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RESUMEN

El control de las enfermedades infecciosas presenta un desafio continuo, y en dicho control, una
de las estrategias mas utilizadas es el tratamiento antimicrobiano. Las infecciones hospitalarias
aumentan las tasas de morbi-mortalidad de los pacientes, el tiempo de hospitalizacion y elevan
los costos asociados a cuidados de salud.

Dentro de los microorganismos aislados de infecciones nosocomiales, se destacan los bacilos
Gram negativos que causan infecciones severas tanto a nivel comunitario como hospitalario. En
este sentido, la OMS generd una lista de microorganismos a priorizar en la investigacién y
desarrollo de nuevos antimicrobianos. En esta lista, los Enterobacterales resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion y/o carbapenemes estan entre los microorganismos de
méximo interés. El principal mecanismo de resistencia en estos microorganismos a
carbapenemes es la produccidn de enzimas carbapenemasas.

Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar enterobacterias productoras de
carbapenemasas a nivel clinico de distintos centros de salud del pais. Se realizé una
caracterizacion fenotipica y genotipica de los distintos mecanismos de resistencia a antibioticos
(RAM). Se caracterizaron los clones circulantes, secuenciotipos involucrados y la movilidad de
los genes de RAM.

Se estudiaron aislamientos de Escherichia coli (N=11), Klebsiella pneumoniae (N=63) aislados
en 2019 bajo el programa de vigilancia de cepas productoras de carbapenemasas del Ministerio
de Salud Publica.

Se identificaron en E. coli ocho blanpwm-1, cuatro blakec-2 y en K. pneumoniae 43 blanpw-1, 20 blakpc-
2 ¥ una blaoxa-4s. Dos cepas, una de E. coli y una de K. pneumoniae, presentaron doble
carbapenemasa (blanom-1 + blakpc2). El 11% de las cepas presentaron resistencia a colistina
(todas ellas identificadas K. pneumoniae, sin la identificacién de genes mcr) y el 5% a fosfomicina
(principalmente en E. coli, mediado por fosA3), y 1% resistencia a aminoglucésidos (una E. coli,
mediado por rmtC). En la caracterizacion de clones se encontr6 una gran diversidad en K.
pneumoniae donde se detectaron 36 pulsotipos, con un pulsotipo mayoritario con ocho
aislamientos. El secuenciotipo ST258 de K. pneumoniae se identificé en el 21% de los casos. En
E. coli se encontraron seis pulsotipos y el pulsotipo mayoritario agrupaba cuatro aislamientos. El
ST69 de E. coli se identificé en el 27% de las cepas. En los ensayos de movilidad de genes
codificantes de carbapenemasas se encontr6 que el 81% se localizaban en plasmidos
conjugativos (tamafio plasmidico, entre 55 y 670 Kb).

Se destaca el rol principal de la carbapenemasa codificada por blanow-1 y la elevada presencia
de este gen en plasmidos conjugativos. Se remarca la importancia de continuar con la vigilancia
epidemioldgica para conocer los mecanismos de resistencia circulantes y asi poder optimizar los

recursos terapéuticos disponibles.

Palabras claves: carbapenemasas, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, NDM, KPC.



1. INTRODUCCION

La resistencia a los antibioticos en microorganismos de relevancia clinica representa
una amenaza considerable para la salud global. No obstante, el control de esta
resistencia, tanto a nivel local como internacional, continla siendo un desafio
significativo. La epidemiologia asociada a la resistencia antibidtica es sumamente
variada, dado que la aparicion, seleccion y diseminacion de microorganismos
resistentes en las poblaciones humanas varia en funcién de los patégenos involucrados,
los mecanismos de resistencia presentes y los contextos de transmision (Rahbé et al.,
2024).

A continuacion, se mencionara las caracteristicas del orden Enterobacterales, a los
principales antibioticos utilizados para combatir infecciones a nivel humano por estos
microorganismos, cuéles son los mecanismos de resistencia a antibioticos que

desarrollan y la capacidad de diseminacion de los genes de resistencia.

1.1. Caracteristicas de Enterobacterales

El orden de Enterobacterales es un grupo de bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos, no formadores de esporas, pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria
(Adeolu et al.,, 2016). Rahn en 1937 fue el primero en proponer el nombre de
Enterobacterias para este grupo de microorganismos (Farmer et al., 2010).

Es el grupo de agentes bacterianos que mas impacto ha tenido tanto desde un punto de
vista clinico como veterinario. Los integrantes de este orden tienen una distribucién
mundial, siendo un nicho comun los intestinos de seres humanos y otros animales. En
una primera instancia, este grupo se caracterizé originalmente por un conjunto de
fenotipos uniformes, que incluian una reacciéon negativa a la tincién de Gram, buen
crecimiento en medios artificiales, produccién de éacido a partir de D-glucosa y
produccién de nitritos a partir de nitratos (Janda & Abbott, 2021).

Las enterobacterias representan el 80% de las infecciones provocadas por bacilos Gram
negativos y representan un 50% de las bacterias clinicamente significativas en los
laboratorios de microbiologia clinica. También constituyen cerca del 50% de los
microorganismos aislados de enfermedades que involucran sepsis, mas del 70% de las
infecciones de las vias urinarias y un porcentaje significativo de las infecciones
intestinales (Mayhall, 2000).

El tratamiento frente a estas infecciones se ve cada vez mas afectado debido a la

produccion de diferentes enzimas capaces de inactivar los antibitticos. Klebsiella
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pneumoniae y Escherichia coli se encuentran entre las bacterias més relacionadas a

resistencia de antibiéticos en todo el mundo.

K. pneumoniae, un importante microorganismo capaz de presentar una amplia
diversidad fenotipica y genética produce infecciones que son en su mayoria oportunistas
y nosocomiales. Las enfermedades mas comunes generadas por este microorganismo
son neumonia, infecciones del tracto urinario e infecciones de heridas. K. pneumoniae
es intrinsecamente resistente a la ampicilina debido a que posee en su genoma el gen
blasnv. Asimismo, la mayoria de los genes de resistencia presentados por este patégeno
fueron adquiridos mediante la transferencia horizontal de genes mediante plasmidos.
Hay muchos factores por los cuales K. pneumoniae pueden causar infecciones, entre
ellos, un subconjunto de factores de patogenicidad localizados en el cromosoma que
son los que otorgan en gran medida los requisitos basicos para establecer infecciones
oportunistas en huéspedes mamiferos (Wyres et al., 2020).

E. coli es una bacteria muy versatil que esta ampliamente distribuida en diferentes
ambientes. Segun la clase de infecciones que producen, los aislamientos de E. coli
patdgenos se pueden dividir en E. coli diarreogénica (DEC) y en E. coli extraintestinal.
Las DEC incluyen los patotipos E. coli enteropatogena (EPEC), E.
coli enterohemorragica  (productora de toxina  Shiga) (EHEC/STEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) y E. coli enteroinvasiva
(EIEC), dependiendo del sitio de colonizacion del huésped, mecanismos de virulencia y
los sintomas que presenta la infeccion (Gomes et al., 2016).

E. coli extraintestinal, es responsable de infecciones urinarias, sepsis, meningitis,
bacteriemias, infecciones de sitio quirargico, entre otras (Quifiones et al., 2020). En
particular cabe notar que E. coli uropatégena (UPEC) es responsable de mas del 90%
de las infecciones urinarias tanto hospitalarias como comunitarias, siendo el
microorganismo mas recuperado en las infecciones urinarias ambulatorias (Diaz-

Velasquez et al., 2021).

Debido a la gravedad de las enfermedades producidas por estos patdgenos, es esencial
su aislamiento, identificacion y pruebas de susceptibilidad antibiética, especialmente a
B-lactamicos ya que son los antibiéticos mas utilizados para esta clase de infecciones
(Chéavez et al., 2020).



1.2. Caracteristicas de los antibidticos mas utilizados en infecciones por

Enterobacterales

1.2.1 Antibidticos B-lactamicos

1.2.1.1 Generalidades

Los agentes bacterianos estan evolucionando tan rapidamente que la industria
farmacéutica se veria obligada diariamente, en un escenario ideal, a superar los
desafios que plantean estos microorganismos dado que desarrollan con gran facilidad
resistencia a los antibiéticos utilizados para combatir las infecciones que producen
(Abarca & Herrera, 2001). Esta situacion no sucede en la actualidad debido a los costos
involucrados en generar nuevos farmacos y al rapido surgimiento de mecanismos de
resistencia a los mismos. Algunas de las causas a las que se les puede atribuir esta
evolucion pueden ser el mal uso de los antibiéticos por desconocimiento del agente
infeccioso y el uso de antibiéticos como aditivos de engorde en alimentos para animales
de consumo, entre otras causas (Coppola et al., 2020; Morris & Cerceo, 2020).

Los agentes antimicrobianos mas utilizados en el mundo son los 3-lactamicos. Estos
antibiéticos, son capaces de inhibir la produccion de enzimas B-lactamasas (enzimas
que rompen el anillo B-lactamico, inactivando al antibiético).

Los B-lactamicos son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético y se
caracterizan por tener un anillo B-lactamico dentro de su estructura. Tienen efectos
bactericidas lentos, relativamente independientes de las concentraciones plasmaticas,
son de baja toxicidad y de amplio rango terapéutico. Posteriormente, se fue ampliando
el espectro de estos antibibticos teniendo mas actividad frente a bacilos Gram negativos
(Figura 1). Sin embargo, con la aparicion gradual de mecanismos de resistencia
adquirida se ha visto limitada su utilidad y validez empirica en determinadas situaciones
(De Angelis et al., 2020).

El mecanismo principal de resistencia frente a los B-lactdmicos es la produccion de B-
lactamasas, enzimas capaces de romper el enlace de los antibiéticos B-lactamicos (De
Angelis et al., 2020).

1.2.1.2 Clasificaciéon
Los antibiéticos B-lactamicos se dividen segln su estructura quimica en cinco clases

guimicas principales: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes, inhibidores de [3-

lactamasas y monobactamicos (Suarez & Guidol, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de los B-lactdmicos incluyendo soélo los inhibidores que

contienen el anillo B-lactdmico (Suarez & Guidol, 2009).

1.2.1.2.1 Penicilinas

La penicilina fue el primer antibiético ampliamente utilizado para tratar infecciones. Se
caracterizan por tener el nicleo del acido 6-aminopenicilanico, que esta formado por
dos anillos unidos: un anillo de B-lactdmicos y un anillo de tiazolidina. Pueden
clasificarse en: penicilinas naturales (G y V), penicilinas resistentes a las penicilinasas
de Staphylococcus sp. (oxacilina, meticilina, dicloxacilina), aminopenicilinas (ampicilina,
amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina), ureidopenicilinas (piperacilina)
(Suarez & Guidol, 2009).

1.2.1.2.2 Cefalosporinas

Debido a su uso clinico generalizado y tolerabilidad general, las cefalosporinas son una
de las clases de antibiéticos mas utilizadas. Son producidas naturalmente por el hongo
Cephalosporium acremonium. Comparten mecanismos de accién y una estructura
similar con las penicilinas ya que poseen el mismo anillo central. Sin embargo, las
cefalosporinas tienen un &tomo adicional en el anillo lateral. Estas alteraciones pueden
cambiar la actividad antimicrobiana, la resistencia a B-lactamasas o la farmacocinética
(Harrison & Batcher, 2008; Chaudhry et al., 2019).



Actualmente las cefalosporinas se dividen en cinco generaciones:

Primera _generacion: Buena actividad contra bacterias aerobias Gram-positivas y

algunos organismos Gram-negativos adquiridos en la comunidad como E. coli y K.
pneumoniae (Chaudhry et al., 2019). Ejemplos de cefalosporinas de primera generacién

son cefazolina y cefalotina.

Segunda generacién: Presentan mayor espectro de accién contra las bacterias Gram

negativas que las cefalosporinas de primera generacion (Chaudhry et al., 2019). Dos

ejemplos son: cefoxitina y cefuroxime.

Tercera generacién: Resultan mas eficaces frente a los bacilos Gram negativos y frente

a los cocos Gram positivos. Son el tratamiento de eleccion para combatir infecciones
por bacilos Gram negativos susceptibles a dichos antibiéticos (Chaudhry et al., 2019).
Ejemplos: ceftazidime y cefotaxime.

Cuarta generacién: Antibioticos de amplio espectro de actividad, exhiben una estabilidad

superior frente a B-lactamasas cromosémicas y plasmidicas de clase C (Chaudhry et
al., 2019). Ejemplo: cefepime.

Quinta generacion: Las cefalosporinas de quinta generacion se desarrollaron para el

tratamiento de bacterias multirresistentes con un espectro antibiético mas extendido,
como es el caso de las infecciones por Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SAMR) (Bui & Preuss, 2023). Ejemplo: ceftarolina.

1.2.1.2.3 Inhibidores de B-lactamasas

Los inhibidores de B-lactamasas son compuestos que tienen en su estructura un anillo
B-lactamico y que son capaces de unirse a una B-lactamasa para que no pueda interferir
con el B-lactamico utilizado para controlar la infeccion. Estos compuestos por si solos,
en general, tienen poca capacidad antimicrobiana. Sin embargo, cuando se los combina
con un B-lactdmico, se observa que la concentracioén inhibitoria minima (CIM) para el B-
lactamico en cuestion disminuye drasticamente. Entre las formulaciones de inhibidores
de pB-lactamasa-B-lactamico disponibles se encuentran: Amoxicilina-clavulanico,
Ampicilina-sulbactam, Piperacilina-tazobactam y cefoperazona-sulbactam. Estos

inhibidores tienen en su estructura un anillo B-lactamico (Drawz & Bronomo, 2010).



1.2.1.2.4 Carbapenemes

Los carbapenemes son un grupo de antibidticos B-lactamicos utilizados como “Ultima
linea” contra infecciones por bacterias productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) (WHO, 2017). Imipenem, ertapenem y meropenem son los principales
carbapenemes disponibles para el tratamiento de infecciones producidas por
Enterobacterales.

Se trata de los B-lactamicos mas estables ante la presencia de B-lactamasas y con
mayor espectro antimicrobiano dentro de la familia. Los carbapenemes fusionan el anillo
B-lactamico a un anillo pirrolidinico. Los carbapenémicos exhiben una actividad
antimicrobiana mas fuerte in vitro que las penicilinas y las cefalosporinas (Hawkey &
Livermore, 2012). También se pueden combinar con otros antimicrobianos para tratar
infecciones graves, ya que la aparicion de patégenos multidrogo-resistentes (MDR) a
menudo requiere el tratamiento de los pacientes afectados con multiples
antimicrobianos. Se define como patégeno MDR a aquel microorganismo no sensible al
menos a un antimicrobiano de tres o mas familias farmacolégicas (Peri et al., 2019).

La resistencia a carbapenemes en bacilos Gram negativos constituye una problematica
a nivel mundial que va en aumento (Nordmann et al., 2011, Peri et al., 2019).

1.2.1.2.5 Monobactamicos

Los monobactamicos se caracterizan por tener un ndcleo monociclico, lo que lo
diferencia de los otros p-lactamicos. Fueron aislados por primera vez de
Ckromobacteruim violaceum. Actualmente el aztreonam es el Unico antibidtico de esta

clase disponible (Asbel & Levinson, 2000).

1.2.1.3 Mecanismo de acciéon de p-lactamicos

El peptidoglicano es una parte importante de las pared celular bacteriana que esta
compuesto por un polimero formado por muchas subunidades idénticas. Es una parte
altamente conservada de la envoltura de las bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Estructuralmente, el peptidoglicano es una cadena de glicanos compuesta por
pequefias unidades de disacarido de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico; la
parte de la pared celular de N-acetilo esta conectada a una cadena pentapeptidica o
tetrapeptidica muy conservada (L-alanina-D-isoglutamina-L-lisina-D-alanina-[D-

alaninal).
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El peptidoglicano que se acaba de formar se une al ya existente mediante la hidrélisis
de los enlaces en este Ultimo, asegurando asi, que la pared celular no estalle debido a
la presion osmoética cuando la bacteria esta en crecimiento (Sauvage et al., 2008;
Sampaio & Gales, 2016).

Los antibiéticos B-lactamicos interfieren en la formacion de la pared celular bacteriana
al unirse covalentemente a las transpeptidasas o también llamadas proteinas de union
a penicilina (PBP), enzimas involucradas en la Ultima etapa del entrecruzamiento del
peptidoglicano tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas. La reaccion
final en la sintesis de la pared celular es la transpeptidacion, en la que los glicopéptidos
lineales se entrecruzan para formar una red tridimensional. Las PBP usan al antibiotico
B-lactdmico como sustrato ya que anillo B-lactamico es similar al complejo D-alanina-D-
alanina del pentapéptido del &cido N-acetiimuramico. Esta acilacion de las PBP hace
que se detenga el proceso de transpeptidacion, lo que resulta en una acumulacion de
unidades precursoras de la pared celular, lo cual activa el sistema autocatalitico
terminando en lisis celular (Zapun et al., 2008; Bush, 2016).

1.2.1.4 Mecanismos de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos

En las bacterias Gram negativas, las B-lactamasas desempefian un papel importante en
la resistencia a los antibidticos B-lactamicos. Las B-lactamasas, codificadas por los
genes bla, son enzimas antiguas que existian incluso en ausencia de la presién de
seleccién del uso terapéutico de los antibidticos terapéuticos. La historia de las -
lactamasas dificilmente puede describirse sin hacer referencia a la historia de los
agentes antibacterianos B-lactamicos, como son las penicilinas, las cefalosporinas, los
carbapenemes y los monobactamicos (Bush, 2016).

La primera enzima con actividad B-lactamasa reportada en 1940 fue de Bacillus coli
(Abraham & Chain, 1940). A medida que la resistencia a los 3-lactamicos en patdgenos
Gram negativos comenz6 a identificarse con mayor frecuencia, se demostré que
muchas bacterias entéricas producen B-lactamasas cromosdmicas especificas de cada
especie (Matthew & Hedges, 1976; Labia et al., 1977). Sin embargo, son las [3-
lactamasas moviles de las bacterias Gram negativas las que representan una amenaza
mas peligrosa en el empleo de los antibiticos B-lactdmicos. Los elementos genéticos
transferibles que portan genes codificantes para diversas B-lactamasas se han
convertido en el mecanismo mas comun de resistencia a los B-lactdmicos en bacterias
Gram negativas, con pocas barreras para la transmision. Cuando las p-lactamasas se
describieron por primera vez en el “factor R” (plasmido conjugativo que poseen genes

de resistencia) en 1965, sdlo se detectaron unas pocas de estas enzimas, asociadas
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con una penicilinasa mutante en RTEM ahora conocida como TEM-1 (Datta &
Kontomichalou, 1965; Datta & Richmond, 1966). Estos genes bla, posteriormente, se
diseminaron en muchas especies de Enterobacterales (Matthew & Hedges, 1976).
Posteriormente, se conocié que el gen que codifica la B-lactamasa se puede obtener
horizontalmente de diversas formas, pero principalmente mediante plasmidos. La facil
transmisién del factor R (blatem-1) @ una multiplicidad de patégenos Gram negativos se
asocia con el desencadenamiento de uno de los periodos mas productivos del desarrollo
de los antibiéticos, especialmente de B-lactamicos. En 1974, los informes sobre la
resistencia a la ampicilina en pacientes con meningitis generadas por Haemophilus
influenzae llevaron al descubrimiento de que estas cepas producian una B-lactamasa
adquirida de tipo TEM. En ese momento, la ampicilina era el tratamiento mayormente
utilizado para el tratamiento de sepsis o0 meningitis pediatrica causada por H. influenzae
tipo b, y las nuevas cepas productoras de TEM ya no respondian a los niveles
terapéuticos de ampicilina (Medeiros & O’brien, 1975). A finales de la década de los
80s, tanto en EE. UU. como en Europa, se comenzaron a describir B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), casi todas variantes de TEM y también de la enzima SHV
(Kliebe et al., 1985; Sirot et al., 1987; Meyer et al.,1993).

Las primeras cepas productoras de BLEE eran resistentes a las penicilinas y a la
mayoria de las cefalosporinas, pero susceptibles a las combinaciones con inhibidores,
caracteristica generalmente usada para identificar fenotipicamente a los aislamientos
productores de BLEE (Zhou & Huang, 1994). Las cepas productoras de TEM y SHV han
ido disminuyendo, siendo reemplazadas por cepas productoras de BLEE de la familia
CTX-M, que contribuyen de manera significativa a la resistencia a maltiples farmacos en
muchas bacterias Gram negativas (Peirano et al., 2012; Barrios et al.,, 2017). Las
enzimas CTX-M estan estrechamente relacionadas con las B-lactamasas cromosdémicas
del género Kluyvera, género que no esti asociado generalmente con enfermedades
clinicas (Decousser et al., 2001; Humeniuk et al., 2002).

Debido a que las cepas productoras de BLEE se hicieron cada vez mas frecuentes en
pacientes hospitalizados, los carbapenémicos se comenzaron a usar en los hospitales
para hacerle frente a las infecciones causadas por estos microorganismos (Rahal et al.,
1998). El uso de estos antibidticos contribuy6é a que se detectara cada vez con mas
frecuencia la resistencia a los mismos (Elshamy & Aboshanab, 2020). Las
carbapenemasas siguen siendo el principal mecanismo de resistencia a los
carbapenemes en las bacterias Gram negativas. En un principio, se las consideraba
como [-lactamasas no tradicionales con contenido de zinc, clinicamente irrelevantes,
que solo se evidenciaban en aislados clinicos ocasionales (Cullmann & Dick, 1990;

Bottone, 2010). Las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar a
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practicamente todos los antibiéticos 3-lactamicos. Si bien algunas enzimas pueden estar
codificadas desde el cromosoma, la gran mayoria estan codificadas por elementos
genéticos moviles (plasmidos, transposones), lo cual les confiere alto poder de
diseminacion entre agentes bacterianos. A su vez los elementos genéticos mdoviles
donde se encuentran los genes de carbapenemasas, pueden portar genes de
resistencia a otras clases de antibiéticos (Martinez-Martinez & Gonzalez-Lépez, 2014).
Las carbapenemasas se pueden clasificar en tres clases diferentes segln su sitio

catalitico y el sustrato que hidrolizan (Elshamy & Aboshanab, 2020).

Clase A: Se han descubierto varias de estas enzimas, algunas estan codificadas
cromosomicamente (NmcA, SME, IMI-1 y SFC-1), las demas estan codificadas por
plasmidos (KPC y derivadas de GES). Lo que tienen en comln estas enzimas es que
todas hidrolizan activamente los carbapenemes y son parcialmente inhibidas por acido
clavulanico (Elshamy & Aboshanab, 2020). Las enzimas KPC son las més frecuentes y
a los pocos afios de su descubrimiento se habian extendido a nivel global provocando
importantes brotes. La probleméatica de estas carbapenemasas radica en que sus genes
estan localizados en plasmidos contenidos con alta frecuencia con K. pneumoniae,
microorganismo que se caracteriza por poseer y acumular genes de resistencia a
diferentes antibidticos (Halat & Moubareck, 2020).

La primera enzima identificada, KPC-1, se obtuvo de un aislamiento de K. pneumoniae
en Carolina del Norte en 1996 (Yigit et al., 2001). Es una enzima que hidroliza
carbapenémicos aparte de penicilinas, cefalosporinas y monobactamicos. Poco
después de la identificacion de KPC-1, se produjeron brotes de K. pneumoniae
productora de KPC-2 y KPC-3 (Woodford et al.,, 2004; Bratu et al., 2005) que se
continuaron aislando en los Estados Unidos, por ejemplo, y propagandose entre otros
géneros de Enterobacterales debido a la expansion clonal y a la transferencia horizontal
de genes (Deshpande et al., 2006). En unos pocos afios, las bacterias productoras de
KPC se (globalizaron. Se han descrito 201 variantes (abril 2024,
http://bldb.eu/Enzymes.php), siendo, KPC-2 y KPC-3 las mas prevalentes. En K.
pneumoniae la propagacion global del gen blakec ha estado asociada con un clon
importante (secuenciotipo ST-258) que se desempefié como un transportador exitoso
de dicha carbapenemasa (Naas et al., 2016).

La identificacion de cepas productoras de carbapenemasas KPC a principios de la
década de 2000 (Yigit et al., 2001; Yigit et al., 2003) condujo a epidemias a nivel global
(Bradford et al., 2004; Leavitt et al., 2007). Aunque estas enzimas pueden estar
presentes en casi todos los patdgenos Gram negativos, se detectan principalmente en

K. pneumoniae (Kazmierczak et al., 2016; van Duin & Doi, 2017).
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Clase B: Las metalo-B-lactamasas (MBL) son clinicamente carbapenemasas relevantes.
Presentan actividad sobre una gama amplia de antibiéticos, ademas de los
carbapenémicos, la mayoria de estas enzimas hidrolizan penicilinas, cefalosporinas,
pero no hidrolizan monobactdmicos. Las MBL se pueden inhibir por el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), un quelante de Zn?' y otros cationes divalentes. El
mecanismo de hidrdlisis depende de la interaccion de los farmacos (-lactamicos con los
iones de zinc en el sitio activo de la enzima. Se pueden encontrar MBL en diferentes
especies de bacterias Gram negativas, lo que contribuye a que las infecciones
provocadas por microorganismos productores de MBL, sean cada vez mas dificiles de
tratar ya que se agotan las posibles opciones terapéuticas (Bush & Bradford, 2020; Halat
& Moubareck, 2020.).

Las MBL se pueden clasificar en subclases: B1, B2 y B3. La mayor cantidad de las
enzimas clinicamente relevantes pertenecen a la subclase B1, como las enzimas VIM,
IMP y NDM. Los genes que codifican estas enzimas suelen encontrarse en diferentes
estructuras, se pueden asociar a integrones, que, a su vez se pueden asociar en
pladsmidos o transposones, lo que facilita su transferencia entre especies bacterianas
(Bush & Bradford, 2020).

Las MBL de Nueva Delhi (NDM) son las carbapenemasas mas frecuentes y constituyen
un mecanismo de resistencia antibiética que genera preocupacion por varios motivos,
los principales son: (l) se encontr6 que en la gran mayoria de las cepas portadoras de
NDM su gen codificante se encuentra albergado en plasmidos conjugativos, lo que
permite que el gen de resistencia se transmita facilmente de una bacteria a otra, (Il) que
es muy probable que haya muchas personas que funcionan como portadores
asintomaticos no reconocidos de bacterias productoras de NDM vy (lIl) la falta de
antibidticos efectivos para el tratamiento de infecciones por este tipo de bacterias. La
dramética propagaciéon global de cepas productoras de NDM sigue siendo uno de los
eventos de resistencia a los antibiéticos mas preocupantes (Rolain et al., 2010, Pérez-
Lopez et al., 2020). Se han identificado hasta la fecha 61 variantes en este grupo (abril
2024, http://bldb.eu/Enzymes.php). Los genes blaxnom son predominantes en
aislamientos de K. pneumoniae y E. coli, pero también se han encontrado asociados a
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Pitout et al., 2008; Poirel et al.,
2010). La principal variante de la enzima NDM, es la denominada NDM-1 (Hornsey et
al., 2011; Bush & Bradford, 2020). La enzima original, NDM-1, se identificé por primera
vez en un aislamiento de K. pneumoniae resistente a carbapenemes recuperado de la
orina de un paciente sueco que habia viajado a Nueva Delhi, India. Se encontré que

blanom-1 €s transferible y codifica para una enzima que comparte poca identidad con
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otras MBL, siendo las mas similares VIM-1/VIM-2, con s6lo un 32,4% de similitud (Halat
& Moubareck, 2020).

La propagacion de plasmidos que codificaban MBL distintas a NDM-1 habia recibido
poca atencion en muchas regiones a principios de siglo, incluso en paises donde se
habian producido brotes localizados producidos por aislamientos con VIM-1, como en
Grecia, con IMP-8 en Taiwan y con IMP-1 en Japén (Fukigai et al., 2007; Liao et al.,
2011; Zagorianou et al., 2012).

Clase D: Las B-lactamasas de clase D, también conocidas como enzimas de tipo OXA
u oxacilinasas, estan representadas por mas de 1222 enzimas genéticamente diversas
que estan ampliamente diseminadas entre las bacterias Gram negativas (abril 2024,
http://bldb.eu/Enzymes.php). Se llaman oxacilinasas porque generalmente hidrolizan las
isoxazolilpenicilinas (oxacilina, meticilina y cloxacilina) mucho mas rapido que las
penicilinas clasicas y frente a las cefalosporinas de primera generacion son
relativamente menos efectivas (Antunes et al., 2014). Estas serin-B-lactamasas son
pobremente inhibidas por EDTA o acido clavulanico y tienen una actividad débil frente
a los carbapenémicos. Son principalmente encontradas en organismos como A.
baumannii, P. aeruginosa (Antunes et al., 2014). Basandose en la identidad de su
secuencia de aminoacidos, las oxacilinasas se han subdividido en varios subgrupos.
Dentro de estas, las enzimas pertenecientes a los grupos OXA-23, OXA-24/40, OXA-
48, OXA-51, OXA-58 y OXA-143 son de gran importancia clinica debido a su amplia
diseminacion en patégenos bacterianos (Halat & Moubareck, 2020). Cabe mencionar
que, OXA-23, primera B-lactamasa de tipo OXA resistente a carbapenémicos detectada,
fue descubierta en 1995 en un plasmido de A. baumannii multirresistente a partir de
muestras clinicas de pacientes hospitalizados (Escocia), el mismo afio que el imipenem
fue aprobado para uso clinico (Scaife et al., 1995). En los afios siguientes, se siguieron
describiendo mas oxacilinasas tanto en A. baumannii como en otras especies (Sevillano
et al., 2006, Halat & Moubareck 2020).

Por otra parte, OXA-48, carbapenemasa de clase D conocida por estar muy relacionada
con K. pneumoniae también se ha propagado entre otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae (Giani et al., 2012; Cuzon et al., 2015; Bush & Bradford, 2020).

La enzima OXA-48, que se encuentra en Enterobacterales multirresistentes, hidroliza
lentamente los carbapenemes y las cefalosporinas de espectro expandido y es poco
inhibida por la mayoria de los inhibidores de B-lactamasas, a excepcién del avibactam
(inhibidor no B-lactamico) (Sader et al., 2018).
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1.2.1.5 Epidemiologia

La amenaza de enterobacterias productoras de carbapenemasas (ECP) es
considerable, ya que los carbapenemes se utilizan generalmente en el tratamiento de
infecciones causadas por bacilos Gram negativos productores de BLEE como se ha
mencionado y, hasta la fecha, siguen siendo una de las Ultimas lineas de defensa contra
estos microorganismos, junto con aminoglucésidos, fosfomicina, colistina, y
combinaciones de B-lactdmicos con inhibidores. Asi mismo, es muy comun que los
aislamientos productores de carbapenemasas posean mecanismos adicionales de
resistencia a otras clases de antibiéticos (van Duin & Doi, 2017).

En cuanto a las diferentes carbapenemasas, KPC esta ampliamente distribuida en todo
el mundo y asociada con miembros del orden Enterobacterales. La primera cepa
productora de KPC se aislé en Estados Unidos, en un paciente en Carolina del Norte
(Yigit et al., 2001) y los aislamientos de K. pneumoniae productoras de esta enzima en
dicho pais alcanz6 su punto méaximo en 2006 con un 36% de prevalencia (Abdallah et
al., 2016). Los aislamientos productores de KPC también se extendieron en Sudamérica
y Centroamérica. En un estudio observacional multinacional que abarcé siete paises
latinoamericanos (Argentina, Colombia, Ecuador, Guatemala, México, Pera vy
Venezuela), se incluyeron 255 pacientes con infecciones del torrente sanguineo
causadas por Enterobacterales. De estos pacientes, el 21% present6 aislamientos de
EPC, que en su mayoria eran productores de KPC (83%). Estos dultimos,
correspondieron en su mayoria a clones de K. pneumoniae, la especie de la familia
Enterobacteriaceae mas comunmente recuperada (Villegas et al., 2016). En Europa, la
mayor incidencia de EPC productores de KPC ocurrié en ltalia y Grecia. Estos dos
paises europeos en 2014-2015 contaron con una "situacion endémica" de KPC. A pesar
de que posteriormente se encontraron otras carbapenemasas en ltalia y en Grecia, KPC
sigue siendo la enzima mas frecuente en Enterobacterales (Albiger et al., 2015; Bush &
Bradford, 2020).

Las enzimas KPC también se han descrito en Asia, especialmente en China. En un
estudio de cepas de E. coli resistentes a carbapenemes de Shanghai, la mayoria de las
E PC producian KPC (Zhang et al., 2015). Por el contrario, esta enzima se encontrd con
poca frecuencia en enterobacterias en pacientes de India, en los que estaba presente
principalmente la carbapenamasa NDM (Kazi et al., 2015).

En relacién con datos sobre Africa, en un reporte sobre la epidemiologia de
microorganismos productores de la enzima KPC se encontrd una incidencia variable
dependiendo del lugar donde se observe, dado que en el norte de Africa la prevalencia

tiende a ser mayor que en el sur (Brink et al., 2012).

16



En relacion con carbapenemasas de tipo MBL, si bien estéan distribuidas a nivel mundial,
tienen una gran incidencia en Asia. El aislamiento presentaba resistencia a los
carbapenemes y a la nueva carbapenemasa se le denominé NDM-1. Desde entonces,
los Enterobacterales blanpw-1 positivos se volvieron cada vez mas frecuentes en India
(Yong et al., 2009). Los estudios de seguimiento mostraron que este mecanismo de
resistencia se extendié rapidamente no solo en India, sino también en Pakistan y
Bangladesh (Kumarasamy et al., 2010). Posteriormente, se reportdé con menor
frecuencia en otros paises de Asia como en China (Wang et al., 2016). En Europa, la
mayoria de los productores de MBL se han encontrado en Rumania, Polonia vy
Dinamarca, paises considerados de transmision moderada. Los brotes comunes, en
estos casos, incluyeron aislamientos de K. pneumoniae y E. coli (Albiger et al., 2015).
Por otro lado, en 2012, se produjo en Denver, Estados Unidos, un brote de K.
pneumoniae productora de NDM-1. Presumiblemente, el éxito de transmision de los
aislamientos haya sido causado por los pacientes asintomaticos colonizados (CDC,
2012). En otro informe, en lllinois se encontrd que un brote de EPC que producian NDM-
1 estaba asociado con el uso de endoscopios (CDC, 2013). Hasta abril de 2016, se
habian notificado a los CDC 157 casos de EPC que producian NDM en 25 estados
(CDC, 2016).

Por otro lado, las EPC que producen VIM e IMP presentan una diseminacion limitada;
segun los CDC, sélo hubo 17 aislamientos de siete estados y hasta abril de 2016, se
habian reportado 10 brotes en 5 estados (CDC, 2016). Las MBL siguen siendo una
causa tipica de resistencia a carbapenémicos en Enterobacteriaceae en Estados Unidos
y Canada (Rasheed et al., 2013; Bush & Bradford, 2020). También se han informado
casos en paises latinoamericanos. En un estudio internacional entre 2012-2014, se
recuperaron EPC productores de VIM-23 de México y productores de NDM-1 de
Venezuela (Kazmierczak et al., 2016). En un estudio multinacional en siete paises
latinoamericanos, el 9% y el 8% de los EPC producian VIM y NDM, respectivamente
(Villegas et al., 2016).

Han surgido casos de MBL en pacientes infectados por EPC en varios paises africanos
durante las Ultimas décadas. El primer caso de NDM-1 se inform6 en Sudafrica en 2010
(Lowman et al., 2011). Posteriormente, se encontraron cepas que producian NDM y VIM
en Kenia, Nigeria y Sudafrica (Kazmierczak et al., 2016). También se encontraron
reportes en otros paises del continente africano, como en Tanzania, Egipto, Marruecos,
Argelia, Cameran (Mushi et al., 2014; Poirel et al., 2011; Sassi et al., 2014; Dortet et al.,
2012).

Con respecto a otra carbapenemasa de interés, OXA-48 se identificd por primera vez

en K. pneumoniae (Turquia en 2001), como se menciond previamente (Poirel et al.,
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2004). Los aislamientos de K. pneumoniae productores de OXA-48 persistieron y fueron
responsables de gran parte de las infecciones nosocomiales en los afios posteriores
(Baran & Aksu, 2016). En Europa, se han encontrado con frecuencia estos
microorganismos especialmente en los paises mediterraneos (Poirel et al., 2012). Es
destacable que este mecanismo de resistencia se ha diseminado en el orden
Enterobacterales en todo el mundo. Las regiones donde una gran cantidad de EPC
producen OXA-48 incluyen Medio Oriente como los Emiratos Arabes Unidos, Arabia
Saudita, Israel, Libano (Al-Agamy et al., 2013; Lafeuille et al., 2013; Adler et al., 2015;
Ahn et al., 2015); Africa como Libia, Egipto, Argelia, Marruecos, Sudéfrica (Brink et al.,
2013; Poirel et al., 2013; Hammoudi et al., 2014; Barguigua et al., 2015; Cuzon et al.,
2015); Asia como Rusia, India, China, Taiwan, Tailandia (Lascols et al., 2011; Fursova
etal., 2015; Liu et al., 2015; Ma et al., 2015; Lunha et al., 2016); y América del Sur como,
por ejemplo, Colombia y Brasil (Pereira et al., 2015; Ocampo et al., 2016).

1.2.2 Aminoglucésidos

1.2.2.1 Generalidades

Al ser potentes antibidticos de amplio espectro, los aminoglucésidos se usan tanto para
infecciones causadas por bacterias Gram negativas como por Gram positivas. Su
composicion guimica esta formada por un anillo de aminoalcohol y moléculas de
aminoazlcar unidas por un enlace de azlcar ligando. Estos grupos amino con carga
positiva interactian con moléculas con carga negativa, especialmente el ARNr de las
subunidades ribosomales 30S y 50S de las células bacterianas, inhibiendo asi la sintesis
de proteinas y causando la muerte celular (Ramirez & Tolmasky, 2010; van Duijkeren et
al., 2019).

Cuando en 1943 se descubri6 la estreptomicina, proveniente de Streptomyces griseus
y se utilizé como farmaco especifico para el tratamiento de la tuberculosis, se iniciaron
nuevas investigaciones sobre los aminoglucosidos. En la década de los 1970, los
aminoglucésidos semisintéticos dibekacina, amikacina y netilmicina se mostraron
prometedores para encontrar terapias combinadas contra cepas que habian
desarrollado resistencia a los primeros aminoglucdésidos. Sin embargo, desde entonces,
el desarrollo de nuevos aminoglucésidos ha disminuido significativamente. Hoy en dia
se utilizan aminoglucésidos naturales, como la estreptomicina, kanamicina y
gentamicina, y aminoglucésidos semisintéticos como amikacina, etilmicina y netilmicina
(Mingeot-Leclercq et al., 1999; Zhang et al., 2023). Los aminoglucésidos se usan como

agentes Unicos o en combinacién con otros antibiéticos para tratar una variedad de
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infecciones. Para algunas enfermedades, como la lepra, los aminoglucésidos por si
solos siguen siendo farmacos eficaces. Sin embargo, también funcionan bien con otros
grupos de antibidticos y se pueden utilizar en terapia empirica combinada frente a
infecciones graves causadas por microorganismos MDR. Cabe mencionar que los
aminoglucdsidos tienen efectos adversos irreversibles que limitan su uso, como la
nefrotoxicidad, neurotoxicidad y otras reacciones alérgicas (von Wintersdorff et al.,
2016; Krause et al., 2016).

Segun sus propiedades quimicas se dividen en diferentes grupos: 2-desoxiestrepamina
(DOS) 4,6-disustituida; DOS 4,5-sustituida, DOS monosustituida. Los aminoglucésidos
de mayor importancia médica pertenecen a las 2-desoxiestreptaminas (DOS) 4,6-
disustituidas (Wachino & Arakawa, 2012).

1.2.2.2 Mecanismo de accioén

Una vez que los aminoglucosidos penetran en el citoplasma bacteriano, los
aminoglucdsidos alteran y bloguean la sintesis de proteinas. La unién de un ARNt afin
al sitio A de la unidad ribosémica 30S se compone de dos eventos distintos. El primero
(estado de reposo), dénde se identifica el ARNt afin en una reaccién de equilibrio rapida
y un segundo paso que conduce a una unioén firme que permite un ajuste preciso del
ARNTt dentro del sitio A (estado de decodificacion). Los aminoglucésidos se unen al sitio
A estabilizando una conformacion del bucle interno muy similar al estado de
decodificacién con los A1492 y A1493 hacia fuera del bucle interno. Esto permite que
otros ARNt se unan al ribosoma, por lo que causan defectos en la traduccion del ARNm

y la sintesis de proteinas defectuosas (Shandrick et al., 2004).

1.2.2.3 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia mas importantes que afectan a los aminoglucésidos son:

Alteracion de los sitios de unidn ribosémica: la alteracion de los sitios de unién al

ribosoma ocurre mediante accion de metiltransferasas: NpmA, ArmA y las variantes
pertenecientes a la familia Rmt (RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, RmtF, RmtG y
RmtH). La metilacioén de las bases de union del ARNr 16S reduce las interacciones de
los aminoglucésidos con sus sitios de unién. Este sistema es muy eficaz porque altera
todas las copias del ARNr 16S de la célula, confiriendo una resistencia significativa a

todos los miembros de esta familia (Wachino & Arakawa, 2012).
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Disminucién de la captacion y acumulacién del farmaco: la reducciéon de la absorcién de

farmacos, especialmente en bacterias Gram negativas, esta dada como resultado de
una disminucién en la permeabilidad de la membrana externa, especialmente con
cambios en la expresion de porinas 0 mutaciones en los genes para las porinas. Tiene
relevancia desde el punto de vista clinico, ya que afecta a todos los aminoglucésidos y

da lugar a un nivel moderado de resistencia (Wang et al., 2022).

Enzimas modificadoras de aminoglucésidos: las enzimas modificadoras de los

aminoglucdsidos catalizan modificaciones covalentes de grupos amino o hidroxilo en la
molécula antibiética, lo que da lugar a un farmaco quimicamente modificado que se une
de manera incorrecta a los ribosomas. Este fendmeno suele dar lugar a distintos niveles
de resistencia. Las enzimas que modifican los aminoglucésidos son las N-
acetiltransferasas (AAC), que utilizan acetil-coenzima A como donante y afectan a los
grupos amino, las O-nucleatidiltransferasas (ANT) y las O-fosfotransferasas (APH), que
utilizan ATP como donante y afectan a los grupos hidroxilo.

Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos y las metiltransferasas suelen estar
generalmente codificadas en plasmidos. El intercambio de plasmidos facilita la répida
adquisicion de genes de resistencia a estos antibidticos no sélo dentro de una especie

determinada, sino entre una gran variedad de especies bacterianas (Wang et al., 2022).

1.2.2.4 Epidemiologia

En 2003 se encontrd la primera cepa clinica de K. pneumoniae que tenia el gen armA'y
un aislamiento clinico de P. aeruginosa con rtmA en su genoma. Desde entonces, la
deteccibn de metilasas ha ido en aumento. Se ha observado que en los
microorganismos involucrados los genes que codifican metilasas se encuentran junto a
otros genes de resistencia antibibtica, en particular genes que codifican para BLEE o
carbapenemasas (especialmente con MBL), lo que finalmente termina reduciendo las
opciones terapéuticas disponibles (Zhang et al., 2023; Bodendoerfer et al., 2020).

En 2018, mediante un estudio realizado en nuestro pais, se detectaron las dos primeras
cepas de A. baumannii con el gen rmtC, junto a enzimas del tipo OXA-23 y OXA-51
(Bado et al., 2018).
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1.2.3 Fosfomicina

1.2.3.1 Generalidades

Debido a los problemas ocasionados por la diseminacion de patégenos MDR y ante la
falta de nuevos farmacos para combatir las infecciones causadas por estos patdgenos,
la fosfomicina es un antibiético antiguo que se ha vuelto a emplear en la practica clinica
en los ultimos afos. Es un antibiético que ha ganado reconocimiento por su capacidad
para combatir infecciones causadas tanto por bacterias Gram positivas como por Gram
negativas MDR (Aghamali et al., 2019). La fosfomicina fue descubierta en 1969, siendo
un analogo del fosfoenolpiruvato (PEP) producido por Streptomyces spp. (Hendlin et al.,
1969). La estructura de la fosfomicina tiene dos caracteristicas clave: un grupo epoéxido,
esencial para su actividad bioldgica, y un resto de acido fosfénico (Saiprasad et al.,
2016).

1.2.3.2 Mecanismo de accidén

La fosfomicina es un antibiotico bactericida que inhibe el primer paso en la via de sintesis
del peptidoglicano, lo que provoca la lisis y muerte de las células bacterianas. Como
analogo del PEP, la fosfomicina se une a MurA, una proteina importante en la biosintesis
del peptidoglicano, ya que se encarga de transferir el enolpiruvil de PEP al grupo 3'-
hidroxilo de UDP- N-acetilglucosamina. Por lo tanto, se inhibe la formacion de acido N-
acetilmuramico a partir de N-acetilglucosamina y fosfoenolpiruvato, lo que provoca la
muerte celular. De hecho, la fosfomicina actGa sobre el sitio activo de MurA para inhibir
la proteina formando un enlace tioéter con Cys115, un residuo clave en el sitio activo.
La fosfomicina utiliza los sistemas de transporte de glicerol-3-fosfato (GIpT) y de
transporte de absorcién de hexosa fosfato (UhpT) como vias de entrada para generar la
lisis de la membrana en las células bacterianas (Castafieda-Garcia et al., 2013; Sastry
& Doi, 2016).

1.2.3.3 Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana a la fosfomicina se produce a través de tres mecanismos;

permeabilidad reducida, modificacién del antibiético y modificacién de MurA:

Permeabilidad reducida: El principal mecanismo para la adquisicion de resistencia a

fosfomicina es una inactivacién en las vias de transporte o captacion de fosfonato. Las
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mutaciones en cualquiera de los genes que controlan estas vias pueden reducir la
absorcion del antibiético, confiriendo asi diversos grados de resistencia a la fosfomicina
(Falagas et al., 2016).

Modificacion del antibiético: Varias enzimas inhiben a la fosfomicina a través de

diferentes modificaciones que escinden el enlace carbono-oxigeno de la fraccién
epoxido, incluidas las fosfonato quinasas FomA y FomB y las tiol-transferasas, glutatién-
transferasas (FosA), L-cisteina- transferasas (FosB), ATP- transferasas (FosC) y FosX,
que catalizan la adicién de glutation o cisteina a la fosfomicina. Las enzimas FosA y
derivadas son importantes en Enterobacterales. FosA y derivadas, FosA3, FosA4,
FosA5 y de FosC2 se encuentran codificados en plasmidos lo que contribuy6 a su
diseminacion mundial (Fillgrove et al., 2003).

Modificacién de MurA: En algunas bacterias patégenas los residuos de Asp que estan

presentes en el sitio catalitico de MurA, pueden sufrir mutaciones, como la mutacion de

Asp a Glu que confiere resistencia a fosfomicina (Falagas et al., 2016).

1.2.3.4 Epidemiologia

Los primeros datos del surgimiento de resistencia a la fosfomicina se ubican en el afio
1977, las tasas de resistencia han variado entre paises (Dulaney & Ruby, 1977).
Actualmente, no todos los paises reportan resistencia a fosfomicina (Aghamali et al.,
2019).

Distintos estudios a nivel global demuestran que la resistencia a fosfomicina no es
relevante por el momento y la mayoria de los aislamientos analizados se muestran
sensibles a este antibidtico (Aghamali et al., 2019; Souza et al., 2015). En nuestro pais,
actualmente tenemos una baja incidencia de resistencia a fosfomicina. Segun un estudio
donde se involucraron muestras de todo el pais, se obtuvo que ningln departamento

superaba el 10% de resistencia (Acevedo et al., 2022).

En los microorganismos resistentes a fosfomicina se ha detectado la enzima FosA3.
Actualmente, FosA3 es una enzima distribuida entre aislamientos clinicos y no clinicos
de E. coli de diversos paises a nivel mundial y también ha sido detectada en nuestro

pais (Villa et al., 2015; Garcia-Fulgueiras et al., 2022).
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En Asia, investigaciones de mas de una década muestran que la resistencia general a
la fosfomicina era mayor en China que en cualquier otro lugar del mundo, tanto en
humanos como en animales. Un estudio realizado en Hong Kong mostraba que la
proporcion de aislamientos de E. coli que portaban el gen fosA3 en poblaciones
humanas era de alrededor del 5% y en animales entre el 1% y el 5% dependiendo de la
especie (Ho et al., 2013; Ho et al., 2014).

A partir del afio 2010, la resistencia a la fosfomicina, que se habia informado
principalmente en paises asiaticos surgié en las Américas. En Estados Unidos, en la
tltima década, la susceptibilidad a fosfomicina se encontraba en el entorno del 90%
(Neuner et al., 2012; Aghamali et al., 2019) y se reporté la primera deteccion del gen
fosA3 en un aislamiento de E. coli de origen clinico que presentaba resistencia a
fosfomicina (Alrowais et al., 2015).

Con relacion a América Latina, los datos concuerdan con los reportados en Estados
Unidos ya que paises como Argentina, Brasil y México presentan una susceptibilidad a
la fosfomicina mayor al 95% (Morfin-Otero et al., 2013; Villar et al., 2014; Souza et al.,
2015).

Las investigaciones muestran que la resistencia a la fosfomicina es baja en los paises
europeos, independientemente de los afios de uso de este antibiético (Maraki et al.,
2009; den Heijer et al., 2010; Kamenski et al., 2012; Kresken et al., 2014; Passadouro
et al., 2014; Aghamali et al., 2019).

En Africa la resistencia global a la fosfomicina presenta mayor variabilidad segun el pais

involucrado (Aghamali et al., 2019).

1.2.4 Colistina

1.2.4.1 Generalidades

La colistina o polimixina E, es un péptido antimicrobiano policatiénico, descubierto a
finales de la década de los 40 en Japon, producido por Paenibacillus (Bacillus)
polymyxa. Pertenece a la clase de antibidticos polimixina, clase que posee propiedades
hidrofilicas y lipofilicas. El grupo de las polimixinas incluye cinco compuestos quimicos
diferentes (polimixinas A, B, C, Dy E). Sin embargo, sélo dos polimixinas se usan a nivel
clinico: polimixina B y colistina. Ambas tienen una actividad bactericida rapida y
dependiente de la concentracion (Gallardo-Godoy et al., 2016)

La colistina se utiliz6 por primera vez en medicina humana y veterinaria en los 50s, pero
entre los afios 1970 y 1980 su uso médico fue limitado, debido a su alta toxicidad. En

las ultimas décadas, la colistina se ha empezado a utilizar nuevamente como ultimo
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recurso en medicina humana para tratar infecciones por Gram negativos, especialmente
enterobacterias productoras de carbapenemasas, P. aeruginosa y A. baumannii (Biswas
et al., 2012; Azzopardi et al., 2013).

1.2.4.2 Mecanismo de accion

La colistina es una molécula bactericida dirigida contra la mayor parte de los bacilos
Gram negativos, pero ineficaz contra bacterias Gram positivas, bacterias anaerébicas y
micoplasmas. Afectan directamente el lipopolisacarido de las membranas: el lipido A. El
componente exterior del LPS est4 cargado negativamente e interactla con cationes,
principalmente Mg?* y Ca?", permitiendo la estabilizacion de la membrana externa. La
colistina, una molécula con carga neta positiva, tiene una fuerte afinidad para unirse al
LPS, lo que provoca un desplazamiento de cationes por interaccion electrostatica. Esto
da como resultado una desorganizacion de la estructura de la membrana.
Posteriormente, la colistina se introduce en la membrana externa a través de su cadena
de acido lipdfilo. La colistina altera la permeabilidad de la membrana externa, para luego
insertarse y llegar a la membrana interna. Luego se produce una desorganizacion de
esta membrana al romper la integridad de la bicapa de fosfolipidos. Finalmente, ocurre
lisis con liberacién del contenido intracelular y la muerte de las células bacterianas
(Pairel et al., 2017; Ahmed et al., 2020).

1.2.4.3 Mecanismos de resistencia
Hasta 2015, se conocia que la resistencia a colistina estaba dada por mutaciones
puntuales cromosémicas (Poirel et al.,, 2017). Posteriormente, se descubrié que la

resistencia a este antibiético ocurre principalmente por:

Modificaciones de la membrana externa mediante la alteracion del LPS v la reduccion

de su carga negativa: Algunos microorganismos desarrollan naturalmente resistencia a

las polimixinas a través de la sustitucién de cationes en el LPS. Este mecanismo
inhibidor afecta la expresion del oper6on pmrHFIJKLM y del gen pmrE, ambos
responsables de la sintesis del grupo L-aminoarabinosa (L-Ara4N) y su fijacién al lipido
A (Poirel et al., 2017).

Sobreproduccion de polisacarido de la capsula: En K. pneumoniae se ha descrito que la

sobreproduccién y desprendimiento de polisacarido capsular aniénico impide a la

colistina llegar al lipido A en la membrana externa (Llobet et al., 2008).
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Genes de resistencia transferible: La eficacia clinica de colistina ha disminuido en los

ultimos afios debido a la aparicion de genes de resistencia transferible a la colistina
(mer) que se encuentran codificados en plasmidos. Estos incluyen desde el mcr-1 al
mcr-10. Los genes mcr codifican una fosfoetanolamina transferasa que cataliza la
adicion de fosfoetanolamina al grupo fosfato del lipido A, reduciendo la carga negativa
de la membrana externa bacteriana y atenuando asi su afinidad por la colistina (Wang
et al., 2020).

1.2.4.4 Epidemiologia

Entre los genes de la familia mcr, mcr-1 y mer-9 son los mas comunes a nivel mundial y
han sido identificados en numerosos paises, siendo considerados marcadores de
resistencia a la colistina. Los siguientes genes en frecuencia son mcr-3 y mcr-5 y otros
alelos se concentran en regiones pequefas, mcr-4, mcr-2, mcr-7, entre otros.

Los niveles de resistencia a colistina en nuestro pais presentan baja incidencia, sin
embargo, se ha detectado la presencia de mcr-1 en aislamientos de origen clinico
(Papa-Ezdra et al., 2020).

1.3. Caracterizacién de aislamientos y movilidad de los genes que generan

resistencia

La tipificacibn de secuencias multilocus (MLST, por sus siglas en inglés) es un
procedimiento en el cual se caracterizan aislamientos de una misma especie utilizando
siete genes conservados. Para cada gen constitutivo, las diferentes secuencias de una
especie bacteriana se asignan como alelos distintos y, para cada aislamiento, los alelos
en cada uno de los siete loci definen el perfil alélico o tipo de secuencia (ST). Por lo
tanto, cada aislamiento se caracteriza por una serie de siete nimeros enteros que
corresponden a los alelos en los siete loci conservados. La importancia de realizar MLST
radica en que permite identificar clones y/o lineas clonales dentro de una especie, lo
que permite estudiar los diferentes linajes de poblaciones bacterianas. Esto a su vez,
permite realizar estudios epidemiolégicos de la especie bacteriana (Blanchard et al.,
2018). Cabe mencionar que el ST258 es un secuenciotipo importante en K. pneumoniae
debido a que se cree que fue el gran responsable de los origenes de la diseminacion
mundial de este patdgeno especialmente en América del Norte, América del Sur y
Europa (Wyres et al., 2019; Andrey et al., 2020; Soria, 2021).
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Entre las cepas de E. coli, se destacan los secuenciotipos exitosos ST131, ST69, ST95
y ST73. Estos secuenciotipos estdn asociados a cepas que contienen varios genes de
resistencia a antimicrobianos, los cuales son causantes de la mayoria de las infecciones

intrahospitalarias (Bengtsson et al., 2012).

1.4. Identificacién de clones por electroforesis en gel en campo pulsado
(PFGE)

Otra herramienta para la caracterizacion de aislamientos que se combina con los datos
de ST es la determinacién de la presencia de clones mediante PFGE. Esta técnica se
utiliza para realizar analisis epidemioldgicos y consiste en estudiar los fragmentos de
ADN en una electroforesis generados por enzimas de restriccibn de corte poco
frecuente. Una vez que los fragmentos de ADN son separados, se puede identificar un
patron para cada cepa y compararlos con los otros aislamientos. Este patron detecta
pequefas variaciones en el genoma bacteriano y es generado debido a los cambios del
campo eléctrico al que es sometido el gel. Mediante estas comparaciones se obtienen
un panorama cromosémico general, lo que permite entre otras cosas, obtener datos

epidemioldgicos del cepario (Goering, 2010).

1.5. Diseminacion de los mecanismos de resistencia

Un elemento mas en la caracterizacion de los aislamientos es evaluar la diseminacion
de los mecanismos de resistencia involucrados. Se define como resistoma al conjunto
de genes que directa o indirectamente, inciden en la resistencia de una cepa dada frente
a distintos antibidticos. El resistoma puede ser afectado por varios factores como la
incidencia humana y la agricultura y esto puede llevar a una mayor facilidad en la
transmision de estos genes de resistencia intra e inter-especies (Perry & Wright, 2013).
Esta transmision se puede realizar mediante la utilizacién de diferentes mecanismos y
elementos genéticos como los plasmidos, secuencias de inserciéon (IS), integrones,
transposones (Tn) y bacteriéfagos. Uno de los mecanismos principales en la transmisién
de genes de resistencia son los plasmidos. Los plasmidos son moléculas
extracromosomales que generalmente tienen un tamafio mucho menor que el
cromosoma. Los plasmidos tienen dos cadenas de ADN superenrolladas y se replican
independientemente del cromosoma bacteriano. Estan normalmente presentes en una
gran cantidad de células bacterianas. Dependiendo de su tipo, puede haber de uno a
varios plasmidos en una sola célula. Se han identificado diferentes tipos de plasmidos,

entre ellos se incluyen los plasmidos conjugativos o sexuales, los cuales se caracterizan
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por contener una region tra que lleva a cabo el proceso de trasferencia del plasmido a
otra bacteria (Shintani et al., 2015).

1.6. Epidemiologia local y vigilancia epidemiolégica de la resistencia a los

antimicrobianos B-lactamicos (RAM) en Uruguay

En el Departamento de Laboratorios de Salud Publica (DLSP) del Ministerio de Salud
Publica de Uruguay se lleva a cabo la vigilancia de microorganismos productores de
carbapenemasas. Los laboratorios de andlisis clinicos publicos y privados del pais,
previo a la Ordenanza Ministerial emitida en 2019 (1327/2019), que explicita que deben
enviarse las cepas, remitian de forma voluntaria estos aislamientos de acuerdo con los
criterios de inclusiéon preestablecidos (instructivo de envio de muestras al DLSP). Los
primeros hallazgos de microorganismos portadores de carbapenemasas en el pais
fueron: un aislamiento de K. pneumoniae ST258 con KPC-2 en 2011 (Marquez et al.,
2014); un aislamiento de P. aeruginosa con VIM en 2011 (Ingold et al., 2011) y un
aislamiento de Providencia rettgeri con NDM-1 en 2012 (Fuente de datos: Unidad de
Bacteriologia. Departamento de Laboratorios de Salud Publica. MSP. Uruguay). Estos
tres tipos de carbapenemasas han sido los mayoritariamente detectados en Uruguay
desde su aparicion, y al igual que en otros paises, la deteccion de la enzima NDM-1
aumento desplazando a KPC-2 a partir de 2015 (Lopez et al., 2022). Ademas, se han
aislado casos puntuales de K. pneumoniae portadora de OXA-48 (ST15, primer caso en
2018) (Aratjo-Pirez et al., 2022) y Serratia marcescens con SME (primer aislamiento en
2020) (Fuente de datos: Unidad de Bacteriologia. Departamento de Laboratorios de
Salud Publica. MSP. Uruguay). Por otro lado, el primer aislamiento de una
enterobacteria doble productora de carbapenemasas (KPC + NDM) fue de K.
pneumoniae en 2017 (ST258), con un aumento en el nimero de casos en 2021 (Fuente
de datos: Unidad de Bacteriologia. Departamento de Laboratorios de Salud Publica.
MSP. Uruguay; Lopez et al., 2022).

En el caso de OXA-23 y OXA-58 en A. baumannii fueron detectadas en 2018 y desde
entonces la mayoria de los Acinetobacter spp poseen OXA-23 (Fuente de datos: Unidad
de Bacteriologia. Departamento de Laboratorios de Salud Publica. MSP. Uruguay; Bado
et al., 2018).

En 2015 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) desarrollé un Plan Global de accién
para la contencion de la RAM con el objetivo de mejorar el entendimiento de la
resistencia antimicrobiana a través de la comunicacion y educacion, y fortalecer el
conocimiento y la evidencia a través de la vigilancia. En 2017, confeccion6 una lista de

patégenos bacterianos clave para la salud publica para guiar la investigacion, desarrollo
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y las estrategias con el fin de prevenir y controlar la resistencia a los antimicrobianos.
Esta lista fue actualizada en 2024 (WHO, 2024) y los Enterobacterales resistentes a los
carbapenemes se encuentran dentro del grupo de patdgenos criticos.

En Uruguay, en 2017 se comenzé a elaborar un programa nacional para la contencion
de la RAM para la salud animal en el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca
(MGAP). Posteriormente, en 2018 el MSP conformd un grupo técnico para la prevencion
de la resistencia antimicrobiana y su mision es desarrollar e implementar programas de
salud para monitorear, controlar y prevenir la resistencia a los antimicrobianos. Tanto el
grupo de trabajo del MSP como el del MGAP, trabajaron en conjunto para generar el
Plan Nacional de Accion Contra la Resistencia Antimicrobiana enmarcado en el
concepto de “Una salud” (PRAM, 2018) y también el Ministerio de Ambiente (PRAM,
2023). Finalmente, durante el afio 2024 se concreta la elaboracion del “Plan Nacional
Unico contra la RAM: herramienta basica para trabajar contra la resistencia”. Algunas

estrategias que se tomaron con este plan incluyen:

e Identificar patdégenos y su resistencia global

e Introducir vigilancia y presentacion de informes para apoyar los esfuerzos
de prevencion y control en el uso de los antimicrobianos

e Establecer y coordinar una vigilancia nacional de la resistencia a los
antimicrobianos (red de laboratorios) para proporcionar informacion
actualizada e identificar grupos de patdgenos en enfermedades
infecciosas

e Establecer una gestion integrada de los animales y sistemas de salud

e Participacion en la red global de RAM.
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2. JUSTIFICACION

Desde el afio 2017 y con una actualizacién en 2024 como fue mencionado, la OMS
respalda la optimizacién del uso de antimicrobianos en humanos y animales para
mantener su eficacia mediante el enfoque “Una salud”. Por ello, se publicé una lista de
patdgenos prioritarios para los que se deberia realizar investigacién y desarrollo de
nuevos farmacos. Dentro de estos patdgenos, las enterobacterias, como E. coli y K.
pneumoniae resistentes a cefalosporinas de tercera generacion (C3G) o carbapenemes,
se encuentran dentro del grupo de prioridad critica.

En la dltima década, se ha comenzado a reutilizar antimicrobianos en desuso (debido
generalmente a su toxicidad) por la emergencia de resistencia a carbapenemes en
patdégenos como K. pneumoniae, A. baumannii o P. aeruginosa. En particular para el
tratamiento de enterobacterias productoras de carbapenemasas tipo KPC o NDM se
han tenido que emplear antimicrobianos como la colistina y la fosfomicina, dada la
escasez de moléculas farmacol6gicamente activas disponibles.

Debido a la gravedad de la situacion con el aumento de la resistencia frente a los
antibiéticos, es necesaria la aplicacion de medidas de control con el fin de minimizar la
diseminacion de bacterias productoras tanto de BLEE como de carbapenemasas.

La contencién de esta diseminacion de cepas debe ser una prioridad de los
profesionales y de las autoridades sanitarias. Contar con resultados de las variantes de
carbapenemasas circulantes en un gran nimero de cepas de Enterobacterales, junto al
estudio de mecanismos de resistencia a otras familias de antibiéticos de importancia
clinica y la posibilidad de diseminacién de dichos mecanismos, es fundamental para el
conocimiento de la epidemiologia local. Este conocimiento puede aportar, ademas, a la
evaluacién de los programas de uso racional de antimicrobianos cuando corresponda.
Por lo anteriormente dicho, no solo es importante conocer cuales son los tipos de
carbapenemasas en el periodo de estudio, sino también conocer cuales son las

resistencias acompafiantes a antibiéticos de importancia critica a nivel humano.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Caracterizar aislamientos clinicos de E. coli y K. pneumoniae productores de

carbapenemasas recibidos en el DLSP durante el afio 2019, provenientes de distintos

centros de salud del pais.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar las carbapenemasas de cepas clinicas de E. coli y K. pneumoniae.
Estudiar las resistencias acompafiantes (colistina, fosfomicina vy
aminoglucosidos).

Estudiar los aislamientos desde el punto de vista clonal.

Analizar y comparar los pldsmidos codificantes de carbapenemasas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Aislamientos clinicos

Se estudiaron 63 aislamientos de K. pneumoniae y 11 aislamientos de E. coli. Asimismo,
se estudi6é un aislamiento de Morganella morganii debido a que esta cepa fue aislada
de un paciente del cual también se aisl6 una cepa de E. coli. Estas cepas fueron
recibidas en el Departamento de Laboratorios de Salud Publica (DLSP) durante el afio
2019 en el marco del Sistema de Vigilancia de cepas productoras de carbapenemasas.
Se contd con el dato de fecha del aislamiento, procedencia, tipo de muestra, sexo y
edad del paciente y los datos de identificacion y sensibilidad antibiética por VITEK® 2
Compact System.

4.2. Cepas de referencia utilizadas

Para la determinacion de sensibilidad a antibiéticos se utiliz6 como cepa de referencia,
E. coli ATCC 25922 de acuerdo con las recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2019). Para el andlisis de los perfiles de resistencia a los
antibiéticos, se consideraron en la categoria de resistente también los valores de
resistencia intermedia.

Para los ensayos de conjugacién se utilizé la cepa receptora E. coli J53-2 (E. coli,
Genetic Stock Center) resistente a rifampicina, ornitina negativa, indol positiva e inmévil
(Yi et al.,, 2012). Para la estimaciéon del tamafio de los fragmentos y control de
electroforesis en gel de campo pulsado se utilizé la cepa Salmonella enterica serovar
Braenderup H9812.

4.3. Métodos

Las cepas productoras de carbapenemasas estudiadas se encontraban conservadas a
-70°C en el banco historico de cepas del DLSP. Para su aislamiento, las cepas fueron
sembradas en placas de Agar MacConkey Lactosa en presencia de 2ug/mL de
ceftazidima y se incubaron en estufa a 37°C por 24 horas.

Los protocolos detallados se encuentran en la seccién de Anexos.
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4.3.1. Deteccion fenotipica de carbapenemasas

Utilizando un cultivo fresco y puro, se prepard una suspension de cada cepa equivalente
a 0.5 McFarland. Posteriormente, se sembr6 la suspension en una placa de agar
Mueller-Hinton (MH). Se utiliz6 un kit confirmatorio para carbapenemasas (ROSCO
Diagnostica) donde se colocaron los siguientes discos: Meropenem 10ug (MRP10),
Meropenem 10pg + Acido Fenilboronico (inhibidor de KPC y AmpC, MRPBO),
Meropenem 10ug + Cloxacilina (inhibidor de AmpC, MRPCX), Meropenem 10pug + Acido
Dipicolinico (inhibidor de Metalo-B-Lactamasa, MRPDP) y Temocilina 30ug (TEM), en la
placa de agar inoculada con la suspensién de cada cepa. Las placas fueron incubadas
a 37°C durante 18-20 horas. Posteriormente, se midieron y se registraron los diametros
de las zonas de inhibicion. Al momento de interpretar, se debe comparar la zona de
inhibicion del disco de MRP10 con las zonas de inhibicion de cada uno de los discos de
Meropenem + inhibidor (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla interpretativa de las zonas de inhibicién (ROSCO Diagnéstica)

Meropenam + Acido Meropenem + Acido Meropenem + Termocilina (30 pE)
fenilboronico (MRPBO) dipicolinica (MRPDP)  Cloxadilina [MRPCX) (TEMOC)
KPC = mm =3mm =3 mm Variable
NDM Meropenem (10 pg) <4 mm =0 mm =3dmm Variable
G.mf-#a Y (MRP10) =3mm =3mm =3 mm =14 mm
similares

Es posible que un organismo sea positivo para mas de un mecanismo de resistencia.
Sin embargo, un mecanismo de resistencia puede enmascarar el otro, dificultando asi

su deteccion.

4.3.2. Reacciones de amplificacion

Para la extraccion de ADN se empled la técnica de lisis bacteriana con liberacion de
ADN por shock térmico con posterior centrifugacion (Anexo 9.1.1). El sobrenadante fue
recuperado y conservado a -20°C para ser utilizado como molde en los diferentes
ensayos (Dashti et al., 2009). La mezcla para realizacion de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), se prepard con un volumen final de 25pL.
La concentracion final de cada componente de la mezcla y los pasos de amplificacion
utilizados se indican para cada caso, ajustando la temperatura de hibridacion segun lo

expuesto en las tablas correspondientes (Anexo 9.1.3). En cada reaccion de
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amplificacion se incluyeron los correspondientes controles positivos, negativos y de
mezcla. Para visualizar los productos de PCR se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa. Se cargo 15uL de cada producto de amplificacién mas 5uL de buffer de carga.
En la corrida electroforética, se coloc6 también un marcador de peso molecular
comercial para visualizar el tamafio de los productos de amplificacion. Una vez finalizada
la corrida, se procedi6 a la tincién con bromuro de etidio y posterior observacién al

transiluminador de UV y captura de imagen.

Mediante este método, se buscaron los genes codificantes de carbapenemasas blanpwm,
blakpc Y blaoxa-as, ¥ de las BLEE mas frecuentes en la regidn y en nuestro pais como
blactx-m-grupo1, blacTx-m-grupoz, blacTx-m-grupos Y blacTx-m-grupos (Garcia-Fulgueiras et al., 2020).
También se realiz6 la busqueda de genes de resistencia a fosfomicina, fosA, fosB, fomA,
fomB, fosA3, fosC2, fosA7 (Kobayashi et al., 2000; Hou et al., 2012; Xu et al., 2013;
Nakamura et al., 2014; Wang et al., 2021), a colistina mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-
5, mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9 (Borowiak et al., 2017; Carattoli et al., 2017; Bado et al.,
2018; Rebelo et al., 2018; Yang et al., 2018; Wang et al., 2018; Coppola et al., 2019;
Lemlem et al., 2023) y a aminoglucosidos, armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, npmA, rmtE,
rmtF, rmtG, rmtH (Bado et al., 2018). También fueron investigados por PCR, el
secuenciotipo exitoso ST258 de K. pneumoniae mediante PCR para pilV (Gomez et al.,
2016) y los secuenciotipos exitosos en E. coli, ST69, ST73, ST95, ST131 (Doumith et
al., 2015). Las secuencias de todos los cebadores utilizados se encuentran en las tablas
2-6 en el Anexo 9.1.3.

Una vez obtenidos los amplicones de PCR para los genes de carbapenemasas se
purificaron mediante un kit comercial (Zymo Research) y posteriormente fueron
secuenciados mediante el servicio de secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo
y de Macrogen Inc. Se usé el programa CHROMAS (version 1.45, Griffith University,
Queensland Australia) para analizar los cromatogramas obtenidos y para buscar
homologia de las secuencias obtenidas y compararlas con otras secuencias ingresadas
previamente en bancos de datos (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ y Beta-Lactamase
DataBase, http://bldb.eu/).

4.3.3. Susceptibilidad antibiética a fosfomicina, colistina y aminoglucésidos

Se realizé un antibiograma a cada cepa mediante una solucion 0,5 MacFarland en suero
fisiolégico testeando los siguientes antibidticos: imipenem, meropenem, ciprofloxacina,

trimetroprim-sulfametoxasol, gentamicina y amikacina.
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Para calcular la concentracién inhibitoria minima (CIM) a colistina se utilizo el protocolo
de CLSI (CLSI, 2021) (Anexo 9.1.4). Abreviadamente, este procedimiento consistié en
disponer de cuatro placas con el medio MH con diferentes diluciones de colistina
(Opg/mL, 1pg/mL, 2ug/mL y 4ug/mL) y, posteriormente, dividir cada placa de agar en
hasta diez partes, una por cada muestra y un control positivo. Una vez inoculadas las
cepas, se incubaron a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se leyeron los
resultados evaluando el crecimiento en las distintas diluciones. EIl criterio de
interpretacion fue: < 2ug/mL= resistencia intermedia, 24ug/mL= resistente. A los efectos

de este trabajo, los valores de resistencia intermedia se consideraron como resistente.

Para evaluar la CIM a fosfomicina, brevemente se realizd una suspension equivalente
al 0,5 MacFarland en suero fisiol6gico de cada cepa problema. Luego, se hizo una
dilucion 1/20 de cada cepa problema a partir inéculo inicial y se sembraron 600uL de
cada cepa en un pocillo del multi-inoculador para la posterior siembra en placas de agar
MH por duplicado con diferentes diluciones de fosfomicina (2ug/mL, 4ug/mL, 8ug/mL,
16pg/mL, 32ug/mL, 64pg/mL, 128ug/mL y 256ug/mL). Se agregaron dos placas sin
antibiético antes y después de la inoculacion para controlar la calidad de las
suspensiones. Asimismo, se agregd a cada placa 50ug/mL de glucosa-6-fosfato.
Posteriormente, se incubaron las placas a 37°C durante 18-20 horas (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2021) (Anexo 9.1.5).

4.3.4. Electroforesis en gel de campo pulsado

Se llevdé a cabo electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) para todos los
aislamientos. El protocolo utilizado fue segun las guias de PulseNet. Brevemente, la
restriccion se realizé con la enzima Xbal (origen bacteriano Xanthomonas badrii, Thermo
Scientific), utilizando 30 unidades por bloque, e incubando la digestién 37°C durante 18
horas. El gel para la corrida electroforética se preparé al 1% y las condiciones de corrida
utilizadas fueron: 6 volts, durante 18 horas, pulso inicial 2.2 segundos, pulso final 54.2
segundos. Se emple6é como cepa control un aislamiento de Salmonella enterica serovar
Braenderup (Anexo 9.1.6).

Las imagenes se analizaron con el programa GelCompar Il 5.1 (Applied Maths, Kortrijk,
Bélgica). Se generaron matrices de similitud con el indice de DICE y se agruparon
mediante el algoritmo unweighted pair-group method with arithmetic mean (UPMGA),
para la posterior construccion de los dendrogramas correspondientes con 2% de

tolerancia de bandas y 0% de optimizacion (Bado et al., 2016).
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4.3.5. Ensayo de conjugacion para determinar la movilidad de los mecanismos

de resistencia

A partir de un cultivo puro de las cepas parentales y receptora previamente incubadas
a 37°C durante 18-24 horas en medio MacConkey, se inocularon en caldo Luria-Bertani
y se incuban a 37°C en agitacion (200 rpm) durante 3 horas. Luego de este periodo, se
realizé una mezcla conteniendo 0.2mL de la cepa donante y 2.2mL de la cepa receptora,
la cual fue incubada a 37°C durante 24 horas sin agitacién. Posteriormente, se
inocularon las placas con los volumenes: 100uL de la mezcla de conjugacion y, 100uL
de un concentrado el cual se obtuvo mediante una centrifugacién de dicha mezcla a
4000 rpm durante 3 min, en la que luego se retird la mayor parte del sobrenadante y
disolviendo el “pellet” en el volumen restante, el cual fue inoculado en las placas con
antibidticos (Anexo 9.1.7). Posteriormente, la mezcla de conjugacion en cada caso fue
plagueada en medio MacConkey suplementado con 2ug/mL de ceftazidime y 150ug/mL
de rifampicina e incubados a 37 °C durante 18-24 horas. En paralelo se realizaron
controles de viabilidad, mediante la siembra de las cepas donante y receptora en
MacConkey sin antibiético y controles de ausencia de crecimiento en MacConkey con
2ug/mL de ceftazidime y 150ug/mL de rifampicina (Papa-Ezdra et al., 2021).

Aguellos clones capaces de crecer en el medio con la doble presion antibittica fueron
considerados cepas transconjugantes (Tc+). Con el fin de comprobar que las Tc+ no
sean copias del donante, se les realizaron pruebas bioquimicas MIO (motilidad-indol-
ornitina), antibiograma por disco difusion, incluyendo test de sinergia para
carbapenemasas, y busqueda mediante PCR de los genes presentes en la cepa
donante respectiva.

En aquellas cepas que presentaron genes de resistencia a fosfomicina, se realiz6 el
ensayo de conjugacion utilizando el mismo procedimiento anterior con la variante de
utilizar 2ug/mL de fosfomicina, acompafiado de 50ug/mL de glucosa-6-fosfato y

150ug/mL de rifampicina (Garcia-Fulgueiras et al., 2022).

4.3.6. Determinacion del tamario de los plasmidos transferidos

Los tamafios de los plasmidos transferidos se estimaron en las cepas Tc+ mediante
tratamiento con nucleasa S1 (Thermo Scientific, Waltham, MA). La nucleasa S1 corta
los plasmidos superenrollados en moléculas lineales, lo que permite que mediante
PFGE, los plasmidos grandes migren como bandas discretas observables después de
la tincion con etidio. Posteriormente, sus tamafios se estimaron de manera confiable

mediante comparacion con marcadores de ADN lineal (Barton et al., 1995). Para el
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armado de los bloques se utilizé una turbidez de 9 en la escala McFarland. La digestion
de cada bloque se realiz6 con 2 unidades de nucleasa durante 1 hora a 37°C. Los geles
para la corrida de electroforesis se prepararon al 1% y las condiciones de corrida fueron:
6 voltios, 18 horas, pulso inicial 2.2 segundos, pulso final 54.2 segundos. Como cepa de
referencia para estimar el tamafio de los pladsmidos, se utilizé la cepa S. enterica serovar

Braenderup digerida con Xbal (Garcia-Fulgueiras et al., 2017).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizaciéon de las cepas

Las cepas identificadas fueron: K. pneumoniae (n=63, 84%), E. coli (n=11, 15%) y M.
morganii (n=1, 1%).

Remitieron aislamientos al DLSP seis instituciones publicas y siete instituciones
privadas de Montevideo y tres instituciones publicas y cuatro instituciones privadas del
interior del pais (Canelones, Maldonado, Colonia, Durazno, Rocha, Salto y Paysandu).
El origen de los aislamientos fue: orina (n=44, 59%), sangre (n=9, 12%), secreciones
respiratorias (n=6, 8%) y origenes varios (n=16, 21%) (Figura 2). La edad de los
pacientes oscilo entre los 18 y 92 afios, siendo la media 62 afios (Anexo 9.3).

Sangre
Secreciones respiratorias

Otros origenes

Figura 2. Procedencia de los aislamientos.

Con respecto a los perfiles de susceptibilidad a antibiéticos los aislamientos de E. coliy
K. pneumoniae fueron 100% resistentes a: ampicilina-sulbactam (AMS), cefazolina
(CF2), cefuroxime (CXM), imipenem (IMI), meropenem (MERO), y a trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT), 99% resistente a cefotaxime (CTX), 95% resistentes a
ceftazidime (CAZ) y a piperacilina-tazobactam (PTZ), 67% resistente a cefepime (FEP),
65% resistente a ciprofloxacina (CIP), 39% resistente a gentamicina (CN), 18%
resistente a amikacina (AK), 5% a fosfomicina (FOS) y 11% a colistina Figura 3 (Anexo
9.3).

Se considera resistente a imipenem y a meropenem al aislamiento que presente una

CIM mayor o igual a 4ug/mL
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Figura 3. Perfil de resistencia a antibidticos de la coleccion de cepas. Se recuadran las
resistencias que dan cuenta de la presencia de carbapenemasas.

El 71% de las cepas de K. pneumoniae y el 64% de las cepas de E. coli presentaron un
fenotipo MDR. Si bien dentro de las primeras existe gran variedad de combinaciones
para generar este fenotipo MDR, Ila combinacion méas comun: CAR
(cabapenemes)/CN/CIP/SXT con un porcentaje del 44%. En cuanto a E. coli, no se

destaca una combinacién especifica que genere el fenotipo MDR (Anexo 9.3).

De la caracterizacion fenotipica de las carbapenemasas se encontré que en 51 casos
(69%), las enzimas fueron de clase B (MBL), en 21 casos (29%) de clase A (serin-
carbapenemasas) y en 1 caso (1%) de clase D (OXA) (Figura 4). Posteriormente, por
PCR y secuenciacion se determiné que las MBL fueron codificadas por blanpw-1, las
serin-carbapenemasas por blakec-2 ¥ la enzima de clase D por blaoxa-ss.

En K. pneumoniae los genes detectados se distribuyeron segun: 42 blanpw-1, 19
blakpc-2, 1 blaoxa4s. En E. coli la distribucion fue: 7 blanpw-1 Y 3 blakec2. Un aislamiento
de K. pneumoniae, y uno de E. coli presentaron coproduccién de blanpom-1/blakec-2 (Figura
5).
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Figura 4. Tests de sinergia positivos.
Imipenem (IPM), meropenem (MEM) e inhibidores: a) EDTA, b) &cido borénico, BOR.

K. pneumoniae E. coli

m NDM-1

mKPC-2

m OXA-48
NDM-1/KPC-2

Figura 5. Proporcién de carbapenemasas segun la especie

Con respecto a los resultados de resistencia a colistina, ocho aislamientos de K.
pneumoniae fueron resistentes a este antibiético. Sin embargo, ninguno de los
aislamientos presento las variantes del gen mcr investigadas. En cinco de los ocho
casos resistentes, estaba presente blanom-1, y €n dos casos blakec-2. Tres de las cepas
gue tenian blanom-1 pertenecian al ST258 y uno de los aislamientos presentaba ademas
blacrx-w-15. En otro de los casos se encontré la co-produccion blanpm-1/blacrx-w-s. Y €n otro

la co-produccién de blakec-2/blactx-m-15. ESte Gltimo aislamiento pertenecia al ST258.

Al diferenciar por especie y con relacion a la fosfomicina, un solo aislamiento de K.
pneumoniae (1.6%) resulto resistente a este antibidtico y se identifico la presencia de
fosA3. Esta cepa posee la enzima blanom1. En relacion con E. coli, tres cepas de las
once (27.3%) resultaron resistentes a fosfomicina y también fue caracterizado el gen
fosA3. Una de estas cepas pertenece al secuenciotipo exitoso ST69 y presenta el gen

blakec-2, mientras que las dos restantes portaban blanpw-1.
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En las cepas resistentes a amikacina (=64ug/mL) y gentamicina (=16ug/mL) se evalud
la presencia de metilasas. Se identificé un aislamiento de E. coli portador de los genes

blanom-1/blakec-2 y con el gen de la metilasa rmtC (cepa 891).

5.2. Coproduccion de carbapenemasas con [-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) de tipo CTX-M

El 20% (15/74) de las cepas de la coleccidn presentaron BLEE y se trataba solamente
de aislamientos de la especie K. pneumoniae. Dentro de este porcentaje 12 cepas (80%)
tenian el gen blacrx-m-15, mientras que el 20% restante presentaban blacrx-v-s.

El 24% (15/63) de los aislamientos de K. pneumoniae presentaban una BLEE de la
familia CTX-M. Se identificd blanom-1/blacrx-v-1s €n nueve casos, dos presentaban co-
produccion entre blakpc2/blactx-m-15 Yy una cepa presentaba blaoxa-as/blacrx-m-1s. En dos
cepas se encontrd blanpw-1/blactx-w-s Y €n una blakec-2/blactx-v-s (Anexo 9.3.2).

En las cepas de E. coli, no se encontraron BLEE de la familia CTX-M.

5.3. Secuenciotipos exitosos y PFGE

Como se mencion6 anteriormente, se identificd el secuenciotipo ST258 en el 21%
(n=13/63) de las cepas de K. pneumoniae. Dentro de estos aislamientos, ocho
presentaron Unicamente blanpw-1, tres blanpm-i/blactx-w-1s Y una aislamientos blanpu-
i/blactx-vs. El 25% de los aislamientos en donde se observé una co-produccién, eran
ST258. SAlo una cepa correspondiente al ST258 presentaba blakpc-2 sin co-produccién
de BLEE ni genes de resistencia para fosfomicina ni colistina.

Por PFGE se generaron entre 14 y 22 fragmentos de ADN genémico de 61 aislamientos
de K. pneumoniae, ya que dos cepas (763 y 897) fueron no tipificables mediante este
método. El andlisis de los perfiles de bandas obtenidos reveld una gran diversidad con
36 pulsotipos diferentes (I-XXXVI) (Figura 6). El pulsotipo mayoritario denominado |1,
represent6 el 13% de los aislamientos (8/61). Todas las cepas pertenecientes a este
clon presentaban el gen de la carbapenemasas blanom-1 y presentaban el secuenciotipo
ST258. Casi el 50% de las cepas pertenecientes a este grupo, ademas, presentaban
co-producciéon de BLEE. El pulsotipo que sigue en frecuencia fue el Il representado por
seis cepas (9.5%). Estos aislamientos tenian en comun poseer el gen blakpc.. El
pulsotipo Ill, estaba representado por cuatro cepas (6.4%), todas ellas presentando el
gen blanom1 Y sin co-produccion de BLEE. Los perfiles de las cepas 539 y 807
productoras blanpm-1 S€ agruparon en el pulsotipo IV (3.2%), la cepa 539 también

presentaba blacrx-w-15. Las cepas 547 y la 723 conforman el pulsotipo V y ambas
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presentan blakpc-2/blactx-m-15. El pulsotipo VI, agrupa cinco cepas (6.4%). Este es el
Unico pulsotipo que contiene cepas con diferentes carbapenemasas: las cepas 774, 832
y 739 presentan blakpc-2 mientras que los dos restantes (765 y 892) presentaban blanpwm-
1. Tanto el pulsotipo VII como el VIII representan el 3.2% de los aislamientos. Ambos
pulsotipos representados por cepas que producen blanom-1 Y S6lo la cepa 702 dentro de
del pulsotipo VIl coproducia la blacrx-m-15. El pulsotipo XXXVI estad compuesto por dos
cepas, la 667 y la 796 (3.2%). Ambas cepas de este pulsotipo poseen blanpm1 Y
pertenecen al secuenciotipo ST258. Los 26 pulsotipos restantes, IX-XXXV, estan

representados por una Unica cepa (Anexo 9.3.2).
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Figura 6. Dendrograma de las cepas de K. pneumoniae. Se indica con el color violeta a los
pulsotipos que poseen solo la enzima KPC-2, con el color verde a los pulsotipos con la enzima

NDM-1 y con celeste el pulsotipo que poseen aislamientos con las dos carbapenemasas.
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En E. coli el Unico secuenciotipo exitoso que se encontro fue ST69 en el 36% de los
aislamientos (4/11). Las cepas 666, 697, 750 presentaban este secuenciotipo y tenian
el gen de la carbapenemasa blakpc-2 Y No presentaban co-produccion con BLEE. La cepa
680 fue la Unica que present6 este secuenciotipo junto con la enzima blanpm-1.

Con respecto a analisis por PFGE en E. coli, se analizaron los perfiles de bandas de 10
aislamientos ya que la cepa 643 resulté no tipificable (Figura 7). Se identificaron seis
pulsotipos (I-VI) con pequenfias variaciones. El pulsotipo mayoritario, al cual se denominé
I, esta representado por el 40% de las cepas (4/10). Todas las cepas de este pulsotipo
presentan blanpw-1, con la particularidad que la cepa 812 posee también el gen fosA3 y
el aislamiento 891 también presenta el gen blakec2. El segundo pulsotipo (Il) esta
formado por dos aislamientos con diferentes carbapenemasas, la cepa 666 tiene el gen
blakpc.o/ f0SA3 y la cepa 680 blanom-1. Ambos aislamientos pertenecen a ST69. Los
pulsotipos I, 1V, V, VI estan representados por un Unico aislamiento. El pulsotipo Il y
VI tienen cepas con blakec2, Mmientras que los pulsotipos IV y V tienen aislamientos con
blanom-1. Ademas, estos ultimos dos pulsotipos pertenecen al ST69. La cepa que forma
el pulsotipo VI (805) presenta ademas fosA3.

Ninguna de las tres cepas resistentes a fosfomicina se encontraban relacionadas
mediante PFGE (Anexo 9.3.1).
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Figura 7. Dendrograma de las cepas de E. coli. Se indica con el color violeta a los pulsotipos que

poseen solo la enzima KPC-2, con el color verde a los pulsotipos con la enzima NDM-1 y con

celeste el pulsotipo que poseen aislamientos con las dos carbapenemasas.
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5.4. Ensayos de conjugacion

Se realizaron ensayos de conjugacion para todas las cepas para evaluar la movilidad
de los genes involucrados en las diferentes resistencias a antibiéticos. Como resultado,
se obtuvo que el 81% de los aislamientos fueron positivos en los ensayos de
conjugacion.

El gen blanom-1 fue el que se movilizé de modo mas frecuente en el 84% de los casos,
en 43 cepas con el gen blanpw-1 de los 51 aislamientos portadores. El gen blakpc2 se
movilizd 70% de los casos, en 17 aislamientos con blakpc2 de 24 aislamientos
portadores.

En relaciéon con cada especie, en K. pneumoniae el 78% de los genes codificantes de
carbapenemasas se localizaron en plasmidos conjugativos. Al observar segun los genes
de carbapenemasas dentro de esta especie, se encontré que el 81% de las cepas que
presentaron el gen blanpw-1 l0 transfirieron por conjugacion (35/43), el 50% de las cepas
que presentaban coproduccién blanpom-1/blactx-w-s, fueron positivas (1/2) y que solo el
12% de las cepas que contenian blanom-1/blacrx-m-15, fueron positivos para conjugacion

(1/9), en los ocho casos restantes se movilizo sé6lo blanpw-i.

En los aislamientos de K. pneumoniae con blakec-2, 10s resultados de la conjugacion
fueron positivos en el 65% de los casos (12/19); en dos de los cuatro aislamientos que
portaron produccién conjunta de blakpc-2/blactx-m-15 S€ movilizaron ambos genes y en los
otros dos sélo se movilizé blakec2. Para la cepa blaoxaas/blactx-v-1s €l valor de
transferencia fue del 100% (1/1), mientras que aquella cepa en la que co-residian los

genes de carbapenemasas blanom-1/blakec-2 la conjugacion no fue exitosa.

En cuanto a las cepas de E. coli (n=11), el 100% de los genes codificantes de
carbapenemasas se presentaron en plasmidos conjugativos: blanpm-1 (7/7), blakpc-2 (3/3)
Yy blaNDM.llblaKpc.z (1/1)

En ninguno de los cuatro aislamientos (1 K. pneumoniae y 3 E. coli) donde habia
combinacion blanpm-1/fosA3 (n=3) o blakpc-2/fosA3 (n=1) ocurrio la transferencia del gen
fosA3 acompafando a la carbapenemasa (Anexo 9.3).

Al estudiar el transconjugante de la E. coli 891, se observé que ademas de los dos genes
para carbapenemasas, también se transfirié6 el gen para la metilasa RMT-C (Anexo
9.3.1).
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5.5. Tamafo plasmidico

Con respecto a K. pneumoniae, el 41% de los plasmidos que se transfirieron por
conjugacion, tenian un tamafo estimado de 140kb y el 35%, 220kb. En cuatro cepas
(8%), el plasmido que poseian era de aproximadamente 105kb y en tres aislamientos
(6%) el tamario del plasmido fue de 245kb. Las cepas 612 y 787, presentaron plasmidos
de un tamafio estimado 55kb y 455kb, respectivamente. Tres cepas (667, 729 y 746)
presentaron dos plasmidos cada una, de tamafios aproximados de 80/220kb, 80/250kb
y 225/670kb, respectivamente (Anexo 9.3.2).

En E. coli, el 64% de los plasmidos portados por los Tc+ tenian un tamafio aproximado
de 220kb. Todas las cepas pertenecientes al grupo mayoritario presentaron este tamafio
aproximado a excepcion de la cepa que presenta blanpm-1/blakec-2 y ademas el gen rmtC.
El plasmido de esta cepa fue de un tamafio estimado de 245kb.

Los aislamientos 680 y 697 presentaron plasmidos con tamafios aproximados de
140kb, 250kb, respectivamente. Por ultimo, la cepa 750 tiene dos plasmidos de tamafios
estimados de 225/670kb (Anexo 9.3.1).

S.B TCe65 TC846 TC792

B &l

140kb 140kb

Figura 8. Campo pulsado mostrando los tamafios plasmidicos
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5.6. M. morganii

En cuanto a la cepa de M. morganii, especie naturalmente resistente a la colistina,
presentd blanowm-1 Y no co-producia ninguna BLEE. Resulté ser sensible a la fosfomicina
y el resultado de conjugacion fue positivo, confirmando la transferencia de blanpm-1. Al
relacionar esta cepa con la del aislamiento de E. coli que provenia del mismo paciente,
se observé que ambos poseen blanpw-1 Y que una vez caracterizados sus plasmidos

conjugativos el tamafo de estos fue entre 170-140kb, respectivamente.

45



6. DISCUSION

En la serie estudiada, la presencia de K. pneumoniae productora de carbapenemasas
fue considerablemente mayor en relacion con E. coli (84% vs 15%). En K. pneumoniae
el gen de carbapenemasa principalmente detectado fue: blanpw-1 €n el 68% de los casos
y seqguido de, blakec-2 €n el 31%. Esto concuerda con los paises de la region, donde en
mas del 65% de las cepas se detecta blanpw-1 Yy entre un 20-30% blaxec-2 (Velasquez-
Porta & Lau-Bonilla, 2017; Sacsaquispe-Contreras & Bailén-Calderon, 2018). En el caso
de E. coli la distribucién fue 63% de deteccién de blanpm-1 Y 37% de blakpc-2, al igual que
en el caso de K. pneumoniae, esto concuerda con datos de la regién (van Duin & Doi,
2017; Cejas et al., 2019).

Dos aislamientos de la coleccion analizada, uno de K. pneumoniaey otro de E.
coli, eran dobles productores de carbapenemasas (blanpw-1/blakec-2). El primer pais en
donde se aisl6 una cepa que co-producia dos clases de carbapenemasas fue en Grecia
entre los afios 2009 y 2010 (Giakkoupi et al., 2009). A partir de ese momento, se
comenzaron a reportar cepas con doble carbapenemasas a nivel mundial (Meletis et al.,
2015). En la region, estos aislamientos se han encontrado en varios paises como
Argentina, Chile, Paraguay, Ecuador y Colombia (Organizacibn Panamericana de la
Salud, 2021; Thomas et al., 2022).

En nuestro pais, el primer aislamiento de una cepa doble productora de
carbapenemasas fue en el afio 2017. La misma se aislé de una muestra de liquido
peritoneal de un paciente ingresado en un centro hospitalario de la ciudad de
Montevideo. Desde entonces estos aislamientos doble productores se fueron
detectando esporadicamente: entre los afios 2017-2019 los casos de doble
carbapenemasas representaron 0,93%. A partir del 2021 se observé un aumento de
dichos aislamientos y pasaron a ser el 3.3% de los casos (L6pez et al., 2022; Otero et
al., 2022). Estos hallazgos estaban en sintonia con lo que estaba ocurriendo tanto en la
regién como en el resto del mundo, debido a que luego de la pandemia de COVID-19,
se notific6 un aumento sustancial en el nimero de aislamientos con doble
carbapenemasa, ocasionado probablemente por el uso excesivo de antibiéticos durante

la pandemia (Organizacién Panamericana de la Salud, 2021).

En relacion con la acumulacién de mecanismos de resistencia en los aislamientos de
enterobacterias, la co-produccion de carbapenemasas con BLEE ya ha sido descrito en
distintos paises, lo que complejiza aun mas la situacion de la resistencia a

antimicrobianos a nivel mundial (Aquino-Andrade et al., 2018). En la coleccion
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analizada, K. pneumoniae presentd co-produccion de carbapenemasas con BLEE. La
combinacién de blanpm-1/blactx-m-15 fue la mas frecuente, seguido por las combinaciones
blakpc-2/blactx-m-15, Y blakpc-2/blactx-m-s ¥ blaoxa-as/blactx-v-1s. Estos hallazgos ponen de
manifiesto la plasticidad de K. pneumoniae para combinar genes codificantes para de
carbapenemasas y para BLEE.

El ST258 es el responsable de la alta diseminacién de K. pneumoniae a nivel mundial,
especialmente en América del Norte, América del Sur y Europa (Wyres et al., 2019;
Andrey et al., 2020; Soria, 2021). Sin embargo, Uruguay tiene un patrén diferente a la
region debido a que este secuenciotipo no es relevante en nuestra epidemiologia v,
como se puede observar, durante este periodo de estudio, el porcentaje de ST258 fue
bajo (21%).

En cuanto a las cepas de E. coli, a pesar de que ST131 es el secuenciotipo exitoso
mayormente encontrado a nivel mundial, no fue identificado en esta coleccion.
Solamente fue encontrado ST69 en el 36% de los aislamientos. Estos resultados
coinciden con lo reportado, ya que ST69 se identifica en orden de prevalencia en
segundo lugar luego de ST131 en distintos paises a lo largo del tiempo (Manges et al.,
2019).

En K. pneumoniae, se encontré una gran variedad de pulsotipos (I-XXXVI), si bien hubo
un pulsotipo mayoritario, el mismo estaba comprendido por s6lo ocho cepas (13%).
Estos aislamientos presentaban el gen de la carbapenemasa blanom-1. Tres de estas
ocho cepas, presentaron, ademas, genes de la familia CTX-M, lo que evidencia la
movilidad de los plasmidos dentro de un mismo pulsotipo. De los 36 pulsotipos, 26 estan

constituidos por un solo aislamiento, lo que demuestra la gran policlonalidad encontrada.

En E. coli entre las 10 cepas tipificables, se encontraron seis pulsotipos, el pulsotipo
mayoritario estaba representado por 4 cepas (40%) y lo que tuvieron en comun fue que
portaban el gen blanpw1. Asimismo, la cepa 812 poseia también el gen fosA3 vy el
aislamiento 891 también present6 el gen blakec-2 y €l gen rmtC. Este pulsotipo muestra
una gran movilizacién de plasmidos debido que en el mismo pulsotipo, se observa una
gran heterogeneidad de genes de resistencia a diferentes familias de antibiéticos.

Por otro lado, se destaca la elevada presencia de carbapenemasas en plasmidos
conjugativos, siendo la enzima blanom-1, la que tiene mayor frecuencia de movilizacion,
ademas de que es la enzima mayoritaria detectada. Cabe mencionar, que si bien los
aislamientos de E. coli fueron un bajo nimero, todos los ensayos de conjugacion fueron

positivos, por lo que la totalidad de los genes de carbapenemasas se encontraban en
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plasmidos movilizables por conjugaciéon. Se destaca en ambas especies el importante

rol de estos plasmidos en la transferencia y diseminacion de genes de carbapenemasas.

En cuanto a la resistencia a otras familias de antibiéticos, ningun aislamiento result6 ser
resistente tanto a fosfomicina como a colistina. Esto es un dato relevante ya que la
fosfomicina y la colistina se usan en terapias combinadas de infecciones por
Enterobacterales productores de carbapenemasas. Los porcentajes de resistencia
globales a estos antibioticos fueron bajos (5% para la fosfomicina y 11% para la
colistina), lo cual permitiria seguir utilizdndolos de modo empirico.

En cambio, cuando se analiza la fosfomicina en la especie E. coli, el porcentaje al
superar el 20% (27.3%), podria dificultar el tratamiento antibiético empirico con este
antibidtico.

Por otro lado, en ninguna de las cepas que presentaron el gen fosA3 ocurrio la
transferencia de dicho gen. Sin embargo, las carbapenemasas de estos aislamientos si
se transfirieron en los ensayos de conjugacién. Esto podria deberse a que el gen fosA3
estuviera contenido en una plataforma genética que no fuera movilizable bajo las
condiciones de los ensayos realizados ya sea porque no esta en el mismo plasmido que
el gen bla o porque se presion6 con antibiéticos para las carbapenemasas, pero no para

la fosfomicina.

Al analizar la resistencia a colistina, se observd que las cepas resistentes a este
antibidtico eran K. pneumoniae y en ningln caso se detectaron genes de resistencia
transferible. Esto puede deberse a que en esta especie los mecanismos de resistencia

transferibles no son frecuentes por el momento en nuestro pais.

En América Latina, la resistencia observada en la regién para aminoglucésidos es
distinta segun el antibiético en cuestién. Para gentamicina los niveles de resistencia en
enterobacterias en general son mayores que para amikacina, siendo los valores
gentamicina del 39% y a amikacina de 18% (CLSI, 2019), lo que depende de las normas
internacionales utilizadas en la interpretacion de los puntos de corte. Si utilizaramos las
normas actuales (CLSI, 2024), los valores de gentamicina ascenderian a 53% y de
amikacina a 44%, lo que remarca la importancia de mantener los datos de CIM a lo largo
del tiempo y establecer las normas utilizadas en su interpretacion.

Se caracteriz6 un Unico aislamiento de E. coli que ademas de ser doble productor de
carbapenemasas, presentaba resistencia a amikacina y a gentamicina por la presencia
de una metilasa, rmtC. Los genes identificados se encontraban en un plasmido

conjugativo, lo que pone de manifiesto la capacidad de diseminacion horizontal de los
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mecanismos de resistencia estudiados, con el consecuente impacto en la resistencia a

antibidticos de amplio uso en el tratamiento de infecciones por microorganismos MDR.

Con respecto al aislamiento identificado como M. morganii que provenia de un mismo
paciente del cual se habia aislado también una cepa de E. coli productora de NDM-1,
se observd que dichos microorganismos no comparten el mismo plasmido, a considerar

por el tamafio de estos en los ensayos realizados.
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7. CONCLUSIONES

Actualmente, la resistencia antibiotica es una de las mayores amenazas para la salud
publica mundial, y el uso excesivo e inadecuado de antibidticos ha acelerado el
problema. Un punto critico en este tema es la emergencia de carbapenemasas en cepas
de enterobacterias MDR, lo cual contribuy6 a aumentar los costos hospitalarios, la
morbilidad y la mortalidad de los pacientes que padecen infecciones por este tipo de
bacterias.

Segun los resultados de este trabajo, K. pneumoniae y E. coli son patégenos con alta
variabilidad que representa un gran problema sanitario debido a su capacidad de
albergar genes de resistencia a carbepenems y otros antibiéticos en plasmidos
conjugativos, facilitando asi su diseminacion. Por este motivo, se enfatiza la importancia
de mantener una vigilancia continua para conocer los patégenos y los mecanismos de

resistencia circulantes y asi poder optimizar los recursos terapéuticos disponibles.
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9. ANEXOS

9.1. Protocolos

9.1.1 Protocolo de extraccion de ADN (Dashti, 2009)

e Colocar 200uL de agua mQ estéril en un eppendorf de 1.5mL
e Colocar 3 0 4 colonias

e \ortexear

e Poner en el termobloque a 100°C por 10 min

e Colocar en el freezer a -20°C por 5 min

e Centrifugar 10 min a 13000 rpm

e Pasar el sobrenadante a un eppendorf de 1.5mL

e Conservar a -20°C

9.1.2 Protocolo para conservar cepas a -80°C

e Colocar 910uL de caldo LB en un eppendorf de 1.5mL
e Colocar en el tubo 3 o0 4 ansadas de colonias.

e \ortexear

e Colocar 390uL de glicerol estéril

e \ortexear

e Congelar en el freezer a -80°C



9.1.3. Protocolos y tablas de cebadores

Tabla 2. Carbapenemasas y B-lactamasas de espectro extendido

Cebador Secuencia (5->3) T amplificacién (°C) | Tamario (pb) Referencia Programa de amplificacién
PAN-CTX-M-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 61 543
PAN-CTX-M-R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
CTX-M-1-F CCCATGGTTAAAAAATCACTG 54 830
CTX-M-1-R CGTAGCCGGGCCGCCAACGTGA
CTX-M-2-F TTAATGATGACTCAGAGCATT 50 a75
CTX-M-2-R GATACCTCGCTCCATTTATTGC o . _
CTX-M-G3F ACCTGATTAACTACAATCCCAT o a1 Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
CTX-M-G3-R ACTTTCTGCCTTCTGCTCTGGC 94 9C 1 min
CTX-M-8-F TGAATACTTCAGCCACACG ) X " ” . , - . .
CTXMER TAGAAT TAATAACCGTCGGT 50 922 Garcia-Fulgueiras, 2020 Amplificacion 30 ciclos ;za‘TCpI;ﬁ:::cn especifica 1 min
CTX-M-G4-F GCTGGAGAAAAGCAGCGGAG 57 473
CTX-M-G4-R GTAAGCTGACGCAACGTCTG Extension 72 °C 10 min
KPC-F AACAAGGAATATCGTTGATG 94 905
KPC-R AGATGATTTTCAGAGCCTTA
NDM-1F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 56 520
NDM-1R CGGAATGGCTCATCACGATC
OXA-48-F TTGGTGGCATCGATTATCGG 50 744
OXA-48-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
Tabla 3. ST exitosos
Cebador Secuencia (5'—>3') T amplificacion (°C)| Tamafic (pb) Referencia Programa de amplificacion
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min
pilv-F TGATGCTGATGGCAGACTGA
94°C 30seg
53 320 Gomez, 2016 Amplificacion 30 ciclos 53°C 30seg
72°C  1min
pilv-R TGTAGTCACACCCTGCCCA
Extension 72°C 10 min
ST73-F TGGTTTTACCATTTTGTCGGA T o )
ST73R GGAAATCGTTGATGTTGGET 60 480 Desnaturalizacion inicial 94°C 3 min
ST131-F GACTGCATTTCGTCGCCATA o
ST131-R CCCECOECATCATAATGAAA = 0 Doumith, 2015 Amplificacién 30 ciclos gg °(c:: :g :sg
ST95-F ACTAATCAGGATGGCGAGAC o 200 : P e a Seg
ST95-R ATCACGCCCATTAATCCAGT 9
STE9-F ATCTGGAGGCAACAAGCATA . o .
ST63-R AGAGAAAGGGCGTTCAGAAT &0 104 Extensin 72°C  5min
Tabla 4. Fosfomicina
Cebador Secuencia (5->3') T amplificacién (°C) Tamafo (pb) Referencia Programa de amplificacion
fosA-F ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT
fosAR ATGCCCGCATAGGGCTTCT % ok Hou. 2012
fosB-F AATCGGATTTTAGTGTGGAAACA
fosB-R. GGGTAATCGGATAATAGTGTGGA o8 a7 K. 2013 Desnaturalizacion inicial 94°C 1 mi
fomA-F GGGGGATCCACGCCCGATTTCTTGGEC 0 795 Kobavashi. 2020 ssnaturalizacion Inicta min
fomA-R GGGGGATCCCGCAGAAGCAGTCGTGGTG Y ' | 949G 1 min
fomB-F GCEGGGATCCCTGG CCTCACGATCCGC 60 991 Kobayashi, 2020 Amplificacion 35 ciclos T amplificacion especifica 30 seg
fomB-R GGGGGATCCTTCGGCAAGCTGCTTGAGCGTC 729G 30 seg
fosA3-F TGAATCATCTGACGCTGG
45 404 Heu, 2012
ioscar G TTCOOTOOAGTTCTATAG 727 fomin
osC2- A
fosC2-R CTTGATAGGGTTTAGACTTC 54 334 Hou, 2012
fosA7-F ATGCTTCAATCTCTGAACCAC
fosAT-R CCGAAACGCATTCCAGAGTA 52 409 \Wang. 2021

76




Tabla 5. Colistina

Cebador Secuencia (5—->3') T amplificacion (°C)| Tamario (pb) Referencia Programa de amplificacién
CLR5-F (mer-1) CGGTCAGTCCGTTIGTTC
CLR5-R (mcr-1) CTTGGTCGGTCTGTAGGG 49 310 Bado, 2018
mcr2-1F TGTTGCTTGTGCCGATTGGA
mer2-1R AGATGGTATTGTIGGTTGCTG 54 7 Rebalo, 2018
mer-3 F TTIGGCACTGTA GCATTT .
mor3 R TTAACGAAATTGGCTGGAACA %2 2 Yin, 2017 Desnaturalizacion inicial 049G 5 mi
merd F ATTGGGATAGICGCCTTTTT o v Coraton 2017 esnaturalizacion inicia min
mer-4 R TTACAGCCAGAATCATTATCA ’ 04 °C 40 seg
mer-5 F TATCTCGACAAGGCCATGCTG . 5 - . ) " B
morER GAATCTGGCGTTCGTCGTAGT 60 613 Borowiak, 2017 Amplificacion 30 ciclos 7Tga“rgplltlgc;Saecmn especifica 40 seg
mer-6-F AAGTATCTTGGTGGCGTGGG 55 059 Lemlem. 2023 9
mer-6-R ATTACCTTCGCACACAGGGG ’ Extension 72°C 10 min
mer7.1-F AGGGGATAAACCGACCCTGA 58 335 Yang 2018
mer?.1-R TGATCTCGATGTTGGGCACC 9.
mcr8-F ACAGACAATAAGCGGGGAGC
meraR CAATAAGCGCATCACCCTGC 56 667 \Wang, 2018
mecr3-F TTTGATTGCAGGTGTTGCCG
mer9R AGATATAGCCCGCTTTCGCC 57 900 Coppola, 2020
Tabla 6. Aminoglucosidos
Cebador Secuencia (5-—->37) T amplificacion (°C)| Tamario (pb)| Referencia Programa de amplificacion
armA-f TATGGGGGTICTTACTATICTGCCTAT 54 514
armA-R TGTTGGATTCCCTTCTCCTTT
rmiA-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 58 634
rmtA-R TTTGCTTCCATGCCCITGCC B
mtB-F TCAACGATGCCCTCACCTC 56 458
miB-R GCAGGGCAAAGGTAAAATCC )
rmtC-F GCCAAAGTACTCACAAGTGG 56 751
miG-R CTCAGATCTGACCAACAAG - N o N o o e
miD-F CAGTTGAAGCCAGCGGAACGE o 71 Desnaturalizacion nicial 94 °C 5 min
rmtD-R GCGCCTCCATCCATTCGGAATAG 94 1 min
g:;:;\_'; ESI(NC\;\A(TES,(;IC\;(CJ,!:(\;N‘NCEFE 52 640 Bado, 2018 Amplificacion 30 ciclos ;Zaiéplwfg;iartlmm especifica 1 min
rmtC-F CGAAGAAGTAACAGCCAAA 18 710
v N - - ~ Np— - o
rmtC-R ATCCCAACATCICTCCCACT Extension 72 °C 10 min
mitE-F ATGAATATTGATGAAATGGTT 50 818
rmtE-R TGATTGATTTCCTCCGTTITT )
rmtF-F ACGCATCTGCACCAGATCACC 50 478
miF-R GGGCAGGAGCTTCATCAGAA
rmiG-F AAATACCGCGATGTGIGTCC 58 249
rmiG-R ACACGGCATCTGTTTCTTCC
rmiH-F AGGTGGAAMAGCAGGCAAG 56 493
rmtH-R CTCAAACCAGGIGGCGTAGT ” B

9.1.4. Concentracion inhibitoria minima (CIM) a colistina (CLSI 2021)

Preparacion de placas

Se preparan 4 placas de Muller-Hilton Agar con diferentes concentraciones de colistina

(Cada placa admite un maximo de 10 cepas):

[ ]

e 1 ug/mL
e 2ug/mL
e 4 pug/mL

0 pug/mL (control de crecimiento)

Preparacion de indculos y siembra

e Con un asa o hisopo, recoger 3-5 colonias de una placa de agar no selectivo

fresca (18-24 horas) y transferir a solucion salina estéril (4-5mL).

e Ajustar la turbidez a 0,5 McFarland.

e Diluir el indculo estandarizado 1:10 en solucién salina.
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Dividir cada placa de agar colistina para analizar hasta 10 aislados por placa y
rotular.

Con una pipeta o un asa, verter 10uL de la dilucion 1:10 en la parte
correspondiente de cada placa de agar colistina.

Incubar a 35-37 °C por 18-24 horas.

Interpretacion de resultados

Examinar la placa de control de crecimiento, que debe mostrar crecimiento
confluente para que la prueba sea valida.

Examinar cuidadosamente las placas de colistina con luz transmitida en busca
de colonias o pelicula luminosa de crecimiento.

Leer la CIM como la concentracion mas baja en placa de agar de colistina que
inhibe completamente el crecimiento del aislado de la prueba (Incluso 1 colonia

se consideraria crecimiento).

9.1.5 Concentracion inhibitoria minima a Fosfomicina (EUCAST, 2021):

Preparacion de placas

Se prepararon placas de agar Mueller-Hinton que contenian 50ug/mL de glucosa-6-

fosfato y fosfomicina en concentraciones de 2ug/mL a 256ug/mL. Se agrega dos placas

de Muller-Hilton una antes y otra después de la inoculacién para verificar la calidad de

las suspensiones. Las diluciones de agar se realizaron por duplicado.

Preparacion de indculos y siembra

Obtener una suspension equivalente al 0,5 Mc Farland en SF de cada cepa
problema

Realizar una dilucion 1/20 de cada suspension

Colocar 600 pl de la dilucién 1/20 en cada pocillo del multi-inoculador

Dejar secar las placas e incubar durante 18-24 horas a 35 °C.

Interpretacion de los resultados

La CIM se determina como la concentracion mas baja de agente antimicrobiano que

inhibe completamente el crecimiento de la cepa problema, sin tener en cuenta una sola

colonia o una leve neblina causada por el indculo.
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9.1.6 Protocolo de PFGE seqUn las guias de PulseNet

Dia 0: Repique de los aislamientos

Colocar una colonia aislada de los cultivos de prueba en placas de medios no
selectivos para crecimiento confluente.

Incubar los cultivos a 37 °C durante 14-18 horas.

Dia 1: Preparacion de la suspension celular

Preparar el tampon TE

Preparar agarosa para PFGE al 1% en tampén TE

Colocar la agarosa en un bafio de agua a 55-60°C y equilibrar la agarosa en el
bafio de agua durante 15 minutos o hasta que esté lista para su uso.

Rotular los tubos y transferir 2mL del tampon de suspensién celular (CSB) a
dichos tubos.

Con un hisopo estéril, suspender las colonias en CSB girando suavemente el
hisopo para que las colonias se dispersen uniformemente hasta ajustar la
concentracion de las suspensiones celulares de las cepas a estudiar a una
escala de 7.4 McFarland y a una escala de 8,4 para la cepa control S. enterica

serovar Braenderup.

Elaboracion de los blogues

Transferir 150uL de la suspension celular ajustada a tubos Eppendorf de 1,5mL
etiquetados.

Anadir 7.5uL de proteinasa K a cada tubo y mezclar suavemente.

ARadir 150uL de agarosa fundida al 1% a la mezcla (suspension celular +
proteinasa K) y mezclar pipeteando suavemente arriba y abajo dos o tres veces.
Dispensar inmediatamente la mezcla en los pocillos apropiados del molde sin
introducir burbujas. Realizar dos plugs de cada muestra. Dejar que los tapones

se solidifiquen a temperatura ambiente durante 10-15 minutos.
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Lisis de los bloques:

e Preparar el tampén de lisis

e Rotular un tubo de 15mL para cada grupo de bloques y afiadir 2mL de tampdn
de lisis celular y 25uL de proteinasa K.

e Transferir los blogues del molde con una espatula al tubo debidamente
etiquetado.

e Incubar en bafio con agitacién por 18 horas a 55°C.

Lavado de los blogues de agarosa tras la lisis celular:

e Retirar los tubos del bafio de agua y descartar el tampén de lisis.

e Afadir 10-15mL de agua ultrapura estéril precalentada a cada tubo y agitar los
tubos en un bafio de agua o incubadora a 54-55°C durante 10-15 min.

e Descartar el agua de los tubos y repetir el paso nuevamente.

e Posteriormente, descartar el agua, y realizar tres lavados con 10-15mL de
tampon TE estéril precalentado (54-55°C) y agitar los tubos en un bafio de agua
durante 10-15 min.

e Decantar el Ultimo lavado y afiadir 5-10mL de TE estéril.

e Continuar con la digestién del ADN o almacenar los blogues en tampén TE a 4°C

hasta que se necesiten.

Corte y digestion de los bloques:

e Cortar el blogue en tres partes y colocar una de esas partes en un tubo de 1.5mL
con 200uL de la mezcla: enzima Xbal, buffer de dicha enzima y agua ultrapura

e Incubar por 18 hs a 37°C en el termobloque

Dia 2: Preparacion de la agarosa, del tampdn de corrida vy del equipo

e Preparar 100mL de agarosa 1% para PFGE. Fundirla y posteriormente dejarla
enfriar hasta 50°C.
e Preparar el tampén de corrida con un volumen final de dos litros y una

concentracion final 0.5X.
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e Lavar la maquina con 2 litros de agua ultrapura, dejar circular el agua con la

bomba prendida para eliminar posibles residuos de agarosa o tampdn de corrida.

Montaje v cargado del gel:

e Limpiar todas las partes de la cuba electroforética y armar el molde. Usar un nivel
para asegurarse de que esté perfectamente horizontal.

e Colocar los blogues de agarosa en los dientes del peine, secandolos bien con
papel absorbente.

e Colocar el peine en el gel con los bloques de agarosa apuntando hacia la
direccion de migracion.

e Verter la agarosa, previamente termostatizada, lentamente y en forma
continuada para evitar la formacién de burbujas. Reservar 5mL.

e Dejar solidificar, posteriormente retirar el peine y llenar los pocillos con la
agarosa reservada. Dejar solidificar.

Pardmetros de corrida:

e 6 voltios

e Pulso inicial 2.2 segundos
e Pulso final 54.2 segundos
e Tiempo 18 horas

e Bomba: 70

e Temperatura de refrigeracion: 14 °C

Dia 3: Tincién y documentacion de un gel de agarosa

Cuando termine la electroforesis, retirar y colocar el gel en un recipiente adecuado con
400mL de bromuro de etidio.

Destefiir el gel en aproximadamente 500mL de agua mQ durante 30-60 minutos.
Capturar y guardar la imagen como archivo TIFF siguiendo las instrucciones del equipo.
Vaciar el tampén de la camara de electroforesis y desecharlo. Enjuagar la camara con

2 litros de agua ultrapura.
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Recetas para PFGE:

Tampon de suspension celular
e 100 mL de 1M Tris, pH 8.0
e 200 mL de 0.5M EDTA, pH 8.0

e Ajustar el volumen a 1000 mL con agua ultrapura

e Autoclavar

1MTrispH8
e Pesar 12.1 gramos de Tris

e Suspender en 80mL de HO y ajustar pH 8, agregando aprox. 4.2mL de HCI

concentrado
e Ajustar volumen a 100mL

e Autoclavar

1MTrispH7.5
e Pesar 12.1 gramos de Tris

e Suspender en 80mL de H.O y ajustar pH 7.5, agregando aprox. 4.5mL de HCI

concentrado
e Ajustar volumen a 100mL

e Autoclavar

0.5MEDTApHS8
e Pesar 18.6 gramos de EDTA y suspender en 80mL de H0

e Agitar y ajustar pH 8 con aproximadamente 2 gramos de NaOH
e Ajustar volumen a 100mL

e Autoclavar

TE
e 1MTrispH7.5 10mL C.final: 10 mM
e 05MEDTApPHS 2mL C.final: 1 mM
e HO 988mL

e Autoclavar

Tampodn de lisis
e 1ImL Tris 1M
e 2mL EDTA

82



2mL Sarcosina

15mL de agua ultrapura

Tampodn de digestion

20uL del tampon de la enzima
3uL de la enzima Xbal

177uL de agua ultrapura

10 X TBE
e Tris 108g 0.89 M
e Acido Bérico 559 0.89 M
e 0O5MEDTApPHS8 40mL 0.25 M
e H>Oc.s.p 1 litro
e Autoclavar

9.1.7 Protocolo de conjugacion (Papa-Ezdra, 2021)

Repicar cepas
Incubar dos tubos de 50mL con 10mL o 15mL de caldo LB. En el primero se
coloca la cepa receptora y en el otro, la cepa donante.
Incubar en bafio a 37°C y 200 rpm por 2 horas y media. En otro tubo, se colocan
200uL de la donante y 2000uL de la receptora luego de la incubacion
Incubar los tres tubos (donante, receptora y mezcla) en la estufa por 18-24 horas
Plaqueo:
- La donante y la receptora se plaguean en MacConkey solo y con la
combinacién de antibiético (controles).
- La mezcla de conjugacion se plaquea en tres placas con antibiéticos de
la siguiente forma:
1. 100uL de la mezcla
2. Centrifugado: En dos tubos de 1.5mL poner todo el
excedente y centrifugarlos por 10 min a 4000 rpm. Sacar
y tirar 900uL de cada tubo. Resuspender el pellet y
plaguear 100uL de cada tubo

Colocar las placas en la estufa por 24 horas a 37°C
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9.2. Reactivos, equipos y software

9.2.1. Reactivos: Reactivos para PCR (Qiagen y Thermo scientific), agarosa
(NZYtech), TBE, tampdn de carga (5X, Bioline), marcador de peso
molecular V (NZYtech), agente fluorescente para deteccion de ADN
(bromuro de etidio, Amresco), Kit de purificacion DNA Clean &
Concentrator-5 (Zymo Research), enzima de restriccion Xbal (origen
bacteriano Xanthomonas badrii, Thermo scientific y New England Biolabs),
agua destilada, suero fisioldgico, tampén TE, tampén ES, N-
Lauroylsarcosine sodium salt, agarosa para PFGE (Bio-Rad), proteinasa K
(Meridian Bioscience), Test fenotipico para deteccién de carbapenemasas
(Rosco Diagnostica A/S), antibiéticos en disco: meropenem (Oxoid,
concentracién: 10ug), imipenem (Oxoid, concentracion: 10ug), EDTA
(acido etilendiamino tetraacético, Britania, concentracion: 372ug), acido
bérico (Britania, concentracién: 300ug) amikacina (Oxoid, concentracion:
30ug), gentamicina (Oxoid, concentracién: 10 ug), ciprofloxacina (Oxoid,
concentracion: 5ug), trimetroprim-sulfametoxasol (Oxoid, concentracion:
25ug), fosfomicina (Oxoid, concentracion: 200ug), antibidticos en polvo:
ceftriaxona (Libra), rifampicina (Sigma-Aldrich), colistina (Sigma-Aldrich),
fosfomicina (Sigma-Aldrich), glucosa 6-fosfato (Roche), medios: agar
Mueller-Hinton (Oxoid), agar MacConkey Lactosa (Oxoid), caldo Luria-
Bertani (Oxoid), medio MIO (Biokey, Britania).

9.2.2. Equipos: Cabina (modelo: UVC/T-AR, Biosan), set de micropipetas
(P1000, P200, P20, P10, P2, Eppendorf, Thermofisher y Labnet
international inc.), termaociclador (modelo: Maxygene I, Axygen y modelo:
Multigene Optimax, Labnet international inc.), cuba electroforética (modelo:
Owl Easycast™ B1, Thermofisher), centrifuga (modelo: Universal 320,
Hettich), espectrofotémetro UV-Vis (Nanodrop), equipo de lectura de geles
(modelo: Analyst Investigator Eclipse, Fotodyne), Multiinoculador, CHEF-
DRIII System (Bio-Rad), cuba electroforética para PFGE (Bio-Rad), bafio
con agitacién (modelo: SB-12L, Benchmark), turbidimetro (modelo: DEN-
1B, Biosan).

9.2.3. Software: GelCompar Il 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) y
CHROMAS (version 1.45, Griffith University, Queensland Australia).
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9.3 Tablas de cepas

9.3.1 Tabla 7. Cepas de E. coli

Cepa Fecha Departamento Genes RAM S Pulsotipo Concentracién Inhibitoria Minima Fenotipo MDR Tc genes RAM Tamaiio plasmidico (kb)
AMS | PTZ | CFZ |CXM | CTX | CAZ | FEP | IMI |MERO| AK | CN CIP | FOS |COL| SXT

R643 | 12/3/2019 | Montevideo bla yow1 - N/T  [>=32[>=128[>=64|>=64|>=64|>=64|>=64| 8 [>=16|<=2[>=16] >=4 | 4 | <1 [>=320| CAR/GN/CIP/SXT* - -
R666 | 29/3/2019 Colonia bla ypc.,/fosA3 ST69 Il >=32(>=128|>=64(>=64| 32 | 4 4 [>=16[>=16|>=64| 4 |<=0.25| 128 | <1 [>=320| CAR/AK/FOS/SXT* bla ke 220
R679 | 8/4/2019 Montevideo bla yow.1 11 >=32|>=128|>=64|>=64(>=64(>=64| 32 |>=16|>=16|<=2[<=1(<=0.25| 4 | <1 |>=320 CAR/SXT bla ypwr-1 220
R680 | 8/4/2019 Montevideo bla yow.1 ST69 1] >=32|>=128(>=64|>=64|>=64(>=64| 16 |>=16|>=16| 4 4 [<=025| 4 | <1 [>=320 CAR/SXT bla ypw-1 140
R697 | 26/4/2019 Colonia bla e, ST 69 \% >=32|>=128|>=64|>=64| 32 4 2 8 [>=16(>=64| 4 |<=0.25| 4 | <1 |>=320 CAR/AK/SXT* bla ec., 250
R750 | 1/7/2019 | Montevideo blaec., ST 69 \ >=32(>=128|>=64|>=64|>=64(>=64| 4 8 |>16|<=2[<=1|<=0.25| 4 | 1 |>=320 CAR/SXT bla e, 670/225
R805 | 3/9/2019 Durazno bla yow.1/fosA3 VI [>=32| 64 |>=64|>=64|>=64[>=64]>=64]>=16]>=16 | <=2 [ <=1| 0.5 [>256| <1 |>=320|  CAR/FOS/SXT* blat o1 220
R812 | 13/9/2019 | Montevideo bla ypy-1/fosA3 - | >=32|>=128|>=64|>=64|>=64(>=64| 8 |>=16| 8 8 |>=16| >=4 |>256| 1 [>=320|CAR/GN/CIP/FOS/SXT* bla ypu-1 220
R817 | 20/9/2019 | Montevideo bla yow.1 - | >=32|>=128|>=64|>=64(>=64(>=64|>=64|>=16|>=16 | <=2 [ <=1| >=4 | 4 | <1 |>=320 CAR/CIP/SXT* bla ypw-1 220
R877 | 4/11/2019 | Montevideo bla ot - | |>=32|>=128|>=64[>=64|>=64|>=64|>=64|>= 16| >=16 | <=2 | <=1 |<=0.25| <2 | <1 |>=320 CAR/SXT bla yowr.1 220
R891 | 18/11/2019 | Montevideo bla you-1/bla . ,/rmtC | >=32(>=128|>=64|>= 64 |>=64|>=64|>=64|>= 16| >=16 |>=64(>=16| >=4 | 4 | <1 [<=20| CAR/AK/GN/CIP* |bla ypu.1/bla gec../rmtC 245

Nota: Las cepas indicadas con (*) se han determinado como fenotipo MDR.

AMS: ampicilina /sulbactam, PTZ: piperacilina /tazobactam, CFZ: cefazolina, CXM: cefuroxime, CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime FEP: cefepime, IMI:

imipenem MERO: meropenem AK: amikacina CN: gentamicina CIP: ciprofloxacina FOS: fosfomicina COL: colistina SXT: trimetropim-sulfametozazol, CAR:

Carbapenemes.
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9.3.2 Tabla 8. Cepas de K. pneumoniae

Cepa Fecha Departamento Genes RAM ST PT |CTX|CAZ|FEP| IMI |MEM| AK | GN | CIP |FOS|COL| SXT Fenotipo RAM Tc genes RAM S1 (kb)
R521 | 04/01/2019 Montevideo bla yop.1/bla crxm1s | ST258 | 264(264( 32 | 216 | 216 (264| 4 4 4 | <1 (2320 CAR/AK/CIP/SXT* bla npa.1 220
R523 | 07/01/2019 Montevideo bla np.1 - XV 64(264|264| 216 | 216 | 16 |2 16 4 | <2 (<1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 105
R533 | 14/01/2019 Montevideo bla ypc., - I 4 |16 | 2 | 216 | 216 | 16 [ <1 (<0.25( 4 | <1 (2320 CAR/SXT bla ypc., 140
R539 | 16/01/2019 Montevideo bla ypw.1/b1a crxmas - IV [264(>264(264| 216 | 216 216 2 16 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla np-1 220
R540 | 16/01/2019 | Montevideo bla gpc., = X |<1|<1|<1(<025|>16 <1|<0.25| 8 [ <1 |<20 CAR bla kec., 140
R547 | 21/01/2019 Montevideo bla gpoc/bla crx.mis - V (26432 (32| 216 [ 216 | < <1| 24 4 | <1|<20 CAR/CIP bla ypc.» 140
R555 | 24/01/2019 Montevideo bla kpc/bla crx.me - XIV |>264(264| 8 [ 216 | 216 | 16 (216 1 8 1 [<20 CAR/GN/CIP* g -
R571 | 04/02/2019 Montevideo bla np.1 - VIl [264(264( 4 | 216 [ 216 | <2|<1]| 0.5 | <2 | <1 |2320 CAR/SXT - -
R572 | 04/02/2019 Montevideo bla kpc.» - 1] 8 |16 | 4 | 216 | 216 | 16 | 2 (<0.25( 4 | <1 (2320 CAR/SXT blakPC 140
R574 | 05/02/2019 Montevideo bla np.1 - XXXIl [>264(>64( 8 16 [ 216 | <2 1| 0.5 8 | <1 (2320 CAR/SXT bla ypw.1 105
R584 | 12/02/2019 Montevideo bla np.1 - VIl [264(>64| 4 | 216 | 216 | <2 1| 0.5 4 | <1 (2320 CAR/SXT = o
R585 | 12/02/2019 Montevideo bla kpc.» - Il |264| 16 | 2 | 216 | 216 | 16 | 4 |[<0.25| 8 | <1 (2320 CAR/SXT o o
R588 | 13/02/2019 Maldonado bla kpc.» - XXXV |264| 16 | 32 | 216 | 216 | 4 16| 24 4 1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla kpc. 140
R589 | 13/02/2019 Durazno bla npw.1/fosA3 - XVIIl [>264(>264| 16 | 216 | 216 | <2 1 24 |128| <1 |2320 CAR/CIP/FOS/SXT* bla ypw 1 105
R601 | 15/02/2019 Colonia bla kpc.» - Il |264|264| 8 | 216 | 216 | 16 | <1|<0.25| 4 | <1 (2320 CAR/SXT bla kpc.» 140
R612 | 25/02/2019 Montevideo bla npw-1/b10 crxmis - XXl (264 16 | 4 | 216 | 216 | 16 | 2 |<0.25| 8 | <1 [=2320 CAR/SXT bla npa-1 55
R627 | 28/02/2019 Montevideo bla kpc.» - Il |264(>264(>264| 216 [ 216 | 8 |216| 24 4 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla kpc., 140
R654 | 20/03/2019 Montevideo bla npw-1 - XVl |264(264( 32 ( 216 [ 216 | 32 | 8 1 4 | <1 (2320 CAR/AK/CIP/SXT* bla npa.1 220
R658 | 26/03/2019 Colonia bla gpc.» - XXXIV|264|264|264| 216 | 216 | 16 | <1 [<0.25| 8 | <1 (2320 CAR/SXT bla pc., 140
R665 | 29/03/2019 Colonia bla gpc.» - XXX | 32| 4 [<1| 216|216 16 | <1|<0.25 8 | <1 |<20 CAR/SXT bla pc.» 140
R667 | 01/04/2019 Montevideo bla npw.1 ST258 | 264(>264(>264| 216 | 216 (264| 4 >4 4 2 |2320 CAR/AK/CIP/COL/SXT* bla ypw.1 220/80
R674 | 03/04/2019 Montevideo bla yop.1/bla crxmzs | ST258 | 264(264(264| 216 | 216 | <2 |216| 24 4 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* ° °
R702 | 03/05/2019 Montevideo bla yow.1/b1a crxemis - VIII |>264|264|264| 216 | 216 | 8 16| 24 | <2 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw-1/b1a crxemss 220
R718 | 30/05/2019 Montevideo bla np.1 - IX [264|264| 8 | 216 | 216 | <2|<1(<0.25| 4 | <1 [2320 CAR/SXT bla ypw.1 245
R723 | 05/06/2019 Montevideo bla gpc/bla crx.mis - V |264|264| 32 | 216 [ 216 [ <2 (216 24 | <2 | 2 |2320( CAR/GN/CIP/COL/SXT* bla vpc., 140
R729 | 10/06/2019 | Montevideo bla ypw.1 ST258 | | |>64|>64|>64| 216 | >16 [>64| 4 | 24 | 8 | 2 |2320| CAR/AK/CIP/COL/SXT* bla ow.1 250/80
R739 | 21/06/2019 Montevideo bla ypc., - \ 8 |16 | 4 | 216 | 216 16 (<1 | =24 4 | <1 (2320 CAR/CIP/SXT* - -
R741 | 21/06/2019 Montevideo bla o1 - Xl [264(>264| 8 | 216 | 216 | <2 1 1 4 1 (2320 CAR/CIP/SXT* bla o1 245
R744 | 26/06/2019 Montevideo bla ypw.1/b1a crxemss - Il |>64(>264( 32 | 216 [ 216 4 |216 4 4 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 245
R746 | 01/07/2019 | Montevideo bla npw1 = X [264|264| 32| 216 [216|<2|<1(|<0.25/16| 1 |2320 CAR/SXT bla ow.1 670/225
R763 | 12/07/2019 Durazno bla ypw.1/b1a crxemss - N/T |>64|264(>64| 216 | 216 | <2 [>16 4 4 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw-1 220
R765 | 16/07/2019 Montevideo bla ypa.1/bla gec.2 - VI (>264(264| 8 | 216 | 216 | 16 |216 8 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* o S
R767 | 16/07/2019 Montevideo bla npw-1/b1a crxemzs | ST258 | 264|264 16 | 216 | 216 2 1 4 4 2320 CAR/CIP/COL/SXT* bla ypw-1 220
R771 | 16/07/2019 | Montevideo bla ypw-1 - XXX |>264|264| 4 | 216 | 216 [<2|<1 4 | <1 (2320 CAR/SXT bla ypr-1 140
R774 | 22/07/2019 Montevideo bla kpc.» - Vi 8 |16 | 4 | 216 |216| 16 (<1 | 2 4 | <1 (2320 CAR/CIP/SXT* 2 -
R783 | 26/07/2019 Rocha bla ypw.1 - I |>64(>64( 32 | 216 (216 | 4 16 4 1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 140
R784 | 26/07/2019 | Montevideo | bla ypw.1/bla crxmss - Il [>64(>64| 32| 216 216 | 4 |>16 16 | <1 |>320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypr-1 140
R787 | 01/08/2019 Montevideo bla npw-1 = Il |264(>264( 32 ( 216 [ 216 4 |216 4 1 |2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 455
R792 | 07/08/2019 Montevideo bla oxa-as/bla crxmis - Xl |264(264(264( 216 | 216 [ <2 | <1 <2 | <1 |2320 CAR/CIP/SXT* bla oxa-a8/bla crxmis 105
R796 | 12/08/2019 Montevideo bla npu.1 ST258 | 264(>264(>264| 216 | 216 (264| 4 2 4 1 |2320 CAR/AK/CIP/SXT* bla ypw.1 140
R807 | 09/09/2019 Montevideo bla npw.1 - IV |264(264(>264( 216 | 216 [ <2 |216 <2 | <1 |2320 CAR/GN/CIP/SXT* = ©
R811 | 13/09/2019 Montevideo bla npw-1 ST258 | XXIV |264|264|264| 216 | 216 (264 4 4 4 1 (2320 CAR/AK/CIP/SXT* = =
R832 | 30/09/2019 Montevideo bla ypc.» - \ 8 |16 2 | 216|216 16 (<1 | =24 4 1 (2320 CAR/CIP/SXT* © ©
R836 | 04/10/2019 Montevideo bla npw.-1 - XV [264(264| 32| 216 | 216 | <2 |216 4 4 1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla npa.1 220
R845 | 17/10/2019 Montevideo bla npu.1 - XXXI1|>64|264|264| 216 | 216 | 8 [216| = 4 1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* ° °
R846 | 17/10/2019 Montevideo bla npu.1 - XVIl (>264|264| 32 | 216 | 216 | <2 | <1 1 4 1 (2320 CAR/CIP/SXT* bla npa.1 140
R848 | 17/10/2019 Montevideo bla np.1 ST258 | 264(264(264| 216 (216 | <2 |<1| 24 | 16 | >4 |2320 CAR/CIP/COL/SXT* bla yp-1 220
R863 | 23/10/2010 Paysandu bla ypc., ST258 | XXIX |>264|264|264| 216 | 216 | <2 1 1 4 | <1 (2320 CAR/CIP/SXT* bla ypc., 140
R867 | 28/10/2019 | Montevideo bla ypc.; - XIX | 32 |>64| 16 | 16 | 216 [>64(>16| >4 [ <2 | 4 |>320| CAR/AK/GN/CIP/COL/SXT* bla kpc.2 140
R873 | 30/10/2019 Salto bla yppm.1/bla crxms - XXV |264|264|264| 8 216 (<2 | <1|<0.25(<2| 4 (2320 CAR/COL/SXT* bla yp.1 220
R887 | 11/11/2019 Montevideo bla np.1 - XX |>264(264| 32 [ 216 | 216 4 |216 4 4 1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 140
R888 | 13/11/2019 Montevideo bla ypp.1/bla crxms | ST258 | 264(264(264| 216 8 |264(216 16 | <1 (2320 CAR/AK/GN/CIP/SXT* bla now-1/b1a crxms 220
R889 | 13/11/2019 Montevideo bla np.1 ST258 | >264(>264(>64| 216 | 216 (264| 4 <2|<1|<20 CAR/AK/CIP* bla ypw-1 220
R892 | 18/11/2019 Montevideo bla np.1 - VI (264(264| 32 | 216 | 216 |>264|216 4 | <1 (2320 CAR/AK/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 220
R897 | 20/11/2019 Montevideo bla kpc.» - N/T |>64|264| 32 | 216 | 216 | 16 [>16| > 4 | >4 |2320| CAR/GN/CIP/COL/SXT* S =
R903 | 29/11/2019 Montevideo bla ypw-1 ST258 | >264(>64(>64| 216 | 216 | 4 16 <2 | <1 |2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 220
R904 | 29/11/2019 Montevideo bla np.1 - XXIl |>264|264(264| 216 | 216 | 4 [(216| 24 | 16 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* bla ypw.1 220
R905 | 02/12/2019 | Montevideo bla npa-1 ST258 | XXVII |>64|>64|>64| 216 | 216 | 4 |>216| 24 | 4 | <1 (2320 CAR/GN/CIP/SXT* - =
R906 | 03/12/2019 Montevideo bla o1 - VIl [264(>64(>64| 216 | 216 2 1(<0.25| 4 | <1 |2320 CAR/SXT bla ypw 1 220
R910 | 06/12/2019 Montevideo bla o1 - XXIIl [>264(>64| 8 | 216 | 216 | <2 1(<0.25| <2 |<1|<20 CAR bla ypm.1 140
R919 | 17/12/2019 Colonia bla kpc.» - Il |264(264(264( 216 | 216 | 16 | <1 2 <2 | 1 |=2320 CAR/CIP/SXT* bla kpc.» 140
R924 | 19/12/2019 Montevideo bla npw-1 = XXVIII[>264(>64( 8 | 216 [ 216 | <2|<1|<0.25| 8 1 |2320 CAR/SXT bla npa-1 220
R931 | 27/12/2019 Montevideo bla npw-1 - XXVI [264(264| 32 | 216 | 216 |264|216| 24 | <2 | <1 |2320 CAR/AK/GN/CIP/SXT* bla npa.1 220

Nota: Las cepas indicadas con (*) se han determinado como fenotipo MDR.

AMS: ampicilina /sulbactam, PTZ: piperacilina /tazobactam, CFZ: cefazolina, CXM: cefuroxime, CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime FEP: cefepime, IMI:

imipenem MERO: meropenem AK: amikacina CN: gentamicina CIP: ciprofloxacina FOS: fosfomicina COL: colistina SXT: trimetropim-sulfametozazol, CAR:

Carbapenemes.
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