos maviles, lo que les permitié transferirse a bacterias que no
las portaban naturalmente, o en las que se expresa en bajo nivel; con idénticas

caracteristicas a las cromosomales, excepto que no son inducibles.

El sistema de produccion de AmpC en el grupo de Enterobacteriaceaes que lo
portan de forma cromosomal e inducible esta regulado por un sistema de dos
componentes, que también regula el reciclaje de los muropeptidos (N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico). Estos muropeptidos se liberan
debido al recambio del peptidoglucano de la pared. Este peptidoglucano es un
sistema bioldgico dindmico que estd en continuo recambio, de esta forma los
residuos de muropeptidos ingresan al citoplasma a través de una permeasa
denomina AmpG. Una vez en el citoplasma, una parte de los muropeptidos son
reciclados por el gen AmpD, y otra parte inducen la expresion basal del gen
AmpR, el cual a su vez induce la expresion basal del gen AmpC. Esta expresion
basal es la que le confiere su fenotipo natural de resistencia a cefalosporinas de

primera y segunda generacion, cefoxitin e inhibidores (ver figura 3A) (30).
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Adicionalmente este sistema es inducible. Cuando la bacteria se expone a
betalactamicos se aumentan los residuos de muropeptidos por la desestabilizacion
del peptidoglucano, ingresando una mayor cantidad de estos muropeptidos al
citoplasma. Una parte de esos residuos van a ser reciclados por AmpD, pero la
mayor parte de los residuos van a inducir la hiper-expresion de AmpR, que a su
vez va a hiper-expresar la produccion de AmpC. Este aumento en la produccion
de AmpC le permite a este grupo de bacterias ampliar su espectro de hidrélisis a
las C3G como cefotaxime, ceftriaxona y ceftazidime; pero no tiene efecto frente a
cefalosporinas zwitterionicas como cefepime o los carbapenémicos que atraviesan
eficientemente la membrana celular y permanecen activos. Debido a que este
fenotipo es inducible, una vez se retira el betalactdmico la bacteria vuelve a su
estado basal (ver figura 3B) (30). Debido a este mecanismo de induccion este tipo
de microorganismos portadores de AmpC cromosomal que se muestran sensibles
a las cefalosporinas de tercera generacion pueden volverse resistentes tres o
cuatro dias después de iniciada la terapia con la cefalosporina, por lo que su uso

no esta indicado (31).

Un tercer fenotipo denominado de-represion se produce debido a mutaciones en
cualquiera de los genes componentes del sistema (AmpD, AmpR o AmpC). Estas
mutaciones hiper-expresan la cantidad de AmpC que se produce,
independientemente de la presencia del betalactamico. Este microorganismo va a
permanecer resistente a las cefalosporinas hasta de tercera generaciéon (ver

figura 3C) (32).
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C. De-represion de AmpC
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Figura 3. Mecanismos de expresion de AmpC en Enterobacteriaceae.
A. Expresion basal. B. Induccién por betalactamico.
C. De-represion.
Tomado de Lister PD et al. Clinical Microbiology reviews, 22:582-610. 2009.

Carbapenemasas
. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|

Cuando aparecio el primer carbapenémico a finales de los 80 se pensd que se
habia ganado la batalla contra la resistencia bacteriana, pero las bacterias
rapidamente desarrollaron resistencia a este grupo de antibiéticos (33). Estas
enzimas representan la familia mas versatil de B-lactamasas y de mas amplio

espectro, que hidrolizan practicamente todos los betalactamicos (34).
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Estas enzimas se han clasificado en dos grandes grupos: serin-carbapenemasas y
metalo-B-lactamasas. Las serin-carbapenemasas son de dos clases; Clase A
(KPC, NMC-A/IMI, SME, GES) y Oxacilinasas de la clase D (OXA-48, OXA-24);y
las Metalo-R-lactamasas de la clase B (VIM, NDM, IMP, SPM) (ver figura 2)
(34,35).

Carbapenemasas clase A

Las serin-carbapenemasas de la clase A incluye genes de origen plasmidico
como K. pneumoniae carbapenemase (blaxpc) y Guiana-extended-spectrum [3-
lactamase (blages); y genes cromosomales como non-metallo-carbapenemase-A
(blayme-a), imipenem-resistant (blay), S. marcescens enzyme (blasve), Serratia

fonticola carbapenemase (blasgc) y BIC R-lactamases entre otras (36).

Los microorganismos que adquieren estas carbapenemasas portan plasmidos
que codifican para diversas R-lactamasas, y se han asociado frecuentemente con
TEM-1, SHV-11 o SHV-12 (37,38,39). con frecuencia presentan resistencia a
otras clases de antibidticos, como fluoroquinolonas, aminoglucésidos Yy
tetraciclinas, permaneciendo susceptibles Unicamente a polimixina y tigeciclina
(40). Sin embargo en los ultimos afios han aparecido aislamientos resistentes a las

polimixinas, lo que limita ain mas las opciones terapéuticas (41).

Carbapenemasas tipo KPC
. ____________________________________________________________________________________________________________________________________|

Una de las enzimas que mas se ha diseminado a nivel mundial es la tipo KPC.
Estas enzimas se aislaron por primera vez en una K. pneumoniae reportada en el
2001 en Carolina del Norte (USA) (42). Posterior a este reporte se ha diseminado

por todos los continentes, identificandose zonas endémicas como China,
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Francia, Israel, Grecia y Colombia (43). A la fecha existen 25 variantes del gen

blakpc reportadas en todo el mundo (http://www.lahey.org/Studies/). Estos genes

se describieron inicialmente asociados a un transposon compuesto denominado
Tn4401, lo que ha facilitado su rapida diseminacion. A la fecha se han descrito
una variedad de entornos genéticos debido a la gran capacidad de recombinacion

gue tienen estos transposones.

En el pais se reporto por primera vez un aislamiento portador del gen blakpc2 €n
una K. pneumoniae aislada en la ciudad de Medellin en el 2005 (44).
Posteriormente se reportd un aislamiento con el gen blakpc.z aislado de un
paciente al que se le habia realizado un trasplante; este paciente provenia de
Israel, pais endémico para esta enzima (45). Este Ultimo tiene un cambio de
aminoécido, histidina por tirosina en la posicion 272 (H272T) que lo diferencia del
gen blakpc.2. A partir de ese momento los genes blakpc2 Yy blakpcs se han

diseminado practicamente por todo el pais (46).

Entorno genético del gen blakec
________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
La rapida diseminacion de genes blaxpc en K. pneumoniae se ha asociado a
clones epidémicos como el complejo clonal (CC) 258, pero también a que se

encuentra en diversidad de plasmidos, de diferentes tamafios y estructura (5).

Diversos estudios han identificado en estos plasmidos un transposon tipo Tn3
asociado con el gen de blaxpc, denominado Tn4401 (47). Este transposon por lo
general se asocia a genes de resistencia a otros betalactamicos como BLEES y
determinantes de resistencia a aminoglucdésidos y quinolonas (48). El transposon
Tn4401 mide 10 Kb y esta delimitado por una regién de secuencias repetitivas
invertidas de 39 pb, una resolvasa (TnpR), una transposasa (TnpA), dos
secuencias de insercion (ISKpn6 e ISKpn7), y una region intergenica de gran
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variabilidad localizada entre IstB y el gen de KPC que da origen a siete isoformas
(a, b, c, d, e, fyqg) (ver figura 4) (47). La isoforma Tn4401a tiene una delecién de
100 pb, Tn4401b no tiene deleciones, las otras isoformas tienen deleciones de
215, 68pb y 255 pb respectivamente. En esta region localizada corriente arriba
del gen blakec Se han identificado tres promotores (P, P2, P3), el sitio de inicio de
la transcripcién (+1), y el sitio de union de proteinas de cadena sencilla (SSB); en
razon de las deleciones presentes la isoforma “a” tiene dos promotores, la
isoforma b tiene los tres promotores, y la isoforma c tiene un promotor. El tipo de
isoforma se ha relacionado con la expresién fenotipica de la resistencia, pero no
es el unico factor implicado; la variante del gen blakpc, €l nimero de plasmidos y
el numero de copias del gen también se han asociado a la gran variabilidad en las
CIMs que muestran los aislamientos portadores del gen blaxpc, que pueden ir

desde sensibles hasta mostrar altas CIMs a los betalactamicos (ver figura 5) (49).

ISKpn7 ISKpné
| |
wpk [wpA m :KPC >\:mm
|
) 10 Kb g

Figura 4. Estructura del Transposon Tn4401. tnpR: resolvasa, tnpA: transposasa, istA:
secuencia de insercién A, IstB: secuencia de insercion B.
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Figura 5. Secuencia de nucleétidos corriente arriba de blakpc, incluyendo la region del
promotor (-35 vy -10), origen de la transcripcion (+1), coddn de inicio para blaxpc (ATG),
Secuencia de aislamientos sin deleciones (A), delecién de 68 pb (B), delecion de 100 pb (C) y
delecion de 255 pb (D).  Tomado de Antimicrob. Agents Chemother. 2010, 54(10):4201.

Igualmente, en afos recientes se ha reportado la presencia del gen blakpc €n un
entorno distinto al descrito inicialmente. Un estudio realizado en China describié
un nuevo entorno genético en Enterobacteriaceae, donde solo una region de 2.070
pb es idéntica al Tn4401, esta regién incluia el gen blakpc2 y una region ISKpn6-
like (50). A la fecha se han descrito diferentes entornos asociados al gen blakpc
en diversas regiones del mundo. Estos entornos son en su mayoria variantes del
Tn4401 (51,52). Para facilitar y simplificar esta nomenclatura se ha recomendado
recientemente denominarlas como “blakpc-bearing non-Tn4401 elements”
(NTEkpc) (53). En esta clasificacion los elementos que conservan algunos
elementos del Tn4401 han sido catalogados de acuerdo a los genes del entorno
de blakpc (ver figura 6). Una secuencia de insercion ISKpn6 parcial corriente
abajo del gen Dblakpc que podria haber aparecido como producto de
recombinacién del Tn4401 se clasifica comotipo | y Il. (NTEkpc., NTEkpc). Estos
transposones NTEkpc se han asociado con mayor frecuencia a aislamientos de K.

pneumoniae diferentes del CC258, o a otros géneros.
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Carbapenemasas clase B

Este grupo esta formado por mas de 80 enzimas denominadas metalo-3-
lactamasas (MBLSs), que requieren iones de zinc para poder actuar y que por esta
misma razoén son inhibidas por quelantes de zinc como el EDTA (54). Estas
enzimas confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos;
pero permanecen susceptibles a aztreonam (55). Las MBLs incluyen genes como
blayiv, blajve, blanpm que son las mas prevalentes. La primera metalo-R3-lactamasa
reportada en Enterobacteriaceae fue la enzima tipo IMP descrita en  S.
marcescens en 1994 (56); hasta la fecha se han descrito 52 variantes. La
primera enzima tipo VIM (VIM-1) fue identificada en 1991 en un aislamiento de P.
aeruginosa (57), posteriormente en el 2001 se reportdé una variante denominada
VIM-2 en una aislamiento de S. marcescens en Corea (58). A la fecha se han

descrito 43 variantes de esta enzima, siendo la enzima VIM-2 la méas prevalente.
(http://www.lahey.org/Studies/).

Posteriormente, en el 2008 se describié una nueva enzima llamada New Delhi
Metallo-R-lactamase (NDM), aislada en una K. pneumoniae, de un paciente suizo
que habia sido tratado en la India. Esta enzima se ha diseminado rapidamente
por todo el mundo, con la caracteristica de conferir una elevada resistencia a
todos los betalactimicos excepto aztreonam (59). Se han reportado
esporadicamente otras enzimas tipo MBL restringidas a ciertas areas geograficas
como las enzimas SPM (Sao Paolo-MBL), GIM-1 (German imipenemase), SIM-1
(Seoul imipenemase), KHM-1 (Kyorin Health Science MBL), AIM-1 (Australian
imipenemase), DIM-1 (Dutch imipenemase), SMB-1 (S. marcescens MBL), TMB-1
(Tripoli MBL) y FIM-1 (Florence imipenemase) (60,61).
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Figura 6. Entorno genético de Tn4401 y NTEkpc. Basado en la secuencia de insercion corriente
arriba del gen blagpc, NTEgpc puede ser dividido en tres grupos: NTEpc., Sin inserciones; NTEypc.,
presenta insercién de blargy; ¥ NTEkpc, presenta insercion de un Tn5563/IS6100. Tomado de
Trends in Microbiology, December 2014, Vol. 22, No. 12.

En América Latina se ha reportado una mayor prevalencia de Enterobacteriaceae
portadoras de MBLs en México (blayy) y en Guatemala (blanpm) (62,63). En un
estudio multicéntrico en siete paises de América Latina realizado por Villegas y
col., se encontr6 una resistencia a carbapenemicos del 21% en
Enterobacteriaceae aisladas de bacteriemias, asociada a la presencia de blakpc,
blayiv 0 blanpm, La mayor cantidad de blaypm correspondia a Guatemala, blayy a
México y blakpc a Colombia (64). La primera MBL en el pais en
Enterobacteriaceae se reportd en un aislamiento de K. pneumoniae en la ciudad
de Barranquilla; esta enzima fue identificada como una nueva variante de VIM
(blayiv-24) (65). Al afio siguiente se reportd un aislamiento que co-expresaba genes
blakec y blayiv €en la misma ciudad, lo que demuestra la facilidad que tienen estas

enzimas para diseminarse (66).
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Carbapenemasas clase D

Las enzimas pertenecientes a esta clase se denominaron OXAS debido a su gran
afinidad hacia la oxacilina, una penicilina semisintetica. Posteriormente se
encontraron OXAS con actividad hidrolitica hacia cefalosporinas, betalactamicos

mas inhibidores de (B-lactamasas y carbapenémicos (67).

Las primeras carbapenemasas tipo OXAS se describieron en 1993 en un
aislamiento de Acinetobacter baumannii, donde se reportan con mayor frecuencia
(67), pero hoy en dia se han identificado en diversas especies bacterianas. Las
carbapenemasas de la clase D se dividen en varios grupos de acuerdo a su
homologia: OXA-23/27, OXA-24/40, OXA-25, OXA-26, OXA-48, OXA-51/66/69,
OXA-58, OXA.143, OXA-162, OXA-181, OXA-204 y OXA-232; habiéndose
descrito a la fecha mas de 250 enzimas de la clase D

(http://www.lahey.org/Studies/).

En Europa y Asia se ha reportado una alta prevalencia de Enterobacteriaceae
portadoras del gen blapxa.4s cO-expresando enzimas tipo CTX-M-15 (68). En
América los reportes de OXA-48 han sido esporadicos (69). Recientemente
Vanegas y col., reportaron en Colombia una K. oxytoca portadora del gen blaoxa-
48. Esta bacteria se aislé en un paciente hospitalizado en la UCI, en la ciudad de
Medellin, en el 2015; siendo este el primer reporte de una Enterobacteriaceae

portadora de carbapenemasa tipo OXA en el pais (70).

Resistencia a carbapenémicos no asociada a carbapenemasas

La resistencia a los carbapenémicos se puede observar por mecanismos
diferentes a la produccion de carbapenemasas. Se ha descrito el aumento en las

CIMs de este grupo de antibioticos debido a mecanismos de hiper-expresion de

31


http://www.lahey.org/Studies/

AmpC cromosomal o plasmidica debido a mutaciones en los genes reguladores
de AmpC unido a alteraciones en la permeabilidad de membrana. Esta
disminucién en la permeabilidad es generada por mutaciones en los genes que
codifican para las porinas, lo cual limita el ingreso del antibidtico al interior celular,

asociandose a resistencia a los carbapenems (13).

Pruebas de tamizaje para la identificacion de carbapenemasas

En los ultimos afios se han desarrollado numerosas estrategias para la deteccion
de carbapenemasas (71). Sin embargo, solo existen dos pruebas aprobadas por
el CLSI: El test de Hodge modificado (THM), que presenta inconvenientes como
los falsos positivos con aislamientos que hiper-expresan AmpC o CTX-M mas
impermeabilidad de membrana, y la baja sensibilidad para detectar MBL (50%).
La otra prueba es la de Carba NP, la cual fue incluida a partir del 2015 y ha

demostrado tener sensibilidad y especificidad cercanas al 100% (72).

Carba NP

Esta es una prueba bioquimica para la identificacion de carbapenemasas, que se
basa en la hidrolisis del anillo betalactdmico del imipenem por la accion de la
carbapenemasa. Esta hidrolisis acidifica el medio produciendo un cambio de pH,
el cual se identifica por un viraje de rojo a amarillo (73). Los estudios han
demostrado que funciona muy bien con enzimas pertenecientes a la clase A y
clase B; sin embargo presenta menor sensibilidad para detectar enzimas de la
clase D (OXAS) (74).
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Otros determinantes de resistencia asociados a bacterias resistentes a
carbapenems.

Resistencia a quinolonas

Las Enterobacteriaceae son naturalmente susceptibles a las quinolonas. La
resistencia a esta clase de antibiéticos se debe principalmente a mutaciones en el
sitio blanco del antibiotico, es decir los genes que codifican para la DNA-girasa y la
topoisomerasa IV. También pueden adquirir resistencia debido a la adquisicion de
genes plasmidicos que median resistencia a quinolonas (PMQR) que son de tres
tipos: i) genes que codifican para bombas de expulsién (gepA); ii) genes que

codifican para una acetilasa (aac(67)-1b-cr), y iii) genes qnr (75,76,77).

Los genes PMQR han sido encontrados especialmente en E. coli, Enterobacter
spp, Klebsiella spp y Salmonella spp. Aunque el nimero de aislamientos
portadores de genes gnr ha ido en aumento la prevalencia no supera el 10%,
excepto en E. cloacae donde se observa una prevalencia mas alta (78). El primer
gen gnr fue descubierto en 1994 en una K. pneumoniae en Estados Unidos,
siendo gnrB  la variante que se ha aislado con mayor frecuencia en
Enterobacteriaceae (79). Con frecuencia se ha descrito resistencia a quinolonas
en aislamientos resistentes a los carbapenémicos, esto asociado a elementos
genéticos moviles complejos que confieren resistencia a otros antibiéticos como
aminoglucésidos, ya que portan los genes de resistencia en el mismo plasmido
(80,81). Aungue los genes gnr no siempre elevan la CIM de las quinolonas, se han
descrito plasmidos que llevan enzimas tipo BLEES, especialmente CTX-M-15 y
SHV-12; y genes gnr simultaneamente; lo cual puede estar implicado en la

diseminacién de estos determinantes de resistencia en forma conjunta (82,83).
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Vigilancia basada en epidemioldgica molecular

Dado el aumento en las tasas de resistencia, y la diseminacién de la misma a nivel
global asociada a clones de alto riesgo, es imprescindible implementar programas
de vigilancia molecular de los procesos de propagacion de aislamientos
resistentes, en especial a los carbapenémicos. EIl propdsito de la tipificacion
epidemiologica molecular es diferenciar, si aislamientos en un periodo de tiempo
definido provienen de la misma o diferente fuente; y determinar su ruta de
transmision. Para esto se utilizan métodos de tipificacion molecular que permitan
estudiar cobmo ha sido la diseminacion y la estructura poblacional de bacterias y
otros microorganismos. La deteccion de grupos de microorganismos con tipos de
secuencia (ST) parecidos puede ser una alerta temprana de diseminacion global.
Dentro de estas herramientas son fundamentales metodologias como la

electroforesis de campos pulsados (PFGE) y el Multilocus sequence typing (MLST)
(84).

Electroforesis de Campos Pulsados (PFGE)

Esta técnica permite separar el DNA en fragmentos que son generados por el uso
de una enzima de restriccion, la cual reconoce y corta secuencias especificas en
el DNA. EI PFGE ha demostrado tener un alto poder de discriminacién, pero no
permite realizar comparaciones globales. Se ha utilizado mas para el estudio de

brotes a nivel local (7).

Multilocus Sequence Typing (MLST)

Esta es la herramienta mas utilizada para estudios epidemiolégicos globales y por

largos periodos de tiempo; ademas de la identificacion de los denominados clones
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de alto riesgo (85). El Multilocus Sequence Typing (MLST) ha revolucionado el
estudio de la dispersion de poblaciones bacterianas desde el afio 2000 cuando
se estandarizo la metodologia, permitiendo la comparacion entre aislamientos aun
en diferentes areas geograficas (85). Para el andlisis de la epidemiologia global
donde el indice de recombinacién es alto y la diversidad de clones es grande, se
deben utilizar elementos genéticos que acumulen variaciones de manera lenta. Es
por eso que la técnica de MLST es ideal para este propoésito, debido a que analiza
genes constitutivos, altamente conservados, que acumulan variaciones genéticas

de manera muy lenta.

Hoy en dia existen bases de datos con esquemas para diversas especies que han
permitido el andlisis epidemiolégico y la vigilancia de patdégenos, asi mismo ha
aportado evidencia sobre la diseminacion de los clones de alto riesgo implicados
en la emergencia de la resistencia bacteriana (86). Ejemplo de esto es el caso
de la diseminacion global de clones de alto riesgo de E. coli pertenecientes al
ST131 portador de CTX-M-15, el cual se considera un clon exitoso asociado a
aislamientos con mayor virulencia y mortalidad, reportdndose altas tasas de

resistencia en Europa, Norte América, Japon, Corea y Africa (87).

La metodologia de MLST emplea un esquema universal para almacenar e
interpretar datos de la secuencia de nucledtidos. Para esto se utilizan fragmentos
de alelos (entre 6 a 7 locus) de aproximadamente 400 a 600 pb de longitud, de
genes constitutivos, ya que este fue el nimero minimo para obtener una buena
resolucion, para la identificacion confiable de lo que se ha denominado la
secuencia tipo (ST). La ST se obtiene cuando para cada fragmento alelico se
asigna un unico numero en forma consecutiva, estos codigos son referidos como
un perfil alelico que representa una Unica secuencia de nucleétidos.
Adicionalmente, se puede identificar la presencia de complejos clonales (CC), el
cual se define como un grupo de aislamientos con un ancestro comun y sus

variantes, las cuales estan estrechamente relacionadas (88). Se ha definido un
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complejo clonal como aquel que comparte al menos cinco loci con alguno de los

miembros del complejo (89).

A la par de esta metodologia se han desarrollado herramientas que permiten
analizar los datos obtenidos a partir de los ST (89). Uno de ellos es el eBURST (en
inglés: Based upon related sequence types), el cual permite describir las
relaciones entre integrantes de una misma especie mediante un modelo simple de
evolucion, en el cual se asume la existencia de un genotipo ancestral que se
diversifica debido a la acumulacién de mutaciones y/o recombinaciones para
producir un grupo de descendientes genéticamente relacionados, denominado
complejo clonal. Esto se representa graficamente mediante un diagrama radial
en el cual el genotipo ancestral se ubica en el centro, y alrededor aislados que
difieren en uno (single locus variant - SLV), dos (double locus variant - DLV) o tres
alelos (triple locus variant TLV) de los siete incluidos en el esquema de MLST.
Posteriormente aparecié el goeBURST (Global optimal eBURST), el cual permite
crear un arbol que visualiza las posibles relaciones evolutivas hasta el TLV (ver
figura 7) (90).

Figura 7. goeBURST. Representacion del complejo clona 17 de Enterococcus
faecium con el ST17 como aislamiento fundador. Tomado de BMC Bioinformatics
2009, 10:152
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Enterobacter cloacae complex

En cuanto a E. cloacae complex, es un microorganismo ubicuo que sobrevive
facilmente en la tierra y el agua;, ademas es microbiota normal del tracto
gastrointestinal de humanos, por lo que con frecuencia llega a colonizarlos de
forma crénica, con el riesgo de llegar a producir una infeccién (91). E. cloacae
complex hace parte del denominado grupo “ESKAPE” conformado por
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa y Enterobacter spp. Este grupo es el causante de la mayor parte de las
infecciones asociadas a la atencién en salud, y representa un desafio a la hora de
instaurar tratamiento ya que son resistentes a practicamente todos los antibiéticos

disponibles (92).

E. cloacae complex estd compuesto por seis especies muy relacionadas
genéticamente, que no se diferencian facilmente por métodos bioquimicos:
Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei,
Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii y Enterobacter nimipressuralis. De estos,
E. cloacae y E. hormaechei son los que se asocian con mas frecuencia a
infeccion clinica (93). Esta especie presenta una cefalosporinasa (AmpC)
cromosomal e inducible que puede generar tres fenotipos diferentes como ya se
menciond previamente: i) Una expresidon basal de AmpC que le confiere
resistencia intrinseca a amoxicilina, acido clavulanico, cefoxitin y cefalosporinas de
primera y segunda generacion; con sensibilidad frente a cefalosporinas de tercera
generacion ii) La presencia de betalactamicos induce la hiper-expresion de AmpC
debido a un fendmeno de induccion, el cual amplia su espectro de accion a las
cefalosporinas de tercera generacion, y iii) La de-represibn de AmpC debido a
mutaciones en cualquiera de los genes reguladores de la produccion enzimatica
(AmpD, AmpR y/o AmpC) (30).
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Debido a la resistencia intrinseca a las cefalosporinas que presenta esta especie,
y su gran capacidad para adquirir determinantes de resistencia, es preocupante el
aumento en la resistencia a los carbapenémicos. Se ha reportado una mayor
mortalidad en Enterobacter spp productor de carbapenemasas que el observado

en esta especie no productora de carbapenemasas (94).

Como se menciond previamente, la resistencia a carbapenémicos en E. cloacae
complex se puede deber a diversos mecanismos de resistencia. Estos antibiéticos
inducen la hiper-produccion de AmpC, pero no son hidrolizados por esta enzima.
Sin embargo aislamientos que hiper-expresan AmpC, y alteran su permeabilidad
de membrana, debido a mutaciones en los genes que codifican para las porinas
OmpC y OmpF, cambiando su conformacién estructural pueden llegar a presentar
resistencia a los carbapenémicos, donde el mas afectado es ertapenem (13,95,96).
La hiper-expresion de CTX-M, sumado a la impermeabilidad de membrana
también se ha reportado como causante de resistencia. En un estudio llevado a
cabo en China se encontr6 una prevalencia de 3.5% de resistencia a
carbapenémicos en E. cloacae. La caracterizacibn molecular de 35 de estos
aislamientos identifico que la resistencia a los carbapenémicos se debia tanto a la
presencia de carbapenemasas (IMP-8 e IMP-26; NDM-1 y KPC-2); como a la
hiper-produccion de CTX-M mas impermeabilidad de membrana (97).

Sin embargo el principal mecanismo de resistencia a los carbapenémicos es la
produccion de carbapenemasas, los cuales se han asociado con frecuencia a
brotes nosocomiales. E. cloacae complex portadores de blakpc-2 y blakpc.z se han
reportado produciendo brotes, especialmente en unidades de cuidado intensivo
(UCI), en la ciudad de Nueva York, ciudad considerada endémica para
carbapenemasas tipo KPC en K. pneumoniae (98). Igualmente se han reportado
brotes por E. cloacae en Dakota del Norte (Estados Unidos) portadores del gen

blakpc.s asociados al transposon Tn4401d (99).
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La emergencia de E. cloacae complex productor de mdultiples determinantes de
resistencia, como enzimas tipo AmpC, BLEES, carbapenemasas y otros
determinantes de resistencia como PMQR, representa un serio problema en el
ambiente hospitalario. E. cloacae complex ha sido reportado globalmente
asociado a diversas clases de carbapenemasas como responsables de la
resistencia a carbapenémicos; entre ellas carbapenemasas tipo VIM en Grecia e
Italia, IMP en Turquia y Taiwan; VIM al igual que OXA-48 en ltalia y Corea
(100,101,102,103). En el caso de NDM, que se ha diseminado rapidamente por todo
el mundo desde su aparicion, el CDC reporté en los Estados Unidos el primer
paciente con E. cloacae complex portador del gen blaypw-1, que habia recibido
atencion medica en la India, pais endémico para esta carbapenemasa (104). De
igual manera existen reportes de varios paises como Singapur, China, Turquia y

Canada (97,105,106,107,108).

Los genes que codifican para BLEES y carbapenemasas por lo general estan
localizados en plasmidos, los cuales juegan un papel importante en la
diseminacién de la resistencia en esta especie, encontrandose una alta asociacién
entre CTX-M y carbapenemasas (109).  La co-expresion de varias enzimas en
este tipo de microorganismos es bastante comun. En Europa se ha reportado alta
prevalencia de OXA-48.a su vez en Grecia hay un predominio de VIM. En ambos
casos, se ha encontrado frecuentemente CTX-M-15 asociado a esos aislamientos
(110,111). En Israel a diferencia de lo reportado en varios paises de Europa se ha

reportado la presencia de OXA-48 co-expresando CTX-M-14 (112).

Resistencia a quinolonas en E. cloacae complex

A la par de la resistencia a los carbapenémicos, este complejo ha adquirido genes
de resistencia a otros grupos de antibioticos como las quinolonas, limitando adn

mas las opciones terapéuticas. Desde que se describid la presencia de PMQR en
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Enterobacter spp., se ha visto un rapido incremento en la resistencia a quinolonas
asociado a mutaciones en las topoisomerasas y especialmente debido a la
adquisicion de genes plasmidicos (113). Se ha reportado una mayor prevalencia
de genes gnr en E. cloacae complex; en aislamientos sensibles como resistentes
a las quinolonas (81,114). Un estudio realizado en Taiwan demostré una prevalencia
del 16.3% de resistencia a quinolonas mediadas por plasmidos (PMQR) en
aislamientos de E. cloacae. La prevalencia de gnr fue mas alta en productores de
BLEES y metalo-3-lactamasas (39.6% y 78.6% respectivamente), frente a una
prevalencia de 4.6% en aislamientos no productores de carbapenemasas (115).
Un estudio realizado en Israel reporto la presencia de genes blakpc2 Y qnrB2 en el
mismo plasmido en 14/16 aislamientos de E. cloacae resistentes a carbapenems
y sensibles a ciprofloxacina; igualmente se report6 SHV-12 en la mayoria de los
aislamientos (116). Esta mayor prevalencia de genes gnr en el mismo plasmido

también ha sido reportada previamente (80).

MLST en E. cloacae complex

En el 2013 Miyoshi-Akiyama y col., desarrollaron el esquema de MLST para E.
cloacae, utilizando siete genes constitutivos (dnaA, fusA, gyrB, leuS, pyrG, rpIB y
rpoB) (117). A la fecha, la base de datos esta en continuo crecimiento; a julio de
2016 contenia 819 STs (https://pubmist.org/ecloacae), |0 cual es comparativamente

pequefio frente a microorganismos como K. pneumoniae (1525) o E. coli (5170).

Algunos estudios han reportado una alta diversidad de STs entre aislamientos de
E. cloacae complex, sin embargo se han identificado algunos STs prevalentes en
diversas regiones que podrian estar implicados en la diseminacion de genes de
resistencia. En un estudio realizado por Fernandez y col., en Espafia se
reportaron 21 aislamientos de E. cloacae complex productores de blapxa.4s Yy/O

blactx-m-15 pertenecientes al ST66 y ST74 principalmente. Estos clones fueron
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responsables de brotes en diferentes salas dentro de la misma institucion, los
cuales habian circulado por largos periodos de tiempo (111). Un estudio realizado
por Girlich y col., en paises del norte africano, mediterraneo asiatico y Francia
encontré igualmente una alta diversidad de STs. Este estudio reporté 44 STs en
50 aislamientos, donde el ST mas prevalente fue el ST114. Estos aislamientos
estaban asociados principalmente a enzimas tipo CTX-M-15; algunos de los
aislamientos estaban asociados a carbapenemasas tipo VIM, OXA-48 y NDM-1
(118). Estos estudios concuerdan con lo reportado por Izdebski. Este estudio
llevado a cabo con aislamientos de Europa e Israel encontr6 una mayor
prevalencia del ST66, ST78 y ST114, asociados a CTX-M-15. Algunos de los
aislamientos eran resistentes a los carbapenémicos por la produccion de VIM-1 'y
KPC-2 (119). A diferencia de lo reportado en Europa e Israel, en China se ha
reportado una mayor prevalencia de aislamientos pertenecientes al ST50 y ST124
asociados a la diseminacién de CTX-M-9 y SHV-12 (120). En Taiwan Ling-Fu y
col.,, observaron un incremento en aislamientos resistentes a carbapenémicos
portadores de IMP-8 y SHV-12 pertenecientes a los ST78, ST114 y ST204 (121).

Estos estudios mostraron una mayor prevalencia de STs como el ST66, ST78,
ST108 y el CC114 portadores de blapxa4s Y blactx.m1s  principalmente. Estos
STs y CC asociados a la diseminacion de E. cloacae resistente a BLEES y
carbapenémicos podrian tener caracteristicas que los conviertan en clones de alto

riesgo.

Un estudio realizado en los Estados Unidos reporto la presencia de E. cloacae
resistentes a carbapenémicos pertenecientes a los ST93, ST171, ST252, ST253 y
ST254. Estos STs eran principalmente portadores de blakpc-2, blakpc-3, blactx-m-15,
blaspyys ¥ blaspy-12. Ninguno de estos correspondia a alguno de los STs
implicados en la diseminaciéon de E. cloacae complex productores de B-lactamasas

en Europa y Asia (122).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La resistencia bacteriana ha sido declarada por la Organizacion Mundial de la
Salud como una amenaza a la salud publica, la cual reduce las opciones
terapéuticas y contribuye al incremento en la morbilidad y mortalidad (1). Debido a
esta alerta en la Ultima década se ha realizado un gran esfuerzo para controlar la
diseminacion de bacterias resistentes a varias clases de antibioticos denominadas
multirresistentes (MDR) (123). Dentro de las estrategias se han implementado
programas para el control de infecciones y manejo adecuado de antibidticos. A

pesar de esto, las tasas de resistencia van en aumento en todo el mundo (124).

Colombia no es ajena a esta problematica, datos del Instituto Nacional de Salud y
las redes de vigilancia de la resistencia bacteriana muestran altas tasas de
resistencia a los carbapenémicos, especialmente asociada a la diseminacion de
Enterobacteriaceae portadoras del gen blakpc, Yy P. aeruginosa portadores de
genes blakpc ¥ blayiy  (125). Un estudio de Correa y col.,, reportd que la
diseminacién de P. aeruginosa portadores del gen blay en el pais est4 asociado
principalmente al ST111; mientras que la diseminacion del gen blaxpc esta
asociado principalmente al ST235 (126). En el caso de K. pneumoniae portadoras
del gen blakpc, la diseminacion esta asociada al complejo clonal (CC) 258 al igual

que lo reportado globalmente (46).

Dentro de esta problematica destaca el grupo “ESKAPE” como responsable de la
mayor parte de las infecciones asociadas a la atencion en salud producidas por
bacilos Gram negativos (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K.
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, y Enterobacter spp) (127).
E. cloacae complex ocupa un lugar importante dentro de este grupo, habiendo
emergido en los ultimos afios como un patégeno oportunista, especialmente en

UCI. Este complejo se ubica como uno de los cinco primeros patdgenos
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nosocomiales Gram negativos, y el tercero dentro de las Enterobacteriaceae
después de E. coliy K. pneumoniae (128). Este microorganismo es causante de
bacteriemias, infecciones del tracto respiratorio bajo, infecciones urinarias,
meningitis y otras. Con frecuencia produce brotes hospitalarios; representando un
desafio para el tratamiento debido a la resistencia intrinseca a las cefalosporinas,
y a que adquiere facilmente multiples determinantes de resistencia; dejando a los
carbapenémicos como una de las pocas opciones terapéuticas. Es por esto que el
incremento en la resistencia a los carbapenémicos observada en esta especie es
preocupante (129). Ha llamado la atencion en los ultimos afios, como se ha
distribuido la poblacion de E. cloacae complex resistentes a carbapenémicos, y si
al igual que se ha visto con E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa la

diseminacién esta asociada a la presencia de clones de alto riesgo (117).

Estudios realizados a partir del 2013 en Europa, Asia y Estados Unidos han
encontrado una alta diversidad de STs en E. cloacae complex resistentes a
betalactamicos. En su mayoria esos aislamientos son portadores de las enzimas
tipo OXA-48, KPC, CTX-M-15y SHV12 (118,119). Hacen falta méas estudios para
identificar la presencia de clones de alto riesgo en esta poblacién; pero se han
identificado algunos STs y CC (ST108, ST 66, CC114 y CC78) asociados a la
diseminacién de estos aislamientos portadores de B-lactamasas en esas regiones
geograficas.  Hasta la fecha no se ha publicado ningun estudio que describa la
estructura de la poblacion de E. cloacae complex en América Latina, por lo que
este estudio se convierte en el primer paso para establecer como ha sido esa
distribucion en un pais que como Colombia presenta altas tasas de resistencia a

los carbapenémicos.
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Pregunta de investigacion

Esos resultados nos lleva a preguntarnos si la distribucion de aislamientos de E.
cloacae complex resistentes a carbapenémicos en Colombia ha seguido un patrén
local, o si esta asociado a los STs implicados en la diseminacién de resistencia en

algunas regiones geograficas.

OBJETIVOS

Objetivo general

Describir el contexto genético de aislamientos de E. cloacae complex con
resistencia a los carbapenémicos de diferentes ciudades de Colombia que
permitan establecer como ha sido la distribucion de su estructura

poblacional.

Objetivos especificos

1. Identificar la presencia de genes de resistencia en aislamientos de
E. cloacae complex resistentes a carbapenémicos en ocho ciudades

de Colombia.

Indicador: Presencia de B-lactamasas y PMQR en E. cloacae complex

resistentes a carbapenémicos.
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2.

Identificar la estructura poblacional de E. cloacae complex

resistentes a carbapenémicos en ocho ciudades de Colombia.

Indicador: Tipos de secuencia (ST) y complejos clonales (CC)

mediante la técnica de MLST

Establecer si la resistencia a carbapenémicos en aislamientos de E.
cloacae complex en ocho ciudades de Colombia esta asociada a
clones locales o estan asociados a clones que podrian llegar a

considerarse de alto riesgo descritos previamente.

Indicador: Comparar los tipos de secuencia (ST) y complejos
clonales (CC) identificados mediante la técnica de MLST con los

reportados a nivel mundial mediante andlisis por goeBURST.
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CAPITULO 2

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Poblacion de estudio y muestra

Se seleccionaron 28 aislamientos de E. cloacae complex del banco de cepas del
grupo de resistencia y epidemiologia clinica de CIDEIM, procedentes de ocho
ciudades de Colombia. Los aislamientos corresponden a los afios 2009 a 2013,
con resistencia por lo menos a un carbapenémico de acuerdo a los puntos de
corte CLSI M100 S24, 2014 (72).

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo
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Diagrama de los métodos de laboratorio

Observacional descriptivo
1
Muestreo no probabilistico por
conveniencia
v

E. cloacae complex del banco de cepas
recolectadas entre 2009 -2013

+
Criterios de Inclusidén:
Resistente al menos a un carbapenem

¥

Identificacion bioquimica
Microdilucion en caldo

v Identificacion y

Estudio de secuenciacién de genes

— clonalidad por bla: blakec, vim.Nom,imp, OxA-
rep_PCR 48 NMC-A, TEM,SHV,CTX-M.
Genes gnrA, qnrB

\ |
v

Entorno genético de los genes bla

l

Caracterizacion por tamano y
localizacion plasmidica PFGE/S1/Ceu-1

- Analisis de MLST

v
goeBURST
PHILOVIZ

Figura 8. Estrategia experimental para la tipificacion molecular de aislamientos de
E. cloacae complex resistentes a carbapenémicos.
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Se confirmd la identificacion por Vitek 2 Compact (BioMerieux, Marcy-I'Etoile,
France). Las pruebas de susceptibilidad se confirmaron utilizando el método de
microdilucién en caldo (Sensititre customized panels; TREK Diagnostic Systems,
Westlake, Ohio, USA). Para determinar la susceptibilidad de polimixina se utilizd
los puntos de corte de EUCAST: sensible 2 ug/ml y resistente 4 ug/ml (130); para
tigeciclina se utilizaron los puntos de corte FDA: sensible 2 ug/ml, intermedio 4
ug/ml y resistente 8 ug/ml. Para el control de calidad se utilizaron cepas ATCC;
P. aeruginosa ATCC 27853y E. coli ATCC 25922.

Deteccion fenotipica de la presencia de carbapenemasas utilizando Carba

NP

La deteccidén fenotipica de carbapenemasas se llevo a cabo mediante la prueba de
Carba NP. Esta técnica se basa en la hidrolisis del imipenem por la presencia de
carbapenemasas en la muestra, con produccion de acido, lo que ocasiona un
viraje del indicador de pH, del color rojo a amarillo. Esta prueba se estandarizo
de acuerdo al protocolo propuesto por Nordmann y col., para esto se prepar6é una
solucion A de la siguiente forma: Rojo de Fenol al 0,5% P/V (Sigma-Aldrich)
suplementado con ZnSO,4 al 0.1 mM. Esta solucién es estable por dos meses a

temperatura de refrigeracion (73).

Se repicaron los aislamientos del banco de cepas, y se verificé la pureza de los
cultivos. Se tomo colonia bacteriana con una asa de 10 ul y se re-suspendio en
200 uL de B-PERT Il (Pierce, Thermo Scientific, IL, USA). Se di6 vortex por un
minuto y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a
10.000 rpm por 5 min, se colocaron 30uL del sobrenadante en dos tubos de 1.5

ml marcados como 1y 2.
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En el momento de realizar la prueba se preparé el imipenem a una concentracion
de 6 mg/ml. Para esto se pesaron 6 mg de imipenem y se le agrego 1 ml de la
solucion A. En el tubo 1 se colocaron 100uL de solucion A, y en el tubo 2, 100uL

de solucion A + Imipenem. Los tubos se incubaron a 37°C por dos horas.

Interpretacion:

Tubo A: rojo Tubo B: rojo Negativo
Tubo A: rojo Tubo B: amarillo Positivo
Tubo A: amarillo Tubo B: amarillo Invalido

Caracterizacion de genes bla por PCR

Una vez confirmada la pureza, identificacion y el perfil de susceptibilidad de los
aislamientos, se llevd a cabo la extraccion de DNA utilizando UltraClean®
Microbial DNA Isolation Kit siguiendo las recomendaciones del fabricante.  Se
realizé la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
especificos para la deteccion de carbapenemasas tipo blakpc, blanpm, blayim,
blajyp, blanwc-a: Y PCR en tiempo real (QPCR) para blapxa-4s. Se identificaron
genes acompafantes blasyy, blatem blactx-m: Y mediante secuenciacién y andlisis

bioinformaticos se determind la variante enzimética.

Adicionalmente se determin6 por PCR multiplex la presencia de genes de
resistencia a quinolonas mediados por plasmidos (PMQR). Se identificaron los
genes gnrA y gnrB bajo las condiciones descritas por Cattoir y col., (131). En la

tabla 1 se observan los genes bla y PMQR analizados y los cebadores utilizados.
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Relacion genética

Rep-PCR

Las relaciones genéticas entre los aislamientos de E. cloacae se determinaron
mediante el sistema Diversilab® (BioMerieux. Mercy I'Etoile, France). EI DNA
bacteriano se extrajo utilizando el kit de aislamiento de DNA (MoBio UltraClean™),
seguido de amplificacion por rep-PCR, la cual amplifica secuencias repetitivas en
el genoma bacteriano utilizando el kit Bacterial DL fingerprinting de acuerdo a las
instrucciones del fabricante; y separacion por electroforesis usando el chip DNA
LabChip. Los datos se analizaron con el software Diversilab® mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson para el analisis del dendograma. Se

consideraron clonales aislamientos con un porcentaje de similaridad = 98%.

Tabla 1. Listado de genes bla y PMQR con sus cebadores.

Nombre Secuencia cebadores (5" - 3") Sonda Referencia

KPCF 5-TGT CAC TGT ATC GCC GTC-3' .

Yigit, H., A. M. et al . 2001. 45:1151-1161.
KPCR 5-CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC-3'
NDMF 5’- TCAGCGCAGCTTGTCGGCCAT - 3° "

Este estudio
NDMR 5- ATGGAATTGCCCAATATTATGCACC -3"
VIM F (Vim forward) 5-GTC TAT TTG ACC GCG TC-3' Toleman, MA. 2002.
VIM R (Vim reverse) 5-CTA CTC AAC GAC TGA GCG-3' J.Antimicrob.Chemother. 50:673-679
IMP F1 5- CTACCGCAGCAGAGTCTTTG-3' Senda K, Arakawa Y, Ichiyama S, et al.J
IMP R1 5- AACCAGTTTTGCCTTACCAT -3' Clin Microbiol 1996; 34: 2909-13.
blaCTX-M C2 5'-ATG GTT AAAAAATCA CTG C-3' "

Este estudio
ctxmRSeq 5'-TCC GCT ATT ACA AAC CG-3'

HVCF - CGCC TTATTCTTATTTGTCGC - 3°
S 5, GCCGGG GTcG 3, Sabaté et al, 2002
SHVCR 5- TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA -3
TEMFseq 5- ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG -3' Eckert C et al. Antimicrob Agents
TEMRseq 5'- CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG -3' Chemother 2004; 48: 1249-55
NMCF 5’-GCATTGATATACCTTTAGCAGAGA- 3’ Nordmann P etal. Antimicrob Agents
NMCR 5’- CGGTGATAAAATCACACTGAGCATA -3’ ChemotherY, May 1993, p. 939-946
QnrAm-F 5-AGAGGATTTCTCACGCCAGG-3' Cattoiretal. Journal of Antimicrobial
QnrAm-R 5-TGCCAGGCACAGATCTTGAC-3' Chemotherapy (2007) 60, 394-397
QnrBm-F 5-GGMATHGAAATTCGCCACTG-3' Cattoiretal. Journal of Antimicrobial
QnrBm-R 5-TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA-3' Chemotherapy (2007) 60, 394-397
qPCR
OXA 48like F - -3' imi
' >~ GCTGTATCACAATAAGTTACACGTA -3 oA CCATIGGCTTICGGTCAGCAT-BHQ-2 3 COrreaAetal.  Antimicrob Agents

OXA 48likeR 5’- GTTCGATTCTAGTCGAGTATCCA -3' Chemother 59:2421-2425.
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Electroforesis de Campos Pulsados (PFGE)

A partir de un cultivo bacteriano puro se prepard una suspension bacteriana en
buffer CSB (Tris- HCL 100 mM, EDTA 100 mM) con una absorbancia de 1.2 a una
longitud de onda de 610 nm. Aparte se preparé la agarosa SeaKem Gold (lonza
group, U.S.A) al 1.6% en buffer TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA) utilizando una
plancha de calentamiento a 56°C. Para preparar los discos de agarosa
embebidos en DNA se mezcld 200ul de la suspension bacteriana y 200 ul de la
agarosa al 1.6%, y se colocaron 18 ul sobre una base de papel parafinado. Se
dej6 solidificar por 15 minutos a 4°C.  Para el proceso de lisis bacteriana, los
discos se colocaron en tubos falcon de 50mL con 10 ml de buffer de lisis (50
mMTris; 50 mM EDTA, pH 8.0; 1 mg/ml Proteinasa K) y se incubaron por dos
horas a 55°C. Finalizada la incubacion, se realizaron 2 lavados con agua ultra
pura esteéril y 4 lavadas con buffer TE manteniendo los tubos en agitacion por 15
minutos a 50°C tras cada lavado. Los discos se colocaron en tubos eppendorff de

2 ml con 1 ml de buffer TE, y se almacenaron refrigerados hasta su utilizacion.

Para la restriccion enzimatica se utilizaron 5 ul de enzima de restriccion Xbal (50U)
(Promega, Madison, WI), 20 ul de buffer y 175 ul de agua ultra pura estéril por
cada muestra. Se coloco el disco dentro de un tubo de 2.0 ml con el buffer de
restriccién y se incubo a 37°C por dos horas. Se prepard un gel de agarosa al 1%
(LE lonza group, U.S), cada disco se colocé en el pozo del gel y posteriormente se
sellaron con agarosa al 1%. La electroforesis se corrié por 22 horas a 14°C a 6

v/cm con unos tiempos de intercambio inicial de 2.16 s y final de 63.8s.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se coloreo con bromuro de etidio (0.3
mu/ml) por 1 hora. Se utilizé el software Fingerprinting Il para el analisis de la
imagen, y el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
Mean) para realizar el agrupamiento. Para la comparacion se utilizo el coeficiente
de DICE. Segun el coeficiente de Dice porcentajes de similitud por encima del

75% estarian relacionados clonalmente, sugiriendo un ancestro comun.
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100%: ldénticos
99-85%: Relacionados
86-75%. Posiblemente relacionados

Menor del 75%. No relacionados.

Entorno Genético

En los aislamientos de E. cloacae complex portadores del gen blakpc se identificd
la variante del gen mediante PCR y secuenciacion. Para caracterizar el entorno
genético del gen blakpc se identificd el transposon Tn4401 por medio de PCR.
Para identificar la isoforma se realizo6 PCR para la region intergenica, y se
secuencio segun la metodologia descrita por Nash y col., (47). El listado de genes
y sus cebadores utilizados para este fin, estan en la tabla 2. EIl analisis de las
secuencias se realizé mediante el programa Codoncode Aligner; las secuencias se
compararon con secuencias conocidas usando el programa BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/).

Tabla 2. Genes y secuencias de cebadores para determinar el entorno genético del gen blapc.

Nombre Secuencia primers (6" - 37) Region amplificada
KpcA 5'-CTG TCT TGT CTC TCA TGG CC-3'
blaKPC
KpcB 5'-CCT CGC TGT GCT TGT CAT CC-3'
4281 5'-GGC ACG GCA AAT GAC TA-3'
ISKpn6
4714 5'-GAA GAT GCC AAG GTC AAT GC-3'
3781L 5'-GCTTTCTTG CTG CCG CTG TG-3'
ISKpn7
3098U 5-TGA CCC TGA GCG GCG AAA G-3'
205L 5'-GCG ACC GGTCAG TTCCTT CT-3'
tNnpA
816U 5'-CAC CTA CAC CAC GAC GAA CC-3'
tNnpRKPCF 5-AGTAGCCATTCTCCCTCGGT-3'
tnpR
tNnpRKPCR 5'-GAGGGATGCTGGGGCATATC-3'

e Tomados de Naas et al. ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Apr. 2008, p. 1257-1263
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S1/PFGE

Restriccion con S1y PFGE se utilizd para estimar el tamafio y localizacion del
plasmido portador del gen blakpc, seguido de hibridacién con sondas especificas
contra el gen blakpc. Para esto se prepararon moldes de agarosa embebidos del
DNA bacteriano y se sometieron a digestion con nucleasa S1 (takara) (5 ul de
enzimas, 2 ul de buffer y 175 ul de agua ultra pura estéril). Se incub6 a 37°C por
1 hora; y finalmente se corri6 la electroforesis de campos pulsados (PFGE) con las
siguientes condiciones: Tiempo: 22 horas, 14°C. 6.0 V Cambio Inicial 2 seg,
cambio final 28 seg.

Al finalizar la corrida se realiz6 un southerblot utilizando una membrana de nil6n
(Roche Diagnostics). El marcaje de la sonda y la deteccion se realizo utilizando
DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit | (Roche Diagnostics),

segun las indicaciones del fabricante.

CEU-1/PFGE

La localizacion plasmidica o cromosomal del gen del blakpc se confirmé mediante
la endonucleasa CEU-I seguida de PFGE. Para la restriccion de los moldes de
DNA embebidos en agarosa se prepar6 la enzima de la siguiente forma: Buffer 20
ul, BSA 2 ul, I-Ceu-l 2 ul, agua ultra pura estéril 176 ul, se incubd a 37°C durante
la noche. La electroforesis se realiz6 utilizando las siguientes condiciones de
corrida: Tiempo: 22 horas, 14°C, 6.0 V, Cambio Inicial 5s, cambio final 45s. Al
finalizar la corrida se realiz6 un southerblot utilizando una membrana de nilén

(Roche Diagnostics). El marcaje de la sonda y la deteccién se realizé utilizando el
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KIT DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit | (Roche Diagnostics),
segun las indicaciones del fabricante.

MLST

Se realizo tipificacion de las cepas de E. cloacae complex con resistencia a
carbapenémicos mediante la técnica de MLST para determinar el tipo de ST
circulante con base en polimorfismos presentes en genes constitutivos altamente
conservados: dnaA (proteina para la replicacion del DNA), fusA (factor de
elongacion G), gyrB (DNA girasa), pyrG (CTP sintetasa), leuS (leucina tRNA
sintetasa), rplB (subunidad ribosomal 50S), rpoB (subunidad 3 de RNA polimerasa
bacteriano). Se utilizaron los protocolos de amplificacion, secuenciacion y analisis
de tipo de secuencia descritos en las bases de datos publicas
http://pubmilst.org/E.cloacae. En la tabla 3 se pueden observar los genes y sus

cebadores.

Una vez amplificado cada fragmento del gen por PCR, se corrié la electroforesis
en gel de agarosa al 1%. La banda correspondiente fue cortada y purificada
utilizando el kit PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen, USA). Se cuantifico la
concentracion del DNA utilizando el sistema nanodrop2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, MA) y se enviaron a Macrogen para su posterior secuenciacion. Las
secuencias fueron analizados en el software codoncode aligner frente al alelo de
referencia para cada gen, y posteriormente llevadas a la base de datos
http://[pubmist.org/E.cloacae para determinar el alelo y ST correspondiente. El
estudio de la relacion filogenética se realizo por medio de goeBURST utilizando el
software PHILOViZ.
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Tabla 3. Genes y secuencia de cebadores para determinar MLST.

Locus

Nombre

Secuencia primers (5" - 3")

dnaA (proteina para la replicaciéon del DNA)

fusA (Factor de elongacion G)

gyrB (DNA girasa)

Cebadores de amplificacion leuS (tRNA sintetasa)

pyrG (CTP synthase)

rpl (Subunidad ribosomal 50S)

rpoB (B subunit of bacterial RNA polymerase)

dnaA-f2
dnaA-r

fusA-f2
fusA-r2
gyrB-f
gyrB-r
leus-f2

leuS-r

pyrG-f
pyrG-r

rplB-f
plB-r

rpoB-f
rpoB-r2

5-AYAACCCGCTGTTCCTBTATGGCGGCAC-3'
5-KGCCAGCGCCATCGCCATCTGACGCGG-3'

5-TCGCGTTCGTTAACAAAATGGACCGTAT-3'
5-TCGCCAGACGGCCCAGAGCCAGACCCAT-3'

5"-TCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA-3'
5-GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCCA-3'

5-GATCARCTSCCGGTKATCCTGCCGGAAG-3'
5-ATAGCCGCAATTGCGGTATTGAAGGTCT-3'

5-AYCCBGAYGTBATTGCRCAYMAGGCGAT-3'
5-GCRCGRATYTCVCCCTSHTCGTCCCAGC-3'

5-GTAAACCGACATCTCCGGGTCGTCGCCA-3'
5-ACCTTTGGTCTGAACGCCCCACGGAGTT-3'

5-AAAAACGTATTCGTAAGGA GGTAA-3
5-CCAGCAGATCCAGGCTCAGCTCCATGTT-3'

fusA (Factor de elongacion G)
Cebadores de secuenciacion

gyrB (DNA girasa)

fusA-r2-seq

gyrB-r3-seq
gyrB-f3-seq

5-ATCTCTTCACGYTTGTTAGCGTGCATCT-3'

5-GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCC-3'
5-AAAACCGGTACYATGGTGCGTTTCTGG-3'

CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a la resolucién 8430 del 1993, este estudio se clasifica con riesgo

menor del minimo, no contempla informacion de la historia clinica del paciente.

Se protegera la confidencialidad de los pacientes que proporcionaron las muestras

de las que se aislaron las cepas; para esto en todos los registros y andlisis se

usard unicamente el cédigo interno correspondiente a cada muestra y no su

nombre o cualquier otra identificacion que permita realizar una asociacion entre los

aislados y los pacientes.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de genes de resistencia en aislamientos de E. cloacae
complex resistentes a carbapenémicos.

Se seleccionaron 28 aislamientos de Enterobacter cloacae complex del banco de
cepas que presentaban resistencia al menos a un carbapenémico de acuerdo a
los puntos de corte CLSI M100 S24, de ocho ciudades del pais de los afios 2009
al 2013 (ver figura 9).

En la tabla 4 se muestran los datos demograficos y el perfil de susceptibilidad de
los 28 aislamientos. El 46% de los aislamientos clinicos se aislaron de sangre, el
25% de orina, el 11% de tejidos blandos, y el 7% de lavado bronco alveolar. El
11% de los aislamientos correspondieron a pacientes colonizados con E. cloacae

complex resistentes a carbapenémicos (ver figura 10).

Perfil de susceptibilidad

Todos los aislamientos eran resistentes a cefalosporinas de tercera generacion
(cefotaxime, ceftazidime y ceftriaxona), cefepime, aztreonam y piperacilina
tazobactam, incluyendo resistencia al menos un carbapenémico, lo que los define
como MDR, de acuerdo a los criterios de Magiorakos y col (123). Se observé
resistencia a los cuatro carbapenémicos en 16/28 (57%) aislados, resistencia a
tres carbapenémicos en 3/28 (11%), resistencia a dos carbapenémicos en 4/28
(14%), y resistencia a un carbapenémico en 5/28 (18%) aislamientos. Todos los

aislamientos fueron resistentes a ertapenem. Adicionalmente se observo
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resistencia a ciprofloxacina en 21/28 (75%), amikacina 7/28 (25%), polimixina
2/28 (7,1%) y uno fue resistente a tigeciclina (3,6%) (Ver tabla 4). La mayoria de
los aislamientos fueron susceptibles a tigeciclina y polimixina. El 46% de los
aislamientos provenian de sangre, donde la tigeciclina no es activa. En estos

aislamientos practicamente la Unica opcion terapéutica serian las polimixinas.

Distribucién de aislamientos por ciudad

Barranquilla
Medellin
Bogota

Bucaramanga

Ciudad

Pasto

Neiva

Cali

Pereira
o 2 4 6 8 10 12 14

Numero de aislamientos

Figura 9. Distribucién de aislamientos por ciudad.

Distribucién de aislamientos por tipo de muestra

Orina
BAL

Tejido blando

Muestra

Hisopado rectal

Sangre

Numero de aislamientos

Figura 10. Distribucién de aislamientos por tipo de muestra.
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Deteccién fenotipica de la presencia de carbapenemasas utilizando Carba
NP

Se realiz6 Carba NP a todos los aislamientos como prueba de tamizaje. 19/28
(68%) dieron positivo para la prueba de Carba NP, indicando la presencia de una
carbapenemasa. El resto de los aislamientos, 9/28 (32%) tuvieron un resultado
negativo, sugiriendo que la resistencia a los carbapenemicos en estos
aislamientos se debe a mecanismos distintos a la presencia de carbapenemasas.
A pesar de que la produccion de enzimas es el principal mecanismo de resistencia
en Enterobacteriaceae, se ha reportado un incremento en la resistencia de este
complejo asociado a otros mecanismos. Es asi como aislamientos portadores de
AmpC como E. cloacae complex pueden incrementar la CIM de los
carbapenémicos por hiper—expresion de AmpC sumado a impermeabilidad de

membrana.

PCR para genes bla

Los resultados de PCR identificaron 19/28 (68%) aislamientos como positivos
para el gen blakpc, de los cuales, 17 presentaban co-expresion de otras -
lactamasas. El resto de los aislamientos 9/28 (32%) dieron negativo para todas
las carbapenemasas probadas. Estos resultados fueron congruentes con los
resultados encontrados con la prueba fenotipica Carba NP. Esto demuestra que
esta prueba puede ser una alternativa para el tamizaje de carbapenemasas,
sobretodo en aislamientos que muestran resistencia a los carbapenémicos por
mecanismos de hiper-expresion e impermeabilidad como parecen ser estos,
donde se han reportado falsos positivos (132). En cuanto a la relacién de la
presencia de estos genes con la expresion fenotipica, las CIM fueron muy
variables y no se encontraron diferencias respecto a los aislamientos portadores
del gen blakpc frente a los que no lo tenian. Estas diferencias en la expresion

fenotipica de la resistencia se puede deber a nimero de copias del gen, numero
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de pldsmidos asociados a la resistencia, presencia de un promotor fuerte, entre
otras.

En cuanto a la co-expresion de genes bla, 11/19 aislamientos con el gen blakpc
portaban TEM-1 (39%), 3/19 (16%) CTX-M-12 y TEM-1; 2/19 (11%) portaban
TEM-1y SHV (SHV-12 y SHV-86); 1/19 (5%) tenia SHV-1. Los dos aislamientos
restantes no co-expresaron otras enzimas. Por otro lado, 4/9 (44%) de los
aislamientos que no portaban carbapenemasas fueron positivos para CTX-M-12 vy
TEM-1. 1/9 (11%) tenia Unicamente CTX-M-15y 1/9 (11%) SHV-1, 1/9 (11%)
CTX-M-12, TEM-1 y SHV-12; 1/9 (11%) CTX-M-15 y TEM-1. Uno de los
aislamientos no portaba ninguno de estos genes, con Carba NP negativo; lo cual
nos permite inferir que la resistencia en este aislamiento puede estar asociada a
hiper-expresion de la AmpC cromosomal mas impermeabilidad. Este aislamiento
era resistente a ertapenem e imipenem; e intermedio para meropenem vy
doripenem. Estos antibioticos pueden ser mas estables a la hiper-expresion de

estas enzimas, y observarse susceptibles (ver tabla 5)

En Europa e Israel se ha reportado principalmente CTX-M-15 en E. cloacae
complex con carbapenemasas, a diferencia de lo encontrado en este estudio
donde CTX-M-12 es mas prevalente (111). En Colombia diversos estudios
muestran una diseminacion de CTX-M-15 asociados a infecciones por E. coli,

diferente a lo que se observd en E. cloacae donde es mas prevalente CTX-M-12
(26).

Por secuenciacion del gen blakpc en todos los aislamientos positivos, se determino
qgue todos pertenecian a la variante blakpc.,, Estos resultados difieren de lo
encontrado en Estados Unidos donde se han reportado brotes producidos por E.
cloacae complex portador del gen blakpc-3y blakpc-2 (98,99). En Colombia el gen
blakpc.3 parece estar restringido a K. pneumoniae y no se ha diseminado en otras

especies; tal como lo reporto un estudio realizado por Mojica y col., (46).
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Tabla 4. Datos demograficos y perfil de susceptibilidad de E. cloacae complex.

No

MIC (ug/ml)

. ; Afio Sala CARBA-NP
aislamiento AZT TAZ CRO cTX PTZ FEP ETP Ml MEM DOR ciP AMK POL TGC
1 2009 Cirugia > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 16 8 a 2 2 <=0,5 <=8 <=0.,5 1 +
2 2009 ucl > 32 8 8 4 > 128/4 a 8 4 2 <=0,5 16 >8 <=0,5 +
3 2009 ucl > 32 > 16 > 16 16 > 128/4 > 32 8 16 16 16 <=0,5 =64 1 0,5 +
a 2009 ucl 32 8 32 8 128/4 16 > 64 > 64 > 64 > 64 <=0,5 1 +
5 2011 URG > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 > 32 a 2 2 1 >8 =64 =0.,5 +
6 2009 ucl > 32 16 > 16 16 > 128/4 8 8 16 16 8 <=0,5 <=8 1 <=0.,5 +
7 2013 Hospitalizacion 32 > 16 > 16 > 16 128/4 32 a 2 2 1 <=0,5 >64 2 <=0.,5 +
8 2011 Hospitalizacion > 32 > 16 > 16 8 > 128/4 16 2 2 1 0.25 <=0,5 16 >8 1 +
Medicina
9 2011 > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 16 16 8 8 a >8 =64 +
Interna
10 2012 Hospitalizacién > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 32 > 64 > 64 > 64 64 >8 <=8 1 +
11 2012 ucl > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 > 32 > 64 64 64 32 >8 <=8 2 1 +
12 2010 URG > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 16 16 a 4 2 >8 16 1 2 +
Medicina
13 2010 > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 16 16 4 4 1 >8 <=8 <=0,5 2 +
Interna
14 2010 Hospitalizacion > 32 > 16 > 64 > 16 > 128/4 16 16 a 4 4 >8 <=8 1 2 +
15 2010 ucl > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 32 4 2 1 0.5 >8 16 1 1 +
16 2012 Hospitalizacion > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 16 16 8 4 2 >8 16 1 1 +
17 2011 Cirugia > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 16 8 a 4 4 >8 <=8 2 1 +
18 2011 ucl > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 32 1e a 4 1 >8 16 1 <=0,5 +
19 2012 Hospitalizacion > 32 > 16 > 16 > 16 > 128/4 32 16 8 4 >8 16 2 1 +
20 2009 uci > 32 > 16 > 16 > 16 > 128 8 32 a 4 2 >8 =8 2 0.25 -
21 2009 Hospitalizacion > 32 > 16 > 16 > 16 > 128 8 32 a 4 2 >8 16 2 2 -
22 2009 Hospitalizacién > 32 > 16 > 16 > 16 > 128 > 32 4 4 4 2 >8 =8 2 2 -
23 2009 Cirugia > 32 > 16 > 16 > 16 > 128 32 =0.12 1 0.25 >8 32 =0.5 -
24 2009 ucl > 32 > 16 > 16 > 16 > 128 > 32 2 =0.12 =0.12 =0.12 >8 64 2 -
25 2011 Hospitalizacion > 32 > 16 > 16 > 16 > 128 > 32 > 64 32 64 64 >8 > 64 1 =o0.5 -
26 2011 Hospitalizacion > 32 > 16 16 > 16 > 128 32 > 64 8 32 8 >8 32 8 =0.5 -
27 2012 Pediatria 32 16 > 16 > 16 > 128 > 32 > 64 > 64 64 32 >8 64 -
28 2010 Cirugia 32 > 16 > 16 > 16 > 128 16 16 8 2 2 >8 =8 1 8 -

MED: Medellin, CLO: Cali,

TAZ: ceftazidime,

CIP:ciprofloxacina, POL: poli

BUG: Bucaramanga, BOG:

CRO: ceftriazona, CTX cefotaxime,

xina, TGC: tigeci

lina.

Bogota, PER: Pereira,
PTZ: piperacilina-tazobactam, FEP; cefepime,

PAS: Pasto,

NEV: Neiva, BRQ: Barranquilla.
ETP: ertapenem,

UCI, Unidad de cuidado intensivo,
IMI: imipenem, MER: meropenem, DOR: doripenem, AK: amikacina,

URG, Urgencias,

AZT: aztreonam,
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La resistencia en E. cloacae complex ha sido en la mayoria de los casos asociada
a la presencia de carbapenemasas. Similares resultados fueron encontrados en
este estudio, donde el 68% de los aislamientos portaban genes blakpc2. Sin
embargo se observa un creciente niumero de aislamientos con resistencia a
carbapenémicos no asociado a estas enzimas, lo que podria ser consecuencia de
la presion que ejerce el uso de antibidticos, y la capacidad que tiene este
complejo para hiper—expresar su enzima cromosomal (AmpC) y disminuir su
permeabilidad de membrana mediante mutaciones en los genes que codifican

para las porinas (133).

PCR para genes gnrA — gnrB

En cuanto a la presencia de genes gnrA y qnrB, 17/28 (61%) aislamientos
portaban genes gnr (16 gnrB y 1 gqnrA) (ver tabla 5). 15 de los aislamientos de E.
cloacae complex co-expresaban blakpc y gnrB mostrando una mayor presencia de
estos genes en aislamientos portadores del gen blakpc.2. En Israel, pais
endémico para blakpc, situacibn muy parecida a nuestro pais, se ha reportado la
presencia de genes blaxpc Y qnrB en el mismo plasmido. Al igual que lo reportado
previamente encontramos un alta prevalencia de genes gnrB, que aunque no en
todos los casos implico resistencia a quinolonas, si podria facilitar la seleccionar

de cepas resistentes (80).

Andlisis del entorno genético del gen blakpc-2

A los 19 aislamientos portadores del gen blakpc2 se les estudido el entorno
genético mediante PCR y secuenciacion. Se determiné que 8/19 aislamientos
(42%) estaban asociados al transposon Tn4401; en los otros 11 (57%)
aislamientos solo amplifico la region correspondiente a la ISKpn6,

identificAndolos con un entorno diferente al descrito originalmente (47). Estos
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resultados son similares al fendbmeno observado en K. pneumoniae y P.
aeruginosa reportados previamente (47,52), lo que evidencia la gran variabilidad
que tiene este entorno hoy en dia, posiblemente debido a fendmenos de
recombinacion genética. Al realizar el analisis bioinformatico de la region
intergenica del Tn4401 se encontro que todos los 8 aislamientos correspondian a
la isoforma b (Tn4401b). La pérdida de elementos del transposon se puede
deber a fendmenos de recombinacion con otros elementos genéticos; de acuerdo
a los resultados, la estructura de este entorno se relaciona mas con los

denominados NTEkpc. - NTEkpc..

Localizacion del gen blakpc

Para el analisis de la ubicacion plasmidica o cromosomal del gen blakpc2, se
selecciond un aislamiento de cada grupo clonal, y todos los policlonales. En total
se realizo el andlisis a 10 aislamientos. El analisis de S1/PFGE mostro que todos
los aislamientos tenian multiples plasmidos, con un tamario entre <48.5 Kb y 300
Kb. Por CEU-1/PFGE e hibridacién se encontré que el gen blakpc.2 tenia una
localizacion plasmidica en todos los aislamientos. En nueve aislamientos la
sonda hibrido en un unico plasmido de tamafio variable (<48.5 Kb, 50 Kb y 135
Kb) y en el aislamiento restante, la sonda hibrido en dos plasmidos de 60 Kb y
140 Kb (ver figura 11). Estos resultados son similares a lo reportado en K.
pneumoniae. La localizacion de blakpc en E. cloacae complex en plasmidos,
representa un gran problema debido a la mayor capacidad de diseminacién que

tienen estos elementos genéticos.
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Figura 11. Localizacién del gen blakpc» €n aislamientos de E. cloacae complex.
A. Resultado de la restricciéon con S1/PFGE. B. Hibridacién con sondas
especificas para el gen blagpc.

Andlisis por MLST

Los resultados del analisis por MLST mostro 15 diferentes STs, de
los cuales 1 ST (3,5%) se reportd por primera vez en este estudio
(ST819) EI ST510 fue el ST mas frecuente (10/28, 36%), seguido
por los ST200, ST63, ST54 y ST27 que fueron encontrados en dos
aislamientos cada uno. Los otros STs encontrados en este estudio
son el ST88, ST171, ST249, ST 264, ST414, ST711, ST712; y el
ST182y su SLV ST98.

63



Tabla 5. Tipificacion molecular de aislamientos de E. cloacae complex
s I No Grupo ) _ ) ) ) . Tamafio del
s o aislamiento  clonal/rep-PCR Ciudad Afo Determinantes de resistencia Entorno genetico plasmido portador MLST
3 | | de blaKPC (Kb)
-1 T T 22 MED 2009 blaCTXM-15, bla TEM-1 ST510
o [ I 21 Al MED 2009 blaTEM-1 ST510
o 111 I 18 CLO 2011 blakPC-2, blaTEM-1, gnrB <485 ST510
s| 11 I 12 cLO 2010 blakPC-2, blaTEM-1, gnrB ST510
i [ I 17 cLo 2011 blaKPC-2, blaTEM-1, gnrB ST510
ARl | 7 cLo 2013 blaKPC-2, blaCTX-M-12, blaTEM-1, qnrB <485 ST264
vl | 14 . PER 2010 blaKPC-2, blaTEM-1, gnrB ST510
) [ 11 | 13 PER 2010 blaKPC-2, blaTEM-1, gnrB ST510
al 111 | 11 cLO 2012 blakPC-2, blaTEM-1, gnrB ST510
w11 | 16 cLo 2012 blakPC-2, blaTEM-1, gnrB ST510
Lo gy g 10 cLO 2012 blaKPC-2, blaTEM-1, anrB <48.5 ST182
|y | 5 A3 BMG 2011 blaKPC-2, blaCTX-M-12, blaTEM-1, gnrB Tn4401b <485 STss8
REET 25 Ad BMG 2011 bla SHV-1 ST819
. 1 B 6 A5 cLO 2009 blakPC-2 Tn4401b 135 ST711
1 I j‘ 24 26 BGT 2009 blaCTX-M-12, blaTEM-1 ST200
N T | 23 BGT 2009 blaCTX-M-12, bla TEM-1 ST200
. | I 19 A7 cLO 2012 blaKPC-2, blaTEM-1, gnrB ST510
28 A8 PER 2010 - ST63
™ M 9 A9 PAS 2011 blaKPC-2, bla TEM-1 <485 ST171
T* TH T 1 A10 PER 2009 blaKPC-2, qnrB Tn4401b 135 ST98
— [ 2 All PER 2009 blaKPC-2, blaCTX-M-12, blaTEM-1 Tn4401b 52 ST249
e I 26 A12 NEV 2011 blaCTX-M-12, bla TEM-1 ST63
I F‘ 8 I 8 A13 cLo 2011 blakPC-2, blaSHV-1, gnrB Tn4401b <485 ST712
¢ A I | 27 Al4 PER 2012 blaCTX-M-12, blaTEM-1, gnrA ST54
{zs T 4 ALS cLO 2009 blaKPC-2, blaTEM-1, qnrB Tn4401b ST27
O I 3 cLoO 2009 blaKPC-2, blaTEM-1, blaSHV-12, gnrB Tn4401b 140/60 ST27
— 7 T I 20 Al6 BGT 2009 blaCTX-M-12, blaTEM-1, blaSHV-12, qnrB ST54
— | 15 AL7 BRQ 2010 blaKPC-2, blaTEM-1 , bla SHV-86 Tn4401b ST414

LI IIn

sty

MED: Medellin, CLO: Cali, BMG: Bucaramanga, BGT: Bogot4, PER: Pereira, PAS: Pasto, NEV: Neiva, BRQ: Barranquilla.

DOR: doripenem, AK: amikacina, CIP: ciprofloxacina, POL: polimixina, TGC: tigeciclina.

ETP: ertapenem, IMI: imipenem, MER: meropenem,
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Los ST27, ST88, ST182, ST264 y ST510 que es el mas diseminado, estan
asociados al gen blakpc, blarem-1y gnrB, lo cual ha sido reportado previamente en
algunos estudios (80). Esto podria sugerir que se han diseminado en un unico

plasmido. Los ST63 y ST200 portaban blartgm-1 Y blactx-m-12-

El ST510 es el ST mas prevalente. Este ST se observa circulando en tres de las
ocho ciudades: Cali, Pereira y Medellin. Este ST aparece en aislamientos del
2009 hasta el 2013. Curiosamente dos aislamientos del 2009 de la ciudad de
Medellin pertenecientes al ST510 no portan genes blaxpc. Este gen aparecié en
aislamientos del 2010 aislados en la ciudad de Cali y Pereira; lo que podria sugerir
una adquisicion posterior de este mecanismo de resistencia asociado a este ST.
Llama también la atencién que todos los aislamientos pertenecientes a este ST no
estaban asociado al Tn4401. En estos aislamientos solo se encontro la secuencia

de insercion IsKkpn6 corriente abajo del gen de blakpc.

Los ST88, ST249, ST182 y su single locus variant (SLV) ST98 reportados en este
estudio portadores de blakpc han sido previamente reportados en Europa
asociados a otras betalactamasas (VIM, SHV y OXA-48); asi como a hiper-
expresion de AmpC (119). EI ST171 fue reportado en los Estados Unidos asociado
a blakpc igual que en nuestro estudio. Los dos aislamientos perteneciente al
ST200 aislados en el 2009 en la misma ciudad no portaban carbapenemasas
pero si BLEES tipo CTX-M-12. Este ST ha sido previamente reportado en Europa
portando blaypy Y CTX-M-15, enzimas encontradas tambien en Colombia,
indicando la posibilidad de que este ST pueda sumarse a la diseminacion de

enzimas tipo NDM.

Al comparar los resultados entre rep-PCR y MLST, en la mayoria de los casos se
observd el mismo ST por grupo clonal, excepto para el grupo A2 donde se
identificaron tres diferentes STs (ST510, ST264 y ST182) (ver tabla 6). A los
aislamientos del grupo A2 relacionados por rep-PCR y asociados principalmente al
ST510 se les realizo PFGE para confirmar su relacion clonal. Por esta
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metodologia se obtuvieron cinco pulsotipos  (P1 — P5) quedando los ST182 y
ST264 por fuera del grupo relacionado clonalmente. Cuando se comparé el
analisis por PFGE con el método de rep-PCR, se encontré que PFGE tuvo mas

poder discriminatorio que el método basado en técnicas de PCR (ver figura 12).

Dice (1o .9:2.15) {005 S00%) D 10008
Enterobacteriacea Enterobacteriacea

No aislamiento ST Pulsotipo

LI HLLRY o w2 ;
o -

o 0 0 0 o0 0 0
o 0

100

264 P2

W1 1L B EE 510
W 1] L1 LT 510

o m oy i 510 P3

FIEn g 2 510

( i PR Vv s
b |

11 510

Figura 12. Andlisis de E. cloacae por Electroforesis de campos
pulsados (PFGE) y su tipo de secuencia (ST).

Relacion filogenética por goeBURST

Para evaluar la relacion filogenética de aislamientos de E. cloacae complex se
utiliz6 goeBURST, un algoritmo disefiado especificamente para el manejo de
datos obtenidos por MLST. El programa goeBURST genera graficos que

permiten observar las relaciones genéticas entre los aislamientos. De acuerdo a

66



esto, solo dos aislamientos estan relacionados, el ST98 que es un SLV del ST182
(ver figura 13). Ninguno de los ST reportados estd relacionado con los ST66,
ST108, CC114 y CC78 los cuales se han asociado a la diseminacion clonal de E.
cloacae con resistencia a carbapenémicos en Europa e Israel (118,119).

El ST510 y el ST819, que fue un nuevo ST identificado en este estudio tienen un
ancestro comun. Ambos STs son TLV del ST50, pero no estan relacionados entre
ellos. ElI ST50 ha sido reportado previamente en China en aislamientos de E.
cloacae complex resistentes a carbapenémicos conmutaciones en AmpC e hiper-
expresion (120). Los dos STs que provienen del mismo ancestro comun (ST50), se
reportaron en distintas ciudades (ver figura 14). El ST510 se reportd en las

ciudades de Cali, Medellin y Pereira; el ST819 en la ciudad de Bucaramanga.
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Figura 13. Distribucion de los STs de 28 aislamientos de E. cloacae resistentes a
carbapenémicos aislados en ocho ciudades de Colombia construido con los datos conocidos
de los STs (n=819). Flecha roja: STs asociados a clones de alto riesgo. Flecha azul: STs
reportados en este estudio.
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Figura 14. |dentificacidn de MLST en aislamientos de Enterobacter cloacae complex en ocho
ciudades de Colombia.
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CONCLUSIONES

Los carbapenémicos son la opcidn terapéutica para el tratamiento de infecciones
producidas por E. cloacae complex debido a la alta resistencia natural que
presenta, al igual que la facilidad de adquirir otros determinantes de resistencia.
Es asi que el incremento de aislamientos resistentes a esos antibioticos puede
tener un importante impacto clinico. La diseminacion clonal de microorganismos
MDR se reportan cada vez con mas frecuencia indicando la necesidad de cambios
en las practicas de control de infecciones; implementar programas de vigilancia
mediante deteccidn de genes de resistencia y técnicas de tipificacibon como MLST

podrian ayudar a detectar tempranamente la aparicion de clones de alto riesgo.

Los reportes disponibles a la fecha sugieren que al igual que en E. coli y K.
pneumoniae, la diseminacion de E. cloacae con resistencia a carbapenémicos
podria estar asociado a algunos STs y CC que aunque todavia no pueden
denominarse clones de alto riesgo, si han llamado la atenciéon por su potencial
para llegar a serlo. Esto podria identificarse a medida que se realicen mas
estudios en diversas regiones geograficas. Ninguno de los ST identificados en
este estudio pertenece a alguno de estos STs, sin embargo algunos de estos
podrian tener el potencial para diseminarse rapidamente, Esto evidencia la
importancia de implementar herramientas de vigilancia molecular que permitan

identificarlos e implementar medidas para su contencion.

En este estudio, a pesar de que la mayoria de los aislamientos de E. cloacae
complex tenian una resistencia asociada al gen blaxpc, se observa un numero de
aislamientos resistentes al menos a un carbapenémico por procesos ho
enzimaticos. Esto hace necesario implementar pruebas de tamizaje mas

confiables, que permitan excluir falsos positivos, muy comunes en este complejo
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debido a la hiper-expresion de AmpC. La prueba de carba NP, ha demostrado
tener una sensibilidad y especificidad cercanas al 100%, y se ve menos afectada
por los falsos positivos, permitiendo identificar la presencia de carbapenemasas, e
implementar medias de control adecuadas como el uso adecuado de antibidticos y

el aislamiento de contacto.

Ilgualmente se observo una alta variabilidad en la organizacion del Tn4401 en la
mayoria de los aislamientos portadores de blakpc. Esto puede deberse a la gran
capacidad de recombinacién que tienen estos transposones, lo que se ha
reportado previamente (47).

Este es el primer estudio realizado en América Latina con E. cloacae complex, y
constituye un primer paso en la exploracién de la estructura poblacional por medio
de MLST en E. cloacae complex resistentes a carbapenémicos en Colombia.
Esta técnica tiene un gran potencial que puede ser utilizado para el control y la

prevencion de infecciones

LIMITACIONES

Una limitacion de este estudio es la escasa cantidad de muestras que se
incluyeron. lgualmente la mayor parte de las muestras provienen de tres ciudades

principalmente, lo que no permite extrapolar los resultados a todo el pais.
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