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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) en bacterias relevantes clinicamente, es uno de
los problemas mas graves que afronta la humanidad hoy en dia. La Organizacion Mundial
de la Salud reconocié a la RAM como una amenaza global a la seguridad sanitaria que
requiere de acciones transversales entre gobiernos y agentes sociales como un todo.
Puntualmente, los carbapenemes son drogas de ultimo recurso disponibles para tratar las
infecciones causadas por enterobacterales. Por esto, la resistencia a estas drogas
ocasiona aumentos significativos en la morbilidad y mortalidad, a los que se suman los
problemas econdmicos para todo el sistema de salud que se desprenden de ésta
problematica. El Laboratorio Nacional de Referencia en Resistencia a los Antimicrobianos
(LNRRA) de Argentina recibe todos los aislamientos con perfiles de resistencia de dificil
deteccion (89 laboratorios WHONET y aquellos laboratorios participantes del Programa de
Control de Calidad). En éste contexto, en el periodo 2008-2016 un total de 1689
enterobacterales fueron derivadas al LNRRA como sospechosas de ser productoras de
carbapenemasa, de los cuales 46 aislamientos resultaron sospechosos por fenotipia de
producir una carbapenemasa de tipo metalo-B-lactamasa donde seis aislamientos de E.
cloacae fueron positivos para VIM y 40 aislamientos de nueve especies de
enterobacterales positivos para IMP. Por todo esto, planteamos como objetivo general
estudiar las caracteristicas epidemiolégicas y moleculares de aislamientos clinicos de
enterobacterales productores de metalo-B-lactamasas de tipo IMP y VIM de Argentina.
Como Objetivo Especifico | planteamos describir la epidemiologia de 40
enterobacterales productoras de bla,r aislados de 12 hospitales de Argentina. Como
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molecular de seis aislamientos de Enterobacter cloacae productores de blay,y. Para
llevar adelante estos objetivos realizamos estudios fenotipicos, utilizado técnicas
microbiolégicas convencionales. Los ensayos de sensibilidad a los antimicrobianos se
realizaron siguiendo los protocolos y normas establecidas por CLSI y EUCAST,
ademas de procedimientos desarrollados en nuestro laboratorio. Por otra parte, se
utilizaron diversas metodologias moleculares (PCR, nucleasa S1-PFGE, Southern Blot,
secuenciacion por Sanger, secuenciacion masiva de nueva generacion o WGS) para la
determinacion de la relacién genética entre aislamientos (PFGE, MLST) y la
caracterizacion molecular de los elementos genéticos mdviles (secuenciacion de todos los
intregrones, de 6 plasmidos y 2 genomas).

Tras el estudio fenotipico y molecular detectamos la produccién de metalo-B-lactamasa
blayp.s €n 40 aislamientos mientras que en los 6 restantes detectamos blay.. (n=5) y
blaym.11 (n=1). Todos los aislamientos fueron mayormente resistentes a todos los
antibidticos B-lactamicos incluyendo carbapenemes y a la fluoroquinolonas, siendo
amicacina, fosfomicina, colistin y tigeciclina las drogas mas activas. Detectamos la
produccion de (B-lactamasa de espectro extendido en el 25% (10/40) de los aislamientos
productores de IMP donde blapgr., fue la mas frecuente (7/40), mientras que en las
portadoras de VIM solo se detecto blapgr.2 €n un aislamiento. Asimismo, el 75% (30/40) de
los aislamientos de blayp.s y 5/6 en los de blay portaron mecanismos plasmidicos de
resistencia a las quinolonas. La secuenciacion completa de los plasmidos de blawp.g
confirmé la caracteristica conjugativa de los mismos, ya que 4 de ellos tuvieron un tamafio
similar de aproximadamente 72 kb y que pertenecieron a los grupos de incompatibilidad
M1 (n=3) o M2 (n=1) mientras que el plasmido de C. farmeri M19031 fue de 121 kb
aproximadamente, con un grupo de incompatibilidad no determinado. Estos plasmidos
portaron algunos genes de resistencia adicionales no detectados por PCR. Tras la
secuenciacion completa del plasmido de ECL-M15736, obtuvimos una secuencia de
52.630 pb, y determinamos que es un plasmido no conjugativo. Los plasmidos aqui
descriptos son novedosos dado que no existen secuencias con altos porcentaje de
identidad en la base de datos de GenBank con los descriptos aqui. Por dltimo, el WGS de
ECL-M9921 y KPN-M19434 nos permitié determinar el secuencio tipo de cada aislamiento
(ST37 y ST12 respectivamente), la presencia de genes de resistencia no sugeridas por
fenotipia, los genes de virulencia y el niumero total de plasmidos en cada cepa y sus
replicones.

Tras todos los estudios realizados comprobamos que tanto IMP como VIM se diseminan
principalmente de manera horizontal intra e inter especie en plasmidos conjugativos. Estos
resultados también sugieren la diseminacién de los integrones a diversos plasmidos y

diversas especies bacterianas. Considerando estos hallazgos, sigue siendo fundamental el
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estudio y la vigilancia continua de estos microorganismos en nuestro pais para poder
alertar a tiempo (por ejemplo la aparicién de un clon epidémico) y para poder colaborar con
la implementacion y disefio de estrategias de control de infecciones que frenen la

diseminacioén de estas bacterias.
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1. Enterobacterales

Los enterobacterales son una familia de bacilos Gram-negativos que consta de mas de 50
géneros y 210 especies [1]. No pueden formar esporas y crecen de manera répida tanto en forma
aerobia como anaerobia [2]. Los miembros de esta familia se encuentran en diversas fuentes
ecoldgicas, como el suelo, el agua, la vegetacion y los animales [3]. Algunas especies son
patogenos importantes de plantas y tienen relevancia econdomica en la produccion de cultivos;
mientras que otras especies forman parte de la flora normal de los animales, incluidos los
humanos [3]. Muchos de estos enterobacterales se asocian con frecuencia a diversos tipos de
infecciones que incluyen infecciones intraabdominales, infecciones del tracto urinario, neumonia
y bacteriemias [4].

En el contexto de una enfermedad aguda, los enterobacterales colonizan la piel y el tracto
digestivo en la mayoria de los pacientes hospitalizados y casi todos los individuos criticamente
enfermos [5]. Una vez establecidos como agentes colonizantes, estos organismos pueden causar
infecciones adquiridas por microaspiracion o por su introduccion en sitios estériles, ya que €stos
pacientes poseen su sistema inmune debilitado (o suprimido) [5].

A nivel nosocomial, se ha observado que los pacientes con estadias hospitalarias prolongadas
tienen mas riesgo de sufrir infecciones por enterobacterales [2]. Los miembros mayormente
responsables de estas infecciones son Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, los cuales se ven
favorecidos por el uso de dispositivos que alteran las barreras mucosas (catéteres, vias aéreas
artificiales), los tratamientos antibidticos inadecuados y la morbilidad asociada como son la
diabetes, neoplasias malignas, tratamientos inmunosupresores, etc. [2].

Desde el punto de vista clinico, los enterobacterales se pueden clasificar en dos grupos:

i. Enterobacterales patogenos primarios que producen principalmente cuadros
gastrointestinales en personas con defensas indemnes o sanas (Sa/monella entérica,

Shigella spp., Yersinia spp. y algunas cepas de E. coli) [2];
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ii. Enterobacterales oportunistas que en determinadas situaciones pueden causar
infecciones urinarias, colecistitis, peritonitis, neumonias, infecciones de herida
quirargica o meningitis en personas que presentan alteraciones del sistema
inmunologico o son portadores de dispositivos o sondas. Los patdgenos mas frecuentes
dentro de este grupo son: E. coli, Proteus mirabilis, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Serratia marcescens y Morganella

morganii [2].

Algunas especies han tomado tanta relevancia que se generé una sigla conocida como
ESKAPE que agrupa a los agentes etioldgicos mas relevantes causantes de infecciones
nosocomiales resistentes a antibidticos de amplio espectro y que incluye: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, y especies de Enterobacter) [6]. Puntualmente, se consideran de altisima
preocupacion la morbilidad y mortalidad en pacientes criticos causada por los patéogenos
ESKAPE Gram negativos, sobre todo debido a la falta de nuevos agentes antimicrobianos que
puedan combatir a estos patégenos [6]. De los patogenos ESKAPE Gram negativos, Klebsiella
pneumoniae 'y especies de Enterobacter, como E. cloacae, son los patégenos nosocomiales mas
reportados en todo el mundo [6].

K. pneumoniae puntualmente ha sido reconocido como un patégeno que representa una
amenaza urgente para la salud humana debido a que es un patdogeno nosocomial capaz de
acumular genes de resistencia a diversas familias de antimicrobianos, aunque también es
responsable de infecciones de la comunidad [7]. Por otra parte, K. pneumoniae posee una
cantidad de mecanismos adaptativos que le proveen a éste patogeno herramientas para infectar
(factores de virulencia) y evadir la respuesta inmune del huésped como la cépsula polisacaridica,

proteinas de membrana externa, factores metabolicos que facilitan la incorporacion de hierro, etc

[8].
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Por otra parte, en las ultimas décadas han emergido, también como causantes de infecciones
nosocomiales, especies del género Enterobacter productoras de carbapenemasas. Enterobacter es
un género de Gram negativos bacilares, facultativos, anaerobios, no esporulantes que pertenecen a
la familia de los enterobacterales y son saprofiticos en el ambiente y pueden ser detectados en la
tierra y en los desagilies cloacales, pero también son parte de la microbiota en el tracto
gastrointestinal de los humanos [9]. Puntualmente, E. cloacae se encuentra dentro de las especies
de Enterobacter méas comunes causantes de infecciones nosocomiales portadoras de mecanismos
de resistencia [10]. Este microorganismo, al igual que K. pneumoniae, también posee factores de
virulencia relevantes para la patogenicidad como la capacidad de formar biofilm y secretar
algunas citotoxinas (enterotoxinas, hemolisinas, toxinas formadoras de poros) [10]. Hoy en dia, E.
cloacae se ha convertido en la segunda o tercera especie (luego de K. pneumoniae y E. coli

dependiendo la regidon) de enterobacterales involucrada en infecciones nosocomiales [10].

2. Antimicrobianos

Los origenes del descubrimiento de los antibidticos se remontan al afio 1928 cuando Alexander
Fleming reconoci6 la actividad antibacteriana de una sustancia secretada por el hongo Penicillum
notatum a la que denomino penicilina, en una placa de cultivo sembrada con un aislamiento de un
germen Gram positivo del género Staphylococcus [11]. Sin embargo, fue recién en el afio 1940,
gracias a una técnica de purificacion desarrollada por Howard Florey y Ernst Chain que se logrd
purificar cantidades de penicilina suficientes para realizar pruebas clinicas. Eventualmente, dicho
desarrollo condujo a la produccion y distribucion masiva de penicilina en 1945 [12].

Por otro lado, el hallazgo de las sulfonamidas comenzé cuando Gerhard Domagk, en su intento
de salvar a su hija de la infeccion por estreptococos, observo que el colorante prontosil, era capaz
de restringir selectivamente a las bacterias infectantes [13]. Posteriormente, Ernest Fourneau
descubridé que éste colorante es una pro-droga que en el cuerpo humano se transformaba en

sulfanilamida, una sustancia responsable de la actividad antimicrobiana observada inicialmente
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por Domagk [13]. Este hallazgo condujo al descubrimiento de nuevas drogas antibacterianas
derivadas de éste grupo quimico, como la sulfapiridina que fue utilizada en neumonias, la
sulfacetamida utilizada en infecciones del tracto urinario, y el succinilsulfatiazol que se utilizé
contra las infecciones del tracto gastrointestinal [13]. Ademas, el sulfatiazol fue muy utilizado
durante la Segunda Guerra Mundial para curar las infecciones de las heridas de los soldados [13].
El éxito clinico de la penicilina y las sulfonamidas, impuls6 la busqueda y el desarrollo de
antibioticos sin precedentes, lo que resultd en la identificacion de la mayoria de las clases de

farmacos actualmente utilizados en el ambito clinico [11].

2.1 Clasificacion de los antimicrobianos

Los antimicrobianos se pueden clasificar seglin el efecto que produce sobre el microorganismo
[14]. De acuerdo a esto, los antimicrobianos que producen la muerte de las bacterias se conocen
como bactericidas [14]. Como ejemplo de éste grupo son los antibioticos P-lactamicos,
aminoglucoésidos, rifampicina, vancomicina, polimixinas, fosfomicina, quinolonas (ej. &cido
nalidixico y ciprofloxacina) y nitrofurantoinas [14]. Por otro lado, los antimicrobianos que
inhiben el crecimiento bacteriano se conocen como bacteriostaticos [14]. Pertenecen a este grupo
los macrdlidos (ej. eritromicina, azitromicina y claritromicina), las tetraciclinas (ej. tigeciclina,
minociclina y tetraciclina) y cloranfenicol, entre otros [14]. Este efecto antibacteriano, ya sea
bactericida o bacteriostatico, depende del mecanismo de accion del antimicrobiano y, por tanto,
de su estructura. Asimismo, existen otros factores como la concentracion alcanzada en el sitio de
la infeccion, el tipo de germen, el tamafio del indculo, la patologia de base del paciente, etc., que
paralelamente contribuyen con dicho efecto [14].

A continuacidon se describen algunas familias de antimicrobianos utilizados en el &mbito
clinico para el tratamiento de bacilos Gram negativos. Por otra parte, se describiran la estructura y

funcion de los antimicrobianos con actividad bactericida o bacteriostatica sobre los
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enterobacterales multirresistentes causantes de infeccion o colonizacion. El concepto de

multirresistencia se detalla en la seccion 3.

2.2 Antimicrobianos no p-lactamicos

2.2.1 Tetraciclinas

Las tetraciclinas constituyen una familia de antimicrobianos derivados de diferentes especies
de Streptomyces spp. (clortetraciclina, tetraciclina, demeclociclina) y derivados semisintéticos
como la doxiciclina o la minociclina [15]. Todas se caracterizan por una estructura compuesta de
cuatro anillos hidrofébicos fusionados y diversamente sustituidos, principalmente por grupos
hidrofilicos hidroxilados (Figura 1) [16]. Asimismo, las alquilaminociclinas o glicilciclinas
(tigeciclina, Figura 1b) poseen un sustituyente adicional voluminoso con un resto hidrofébico y
un grupo amino ionizable [17]. Estos antibidticos son agentes bacteriostaticos, con actividad
frente a una gran variedad de microorganismos [16]. Las tetraciclinas traspasan la membrana
externa de los Gram negativos a través de porinas mediante difusion pasiva y llegan al citoplasma
por un mecanismo dependiente de energia [16]. Es alli donde interfieren con la etapa de iniciacién
de la sintesis de proteinas mediante la inhibicion de la uniéon del aminoacil-ARNt al sitio A del
ribosoma. La proteina 7S y el ARN 16S muestran la mayor afinidad por las tetraciclinas y, por lo
tanto, son las principales blancos de accion [17]. Esta unidén inhibe la fijacion de un nuevo
aminoacil-ARNt en el ribosoma [17]. Ademas, las tetraciclinas se unen, o al menos sobresalen, en
el sitio P por alteracion en la conformacion del ribosoma en el estado postranslocacional, y
pueden modificar la conformacion del ribosoma al nivel de la cabeza de la subunidad 30S y el

lado de interfaz de la subunidad 50S [17].
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OH 0 OH 0

Figura 1. Estructura quimica de (a) la tetraciclina con los cuatro anillos hidrofobicos fusionados y
sustituidos, por grupos hidrofilicos hidroxilados y (b) de la tigeciclina con el sustituyente en color
rojo.

2.2.2 Sulfonamidas

Las sulfonamidas son antimicrobianos bacteriostaticos, de amplio espectro, con actividad
frente a una gran variedad de microorganismos Gram positivos y Gram negativos [16]. Las
sulfonamidas, como el sulfametoxazol, son derivados de p-amino-benceno-sulfonamida, que es
un analogo estructural del acido p-aminobenzoico (Figura 2) y compiten con ¢l por la enzima
dihidropteroato sintasa que interviene en el metabolismo del acido folico [17]. Para la actividad
antimicrobiana se requiere un grupo amino libre en la posiciéon 4 y un grupo sulfonamida en la
posicion 1. Los anillos heterociclicos o aromdticos que sustituyen a la sulfonamida mejoran esta
actividad al modificar la absorcion y la tolerancia gastrointestinal [11]. Este 4cido es un factor
imprescindible para la sintesis de precursores de los dcidos nucleicos bacterianos. Por otro lado,
las células eucariotas no se ven afectadas por la accion de las sulfonamidas ya que €stas requieren

acido folico preformado [17].
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Estructura base de las sulfonamidas

Figura 2. Estructura de sulfonamidas con los grupos sustituyentes (R). (a) sulfisoxazole y (b) 1
sulfametoxazol.

2.2.3 Aminoglucodsidos

Los antibidticos aminoglucosidos son una familia compleja de compuestos caracterizados por
tener un nucleo de aminociclitol (estreptamina, 2-deoxistreptamina o estreptidina) unidos a amino
azucares a través de enlaces glicosidicos [17]. Otros compuestos como la espectinomicina, que es
un aminociclitol que no estd unido a amino azicares, o0 compuestos que incluyen la fortamina
aminociclitol también se incluyen en esta familia [17]. La mayoria de los aminoglucésidos son
sustancias naturales producidas por actinomicetos del género Streptomyces o Micromonospora,
como kanamicina, gentamicina y tobramicina (Figura 3) [18]. Mientras que posteriores
modificaciones quimicas para mejorar sus propiedades farmacocinéticas, toxicoldgicas y/o
microbioldgicas dieron lugar a los aminoglucosidos semisintéticos como la amicacina (Figura 3),
netilmicina o dibecacina [19].

Los aminiglucésidos generalmente tienen un amplio espectro antimicrobiano y una fuerte
actividad bactericida contra la mayoria de las bacterias Gram-negativas, incluyendo
Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter, E. coli, Klebsiella, Proteus, Providencia,
Pseudomonas, Salmonella, Serratia y Shigella [20]. El principal mecanismo involucrado es su
capacidad para unirse a la region de decodificacion de la subunidad 30S (en la molécula 16S del
ARN) e interferir con la sintesis de proteinas [20]. Cuando se produce esta union en el sitio A, el

ARNr experimenta un cambio conformacional que resulta en un estado similar al "estado de
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decodificacion", que conduce a una lectura erronea del ARNm [20]. La elongacion de la cadena
peptidica no se produce debido a la falla del mecanismo que asegura la precision de la traduccion,
lo que resulta en la sintesis de proteinas defectuosas [20]. Ademas, se cree que las proteinas
aberrantes insertadas y acumuladas en la membrana celular conducen a una permeabilidad
alterada y el aumento resultante en las concentraciones intracelulares de aminoglucésidos tiene un
papel importante en el efecto bactericida y el efecto post antibidtico de los aminoglucésidos [20].
Asimismo, se presume que los aminoglucdsidos inhiben la translocacion al inmovilizar el

peptidil-ARNt en el sitio A del ribosoma, inhibiendo asi la sintesis de proteinas [20].

R3 NHR? - NH,
H, ) NH,
BO g NH, - g 2
Y = 7 NH,
o ‘ - M -
HO >
e : AN : N -
z ) = H =
- 0 OH
O oW . O W
HO ' S L,
& ‘1 ~ “OH
H‘C\ "OH HO ?
%~ HN-CH; NH;
Gentamicina Amicacina

Figura. 3. Estructura de los aminoglucésidos. Amicacina compuesto de origen semisintético y
gentamicina de origen natural.

2.2.4 Quinolonas y fluoroquinolonas

Las quinolonas son una familia de antimicrobianos sintéticos de amplio espectro que fueron
desarrollados a partir de la modificacion del acido 1-alquil-1,8-naftiridina-4-ona-3-carboxilico
[21]. La primer quinolona introducida en la terapia clinica fue el 4cido nalidixico (Figura 4 b) que

se obtuvo durante la sintesis de la cloroquina, firmaco utilizado para la prevencion de la malaria

[22].
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Las quinolonas estan compuestas por dos anillos fusionados con un nitrégeno en la posicion 1,
un grupo carboxilo en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4 (Figura 4) [23].
Posteriores mejoras farmacologicas dieron origen a un nuevo grupo de agentes antimicrobianos
llamados piperazinil fluoroquinolonas o simplemente fluoroquinolonas. Estas modificaciones
fueron la adicion de un atomo de fluor en la posicion 6 y un anillo de piperazina en el carbono 7
(ciprofloxacina, ofloxacina, norfloxacina, etc), las cuales presentaron un aumento tanto en la
actividad biologica como en las propiedades farmacocinéticas, mejora de la absorcion oral y
amplia distribucion tisular [23].

Por otro lado, su actividad antimicrobiana consiste en inhibir la sintesis del ADN de las
bacterias al interferir con la accidon de dos enzimas esenciales, la ADN girasa y la topoisomerasa
IV. Ambas son enzimas topoisomerasas tipo Il heterotetraméricas que cortan transitoriamente
ambas cadenas de ADN de un duplex por hidrodlisis de ATP y pasan a través de la ruptura otro
segmento de doble hélice. La ADN girasa introduce superenrollamientos negativos o relaja los
superenrollamientos positivos en el ADN, mientras que la topoisomerasa IV muestra una potente
actividad de decatenacion. Estas enzimas son esenciales para el crecimiento bacteriano ya que
controlan el estado topoldgico del ADN cromosémico para facilitar la replicacion, transcripcion,

recombinacion y reparacion del ADN [24].

. | o O O O
o TN, /m)LDH FwOH
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7 “:.__ — -
4-quinolona (a) Acido nalidixico (b) Ciprofloxacina (c)

Figura. 4. Estructura del precursor de las quinolonas (a). Estructura del 4cido nalidixico (b). Estructura
de la ciprofloxacina (c).
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2.3 Antibioticos B-lactamicos

Los antibioticos B-lactamicos son la clase mas utilizada debido a su facil administracion, baja
toxicidad, potente actividad antimicrobiana y bajo costo [22]. Estos antibioticos son una extensa
familia que inhiben la sintesis de la pared bacteriana e inducen la autolisis de la bacteria [25].
Estos compuestos se caracterizan por presentar en su estructura un anillo heterociclico de cuatro
miembros (3 carbonos y un nitrégeno) conocido como anillo B-lactdmico (Figura 5) [26]. Dentro
de ésta familia se definen subclases segin la naturaleza de los anillos que se unen al anillo -
lactdmico, con excepcion de las monobactamas. Estas subfamilias son las penicilinas,
cefalosporinas, monobactamas y carbapenemes [27]. En ésta tesis se describe a continuacion el
mecanismo de accidon de esta familia de antibidticos y luego se detallan los modos de accion de
las tres ultimas familias de B-lactamicos ya que las penicilinas (ej. ampicilina) no se utilizan para
tratar infecciones causadas por enterobacterales debido a los mecanismos de resistencia

intrinsecos que poseen (CLSI, apéndice, tabla B1, p198).

0
RZ‘&‘HN\; S CHj

CH
/. ’
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Figura 5. Estructura de un antibiodtico B-lactdmico con el anillo heterociclico de cuatro
miembros (3 carbonos y un nitrégeno) conocido como anillo B-lactamico.

2.3.1 Mecanismo de accion de los antibidticos pB-lactamicos

La integridad de la pared celular bacteriana es esencial para mantener la forma de la célula en
un entorno hipertonico y hostil, como es el suero, la orina, el moco pulmonar o el tracto

gastrointestinal [28]. La bacteria conserva la estabilidad osmoética mediante una pared celular
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rigida compuesta por unidades alternadas de acido N-acetilmurdmico (NAM) y N-
acetilglucosamina (NAG) [28]. Estas unidades glicosidicas se unen mediante una enzima
transglicosidasa. Cada unidad de NAM se encuentra unida a un pentapéptido que contiene un
aminoacido D-alanina el cual se une con un residuo D-alanina de un pentapéptido adyacente o
cercano; este entrecruzamiento es catalizado por proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), que
actlian como transpeptidasas, carboxipeptidasas y endopeptidasas [28]. Este proceso de formacion
de la pared celular es dindmico ya que también actuan las autolisinas que hidrolizan al
peptidoglicano al mismo tiempo que se sintetiza [28].

Los antibidticos B-lactamicos poseen una estructura que imita a los residuos aminoacidicos D-
alanina-D-alanina y al unirse a las PBPs forman una unién covalente irreversible en el sitio
catalitico de la enzima produciendo su inactivacion [28]. Como la descomposicion del
peptidoglicano continta ayudado por las autolisinas, se genera el debilitamiento de la pared y por

tanto una mayor permeabilidad de la célula que finalmente estalla por la presion osmética [28].

Cadena polisacaridica
(NAM/NAG)

B-lactamico 8

Actividad
transpeptidasa (D-
ala/D-ala) inactiva

Pentapéptido

Actividad
transpeptidasa (D-
alanina-D-alanina)

Cadena polisacaridica
(NAM/NAG)

Figura 6. Representacion esquematica del mecanismo de acciéon de un antibidtico B-lactamico. El
peptidoglicano conformado por unidades de NAM y NAG se representa en celeste y azul. A éstas cadenas
polisacaridicas se adhieren cadenas de pentapétpidos que poseen dos D-alanina finales (D-ala-D-ala). La
enzima transpeptidasa en color marrén, cataliza la formacion de los puentes entre las cadenas peptidicas
uniendo especificamente los terminales D-ala-D-ala (circulos rojos). El B-lactamico (circulos con rayas
blancas y rojas) se une covalentemente a la PBP y la inactiva.
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2.3.2 Antibidticos B-lactamicos de accion sobre enterobacterales

2.3.2.1 Cefalosporinas

Las cefalosporinas presentan un anillo dihidrotiacinico (acido 7 a-cefalosporinico) unido al
anillo B-lactdmico y se clasifican en cinco generaciones de acuerdo al espectro de actividad [18].
Las cefalosporinas de primera generacion (ej. cefalotina) tienen muy buena actividad contra
gérmenes Gram positivos pero no poseen actividad sobre gérmenes Gram negativos [16]. Las
cefalosporinas de segunda generacion (ej. cefoxitina) tienen mayor actividad sobre gérmenes
anaerobios [29]. Las cefalosporinas de tercera generacion tienen mejor actividad sobre los
gérmenes Gram negativos, pero su actividad contra las gérmenes Gram positivos es variable (ej.
cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona) [29]. Cefepime y cefpirome son cefalosporinas de cuarta
generacion con eficacia demostrada contra los representantes mas importantes tanto en Gram
positivos como Gram negativos [29]. La ceftarolina es una cefalosporina de quinta generacioén

con actividad mejorada contra S. aureus resistente a la meticilina (SARM) [29].

2.3.2.2 Monobactamas

El aztreonam, es el tinico monobactam actualmente disponible para uso clinico y fue aprobado
por la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos en 1986 y ha sido utilizado
desde entonces para tratar infecciones causadas por enterobacterales y P. aeruginosa [30]. Tiene
una estructura quimica tnica en la que el anillo B-lactdmico no estd unido a un anillo adyacente de
5 0 6 miembros, pero tiene adiciones quimicas al anillo que mejoran la actividad y la estabilidad
frente a enzimas que pueden hidrolizarlo como las B-lactamasas (Figura 7) que se describen a
continuacion [18]. Esta droga posee una cualidad tnica frente al resto de los antibidticos f-
lactdimicos ya que no puede ser hidrolizado por metalo-B-lactamasas que son enzimas
pertenecientes a la clase B de Ambler y que se describen en la siguiente seccion [30]. Por otra
parte, ésta droga resulta de mucha utilidad para la deteccion de P-lactamasas de espectro

extendido con el método de difusion en agar. Las bacterias productoras de dichas enzimas
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suelen ser no sensibles al aztreonam y ademads generan un efecto sinérgico observable (ver
seccion 9.4) entre los discos de aztreonam y amoxicilina/acido clavulanico por lo que
facilita la sospecha en el laboratorio de microbiologia clinica de la presencia de dicho

mecanismo de resistencia.
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Figura 7. Estructura de un monobactam (aztreonam)

2.3.2.3 Carbapenemes

Los carbapenemes son una subfamilia de antibidticos B-lactamicos derivados de Streptomyces
spp. El primer carbapenem descripto fue el 4cido olivanico producido por Streptomyces olivaceus
[31]. Este fue seguido por el descubrimiento de la tienamicina en 1976, hallada como resultado de
un estudio de suelos para identificar inhibidores de la sintesis de peptidoglicano. La tienamicina
es producida por Streptomyces catleya y es considerada la precursora de los carbapenemes
actualmente utilizados en la terapia antimicrobiana [31].

Los carbapenemes tienen un amplio espectro antibacteriano que abarca la mayoria de los
microorganismos Gram negativos y Gram positivos, aerobios y anaerdbicos, cocos y bacilos. Los
carbapenemes poseen el mayor espectro de actividad y la mayor potencia tanto contra bacterias
Gram negativas como contra Gram positivas [32]. Estos antibioticos se utilizan como drogas de
ultimo recurso en ocasiones donde los pacientes graves cursan infecciones por bacterias
resistentes a multiples drogas [32].

Las unicas especies bacterianas que normalmente son resistentes a los carbapenemes son

Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Corynebacterium jeikeium, Enterococcus
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faecium y algunas otras especies de Enterococcus [33]. Las cepas de S. aureus resistentes a la
meticilina y los estafilococos coagulasa negativos tienen una sensibilidad variable a los
carbapenemes [33]. Con motivo de la tematica de ésta tesis, describiremos a continuacidon en

mayor detalle esta subfamilia de antibidticos.

2.3.3 Estructura de los carbapenemes

Los carbapenemes presentan una estructura similar a las penicilinas (Figura 8). Su estructura
consiste en un anillo insaturado de 5 miembros fusionado con el tipico anillo B-lactama de cuatro
miembros (Figura 8). A diferencia de las penicilinas, los carbapenemes poseen un doble enlace
entre C2-C3, un carbono en lugar del azufre en C1 y un sustituyente trans-1-hidroxietilo en el
anillo B-lactdmico (Figura 8). Esta cadena lateral se extiende debajo del plano del anillo B-
lactamico y desempefia un papel importante en la resistencia a la hidrolisis por la B-lactamasa
[32][34]. Los carbapenemes disponibles para la clinica presentan caracteristicas estructurales que
potencian su actividad en comparacioén con otros B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas) [34].
Entre estas caracteristicas se encuentran: la configuraciéon R en C8, la configuracion trans en el
enlace C5-C6 (Figura 8) y la cadena lateral en la posicion 2 cargada positivamente debido a la

amina basica (o amidina) que se protona a pH fisiologico [34].
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Figura 8. Estructura quimica de la penicilina en comparacion con la estructura de un
carbapenem. El carbapenem posee un doble enlace entre C2-C3, un carbono en lugar del

azufre en Cl1, un sustituyente trans-1-hidroxietilo en el anillo f-lactdmico y un enlace trans
entre C6-C5.
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2.3.4 Mecanismo de accion de los carbapenemes

Los carbapenemes penetran la membrana externa de bacterias Gram negativas a través de las
porinas y luego de atravesar el espacio peripldsmico acilan de manera permanente a las PBPs, por
lo tanto se frena la transpeptidacion del peptidoglucano y por lo tanto su sintesis, tal como se
describié en el punto 2.3.1 [32]. Un factor que determina la eficacia de los carbapenemes por
sobre otros antibidticos B-lactamicos es su capacidad para unirse a multiples PBPs (PBP-2, PBP-
4, PBP-3 y PBP-1b) de una amplia gama de bacterias [32]. El imipenem se une preferentemente a
PBP2, luego a PBPla y 1b, y tiene alta afinidad por PBP3. En cambio meropenem y ertapenem se
unen mas fuertemente a PBP2, y luego PBP3, aunque también tienen alta afinidad por PBPla y
1b. Doripenem tiene alta afinidad por PBPs que son especificas de cada especie, por ejemplo por
la PBP3 de P. aeruginosa o PBP1, 2 y 4 de S. aureus o PBP2 de E. coli [35]. Como se dijo
anteriormente, el proceso de sintesis de pared celular es dindmico y tridimensional y la
descomposiciéon (por autolisinas) ocurre en simultineo con la sintesis. Por lo tanto, cuando el
carbapenem inhibe a las PBPs la degradacion del peptidoglicano contintia, causando en
consecuencia que se debilite y por lo tanto la célula se lisa como consecuencia del shock osmotico
[32]. Los carbapenemes, a diferencia de las cefalosporinas, no producen el incremento de la masa
celular antes de la lisis (filamentacion), por lo tanto, la bacteria libera menos endotoxina [35]. Por
otra parte, la actividad mejorada de los carbapenemes se debe también a que son moléculas mas
pequeias que las cefalosporinas y son zwitteriones (es decir, tienen cargas positivas y negativas
en solucion), cuyas propiedades facilitan la rdpida penetracion a través de la membrana externa
Gram negativa [31]. Por ultimo, los carbapenemes no pueden ser degradados por enzimas
conocidas como B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA) y de espectro extendido (BLEE)
producida por bacterias Gram positivas y Gram negativas, por este motivo son ampliamente
utilizados en el tratamiento de infecciones intrahospitalarias [31]. Desafortunadamente los
carbapenemes son hidrolizados por enzimas conocidas como carbapenemasas [31], tema central

de ésta tesis.
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3. Resistencia a los antimicrobianos

Las bacterias son microorganismos que poseen habilidades adaptativas (fitness) unicas para
hacer frente a condiciones ambientales desfavorables o extremas para la supervivencia e
involucran caracteristicas tales como poseer altas tasas reproductivas y la capacidad para
intercambiar material genético inter e intra especies entre otras cosas [14].

La resistencia a los antibidticos es la capacidad de una bacteria para sobrevivir y replicarse en
presencia de sustancias bacteriostaticas o bactericidas [36]. La presencia de estas sustancias en el
medio impone una presion selectiva sobre las bacterias y éstas responden mediante el desarrollo
de diferentes mecanismos que se detallaran en los proximos incisos [36].

Durante mas de 60 afnos, los antimicrobianos fueron utilizados en la cura de infecciones con
una gran eficiencia [37]. Sin embargo, desde la utilizacion de la penicilina, la introduccion de
cualquier nuevo antibidtico vino acompafiada del aislamiento y deteccion de microorganismos
resistentes a ese nuevo agente [38]. El mayor problema reside en que la emergencia de bacterias
resistentes limita el uso clinico de éstas drogas [39]. Actualmente la resistencia antimicrobiana
(RAM) amenaza nuestra capacidad para tratar infecciones bacterianas y de llevar a cabo
tratamientos y procedimientos médicos, incluida la quimioterapia, los trasplantes y la cirugia, que
requieren antibioticos eficaces para reducir las complicaciones post operatorias [39]. Ademas, la
RAM se asocia con el aumento de la morbilidad y la mortalidad del paciente internado, aumento
de la estadia en el hospital y en consecuencia un gran gasto econémico para las instituciones de
salud [40].

Existen denominaciones consensuadas internacionalmente para definir la “categoria” de
resistencia de un aislamiento bacteriano. Estas definiciones que se describen a continuacién, son
solo para uso en salud publica y con fines epidemioldgicos y no pretenden reemplazar el juicio
clinico, contribuir a la toma de decisiones terapéuticas u ofrecer una guia en las practicas de

control de infecciones [41]. Por otra parte, los criterios de sensible, resistente o intermedio (S, R o
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I) a un agente o categoria antimicrobiana se adoptan si el aislamiento cumple con los criterios
interpretativos establecidos por la European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing —
EUCAST, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) o la Food and Drug
Administration (FDA).

Se considera resistente a una categoria antimicrobiana cuando es "no sensible al menos a un
agente de una categoria”:

MDR o resistencia a multiples drogas: no sensible al menos a un agente de tres o mas
categorias antimicrobianas [41].

XDR o resistencia extrema a drogas: no sensible al menos a un agente de todas las categorias
excepto en una o dos de ellas (es decir, sensibles solo a una o dos categorias) [41].

PDR o pan-resistencia: no sensible a todos los agentes de todas las categorias antimicrobianas
(es decir, resistente a todos los antimicrobianos ensayados o disponibles) [41].

Entre los mecanismos por los cuales las bacterias se vuelven resistentes a los antimicrobianos

se pueden mencionar cuatro que son considerados los principales:

i. Bombas de eflujo (Figura 9a)

Las bombas de eflujo son proteinas de membrana que transportan activamente varias
sustancias al exterior de la célula contribuyendo de esta manera a la resistencia intrinseca a
muchos de los antimicrobianos que pueden utilizarse para tratar las infecciones producidas por
bacterias Gram negativas (Figura 9a) [42]. Dependiendo de la exposicion a antibidticos o toxinas,
las bombas de eflujo pueden ser el mecanismo de resistencia mas eficaz y de accion mas rapida en
el repertorio bacteriano de respuestas al estrés. La exposicion a antibidticos y otras drogas a
menudo desencadena reacciones bacterianas que implican cambios en el nivel de expresion de
genes que codifican para transportadores de moléculas [43]. Cuando las bombas de eflujo son
sobreexpresadas, pueden conferir altos niveles de resistencia a los antimicrobianos clinicamente

utiles. Algunas bombas de eflujo tienen especificidad de sustrato, mientras que la mayoria
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transportan una amplia gama de sustancias estructuralmente diferentes y se conocen como

bombas de eflujo de resistencia a multiples firmacos [42].
ii. Modificacion del sitio blanco (Figura 9b)

La mayoria de los antimicrobianos se unen especificamente a un sitio blanco con alta afinidad
evitando asi la actividad del mismo. Sin embargo, modificaciones en la estructura de este sitio
impiden o disminuyen la afinidad con el antimicrobiano y en consecuencia, ese cambio
estructural confiere resistencia [42]. Por ejemplo las alteraciones por mutaciones del sitio blanco
de las topoisomerasas reducen la afinidad de las quinolonas sin comprometer la funcién de la
enzima. Este es en general el mecanismo méas comun de resistencia adquirida a las quinolonas y
se han informado en muchas especies bacterianas. Las mutaciones asociadas con la resistencia se
agrupan en regiones discretas de las subunidades enzimdticas, que se denominan regiones
determinantes de la resistencia a la quinolona (QRDR). En la mayoria de los casos, las
sustituciones de aminoacidos dentro del QRDR implican el reemplazo de un grupo hidroxilo con
un residuo hidréfobo voluminoso que altera la geometria del bolsillo de unidon a quinolona
presente en la enzima e impide la unién de la quinolona [42].

iii. Alteracion de expresion de porinas (Figura 9c)

Las bacterias Gram negativas son intrinsecamente menos permeables a muchos
antimicrobianos ya que su membrana externa forma una barrera de permeabilidad [42]. Los
antimicrobianos hidrofilicos atraviesan la membrana externa mediante difusion a través de
canales acuosos que actuan como tamices moleculares, permitiendo unicamente la entrada de
moléculas segun lo determinado por el diametro del canal [13]. Estas proteinas de membrana
externa, llamadas porinas (OMP), son ubicuas en bacterias Gram negativas [36]. Estas porinas
desempenan un papel en la adaptacion bacteriana a los cambios ambientales y se encuentran
asociadas con la resistencia a los antibidticos (Figura 9c) [36]. El grado de resistencia conferida

depende del ntimero y tipo de porina que posee la bacteria [22].
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iv. Inactivacion enzimdtica del antimicrobiano (Figura 9d)

La modificacion enzimatica de antimicrobianos es un mecanismo de resistencia significativo
que ha sido relevante desde el primer uso de antimicrobianos. La primera B-lactamasa que
hidrolizo la penicilina fue identificada en 1940 en E. coli, varios afios antes de la introduccion real
de la penicilina en la practica clinica y hoy es conocida como cefalosporinasa AmpC [44]. Desde
entonces, se han identificado miles de enzimas que pueden degradar y modificar los antibioticos
de diferentes clases, incluidos los B-lactdmicos, aminoglicdsidos, fenicoles y macroélidos.
También hay subclases de enzimas que pueden degradar diferentes antibidticos dentro de la
misma subfamilia. Por ejemplo, dentro de la familia de los B-lactamicos, hay enzimas que pueden

hidrolizar tanto penicilinas como cefalosporinas [42].
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Figura 9. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. Las bacterias pueden resistir la accion de los
antimicrobianos a través de cuatro mecanismos. (a) Bombas de eflujo. Proteinas transmembrana que expulsan las
moléculas que penetraron en la célula hasta que alcanza una concentracion por debajo de la necesaria para que el
antimicrobiano tenga actividad antibacteriana; (b) Cambios en el sitio blanco o alteracion de proteinas bacterianas
que son dianas de los antimicrobianos; (c) Reduccion de la expresion de porinas, disminuye la permeabilidad de la
membrana al antimicrobiano e impide que alcance su objetivo intracelular; (d) Degradacion o modificacion del

antimicrobiano. Las enzimas producidas degradan o modifican el antibidtico, que entra en la célula bacteriana [45].
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3.1 Clasificacion de las B-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas versatiles de estructuras moleculares similares pero presentes en
una gran variedad de especies bacterianas [46]. Su caracteristica comun es la capacidad de
hidrolizar compuestos quimicos que contienen un anillo B-lactamico. Actualmente existen dos
esquemas de clasificacion de éstas enzimas (Figura 10). Uno de los métodos fue propuesto por
Ambler y clasifica a éstas enzimas de acuerdo a la secuencia proteica agrupando a las [-
lactamasas en cuatro clases moleculares que contemplan los motivos aminoacidicos conservados
y distintivos: A, B, C y D [47]. Las clases A, C y D incluyen enzimas que hidrolizan a su sustrato
formando acil-enzimas a través de una serina presente en el sitio activo, en cambio las enzimas de
clase B, son metalo enzimas que utilizan al menos un ion de zinc presente en el sitio activo para
facilitar la hidrolisis del antibidtico B-lactamico. Por éste motivo, éstas enzimas se denominan
metalo-B-lactamasas [47].

El segundo método de clasificacion de B-lactamasas fue propuesto por Karen Bush y col. [48].
Este método de clasificacion, considera los perfiles de sustrato y de inhibidores que afectan la
actividad enzimatica, por lo tanto, se puede correlacionar la actividad enzimatica con el fenotipo
observado en el aislamiento clinico [48]. El método propuesto por Bush sufrié modificaciones
que se adaptaron a la epidemiologia mundial. Hoy en dia el sistema incluye a las enzimas con
actividad cefalosporinasa en el Grupo 1 (clase C, Ambler); las serin-enzimas, B-lactamasas de
amplio espectro (BLEA), B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y B-lactamasas resistentes a
los inhibidores dentro del Grupo 2 (clases A y D, Ambler); y por ultimo, las metalo--lactamasas
que se ubican dentro del grupo 3 (clase B de Ambler) [47] [46]. En la Figura 10 se pueden ver
ambos esquemas de clasificacion, los grupos funcionales asociados con las cuatro clases
moleculares y la diferenciacion entre enzimas en funcion de las reacciones con los inhibidores de
B-lactamasas: las B-lactamasas de clase A son inhibibles por el acido clavulanico, la serin B-
lactamasa de amplio espectro inhibibles por avibactam y las metalo-f-lactamasas son inhibibles

por quelantes de iones metalicos como el EDTA [46].
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Figura 10. Clasificacion de p-lactamasas: caracteristicas moleculares y funcionales de los principales grupos de
p-lactamasas. Las clases moleculares A, B, C y D se basan en la nomenclatura propuesta por Ambler [46]. Los
grupos funcionales con perfiles de sustrato e inhibidor se basan en la nomenclatura inicialmente propuesta por K.
Bush como se detalla en el texto [48]; GF: grupo funcional; AV: avibactam; CA: acido clavulanico; P: penicilinas;
Csp: cefalosporinas; CspE: cefalosporinas de espectro extendido; M: monobactam; Cb: carbapenem. [Adaptacion
Bush 2018].

3.2 Resistencia a los antimicrobianos debido a metalo-f-

lactamasas.

Como se dijo anteriormente, los carbapenemes son antibioticos -lactamicos de Gltimo recurso
para el tratamiento de infecciones causadas por patogenos multirresistentes. En las ultimas dos
décadas, las metalo-B-lactamasas emergieron como el principal mecanismo de resistencia contra
dichos antibidticos [49]. La primera metalo-f-lactamasas (Bcll de Bacillus cereus) fue

descubierta por Sabath y Abraham en 1966, dos décadas antes de la implementacion clinica de
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carbapenemes. Estos autores mostraron que la actividad cefalosporinasa mostrada por el
aislamiento productor de ésta enzima podia ser inhibida por el tratamiento con un quelante de
metales como el EDTA [49]. Esta enzima de amplio espectro fue inicialmente considerada una
curiosidad bioquimica ya que se encontr6 en una bacteria del suelo, siendo el tnico ejemplo de
este tipo a lo largo de dos décadas. No obstante, Bell fue ampliamente utilizada en estudios
estructurales y mecanisticos de metalo-f3-lactamasas [49].

En 1980, comenzd a reportarse la emergencia de aislados clinicos de Bacteroides fragili,
Stenotrophomonas maltophilia, diversas especies de Aeromonas y Chryseobacterium que
expresaban diversas B-lactamasas dependientes de Zn(Il) codificadas en el cromosoma. Entre las
bacterias Gram negativas, se encontré un gen silencioso que codifica una metalo-B-lactamasas en
Bacillus anthracis [49]. La situacion se volvido mds preocupante cuando se encontraron genes de
metalo-B-lactamasas en elementos genéticos moviles, portadores de otros genes de resistencia
adicionales en varios patégenos Gram negativos, incluyendo Enterobacterales, P. aeruginosa, S.
marcescens 'y Acinetobacter [49]. La asociacidon entre estos genes que codifican metalo--
lactamasas y los elementos genéticos moéviles ha facilitado la diseminacion de estas enzimas entre
los patogenos mas prevalentes de interés clinico ya que se convirtieron en un grave problema para

la salud publica [49].

3.2.1 Subclases de Metalo-p-lactamasas

Las B-lactamasas de clase B o metalo-B-lactamasas se clasifican en 3 subclases B1, B2 y B3 en
base al alineamiento de las secuencias de genes [50]. Debido a que los porcentajes de identidad
entre secuencias de éstas subfamilias es muy bajo, también se utiliza un esquema de numeraciéon
estandar llamado numeracion BBL, que se sustenta en estructuras de rayos-X obtenidas para
miembros distintivos de cada grupo y que ha permitido la identificacion de elementos
correspondientes a estructuras secundarias, aun en casos donde la similitud entre secuencias no

era obvia [50].
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Las metalo-B-lactamasas pertenecientes a la subclase Bl comparten mas del 23% de identidad
con las otras subclases. Esta subclase de enzimas une un ion de Zinc (Znl) a tres residuos de
histidina (Figura 11) y un segundo ion de Zinc (Zn2) que une tres residuos distintos que incluyen

una cisteina (C), un &cido aspartico (D) y una histidina (H) (Figura 11) [51].

Figura 11. Sitio activo de una metalo-p-lactamasa del subgrupo B1. La figura muestra los
atomos de zinc en color naranja. El Znl se une a tres residuos de histidina (H118, H196, H116) y el
Zn2 a tres residuos distintos (C221, H263, D120). En azul se muestran los atomos de nitréogeno, en
amarillo los de azufre, en rojo los de oxigenos, en tostado claro los atomos de carbon. La esfera roja
representa un puente de hidroxido [51].

La subclase B1 incluye a la enzima Bcll propia de B. cereus [52][50], la enzima CcrA de B.
fragilis [53], BlaB de Elizabethkingia meningoseptica [54] y EBR-1 de Empedobacter brevis
[55]. A esta clase también pertenecen las enzimas adquiridas, es decir aquellas enzimas cuyos
genes codificantes se localizan en elementos genéticos moviles (ej. plasmido) donde se
encuentran las enzimas GIM, DIM, SIM, IMP, KHM, VIM, NDM y SPM aisladas de diversos
gérmenes Gram negativos. En la Figura 12 se muestra un arbol filogenético donde se puede

apreciar la diversidad de las enzimas agrupadas en la subclase B1 [56].
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Figura 12. Diversidad de metalo-p-lactamasas de la subclase B1. El dendograma muestra la
diversidad entre los distintos tipos de enzimas adquiridas de metalo-p-lactamasas. Los triangulos
lila en las enzimas de tipo IMP y VIM indican que estas enzimas tienen muchas variantes alélicas.
Adaptado de Cornaglia y col. [56]

Las metalo-B-lactamasas pertenecientes a la subclase B2 comparten el 11% de identidad con la
subclase B1 y a diferencia de ésta, la subclase B2 utiliza inicamente un 4tomo de zinc (Znl) en el
sitio activo con tres residuos, dos de histidina y uno de asparagina aunque también retienen un
segundo atomo de zinc (Zn2) que no utilizan [57]. La subclase B2 posee solamente tres enzimas
producidas por distintas especies de Aeromonas, tales como CphA e ImiS producida por
Aeromonas veronii [58] asi como la enzima Sth-I producida por Serratia fonticola entre otras
[51].

Por ultimo, la subclase B3 de metalo-f-lactamasas tiene un dtomo de zinc (Znl) en el sitio de
union del sustrato asociado a nueve residuos conservados (en lugar de tres como mencionamos
para Bl y B2) y un segundo 4tomo de zinc (Zn2) asociado a tres residuos, uno de 4cido aspartico
y dos histidinas [57]. La subclase B3 es numerosa ¢ incluye a las enzimas L1 y GOB-1 aisladas de
cepas clinicas S. maltophilia y E. meningoseptica y FEZ-1 aislada de Legionnella gormanii [51].

La enzima AIM es la unica enzima perteneciente a la subclase B3 que se localiza en un pldsmido

[57].
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Todas las enzimas mencionadas pertenecientes a las subclases B1, B2 y B3, a excepcion de L1,
son monoméricas.

En el arbol filogenético que se muestra en la Figura 13 se pueden ver todas las metalo-f3-
lactamasas conocidas hasta el afio 2017 asociadas a los metadatos como el espectro hidrolitico de
las enzimas, la localizacion del gen y la subclase a la que pertenecen [57]. En ese arbol, se puede
observar primero que las subclases Bl y B3 son las mayoritarias y que ademds se encuentran mas
relacionadas filogenéticamente entre si en comparacion con la subclase B2 (Figura 13) [57]. Por
otra parte, tanto B1 como B3 tienen un poder hidrolitico de amplio espectro, es decir que
hidrolizan a un amplio nimero de antibidticos B-lactdmicos mientras que la subclase B2 solo
hidroliza carbapenemes [57]. Por ultimo, también podemos ver que las enzimas que se encuentran
dentro de las subclases B2 y B3 son mayormente cromosomicas (solo AIM de la subclase B3
plasmidica) mientras que la enzimas de la subclase Bl se localizan mayormente en plasmidos

[57].
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1. Localizacién genética 2. Perfil de hidrélisis de los B-lactamicos 3. Subclase de metalo-B-lactamasa
Desconocida i B-lactamicos de amplio espectro Desconocida

B Cromosoma | B-lactamicos de amplio espectro, excepto aztreonam B Subclase B1

B Plasmido ll B-lactdmicos de amplio espectro, especifico de carbapenemes [l Subclase B2

B Plésmido y cromosoma B B-lactdmicos de espectro reducido Subclase B3_

B Referencia B-lactamicos de espectro reducido, especifico de carbapenemes || Referencia TEM

B Referencia

Figura 13. Arbol filogenético de maxima verosimilitud con metadatos de las metalo-B-lactamasas descriptas
hasta el afio 2017. TEM-1 perteneciente a P-lactamasas de la clase A de Ambler fue incorporada al arbol como
referencia para “enraizar” (root) al arbol y como grupo externo (outgroup). Los colores en los circulos por fuera del
filograma corresponden a: 1) Localizacion genética del gen (anillo interno), 2) perfil hidrolitico de la metalo-f-

lactamasa (anillo medio) y 3) subclase de metalo-p-lactamasa (anillo externo). Adaptado de Somboro y col. 2018
[57].
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4. Epidemiologia de IMP y VIM

Si bien se han descripto un gran nimero de metalo-B-lactamasas, solo algunas tienen alta
relevancia clinica y epidemioldgica, siendo las mas importantes aquellas que fueron capaces de
diseminarse local e internacionalmente. Las tres enzimas mas reportadas son la verona integron-
encoded (VIM), la imipenemasa (IMP) y la New Delhi metalo-B-lactamasas (NDM) [46]. Los
genes codificantes para dichas enzimas se localizan generalmente en pldsmidos y pertenecen a la
subclase B1 [46]. Su diseminacion representa una amenaza para los sistemas de salud ya que son
mecanismos de resistencia que fueron detectados en casos de infecciones o colonizaciones tanto
de la comunidad como del hospital [57]. La enorme preocupacion que generan también se
fundamenta en los elevados porcentajes de muerte causadas por bacterias portadoras de estos
genes [57]. La situacion se volvio tan alarmante que la Organizacion Mundial de la Salud emiti6
un listado de “patdgenos prioritarios” resistentes a los antibidticos para guiar y promover la
investigacion y desarrollo (I+D) de nuevos antibidticos a fin de combatir esta creciente amenaza.
Dentro de esta lista, los enterobacterales resistentes a los carbapenemes, se encuentran en la
categoria critica debido a la gravedad de las infecciones que causan y a la practicamente nula
opcion de tratamiento [57]. Es importante recordar que si bien las metalo-B-lactamasas son
inhibibles por quelantes de metales como el EDTA/SMA, el cual secuestra cationes Zn'>
necesarios para la actividad hidrolitica de las metalo-B-lactamasas, éstos son utilizados
unicamente para la deteccion fenotipica de bacterias productoras de metalo-B-lactamasas dado
que no pueden ser utilizados en la clinica [57]. Por todo esto, resulta fundamental conocer la
epidemiologia de los microorganismos productores de éstas enzimas y la manera en la que se
diseminan ya que actualmente las Uinicas medidas posibles para contener brotes o epidemias de
mayor envergadura ante infecciones con éstos patdogenos son el aislamiento del paciente
infectado, el diagndstico rapido y las acciones efectivas llevadas adelantes por los comités de

control de infecciones [57].
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Hoy en dia, las tres enzimas mencionadas arriba se reportan con frecuencia y si bien en los
ultimos afios NDM-1 se disemind en diversos paises, principalmente India, Balcanes y Oriente
medio [50][57], en esta tesis se desarrollara en mayor profundidad lo referente a IMP y VIM.

La primer metalo enzima transmisible fue IMP-1 descripta en 1988 en P. aeruginosa en Japon
[59]. Después de ese descubrimiento inicial, se han identificado al menos 53 variantes de genes
IMP con distribucion mundial [60] en al menos 26 especies de Gram negativos como P.
aeruginosa, Acinetobacter spp. y diversos miembros de FEnterobacteriaceae [61][62]. Las
especies de enterobacterales que mas se asocian a IMP son las K. pneumoniae, E. coli y
Enterobacter spp. [62]. Los enterobacterales productores de IMP solo se describen como
endémicas en China, Japén y Taiwan y sobre todo en especies como A. baumanni [63][64]. Pero
también han sido descriptas en otros paises como Argentina [65], Brasil, Australia, India,
Tailandia, Filipinas y Espafia [62]. Por otra parte, IMP ha sido también detectada en bacterias
provenientes del medio ambiente como en un rio en Tunez, aguas cloacales en Alemania y en
mascotas en China [61].

VIM-1 fue identificada en 1997 en un aislamiento clinico de P. aeruginosa en Italia [63]. Poco
después, se conoci6 la variante VIM-2, que surge de un aislamiento clinico anterior a 1996 en
Francia [66]. Desde entonces, 47 variantes de VIM surgieron en todo el mundo y hasta la fecha ha
sido reportada en mas de 40 paises o regiones [61][60] [66]. En los primeros tiempos se creia que
VIM era una enzima que se restringia a bacilos Gram negativos no fermentadores pero
paulatinamente fue identificada en diversas especies (al menos 23) de enterobacterales siendo K.
pneumoniae, E. coli y Enterobacter spp las mas comunes [63][67][61]. También se identificaron
algunas variantes de VIM en el ambiente, por ejemplo VIM-13 en Brevundimonas diminuta,
Rhizobium radiobacter, Pseudomonas spp. y Ochrobactrum anthropi en aguas cloacales de un

hospital de Mallorca, Espana [61].
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5. Mecanismos de diseminacion de IMP y VIM.

El alarmante aumento en la resistencia antimicrobiana es atribuible a la emergencia y
diseminacion de nuevos mecanismos, como los detallados en ésta tesis [68]. La captura,
acumulacion y diseminacion de genes de resistencia se deben en gran medida a la “actividad” o
funcionamiento propio de elementos genéticos que promueven la movilidad del ADN bacteriano
ya sea dentro de la célula, por ejemplo, del cromosoma a un plasmido, o entre plasmidos asi como
entre bacterias de igual o distinta especie (ej. por conjugacion) [69]. Muchos genes de resistencia
se encuentran en plasmidos que pueden transferirse entre diferentes cepas o especies bacterianas,
lo que facilita la transferencia horizontal de genes [68]. Ademas, la movilidad de los genes de
resistencia se puede incrementar o mejorar mediante la integracion en elementos transponibles
(transposones), que pueden movilizarse de manera autonoma entre diferentes ubicaciones
genomicas [68]. Puntualmente, las metalo enzimas del tipo IMP y VIM suelen hallarse en forma
de cassettes génicos dentro de estructuras conocidas como integrones de clase 1 que a su vez se

asocian a transposones o plasmidos [64] y que se describen a continuacion.

5.1 Integrones

Los integrones son elementos genéticos que contienen un sistema de recombinacion sitio
especifico capaz de capturar, expresar e intercambiar marcos de lectura abiertos (MLA) exdgenos
sin promotor propio a través de un mecanismo de recombinacion sitio especifica, convirtiendo a
los MLA en genes funcionales al asegurar la expresion de los mismos (Figura 14) [70]. Los
integrones se clasifican como sedentarios cuando se localizan en el cromosoma bacteriano de
diversas especies, y moviles cuando se localizan en elementos genéticos moviles como plasmidos
o transposones [71]. Todos lo integrones caracterizados hasta la fecha poseen los siguientes tres
elementos necesarios para la insercion de genes exogenos (Figura 14): (i) un gen que codifica

para una integrasa (int/) que pertenece a la familia de las tirosina-recombinasas; (ii) un sitio de
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recombinacion (attl) y un promotor (Pc) que direcciona la transcripcion de los genes capturados
[70].

Los MLA se conocen como cassettes génicos (~0,5 a 1 kb) que pueden existir de manera libre
circular y son no-replicativos [70][69]. Los genes integrados en forma de cassettes poseen una
secuencia invertida repetida imperfecta en el extremo 3’ del gen, llamado sitio a##C o elemento
59-be, porque suelen tener entre 57 y 141 bases, y funcionan como sitios de reconocimiento
especificos para las integrasas [70].

El attl es un sitio simple que contiene dos secuencias invertidas que son reconocidas por la
integrasa, y dos sitios de enlace de integrasa adicionales conocidos como el enlace fuerte (DR1) y
el débil (DR2) [72]. Mientras que la region a#tC contiene dos sitios simples compuestos por un
par de sitos core o "core site" conservados de 7 u 8 pb, denominados R” y R’, L' y L”
respectivamente [72]. En términos de dindmica de insercion y escision de cassettes génicos, la
integrasa puede catalizar la escision del cassette génico mediante eventos de recombinacion attC
x attC y la integracion del cassette mediante eventos de recombinacion a#C x attl [73]. La
integracion de los cassettes ocurre en el sitio attl, rio abajo del promotor Pc, lo que permite la
expresion de los genes integrados (Figura 14) [70]. Por ultimo, la expresion de los genes en un
integron ocurre gracias a la presencia del promotor comun Pc y aquellos genes que se ubiquen
como primer cassette, mas cerca del promotor, se expresaran mas fuertemente [74].

Existen cinco clases de integrones moviles que se clasifican de acuerdo a las divergencias
halladas en los genes que codifican para la integrasa (ej. Intll, Intl2, etc) [61]. Si bien se fueron
nombrando en el orden de su descubrimiento, hoy en dia existe una base de datos llamada
INTEGRALL que provee numero a integrones con arreglos de cassettes nuevos y acceso a las
secuencias de ADN de los mismos (http://integrall.bio.ua.pt/) [75]. Hasta el momento
INTEGRALL han reportado 1509 genes de integrasas y 8562 cassettes génicos
(http://integrall.bio.ua.pt/). A pesar de la enorme diversidad de los integrones, aquellos de clase 1

son los mas reportados en el ambito clinico.
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5.1.1 Integrones de clase I

En 1980 se reportd el primer integron de clase 1 de un aislamiento clinico [61]. Desde
entonces, han sido intensamente estudiados debido a que portan multiples genes de resistencia y
estan asociados a otros elementos genéticos mdviles como transposones y plasmidos conjugativos
que facilitan y amplifican la diseminacion de los mismos a nivel intra e inter especies [61][76].
Estas estructuras se describen principalmente en bacterias Gram negativas de aislamientos
provenientes de humanos, animales y del ambiente, y estdn involucrados en la captura y
diseminacion de genes de metalo-f-lactamasas [61].

Los integrones de clase 1, llamados asi por haber sido los primeros descriptos, derivan del
transposon  Tn402 que capturd6 la combinacion intll/attll/Pc del cromosoma de
betaproteobacterias [69]. En los integrones de clase 1 clinicos, parte del transposon original fue
reemplazada por lo que se conoce como region 3’CS conservada y que contiene el gen trunco
qacAEl, que originalmente formaba el cassette gacE que confiere resistencia a los antisépticos, al
sull, que confiere resistencia a las sulfonamidas, y a uno o dos marcos de lectura abiertos de
funcién desconocida, orf5 y orf6 (Figura 14) [69][77]. Estan flanqueados por una secuencia
invertida (IR1) de 25 pb que se ubica al final del gen de la integrasa y por IRt que se ubica al final
del modulo 3°CS o modulo tni (Figura 14). La region que abarca desde el IRi al att/] se denomina
region 5°CS conservada e incluye al gen int/] y al promotor Pc (Figura 14) [69]. EI 5°CS termina
con una secuencia AAACAAAG que se ubica dentro del sitio core del attl] (Figura 14) [78] y la
T que le sigue da comienzo al primer cassette del integron [77]. El ultimo cassette del integron es
seguido inmediatamente por la estructura del 3’CS descripta arriba [77]. Muchas veces, el 3°CS
es seguido por algunas secuencias de insercion [77] o se asocian a transposones funcionales y no
funcionales derivados del Tn402 que a su vez pueden estar embebidos en transposones mas

grandes como el Tn2/ (Figura 14) [70].

| 41



INTRODUCCION

IRi intl1  cassette de resistenciaa ATB  qacE médulo tni IRt

qacEA1 sult  orfd tniA

|

I |

I |

I |

I |

I 1

I |

» Y o o >o ) | >TK
— 505 —— ——— 305 ——

AAACAAAG T

Figura 14. Mapa esquematico del integrén de clase 1 y elementos asociados. La secuencia de arriba es un ejemplo
de integron Tn402 y abajo se esquematiza la estructura de un integron de clase 1 tipico de aislamientos clinicos. Los
simbolos son los siguientes: a#t//, diamantes rojos; 59-be, circulos azules; las flechas son genes que indican la
orientacion de la transcripcion; flechas con rayas diagonales verdes representan transposasas, recombinasas o
secuencias de insercion. Las flechas con colores solidos representan genes de resistencia (ATB) en cassettes e Intl]
(flecha celeste). Se indica también el final del 5’CS AAACAAAG en el sitio core del attl] y la T verde da inicio al
primer cassette. También se indican como flechas amarillas a las secuencias invertidas IRi e IRt asociadas al Tn402.
Las zonas sombreadas de gris indican el 99% de homologia nucleotidica (o identidad) entre ambos elementos. Figura
adaptada de [79]

La incorporacion de un cassette en la primera posicion en el integron ocurre a través de la
reaccion de recombinacion mediada por la Intl entre el sitio attl doble cadena y el sitio attC
plegado en simple cadena mientras que la escision de un cassette mediada por /n#/ ocurre entre
dos sitios attC simple cadena plegados (Figura 15) [69].

En los integrones de clase 1 multirresistentes, los promotores Pc se localizan dentro de la
secuencia codificante de la integrasa [69]. Existen muchas variantes de los promotores de
integrones de clase 1, pero las que predominan son cuatro: el PcW que es el mas débil (W por
weak, débil en inglés); PcH1 (H de hybrid, hibrido en inglés), PcH2 (hibrido 2) y PcS el maés
fuerte (S por strong, fuerte en inglés) [80]. Los polimorfismos dentro de la secuencia de int//
podrian influenciar la actividad recombinasa de la integrasa y podria definir distintas variantes
cataliticas de la Intll [74][81]. De hecho, se observd que existe una relacion inversa entre la
fuerza del promotor y expresion del gen en cassette, primer cassette versus Ultimo cassette, y la
actividad recombinasa de la Intll [74][69]. Por otra parte, en muchos integrones de clase 1, la

insercion de tres guaninas entre las posiciones -35 y -10 del promotor genera un espaciador de 17

pb Optimo que active un segundo promotor denominado Pc2 [69].
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<«— 5CS —> 3'CS

Figura 15. Representacion esquematica de un integron de clase 1 y modelo de la adquisicion de cassette
génico. El proceso por el cual un cassette del gen circularizado (gen de resistencia 2) se inserta en el sitio a#t/
de un integron de clase 1 que contiene un cassette génico residente (gen de resistencia 1) como se describe en
la figura. Los genes y los marcos de lectura abiertos se indican mediante flechas. Los cuadrados de barras
azules representan sitios de recombinacion attC. Pc es el promotor asociado al integron; Py es el promotor del
gen de la integrasa (/ntll). Los genes qacEAl y Sull en el extremo 3'-CS confieren resistencia a los
compuestos de amonio cuaternario y sulfonamidas, respectivamente.

5.1.2 Integrones de clase 2

El integron de clase 2 se encuentran comtinmente asociados a la familia de transposones Tn7 y
sus derivados, como Tn/825, Tnl826 y Tn4132, que llevan su sitio de recombinacion at#tl2 y el
promotor Pc dentro de esos transposones [72]. En general los integrones de clase 2 portan en su
region variable a los genes dfrdl-sat2-aadAl-orfX que confieren resistencia a trimetoprima,
estreptotericina y estreptomicina/espectinomicina, seguidos por los genes adicionales ybfA4, ybfB,
vbgA, insertos en un moédulo de transposicion de Tn7 (tnsABCDE) ya que la mayoria de estos
integrones se asocian a derivados del Tn7 [71]. El segmento 3' conservado (3'-CS) contiene 5
genes tns (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD y tnsE) que participan en los movimientos del transposon,
mediando la movilidad del integrén a través de la insercion preferencial en un sitio Ginico dentro
de cromosomas bacterianos [72].

La homologia de las secuencias de aminodcidos del gen Intl2 tipico es inferior al 50% en
comparacion con Intll, y ademas la secuencia se encuentra interrumpida por un codén de

terminacion y, por lo tanto, se sintetiza una proteina mas corta e inactiva y se cree que este
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potencial pseudogen posee una funcion reguladora o que permite el funcionamiento de otro tipo
de integrasa (como Intl1) [72]. Los integrones de clase 2 se han reportado en algunas especies de
microorganismos Gram negativos como Acinetobacter, enterobacterales, Salmonella y
Pseudomonas, con una baja incidencia y prevalencia en comparacion con los integrones de clase

1[72].

5.1.3 Integrones de clase 3

Los integrones de clase 3 fueron identificados por primera vez en Japén en 1993 en
aislamientos de S. marcescens, y luego se encontrd asociado con blages-1 en una cepa de K.
pneumoniae [72]. Se describid en pocos microorganismos incluyendo Acinetobacter spp.,
Alcaligenes, Citrobacter freundii, se limita a E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
Pseudomonas putida, Salmonella spp y S. marcescens y en su mayoria se informd en baja
ocurrencia con la asociacion con la metalo-p-lactamasa IMP-1 [72].

La integrasa de los integrones de clase 3 posee 60 % de similitud con la Int/l y 47% con la
Int12 [82]. Tanto la Intl] como IntI3 son enzimas que forman parte de un grupo de proteobacterias
de suelo y agua dulce, mientras que /nt/2 es una enzima codificada en bacterias del grupo de y-
proteobacterias marinas [72]. Intl3 realiza una funcion similar a la de Intl1, y se ha descripto que
Intl3 es capaz de catalizar la escision de cassettes de integrones y la integracion de cassettes
circularizados en el sitio att/3 con una frecuencia de recombinacion significativamente menor a la

ocurrida entre un sitio a#tC'y sitios secundarios a los observados con Intl1 [72].

5.1.4 Integrones de clase 4 — Super integrones

El integrén de clase 4 se detectd por primera vez en aislamientos de Vibrio spp. y su existencia
data desde antes de la era de los antimicrobianos [72]. Esta clase distintiva de integron se
diferencid de otros por poseer dos caracteristicas claves que incluyen la incorporacion de cientos
de cassettes (ej. para V. cholerae, se identificaron al menos 179 cassettes con 216 genes no

identificados separados por secuencias cortas repetidas e invertidas conocidas como VCR, que en
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conjunto ocupan aproximadamente el 3% del genoma) y la alta homologia entre los sitios a#C de
los cassettes reunidos en el arreglo génico [72]. A pesar de su variedad Unica de cassettes, la
identificacion de integrones de clase 4 se ha limitado a microorganismos tales como

Vibrionaceae, Shewanella, Xanthomonas, Pseudomonas y otras proteobacterias [72].

5.2 Otros elementos que capturan genes de resistencia:

Secuencias de Insercion y Transposones.

Las secuencias de insercion (IS) y los transposones (Tn) son otros elementos genéticos moviles
involucrados en la movilizacion de genes de resistencia mayormente detectados en bacterias
Gram negativas. Tanto las IS como los Tn poseen caracteristicas en comtn para movilizar genes a

través de distintos mecanismos [83].

5.2.1 Secuencias de Insercion

Una secuencia de insercion es el elemento auténomo y transponible mas pequefio que se
conoce y constituye un componente relevante en los genomas bacterianos [61]. La definicion
original de IS refiere a un segmento de ADN corto, fenotipicamente criptico, que codifica para
enzimas necesarias para su transposicion y que es capaz de insertarse repetidas veces en sitios de
insercion distintos dentro de un mismo genoma utilizando mecanismos independientes de las
regiones de ADN homologas entre la IS y el sitio blanco [84][85]. Las ISs clésicas poseen entre
0,7 y 2,5 kb y son genéticamente compactas con uno o dos marcos de lectura abiertos que ocupan
toda la longitud de la IS con ambos extremos flanqueados por secuencias terminales imperfectas
invertidas y repetidas (IRs, que tienen entre 10 y 40 pb en cada extremo de la IS) y también
poseen secuencias que sirven de sefial para la unioén de la transposasa (Figura 16) [86]. Los
marcos abiertos de lectura codifican para transposasas (fmps, que pueden incluir proteinas
regulatorias también) que catalizan el clivaje y transferencia del ADN uniéndose a los IRs y

causando la movilizacion de la IS [86]. También pueden presentar promotores que facilitaran la
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transcripcion de aquellos genes que se encuentren rio abajo de la IS [61]. Estas particularidades
hacen que las IS causen mutaciones y rearreglos gendomicos, asi como también la movilidad de
genes entre integrones, transposones, plasmidos y el cromosoma bacteriano [61]. Hoy en dia se
conocen aproximadamente 3000 secuencias de insercion individuales que pertenecen tanto a

bacteria como arquea (IS finder) [61].

DR pa ab DR DR ba ab DR
XXX [l o] xxx YWYyl —— »J]yyyy
IRL IRR IRL IRR
=] i

-y

Figura 16. Estructura de secuencias de insercion tipicas. Se muestran los marcos abiertos de lectura en su
direccion transcripcional, los segmentos invertidos repetidos imperfectos en ambos extremos, izquierda (IRL,
inverted repeat left) y derecha (IRR, inverted repeat right) ubicados de acuerdo a la direccion de la transcripcion de
la transposasa. También se indica (a) el sitio de clivaje del ADN y (b) la secuencia necesaria para la movilidad,
también se muestran las repeticiones directas (DR, direct repeats) que se generan tras la insercion de la IS en el sitio
blanco. Diagrama tomado de [86].

5.2.2 Transposones

Los transposones (Tns), elementos transponibles y los retrotransposones son elementos de
ADN que pueden moverse desde una molécula de ADN a otros sitios dentro de la misma
molécula de ADN de forma repetida u otras moléculas [83][87]. Los transposones poseen una
enzima llamada transposasa (¢np) que realiza la transposicion. Al igual que los integrones y las
secuencias de insercion, los transposones son responsables de la diseminacién de genes de
resistencia a los antibioticos [83].

A diferencia de la IS descriptas arriba, cuando los transposones se encuentran flanqueados por
dos copias de la misma IS y a su vez ésta estructura se encuentra cerca de un gen de resistencia,
pasa a denominarse transposén compuesto, también llamados transposones de Clase I, y tienen la

capacidad de movilizar a dicho gen ya que puede moverse como una unidad (Figura 17) [69].
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Transposon compuesto
IS Gen de resistencia IS
DR ba ab ba ab DR
IRL IR IRL IR

Figura 17. Estructura de transposén compuesto. En la figura se indican las repeticiones directas (DR), los IRs
y el gen de la transposasa con la direccion transcripcional. La flecha azul representa el gen de resistencia en el
transposon compuesto [77].

Los transposones compuestos poseen caracteristicas estructurales y funcionales idénticas y
suelen portar genes de resistencia [88]. Los transposones complejos (conocidos como
transposones de Clase II), constituyen tres familias diferentes pero interrelacionas: Tn3, Tn2/ y
Tn2501 [88]. Estan flanqueados por un IR de 38 pb e incluyen al gen de la transposasa (tnpA), el
gen de la resolvasa tnpR y un sitio de resolucion (res) [69]. Estos transposones se mueven por un
proceso replicativo que involucra al reconocimiento de los IR por la TnpA y la generacion de un
intermediario co-integrado que consiste en las moléculas dadora y receptora separadas por dos
copias del transposon [69]. El co-integrado se resuelve con la TnpR que actia por recombinacion

sitio especifica creando un fragmento de repeticion directa (DR) de 5 pb [69][77].

5.3 Plasmidos de Resistencia

Los plasmidos son fragmentos de ADN doble cadena extra cromosdémico que varian
ampliamente en tamafio y se encuentran tanto en bacterias tanto Gram negativas como Gram
positivas [69]. Estas moléculas pueden autoreplicarse en la célula hospedadora y por lo tanto
heredarse a las células hijas en una poblacion bacteriana en crecimiento. Por otra parte, los
plasmidos también pueden transmitirse horizontalmente intra e inter especie a través de la

conjugacion biparental o la movilizacion [69].
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El conjunto de genes que codifican funciones que le permitan al plasmido replicarse, heredarse
y/o transferirse se conocen como genes troncales o “backbone” [69]. Los plasmidos pueden
contener genes accesorios que pueden proveerle al huésped ventajas adaptativas en un ambiente
determinado. Puntualmente, en los plasmidos de resistencia, las regiones accesorias estdn
compuestas por uno o mas genes de resistencia y estos a su vez se asocian a alguno de los
elementos genéticos mencionados mds arriba (ej. integrones, transposones) [69]. En
consecuencia, los plasmidos pueden tener estructuras troncales similares con regiones variables
formada por distintos transposones, secuencias de insercion y/o genes de resistencia [69].

Los plasmidos tienen un origen de replicaciéon definido (ori), que es reconocido por una
proteina de iniciacién (Rep) codificada por los genes rep que se encuentran en el plasmido
cercanos a una region repetida de ADN conocida como iteron [69]. El resto de la maquinaria para
sintetizar el ADN del plasmido suele ser la propia de la célula huésped (helicasa, primasa,
polimerasa, etc.). Los plasmidos pueden ser categorizados de acuerdo al rango de hospedadores.
Entonces, un plasmido capaz de perdurar eficientemente en taxas bacterianas relacionadas son
llamados plasmidos de rango angosto (del inglés narrow host range plasmids) [69]. Mientras que
aquellos plasmidos que pueden replicarse en diversos géneros bacterianos se los conoce como
plasmidos de rango ampliado (del inglés, broad host range plasmids) [69]. Por otra parte, el rango
de hospedadores de un plasmido también puede verse alterado por la capacidad del plasmido de
conjugar o movilizarse a una bacteria de igual o distinta especie [69].

La transferencia horizontal de plasmidos puede producirse por conjugacién si un pladsmido
porta todos los genes: un modulo de movilidad que incluye relaxasa (MOB) y un complejo de
formacion de pares de apareamiento (MPF) asociado a la membrana. Los plasmidos que carecen
de MPF pueden movilizarse utilizando un sistema de secrecion diferente para la transferencia y se
denominan movilizables.

En 1971, Hedges y Datta propusieron un esquema de clasificacion plasmidica basado en la

estabilidad de los plasmidos durante la conjugacion, un fenémeno llamado incompatibilidad de
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plasmidos [89]. Esta incompatibilidad se define como la incapacidad de dos plasmidos co-
residentes de ser heredados, en ausencia de factores de seleccion. O lo que es lo mismo, si la
introduccion de un segundo plasmido en una bacteria desestabiliza la herencia del primero, ambos
son incompatibles [90][91]. Esto se debe principalmente a un “problema de comunicacién” entre
los sistemas de iniciacion de la replicacion de ambos plasmidos que se confunden el control de
namero de copias dado que los dos plasmidos si bien son distintos son percibidos como el mismo,
por lo tanto lleva a que uno de los dos termine con un niamero reducido de copias y por lo tanto la
misma célula lo segrega y elimina. Por todo esto, los plasmidos incompatibles se consideran
relacionados y se clasifican dentro del mismo grupo Inc [90].

Existen diversos métodos para determinar el grupo de incompatibilidad de un plasmido. Desde
el ano 2005 se publicd un esquema de PCR multiplex conocido como PCR-based replicon typing
(PBRT) que detecta los replicones de las familias de plasmidos més comunes en enterobacterales
[91]. Esa PCR multiplex inicialmente detectaba 18 grupos pero con el advenimiento de la
secuenciacion masiva de genoma (WGS), el nimero de nuevos plasmidos y replicones descriptos
aument6 constantemente hasta 25 replicones en la actualidad [91]. Por este motivo, las reacciones
de PCR se actualizan pero también comienzan a aparecer herramientas que se utilizan in silico

para poder determinar el grupo de incompatibilidad de los plasmidos secuenciados por WGS [91].

6. Metodologias aplicadas a estudios de epidemiologia

molecular

Existen diversos esquemas de tipificacion bacteriana y cada uno estd disefiado para medir
diferentes tipos de variaciones genotipicas o fenotipicas de una especie [92]. Es importante tener
en cuenta a la hora de elegir un esquema de tipificacion, el tipo de patdgeno en estudio y las
preguntas que se quieren responder [92]. No es lo mismo estudiar las variaciones genéticas o

microvariaciones que pueden ocurrir durante un brote individual o un evento epidémico en una
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ubicacion geografica particular (epidemiologia a corto plazo o local), que establecer un vinculo
entre el linaje de la cepa y la enfermedad a escala global (epidemiologia a largo plazo o global)
[92]. A continuacion se describen dos técnicas que son utilizadas para el estudio epidemiologico

de enterobacterales.

6.1 Electroforesis en gel de campo pulsado

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es una metodologia que permite diferenciar
cepas bacterianas mediante la comparacion y andlisis de los patrones de restriccion de ADN
genomico [92]. El cromosoma bacteriano es digerido por una enzima de corte poco frecuente que
genera un numero moderado de fragmentos de ADN, generalmente entre 10 y 20 fragmentos. Los
fragmentos de ADN inmersos en tacos de agarosa (plugs) y se separan mediante electroforesis de
campo pulsado [92]. La comparacion de los patrones de PFGE de distintos aislamientos
bacterianos permite definir si estos estdn o no relacionados genéticamente. En base al criterio
propuesto por Tenover y col. [93] los aislamientos con patrones de PFGE idénticos se agrupan
dentro de un subtipo clonal dado que probablemente se originaron de un ancestro en comun [92].
Cuando los aislamientos presentan pocas diferencias, entre 1 y 6 bandas de diferencia, entre sus
perfiles de restriccion, se agrupan en distintos subtipos clonales. Estas diferencias pueden deberse
a cambios genéticos recientes como una mutacion puntual, eliminacion, insercion y pérdida o
adquisicion de plasmidos. Aquellos aislamientos que presenten mas de 7 bandas de diferencia se
los considera no relacionados genéticamente segun el criterio propuesto por Tenover [93].
Dependiendo del germen en estudio, esta metodologia permite confirmar estudios de brotes y

evaluar la presencia de clones internacionales.

6.2 Tipificacion por secuenciacion de multiples locus

La tipificacion por secuenciacion de multiples locus (MLST) es una técnica molecular que se
basa en la deteccion de polimorfismos de secuencia de ADN en 7 u 8 genes metabolicos o

housekeeping [94]. A las diferentes secuencias en cada locus se les asignan numeros de alelos, y
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cada cepa se define por el perfil de alelos en los siete loci (perfil alélico). A cada perfil alélico
unico se le asigna un secuencio tipo (ST) [95].

Inicialmente el MLST se desarroll6 para la identificacion de patdgenos, pero con el tiempo ésta
técnica comenz6 transformarse en una herramienta fundamental para especialidades tales como la
epidemiologia molecular en el estudio de transmision de enfermedades, evolucion de la
virulencia, etc. Asi como también en salud publica en el monitoreo de programas de vacunacion,
y en filogenética, filogeografia, taxonomia, especiacion, genética de poblaciones, bioseguridad y
hasta en estudios de inferencias en migraciones humanas [96]. Por todo esto, el MLST provee
conocimiento sobre la diversidad, la estructura de poblaciones en escalas temporales y
geograficas y la dindmica de patdgenos bacterianos en todo el mundo y ha sido muy util para
confirmar la estructura clonal de muchos microorganismos como S. aureus, pero también para
identificar complejos clonales epidémicos en otras taxas [96].

Los métodos utilizados para el andlisis de MLST son dos. El primer método se basa en los
alelos y en la asignacion de los secuenciotipos (ST) para poder estimar la relacion genética entre
aislamientos, por lo tanto éste método ignora el numero de diferencias nucleotidicas entre alelos.
Este método funciona bien en organismos no clonales (ej., Helicobacter pylori) [96]. El segundo
método se basa directamente en las secuencias nucleotidicas para poder estimar la relacion
genética entre aislamientos y parametros poblacionales [96]. Este método funciona bien con
organismos clonales como S. aureus [96]. En la practica, todos los microorganismos muestran
algun grado de relacion genética en sus poblaciones que se agrupan en complejos clonales [96].
Ambas metodologias de andlisis se utilizan en estudios de poblaciones y epidemioldgicos [96]. En
ésta tesis en particular utilizamos el primer método basado en las diferencias entre alelos y la

asignacion de STs.
6.3 Secuenciacion completa de genoma

La secuenciaciéon masiva de ADN ha cambiado bruscamente en los ultimos afios con la

aparicion de distintas tecnologias (ej. Illumina, Nanopore) que permiten obtener en cuestion de
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horas la secuencia completa del genoma (del inglés, Whole-Genome Sequencing, WGS) desde
microorganismos como virus y bacterias, hasta organismos superiores, incluyendo plantas y
animales. Estas nuevas plataformas de secuenciacion se distinguen por su capacidad de secuenciar
millones de fragmentos de ADN de forma paralela, ademas de tener el potencial de detectar todos
los tipos de variacién gendmica en un Unico experimento, incluyendo variantes de nucledtido
unico o mutaciones puntuales y pequefias inserciones y/o deleciones [97]. Actualmente la
plataforma Illumina es una de las mas utilizadas que genera millones de lecturas cortas (short
reads) de 100-150 bases [97]. Estas millones de lecturas se ensamblan utilizando distintas
estrategias y generando ensambles o contigs. Esta tecnologia permite detectar variantes alélicas en
forma muy precisa, mientras presenta problemas con el ensamble de secuencias repetidas [97].
Por lo tanto, por lo general, la secuenciacion de plasmidos por ésta técnica es problematica dado
que las IRs generan brechas o gaps en las secuencias (se obtienen varios “contigs” del plasmido)
que luego deben ser cerradas por PCRs convencionales para obtener una molécula cerrada y

continua del tamano real.
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7. Estado de situacion

En el marco de la vigilancia activa de carbapenemasas, el Laboratorio Nacional de Referencia
en Resistencia a los Antimicrobianos (LNRRA) recibe de los 95 laboratorios pertenecientes a la
red WHONET y de aquellos participantes del Programa de Control de Calidad, todos los
aislamientos con perfiles de resistencia de dificil caracterizacion fenotipica y molecular,
siguiendo criterios de derivacion pre-establecidos (www.antimicrobianos.com.ar). De ésta
manera, la Red de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos-WHONET tiene como
objetivo implementar y optimizar estrategias de diagndstico y vigilancia de la resistencia para
orientar la terapia empirica suministrando informacioén a nivel nacional sobre los perfiles de
resistencia a los antimicrobianos de patégenos hospitalarios y de la comunidad. En éste contexto,
en el periodo 2008-2016 un total de 1689 enterobacterales fueron derivados al LNRRA como
sospechosos de ser productores de alguna carbapenemasa (algoritmo para sospecha de
carbapenemasas en Enterobacterales anexo Al), de los cuales 46 de ellos fueron sospechosos de
producir una carbapenemasa de tipo metalo-fB-lactamasa por mostrar sinergia positiva entre un
disco de carbapenem y EDTA/SMA y sinergia negativa entre un carbapenem y el 4cido fenil
boronico (APB). Se confirmaron, seis aislamientos de E. cloacae que fueron positivos por PCR
para VIM y 40 aislamientos de nueve especies de enterobacterales (principalmente K.
pneumoniae y E. cloacae) que fueron positivos para IMP.

Por todo esto, hipotetizamos que blavim y blaivr se diseminan verticalmente generando
brotes intrahospitalarios y también horizontalmente, a través de la movilizacion de los
elementos genéticos moviles, como plasmidos o transposones.

Para poder aceptar o refutar ésta hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:
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8. Objetivos

Objetivo General

Estudiar las caracteristicas epidemiologicas y moleculares de los aislamientos clinicos de
enterobacterales productores de IMP y VIM, recibidos en el Laboratorio Nacional de
Referencia en Resistencia a los Antimicrobianos (LNRRA) en el periodo 2008-2016 de 18

hospitales de Argentina.

Objetivo Especifico I

Describir la epidemiologia de 40 Enterobacterales productores de IMP.

Objetivo Especifico 11

Describir la epidemiologia de 6 Enterobacter cloacae productores de VIM.
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9. Materiales y Métodos

9.1 Aislamientos bacterianos y datos epidemiologicos

En el presente trabajo se estudiaron 46 aislamientos de enterobacterales que fueron
derivados en el periodo 2008-2016 al LNRRA por ser sospechosos de producir una
carbapenemasa. Se consideraron aislamientos de infeccion o colonizacidn, consecutivos en
el tiempo y uno por paciente (Tabla 1 capitulo I y Tabla 8 capitulo II).

Los aislamientos fueron crecidos en placas con agar tripticasa soja (TSA) (Britania,
Buenos Aires, Argentina) e incubados a 35°C durante 16-20 horas. Luego fueron crio-
preservados a -70° C en caldo tripticasa soja (Britania) al 30% de glicerol.

La identidad bacteriana a nivel de género y especie se realizd mediante pruebas
bioquimicas convencionales y por MALDI-TOF MS (Bruker® Daltonics. Bremen, Alemania)

disponible en el ANLIS.

9.2 Pruebas fenotipicas de tamizaje y de deteccion de

carbapenemasas.

9.2.1 Pruebas fenotipicas de tamizaje

La sospecha fenotipica de carbapenemasas se realizd siguiendo el algoritmo disefiado y
puesto a punto en el LNRRA segin se describe (http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-
content/uploads/2018/05/Carbapenemasa.pdf). Brevemente, se consideraron sospechosos de
producir carbapenemasa a aquellos aislamientos que presentaron halos de inhibicion a imipenem
iguales o menores a 22 mm en un ensayo de difusion en agar del laboratorio derivante (la
metodologia se describe en la seccion 9.3.1). La sospecha de metalo-B-lactamasas fue inferida
cuando el ensayo de sinergia entre un disco de carbapenem y EDTA/SMA (concentracion final

por disco: 750 pg de EDTA + 1900 pg de SMA) dio un resultado positivo y cuando la sinergia
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resulté negativa entre un disco de carbapenem y un disco de acido fenil boronico (APB). Los
discos fueron colocados estratégicamente con el fin de evidenciar el efecto sinérgico en el
crecimiento bacteriano inducido entre ambos discos (Figura 18) (http://antimicrobianos.com.ar/

2013/01/enterobacterias-colocacion-estrategica-de-discos/).

1,5cm

De centro a centro

Figura 18. Diagrama de la colocacion estratégica de discos para el
tamizaje de carbapenemasas. Cb: carbapenem (imipenem, ertapenem,
meropenem), EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

9.2.2 Prueba fenotipica de deteccion de carbapenemasas

Para confirmar la actividad enzimatica se realiz6 el ensayo microbiologico Triton Hodge Test
mientras que para la confirmacion de actividad carbapenemasa se realizaron los ensayos

colorimétricos BlueCarba Test y Carba NP Direct que se describen a continuacion.

(i) Triton Hodge Test (THT)

Este test se basa en la inactivacion del carbapenem por la carbapenemasa producida por una
cepa incognita, lo que permite a la cepa indicadora extender su crecimiento cerca del disco del
carbapenem y a lo largo de la estria de la cepa incognita productora de la carbapenemasa [98].

Para este ensayo se agregd 50 ul de detergente TritonX-100 en la superficie de una placa
con agar Mueller-Hinton (MHA, 4 mm de espesor). El detergente se distribuyd rapidamente
mediante un hisopo sobre toda la superficie de la placa hasta su absorcion completa. Luego se

realizd una suspension de turbidez equivalente al 0,5 McFarland de la cepa indicadora:
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Escherichia coli ATCC® 25922. La placa se inoculd con la cepa indicadora utilizando un
hisopo embebido en la suspension bacteriana siguiendo las recomendaciones del Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) para el método del antibiograma [99]. En el centro de
la placa se coloc6 un disco de carbapenem segln la especie bacteriana de la cepa incognita:

a) Klebsiella y Enterobacter spp: meropenem™

b) Enterobacterales distintas de Klebsiella y Enterobacter spp: ertapenem*

*Ertapenem aumenta los resultados de falsos positivos de los no productores de
carbapenemasas de las especies de Klebsiella y Enterobacter. Para reducir el nimero de falsos
positivos de estos aislamientos se utiliza al meropenem [98].

Posteriormente con un ansa se tomaron de 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa
incognita y se realizo una estria desde el borde del disco hacia la periferia de la placa
(longitud de 20-25 mm aprox.). Luego se incub6 la placa a 35°C durante 16-18 horas y se
interpreto el resultado.

Interpretacion:

v THT positivo: se observard una invaginacidon o un sobrecrecimiento de la cepa

indicadora hacia el disco de carbapenem en la interseccion de la estria con la zona de
inhibicién. La produccion de carbapenemasa por parte de la cepa incognita permitira que la

cepa indicadora pueda crecer dentro de la zona de inhibicion.

v" THT negativo: se observard la zona de inhibicion inalterada en su interseccion con la

estria de la cepa incognita.

v' THT indeterminado: se observard una zona clara a lo largo de la estria de la cepa
incognita. Esto se debe a que algunas cepas pueden producir sustancias que inhiben el

crecimiento de E. coli ATCC® 25922.
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(ii) BlueCarba Test

Este método colorimétrico se basa en el cambio de pH del medio producto de la hidrélisis del
imipenem en presencia de una carbapenemasa [100]. Efecto que se evidencia por el viraje del

indicador de pH azul de bromotimol.

Para este ensayo se utilizaron dos microtubos de 0,5 ml. En el tubo control se agregd 100 ul
de Solucién A (Anexo A2, inciso 1) y en el tubo de reaccion se agregd 100 pl Solucion A +
imipenem 3 mg/ml. En cada microtubos se resuspendieron aproximadamente unas 5 colonias
de la cepa incognita crecidas en placa con agar TSA, luego se incubo6 en agitacion a 35-37°C
como maximo 2 horas y se interpret6 el resultado a ojo desnudo segun el color desarrollado en

cada tubo inoculado.

Interpretacion
Tubos control Tubos reaccion .,
. .. Interpretacion
(sin imipenem) (con imipenem)
Azul Amarillo Carbapenemasa positivo
Azul verde Carbapenemasa positivo
Verde Amarillo Carbapenemasa positivo
Azul Azul Carbapenemasa negativo
Verde Verde Carbapenemasa negativo
Amarillo Azul o verde o amarillo Test invalido

El tiempo de reaccion usualmente requerido por los distintos mecanismos es:

KPC: 2 a 30 minutos
MBLs (NDM, VIM, IMP, SPM): 30 minutos a 1 hora

OXAs: 1 a2 horas.
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(iii) CarbaNP Direct

Este método se basa en la deteccion colorimétrica de la hidrolisis del imipenem [101].

Cuando se produce esta hidrolisis, hay un cambio de pH y, en consecuencia, un cambio de color

rojo a amarillo/naranja que confirma la produccién de carbapenemasa.

Para este ensayo se utilizaron dos microtubos de 0,5 ml. En el tubo control se agregé 100 pl

de Soluciéon A y en el tubo de reaccion se agregd 100 pl Solucion B (Anexo A2, inciso 2). Se

inocul6 cada microtubo con 5 colonias la cepa incognita a partir de un cultivo fresco crecido en

placa con agar TSA. Se agit6 vigorosamente en vortex por 5 a 10 segundos y se incub6 a 35-

37°C por un maximo de 2 horas.

Interpretacion
tubo control tubo reaccién .,

(sin imipenem) (con imipenem) Interpretacion
Rojo Naranja Carbapenemasa positivo
Rojo Amarillo Carbapenemasa positivo
Naranja Amarillo Carbapenemasa positivo
Rojo Rojo Carbapenemasa negativo
Naranja Naranja Carbapenemasa negativo

Amarillo Rojo o Naranja o Amarillo Test invalido

El tiempo de reaccidon usualmente requerido por los distintos mecanismos es:

KPC: 2 a 30 minutos

MBLs (NDM, VIM, IMP, SPM): 30 minutos a 1 hora

OXAs: 1 a2 horas

9.3 Sensibilidad a los antimicrobianos

9.3.1 Sensibilidad a los antimicrobianos por el método de difusion en

agar.
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La sensibilidad a los antimicrobianos se evalu6 por difusion en agar por la técnica de
Kirby-Bauer, segun normas del CLSI. Brevemente, se inocul6 la superficie seca de una
placa con agar Mueller-Hinton con un hisopo embebido en la suspension bacteriana siguiendo
las recomendaciones del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) para el método
del antibiograma [99]. La inoculacién se realizd en 3 direcciones a fin de obtener un
crecimiento bacteriano homogéneo y confluente. Luego se colocaron los discos sobre la
superficie del agar inoculado y se incubaron las placas en estufa a 35° C durante 16-20
horas. El antibiograma se realizdé con los antimicrobianos detallados en la Tabla 1C del
anexo C. Los halos de inhibicion se midieron con calibre y se interpretaron segun CLSI
(Tabla 5A, M100). Los halos de inhibicion de tigeciclina y fosfomicina fueron interpretados

segun Pasteran y col. [102].

9.3.2 Concentracion inhibitoria minima (CIM) por el método de dilucion

en agar.

La determinacion de la concentracion inhibitoria minima por la metodologia de dilucion en
agar se realizo siguiendo los protocolos (M07, 11"Ed.) y las recomendaciones establecidas por
el CLSI (Tabla 5A, M100). Se utilizaron rangos de concentraciones de antibidticos a ensayar de
acuerdo a las cepas ATCC utilizadas como control (E. coli ATCC®25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC®27853, Staphylococcus aureus ATCC®29213) que se encuentran listados en
la Tabla 5A del manual M100 del CLSI. Se hicieron diluciones seriadas al medio de cada droga,
y se plaquearon en placas de 15 cm de diametro (38 ml agar Mueller-Hinton + 2 ml de la
solucion de antibiotico). Para cada antibidtico se prepararon dos placas sin antibidtico para
control de crecimiento. Luego se inocularon las placas con un Replicador de Steers de 93 clavos,
con las suspensiones de los aislamientos en estudio y los controles. Las suspensiones bacterianas
fueron preparadas a partir de una dilucion 1/10 de una suspension de turbidez de 0,5 en la escala

de McFarland. El crecimiento bacteriano fue evaluado luego de 16-20 horas de incubacion a
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35°C y los valores de CIM fueron interpretados segin la CLSI, excepto tigeciclina y

fosfomicina que fueron interpretados segiin Pasteran y col. [102].

9.3.3 Concentracion inhibitoria minima (CIM) por el método de

microdilucion.

Debido a la heteroresistencia que presentan las cepas productoras de carbapenemasas y a la
imposibilidad de comparar los resultados de diferentes técnicas, se utiliz6 como Gold Standard a

la técnica de microdilucion para los carbapenemes.

La CIM por microdilucién se ensayd para imipenem y meropenem siguiendo protocolos e
indicaciones recomendados por CLSI. Brevemente, los rangos de concentracion de ambos
antibidticos se definieron igual que en la seccidn anterior. Se hicieron las diluciones seriadas al
medio de cada droga en caldo Mueller-Hinton (MHB) y se dispens6 25 ul de cada dilucion en
los pocillos de una policubeta de 96 well con fondo redondo. En el primer pocillo se dispensé 25
ul de caldo MHB sin antibidtico como control de crecimiento bacteriano. Luego se realizaron las
suspensiones de bacterias partiendo de una turbidez comparable al 0,5 de McFarland, y una
posterior dilucion 1/100 de esas suspensiones en caldo MHB. Se inocul6d cada pocillo de la
policubeta con 25 pl del indculo diluido utilizando una pipeta multicanal. Finalmente, las
policubetas inoculadas se incubaron a 35°C por 16-20 horas en estufa y se evalud el crecimiento
bacteriano para determinar el valor de CIM. Dichos valores fueron interpretados seglin la

normativa de la CLSI.

9.4 Pruebas fenotipica de mecanismos de resistencia

adicionales

9.4.1 Deteccion de p-lactamasas de espectro extendido.
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La produccion de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) fue confirmada en los

aislamientos que presentaron las siguientes caracteristicas fenotipicas:

(i) No sensibilidad a aztreonam: halos de inhibicion de aztreonam menores o

iguales a 20 mm.

(ii) Sinergia positiva entre los discos de aztreonam y amoxicilina/ac.

clavulanico

9.4.2 Mecanismos de resistencia a quinolonas.

9.4.2.1 Mecanismos de resistencia a quinolonas asociado a plasmidos (PMQR)
La sensibilidad disminuida o resistencia a quinolonas asociada a plasmidos se sospecho

en los aislamientos que presentaron los siguientes resultados:

(i) gnr: halos de inhibicién a ciprofloxacina menor a 30 mm y halos de inhibicion

del acido nalidixico mayor a 6 mm;

(ii) aac(6 ) Ib-cr: una diferencia entre los halos de inhibicién de levofloxacina y

ciprofloxacina mayor o igual a 5 mm (ALEV-CIP > 5mm)

9.4.2.2 Mutaciones en la region determinante de resistencia a quinolonas
(ORDR)

Las mutaciones en la region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) se
sospecharon en los aislamientos que presentaron halos de inhibicion de acido nalidixico igual a

6 mm.
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9.5 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Los extractos de ADN se prepararon mediante la técnica por hervor. Brevemente, se
suspendieron 2-4 colonias en 100 pl de H>O destilada estéril, se mezclé con vortex 10
segundos y se incubd durante 10 minutos en bloque térmico (100°C). Los tubos fueron
centrifugados 5 minutos a 13000 rpm, se recupero6 el sobrenadante conteniendo el ADN y

se conservo a -20°C hasta su utilizacién como templado de reaccion.

Para realizar las amplificaciones por PCR se utiliz6 la siguiente mezcla de reaccion: 1X
del buffer ADN Taq polimerasa, 1U de la enzima ADN Taq polimerasa, 1,5 mM de MgCl,,
200 uM de dNTP’s, 10 pmol de cada cebador y 2,5 ul de ADN molde. El volumen final de
reaccion fue de 25 pl. Todos los reactivos utilizados en la reaccién de PCR fueron de
Invitrogen (CA, USA).

Los programas de ciclado que se utilizaron para la deteccidon de genes de resistencia
fueron: 94°C durante 5 minutos; seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a temperatura de annealing (TA), 1 minuto a 72°C; y un periodo de extension final de 5
minutos a 72°C. El termociclador utilizado fue marca Applied Bioystems, 2720 (Life
Technologies, USA). Los cebadores utilizados para la amplificacion de genes se
encuentran listados en la Tabla A1l en el anexo A2.

Como control de extraccién de ADN se utilizaron cebadores para el gen que codifica el
ARNr 16S. Como controles positivos de la amplificacion de los genes de resistencia se
utilizaron extractos de cepas productoras de IMP Pseudomonas aeruginosa M7017, VIM
P. aeruginosa M5109 y NDM Klebsiella pneumoniae M13713, respectivamente; que
fueron previamente caracterizados en el LNRRA [103].

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al

1% con buffer TAE 1X (Tris-acido acético 40 mM; EDTA 1 mM) a 6 V/cm. Para evaluar
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los tamafios de los productos obtenidos se utilizé un marcador molecular de 100 pares de
bases (pb) y uno de 1000 pb (Invitrogen, CA, USA).

Los genes de resistencia adicionales y el entorno genético de los aislamientos
productores de blamvr y blaviv, se estudiaron por PCR, empleando cebadores especificos
para B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) de tipo: PER (blaper), TEM (blatem),
CTX-M (blactx-m), y SHV (blasur); para proteinas de resistencia a la quinolona mediada
por plasmidos (gnr), tipo B y S, y aminoglucésido 6'-N-acetil transferasa tipo Ib-cr
(aac(6’)Ib-cr). Posteriormente se secuenciaron por el método de Sanger (Tabla Al del

Anexo A2).

9.6 Caracterizacion del entorno genético de blavp y blavim.

Los arreglos de cassettes de los integrones de clase 1 se realizaron por PCR combinando
cebadores 5°CS (Intll), 3°CS (gacEAIl/sull) o sull, o el cebador 7TniC en el caso de
integrones de clase 1 derivados del 7n402, con los cebadores de los genes blammp 0 blavim.

Todos los cebadores utilizados se encuentran listados en la Tabla A1 del Anexo A2.

9.6.1 Secuenciacion de acidos nucleicos por el método Sanger.

Los amplicones obtenidos por PCR se precipitaron con PEG8000 (polietilenglicol 10%,
NaCl 2,5 mM, SIGMA St. Louis MO, USA) luego se estimdé la concentraciéon y se
secuencid. La secuenciacion del ADN fue realizada sobre ambas hebras por el Método de
Sanger, usando terminadores de cadena Big Dye (AppliedBiosystems/Perkin Elmer, Foster
City, CA, USA), de acuerdo al protocolo del fabricante. Las reacciones se corrieron en un
secuenciador ABI Prism 377 ADN Sequencer (AppliedBiosystems/Perkin Elmer). El
analisis de las secuencias se efectu6 mediante los programas Seqman (Lasergene,
DNASTAR, Inc., Madison USA), Editseq (Lasergene, DNASTAR, Inc., Madison USA) y

Chromas. Se emple6 la herramienta Blast (Basic Local Aligment Search Tool) del NCBI
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(National Center for Biotechnology Information) para comparar las secuencias obtenidas
con las depositadas en base de datos (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) y el programa

informatico Clustal X para alineamientos de secuencias.

9.6.2 Tipificacion de replicones basada en PCR (PBRT)

Se caracteriz6 el grupo de incompatibilidad de los plasmidos mediante el método PCR-
based replicon typing (PBRT) [104] y se clasificaron segun su grupo de incompatibilidad
(Inc) como se describid anteriormente (Garcia-Fernandez y Carattoli, 2010). Este método
consiste en cinco PCR multiples que reconocen tres tipos diferentes de replicones, y tres PCR
simples para F, K y B/O (Tabla A2 en el anexo A2). Los controles positivos para cada replicon
fueron generosamente provistos por la Dra. Carattoli.

Todas las amplificaciones de PCR, excepto para la deteccion de IncF, se realizaron con el
siguiente esquema de amplificacion: 1 ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacion a 60°C durante
30 segundos y elongacion a 72°C durante 1 minuto. La amplificacién se concluydé con un
programa de extension de 1 ciclo a 72°C durante 5 minutos. La PCR de deteccion de IncF se
realiz6 con el mismo programa de amplificacion, pero a una temperatura de annealing de 52°C.

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al
2% con buffer TBE 0,5X (Tris, acido borico, EDTA 1 mM) a 35 mA durante 2-3 horas.
Para evaluar los tamafos de los productos obtenidos se utilizd un marcador de peso

molecular de 1 Kb GeneO rule.

9.7 Evaluacion de la relacion genética entre los aislamientos

9.7.1 Electroforesis en campo pulsado (PFGE)
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A partir de un cultivo bacteriano de 16-20 horas de crecimiento se realizé un repique de
una sola colonia y se incub6 18 horas a 35°C. Se prepar6 una suspension bacteriana en
buffer de suspension de células (BSC = 100 mM Tris: 100 mM EDTA pH 8) a una DO¢20nm
final de 5 unidades y se incubd 10 minutos a 42°C. Se mezcld con un volumen de agarosa
de bajo punto de fusion 1,5% en PIV (Tris 10 mM pH 8, NaCl 1M) precalentada a 42°C, se
homogeneiz6 con vortex y se distribuy6 en gotas de 20 pl sobre un soporte de vidrio. Se
cubrieron con cubreobjeto para aplastar a la gota de agarosa y de esa forma armar el disco

(plug). Luego se llevd 5 minutos a -20°C y luego 10 minutos a temperatura ambiente.

Los plugs de agarosa se incubaron a 50°C durante 17 horas en 1 ml de buffer de lisis
(BLC =50 mM Tris: 50mM EDTA pH 8 + 1% Sarcosyl) con 1 mg de proteinasa K. Luego
se lavaron cinco veces con buffer TE 1X (Tris 10 mM; EDTA ImM pH=8) durante 30
minutos en agitacion y se almacenaron a 4°C en buffer TE 1X.

Los plugs fueron digeridos con 20 U/plug de enzima Xbal (Invitrogen) en bafio térmico
a 37°C durante al menos cuatro horas, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Las condiciones de corrida para el equipo CHEF DR-IIT (BioRAD) que se utilizaron
fueron las siguientes: gel de agarosa calidad PFGE (BioRAD) 1%, buffer TBE 0,5X (Tris,
acido borico, EDTA 1 mM), voltaje 6V/cm, temperatura 14°C. Para E. cloacae la corrida
se realizoé en dos bloques: primer bloque fue de 1 segundo de tiempo inicial de pulsado, 15
segundos de tiempo final de pulsado y el tiempo de corrida fue de 7 horas. El segundo bloque
fueron 15 segundos de tiempo inicial de pulsado, 35 segundos de tiempo final de pulsado y 19
horas de tiempo de corrida. Para K. pneumoniae, E. coli, C. freundii y C. farmeri fue un solo
bloque de 2,2 segundos de tiempo inicial, 54,2 segundos de tiempo final y 20 horas de corrida.

Como marcador de peso molecular se utilizd6 concatémeros de fago lambda PFGE
ladder (New England Biolabs) y Salmonella serotipo Braenderup [105] (S. Braenderup). El

revelado se llevd a cabo tifiendo los geles con bromuro de etidio durante 30 minutos en
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agitacion seguido de una decoloracién con H>O destilada durante 30 minutos. Se realizé un
registro fotografico con el equipo Gel DocTM XR+ (BioRAD) para el posterior analisis e
interpretacion. La relacidon genética entre los aislamientos se evaludé mediante el criterio de
Tenover et al.[93] Aquellos aislamientos con patrones de bandas idénticos se los considero
indistinguibles entre si y se los agrupd dentro del mismo subtipo clonal. Los aislamientos
con hasta 6 bandas de diferencia se consideraron relacionados genéticamente, y se
clasificaron como distintos subtipos del mismo clon. Aquellos aislamientos con mas de 6
bandas de diferencia se consideraron no relacionados y se clasificaron como clones

distintos.

9.7.2 Tipificacion de secuencias multilocus (MLST)

La tipificacién de secuencias multilocus (MLST) se realizé siguiendo las instrucciones

descritas en el sitio web E. cloacae MLST (http://pubmlst.org/ecloacae/). Los cebadores

utilizados para la amplificacion y secuenciacion de los siete genes housekeeping se
detallan en la tabla A3 del anexo A2. El nimero alélico y el secuencio tipo (ST) se
asignaron utilizando el sitio web E. cloacae MLST. El complejo clonal (CC) se definio
como un grupo de STs con un fundador primario ubicado centralmente en el diagrama de
eBURST (http://eburst.mlst.net) en el que todos los ST se encuentran relacionados como
variantes de un solo locus (SVL) de al menos otro ST. Para cada CC, eBURST identifica el ST
que probablemente represente el genotipo fundador (tipo ancestral) y basdndose en la
parsimonia predice al ST primario como el ST con mayor numero de SVL dentro del CC. Los
ST fundadores de CCs se predijeron mediante la realizacién de 1000 re-muestreos de bootstrap.
Dos o mas ST pertenecientes al mismo grupo SLV sin fundador segin eBURST fueron
designados concatémeros. Los STs sin un SVL que contenian otras ST se denominaron

singletons.
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9.8 Caracterizacion de plasmidos

9.8.1 Conjugacion biparental.

Este ensayo se realiz6 utilizando un protocolo previamente descripto [65]. Brevemente,
E. coli J53 resistente a azida (AzR) fue utilizada como cepa aceptora. En el centro de una
placa con agar TSA se mezclaron en relacidon 3:1 la cepa aceptora (E. coli J53) y la cepa
dadora. La mezcla fue incubada durante 20 horas a 35°C. El crecimiento bacteriano se
suspendi6 en 1 ml de solucion fisioldgica y se realizaron diluciones seriadas 1/10 de las
cuales se inocularon 100 pl en placas de agar TSA con 50 pg/ml de ampicilina y 200
pg/ml de azida. Las placas fueron incubadas a 35°C durante 18 horas. Como control del
ensayo se prepararon 2 placas de agar TSA, una con 200 pg/ml de azida y otra con 50
pg/ml de ampicilina. Las dos placas se dividieron en 3 partes y en cada una se estrié por
separado la cepa aceptora, la cepa dadora y la mezcla de conjugacion. En las placas donde
se obtuvo crecimiento (colonias aisladas), se repicaron colonias al azar, se confirmo la
identificacion como E. coli y la transferencia horizontal de genes se confirmé por

antibiograma y PCR.

9.8.2 Perfil plasmidico: restriccion con nucleasa S1-PFGE

Para realizar la caracterizacion de los plasmidos se realizd la restricciéon con nucleasa
S1 de los plugs que previamente fueron preparados como se detallé en la seccion 9.6.1.
Brevemente, cada plug de agarosa se equilibré con 100 pl de buffer S1 1X (Acetato de
sodio 500 mM pH 4.5, NaCl 2,8 mM, ZnSO4 45 mM) durante 30 minutos a 37°C. Luego se
retiré el buffer y se tratdo con 0,5 U de nucleasa S1 (Promega) en un volumen final de
reaccion de 100 pl. Se incubd a 37°C durante 45 minutos y se freno la restriccion
adicionando 70 pl de buffer de stop 1X (EDTA 0,5M pH 8, N-laurilsarcosina 1%, SIGMA)

y se incubo en hielo.

| 69



MATERIALES Y METODOS

La condicion de corrida electroforética fue la siguiente: tiempo inicial de pulsado 5
segundos, tiempo final de pulsado 35 segundos, tiempo de corrida 20 horas, 6 V/cm, 14°C,
TBE 0,5 X, gel de agarosa calidad PFGE al 1%.

Posteriormente se tifio el gel con bromuro de etidio y se registraron los resultados
fotograficamente con el equipo Gel Doc™ XR+ (BioRAD). Posteriormente se procedio a

la transferencia del gel a una membrana de nylon y la hibridacion (ver seccion 9.7.4).

9.8.3 Restriccion con endonucleasa I-Ceu I

Para determinar la localizacion fisica del gen se realizod la restriccion con I-Ceu I segun
las condiciones del fabricante. Brevemente, los plugs preparados como se detalldé en la
seccion 9.6.1 se equilibraron con 100 ul de buffer NEB4 1X durante 30 minutos a 37°C.
Luego se retir6 el buffer y se digiri6 con 4U de I-Ceu I (New England & amp; Allabs,
Beverly, MA) en un volumen final de reaccion de 50 ul. Se incub6 toda la noche a 37°C.

La condicion de corrida electroforética de los bloques fue la siguiente: tiempo inicial de
pulsado 10 segundos, tiempo final de pulsado 120 segundos, tiempo de corrida 20 horas, 6
V/cm, 14°C, TBE 0,5X, gel de agarosa calidad PFGE 1%.

A continuacion se tifio el gel con bromuro de etidio y se registraron los resultados
fotograficamente con el equipo Gel Doc™ XR+ (BioRAD). Luego se procedio a la
transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa y la posterior hibridacion (ver

seccion 9.7.4).

9.8.4 Transferencia por capilaridad y Southern blot

Los geles obtenidos de las restricciones con S1 e I-Ceu I fueron posteriormente destefiidos
con agua destilada, depurinados con HCI 0,25M y desnaturalizados con NaOH 0,5M. Lavando

en cada paso con agua destilada para retirar el excedente de cada solucion.
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Una vez que el gel fue desnaturalizado, se realiz6 la transferencia por capilaridad colocando
el gel invertido y sobre éste la membrana de nitrocelulosa (Amersham Protran Premium 0,45 pm
NC. GE Healthcare Life Science, Germany). Se humedecié con buffer SSC 10X (87,65 g de
NaCl, 44,1 g de citrato de sodio, pH=7,8) y se dejo transferir toda la noche con buffer SSC 10X.
Posteriormente se marcaron las calles con lapiz y dejo secar la membrana a temperatura
ambiente. Luego se procedi6 a la fijacion del ADN a la membrana mediante luz UV utilizando
el programa C2 del equipo cross-linker (Bio-Rad™ GS Gene linker. UV chambler). A
continuacion se realizd preparacion de las sondas a partir de productos de PCR de los genes
blavv, blavp, ARNr 16S con la estrategia de random priming utilizando el DIG DNA Labeling
and Detection kit (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) segiin el protocolo del
fabricante. Al momento de utilizarlas en cada ensayo, primero se las desnaturalizé 10
minutos a 100°C en bloque térmico e inmediatamente se colocaron en hielo durante 15
minutos.

Posteriormente, se realizo la pre-hibridacion de la membrana colocdndola en un tubo de
hibridacién con buffer standard de hibridacion (SSC 5X, 0,1% p/v lauroilsarcosinato de sodio,
agente bloqueante 1X, 0,02% SDS) durante 30 minutos a 68°C a baja velocidad (posicién 5) en
un horno de hibridacion (Hybridization Incubator, Lab Line System). Luego se agregd en la
solucion de pre-hibridacion la sonda del gen correspondiente y se dejo hibridar durante toda la
noche a 68°C a alta velocidad (posicion 12). Al término de la hibridacion, se realizaron una serie
de lavados con diferentes soluciones. Dos lavados de 5 minutos cada uno con SSC 2X/SDS 0,1
% a temperatura ambiente y en el tubo de hibridacion otros dos lavados de mayor astringencia
de 15 minutos cada uno con SSC 0,1X/SDS 0,1 % a 68°C y a alta velocidad (posicion 12).
Posteriormente se hizo otro lavado con acido maleico 1X (0,1 M de 4cido maleico, 0,15 g de
NaCl, pH=7,5) e inmediatamente se incubd 30 minutos en solucién bloqueante 1X a temperatura
ambiente en agitacion. A continuacion se incub6 la membrana durante 30 minutos con 10 pl de

anticuerpo anti-DIG con una dilucién 1:10.000 en 1X de solucion bloqueante y luego se lavo
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dos veces durante 15 minutos con buffer de acido maleico 1X, a temperatura ambiente en
agitacion. Finalmente se incubd la membrana en una solucidon de color (5 ml de buffer de
deteccion: Tris-HCl 0,1M/NaCl 0,1M/MgCl, 50 mM pH= 9.,5), 66 pul de NBT (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin) y 33ul de BCIP (X-fosfato) (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin) preparada en el momento, en una bolsa pléstica sellada y en oscuridad. Las senales
de color comenzaron aparecer en minutos y cuando la intensidad de las bandas fueron adecuadas

se detuvo la reaccion lavando la membrana con agua.

9.9 Secuenciacion masiva de ADN (WGS)

Secuenciacién de plasmidos: Brevemente, se realizd la extracciéon del ADN plasmidico

usando el Large-Construct Kit (Qiagen) de las células transformantes obtenidas en la seccion
8.7.a, conjugacion biparental, que portan el plasmido con el gen blane o blaviv. El ADN
plasmidico se cuantificé utilizando el método fluorométrico del sistema comercial Qubit dsDNA
BR Assay y el fluorometro Qubit® 2.0 (Life Technologies, Burlington, Canadd). Para la
construccion de las bibliotecas se utilizd el sistema comercial Nextera® XT DNA Sample
Preparation Kit (Illumina). Este consistidé en la tagmentacion del ADN en segmentos de
~2500pb mediante el transposén Nextera XT y la marcacion de los extremos con secuencias
adaptadoras; luego se amplificd por PCR de los fragmentos marcados, con adicién de index i5,
index 17 y las secuencias requeridas para la formacién de clusters; posteriormente se purifico y
removiod los productos de PCR que no tuvieron el tamafio adecuado mediante el uso de AMPure
XP beads; a continuacion se realizd la normalizacion de las bibliotecas para equilibrar la
representatividad de cada una en la muestra combinada; luego se combinaron volimenes iguales
de las bibliotecas normalizadas diluidas en buffer de hibridacion y desnaturalizacion; finalmente
se realizd la generacion de clusters y posterior secuenciacion en la plataforma Illumina MiSeq

(Illumina, Inc., San Diego, Estados Unidos).
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Procedimiento para el andlisis de la secuencia de los plasmidos: se evaluo la calidad de las

secuencias reads obtenidas con el programa FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.u
k/projects/fastqc/) y luego se procedid al ensamblaje y comparacion de secuencias con el
software CLC WorkBeanch (Qiagen) y PATRIC. Para el analisis de secuencias se utilizaron las
paginas del BLAST, ResFinder [106], RAST [107], PlasmidFinder [91]. Para el andlisis de
elementos genéticos moviles se utilizaron los programas especificos IS Finder (http://www-
is.biotoul.fr/is.html) e INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt/). La generaciéon y visualizacion
de mapas plasmidicos se utilizé el programa CGview
(http://stothard.afns.ualberta.ca/cgview_server/).

Secuenciacion de genoma: Brevemente, se realizo la extraccion del ADN gendmico usando

DNeasy blood and tissue Kit (Qiagen) de los aislamientos clinicos Enterobacter cloacae ECL-
M9921 y Klebsiella pneumoniae KPN-M 19434, que portan el plasmido con el gen blamp. El
ADN gendmico se cuantificd utilizando el método fluorométrico del sistema comercial Qubit
dsDNA BR Assay y el fluorémetro Qubit® 2.0 (Life Technologies, Burlington, Canadd). Para la
construccion de las bibliotecas se utilizd el mismo procedimiento de la secuenciacion de
plasmidos.

Procedimiento para el analisis de la secuencia de genoma: se evaluo la calidad de las

secuencias reads obtenidas con el programa FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/Projects/fastqc/) y luego se procedid al ensamblaje
de secuencias con el software CLC WorkBeanch (Qiagen) y PATRIC. Para el andlisis de
secuencias se utilizaron las paginas del BLAST, ResFinder [106], PlasmidFinder [91], Virulence

Factor Database (VFDB) (http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm).
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9.10 Numeros de acceso en GenBank

Los numeros de integrones fueron asignados por INTEGRALL [75]. Las secuencias de
In883, In885 e In900 se han depositado en GenBank con los nimeros de acceso KJ668593,

KJ668592 y KJ668594, respectivamente.
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CAPITULO I RESULTADOS

10 Resultados capitulo I

10.1 Aislamientos clinicos y datos epidemiologicos.

Los estudios de rutina fenotipicos y genotipicos realizados determinaron que un total de 40
aislamientos fueron positivos para blammp y por lo tanto fueron considerados para los estudios que
aqui se desarrollan. Los 40 aislamientos de enterobacterales correspondieron a 9 especies de
acuerdo a las pruebas realizadas (pruebas bioquimicas y MALDI-TOF MS). La distribucion de
enterobacterales productoras de IMP fue la siguiente (Figura 19): 17 aislamientos de Klebsiella
pneumoniae (42,5%), 12 aislamientos de Enterobacter cloacae (30 %), 3 aislamientos de
Citrobacter freundii (7,5%), 2 aislamientos de E. coli (5%), 2 aislamientos de Citrobacter farmeri
(5%), y 1 aislamiento de Serratia marcescens (2,5%), Raoultella ornithinolytica (2,5%), Klebsiella

oxytoca (2,5%) y Enterobacter aerogenes (2,5%).
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Figura 19. Distribucién de enterobacterales productores de IMP. El grafico de barras representa la distribucion de
especies productoras de blane. Los numeros en las barras indican el numero total de aislamientos hallados para cada
especie. KPN: K. pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, CFA: C. farmeri, ECO: E. coli, EAE: E. aerogenes,
KOX: K.oxytoca, ROR: R. ornithinolytica, SMA: S. marcescens.
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Los aislamientos se recuperaron de 38 pacientes: 33 adultos con un rango de edad de 21-88 afios

y 6 menores con un rango de edad de 2 meses a 11 afios. En dos de los pacientes se recuperaron dos

aislamientos de diferente especie y ambos fueron incluidos en este trabajo. Tres de los pacientes

tuvieron estadia prolongada en el hospital (de 30 a 45 dias) y multiples tratamientos con

antibidticos. Once de los pacientes se encontraban cursando una enfermedad o condicion

subyacente grave (Tabla 1).

Tabla 1: Datos epidemioldgicos de los enterobacterales productores de blanvp.

N° Afios ‘ s N Fecha de Enfermedad o Tratamiento con ATB?
. . , Hospital Provincia Sitio de aislacion o, Diagnostico ; )
Aislamiento  (género) aislacion de base (dias de tratamiento)
Sanere Hipertension,
ECL-M9921 84 (f) HI Bs. As. & 25/8/2008 enfermedad de nd nd
Chagas
hipertension/ Infeccion
KOX-M13063 78 (f) Hl Bs. As. Sangre 21/10/2010 diverticulos abdominal AMS (7d)
ECL-MI3280 79(f) H2  Bs.As. Sangre 10/2/2010 Fractura de Fractura de CTN
cadera cadera
CFR-M13281 56 () H3 Bs. As. Sangre 10/2/2010 HTA-tabaquismo nd CAZ-VAN
ECL-M13624  nd (m) H4 Bs. As. Orina 13/9/2011 nd EPOC nd
ECL-M13795 62 () H5 Bs. As. Sangre 22/12/2011 nd Bacteriemia sin tto
ECO-M15732 76 (f) HI1 CABA Colonizacion 17/6/2013 nd nd nd
KPN-M15885 82 (m) H1 Bs. As. Sangre 4/9/2013 Cancer gastrico Sepsis nd
SMA-M15888 82 (m) H1 Bs. As. Sangre 4/9/2013 Cancer gastrico Sepsis nd
EAS-M17109 36 (m) H1 Bs. As. Sangre 17/12/2013 nd Sepsis VAN-COL
ECL-M17212 74 (m) H1 Bs. As. Orina 20/2/2014 nd ITU a repeticion PTZ
ECL-M17324 70 (f) H9 CABA Orina 19/5/2014 Diabetes tipo 2 Cirrosis CIP-CLIN (4d)
KPN-M17343  61(f) H2  Bs.As.  Colonizacion  27/52014  Céncer de mama Linfagitis P
carciomatosa
. Cancer de colon CAZ-VAN,;
ECO-M17431 77 (m) H9 CABA Orina 17/6/2014 nd probable sospecha CIP-VAN
Disqueratitis Aplasia medular,
ROR-M17614 11 (m) H7 CABA Sangre 13/8/2014 4 . transplante PTZ-AKN
congenita \ \
de médula osea
CFA-M19020 62 (f) H1 Bs. As. Sangre 2/2/2015 Neoplasia Sepsis nd
CFA-M19031 57 (m) H1 Bs. As. Sangre 9/2/2015 Cardiopatia FOD nd
ECL-M19340 71 (m) HI Bs. As. Sangre 23/5/2015 nd Sepsis PTZ
KPN-M19368 4 (m) H3 CABA nd 23/6/2015 nd nd nd
KPN-M19434 54 (m) H1 Bs. As. Sangre 30/6/2015 nd nd nd
CFR-M19571 62 (m) H9 CABA  Liquido ascitico 2/9/2015 HIV positivo Peritoniti lent: PIZVAX,
m quido ascitic positiv nitis purulenta LZD-TGC-AMK
ECL-MI971 44(m) HI2  CABA  Colonizacion  16/102015  Gastruyeyurectomia . - comomia nd
intrahospitalaria
KPN-M19708 63 (m) H1 Bs. As. Sangre 3/11/2015 nd Sepsis AMS-CLA
KPN-M19709  2m*(f) Ho6 Santa Fe Sangre 11/11/2015 lla congénita nd nd
KPN-M19711  82(f)  HI Bs. As. nd 30/10/2015 Meningitis ITU €3G
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AFB (5d); AFB-MER-

KPN-M19723  22m*(f) H4 CABA Sangre 30/10/2015 Quemadura nd AMK (2d); COL-AMK
KPN-M19732 79 (f) HI1 Bs. As. Sangre 7/11/2015 nd Bacteriemia nd
ECL-M19783 21 (m) Hl1 Bs. As. partePsi‘:lzn das 26/11/2015 nd Fasciotomia PTZ-VAN (6d)
CFR-M19802 48 (m) HI0  CABA Bilis 14/12/2015 n?ﬁfggzn Sindrome colestasico E\LZ 216\21)(
KPN-M19805 21 (m) HI1 Bs. As. parttiii)llzn das 26/11/2015 nd Fasciotomia PTZ-VAN (6d)
KPN-M19810 73 (f) Hl Bs. As. Sangre 14/12/2015 nd nd nd
ECL-M19846 48 (m) H9 CABA nd 6/1/2016 Diabetes nd CIP-CLIN
KPN-M19917 68 (m) H1 Bs. As. Sangre 18/12/2015 nd nd nd
KPN-M19918 88 (f) Hl Bs. As. Sangre 18/12/2015 nd nd nd
KPN-M19931 58 (f) HI Bs. As. Sangre 27/1/2016 nd nd nd
KPN-M21002 56 () H1 Bs. As. Sangre 17/2/2016 Adenopatia nd CLIN
ECL-M21030 66 (m) H5 CABA Catéter 6/3/2016 nd nd nd
ECL-M21059  4m*(m) H8 Bs. As. Sangre 16/3/2016 nd nd nd
KPN-M21064 35 (f) HI2 CABA Colonizacion 19/3/2016 nd nd nd
KPN-M21105 10m*(m)  H6 Santa Fe nd 8/1/2016 nd nd nd

ATB: antibiotico; f: femenino; m: masculino, m*: meses; H: hospital, Bs. As.: Buenos Aires; nd: no determinado; HTA:
hipertension arterial; FOD: fiebre de origen desconocido; ITU: infeccion del tracto urinario; LLA: leucemia linfoide aguda;
AMS: ampicilina-sulbactam; CTN: cefalotina; CAZ: ceftazidima; VAN: vancomicina; COL: colistin; PTZ: piperacilina-
tazobactam; CIP: ciprofloxacina; CLIN: clindamicina; AMK: amicacina; LZD: linezolid; TGC: tigeciclina; CLA:
claritromicina; C3G: cefalosporina de tercera generacion; AFB: anfotericina B; MER: meropenem; IMI: imipenem. KPN: K.
pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, CFA: C. farmeri, ECO: E. coli, EAE: E. aerogenes, KOX: K.oxytoca, ROR: R.
ornithinolytica, SMA: S. marcescens
Los 40 aislamientos se recibieron de 13 centros de salud, principalmente de la Ciudad de
Buenos Aires (CABA) y la provincia de Buenos Aires. Veinticuatro aislamientos de ellos fueron
derivados de un solo hospital de agudos (H1) y dos aislamientos de la provincia de Santa Fe. La
figura 20 representa la incidencia de los enterobacterales portadores de IMP reportados en el
periodo de tiempo estudiado, donde se puede observar que el numero de aislamientos productores
de IMP se fue incrementando afio tras afio principalmente por el aporte de un unico hospital (HI).
El afio 2015 fue el que se aislaron el mayor nimero de aislamientos (Figura 20). Cabe aclarar que

para ésta tesis se tomo6 como punto de corte el mes de abril de 2016, por lo tanto los aislamientos

recibidos en fechas posteriores no fueron considerados aqui.
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Figura 20. Incidencia de enterobacterales portadores de IMP. Numero total de aislamientos productores de IMP
recibidos en el LNRRA por afio (barras de color verde). Las barras azules representan el nimero de aislamientos
recibidos del hospital H1. Los numeros sobre las barras indican el nimero de aislamientos por afio. El area detras de las
barras representa el nimero total de hospitales y los numeros dentro de las cajas con flecha indican el nimero de

hospitales por aflo.

El analisis del sitio de aislamiento y la especie causante de infeccion reveld que el 57% (23/40)

de los Enterobacterales estudiados fueron recuperados de hemocultivos (Figura 21, Tabla 1) de los

cuales la mayoria de éstas infecciones fueron causadas por K. pneumoniae, 27,5% (11/40).

Mientras que la especie E. cloacae se aislo de diversos sitios de infeccion (Tabla 1).

Orina, 10%

Colonizacion,
10%

Otros, 10%

Sangre, 57% Bilis, 2%

Liquido ascitico, 3%

Catéter permanente, 3%

Figura 21. Porcentaje del sitio de aislamiento de los enterobacterales productores de
carbapenemasa tipo IMP. Las fracciones representan los diferentes sitios de los cuales se recuperd
la muestra.
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10.2 Deteccion  fenotipica de la  produccion de

carbapenemasa.

El ensayo de THT confirm6 la actividad enzimatica ya que se observd crecimiento (o
invaginacion) de la cepa indicadora hacia el disco de carbapenem [segun especie, ver seccion
9.2.2 (i)] en la interseccion de la estria con la zona de inhibicion (Figura 22, A).

Los ensayos colorimétricos dieron positivo para todos los aislamientos confirmando la actividad
de una carbapenemasa. En la figura 22, B y C, se muestran resultados positivos para los ensayos
BlueCarba y Carba NP para la deteccion de carbapenemasas.

La sinergia entre un disco EDTA y los discos de ertapenem e imipenem resulto positiva en todos
los aislamientos de enterobacterales estudiados confirmando la produccion de metalo-B-lactamasa.
En la figura 22 D, se puede observar la deformacioén del halo de inhibicion en los discos de
imipenem y ertapenem que ocurre como producto de la accion quelante del EDTA. Las metalo-p3-
lactamasas producidas por la bacteria son inhibidas por el EDTA por lo tanto, la bacteria no puede

hidrolizar el imipenem o ertapenem y por ende hay muerte celular.

Tubo de

Tubo Reaccion (+)

Control

* Tubo Tubo de
control  reaccion (+)

Figura 22. Deteccion fenotipica y colorimétrica de carbapenemasas. Pruebas fenotipicas para la deteccion
de carbapenemasas. (A) Triton Hodge test, Las flechas sefialan la invaginacion que se menciona en el texto.
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Cb: carbapenem. (B) BlueCarba test. (C) Carba NP-Direct. (D) Sinergia positiva entre los discos de imipenem
(IMI) y ertapenem (ETP) y EDTA de los aislamientos productores de metalo-p-lactamasa. La flecha sefiala el
efecto sinérgico que da como resultado la deformacion del halo de inhibicion de los discos de carbapenemes.

10.3 Sensibilidad a los antimicrobianos de los

enterobacterales productores de IMP.

Se evalud la sensibilidad a los antimicrobianos por el método de difusion en agar y la
concentracion inhibitoria minima (CIM) por dilucién en agar con excepcion de los carbapenemes a
los cuales se les determind la CIM por el método de microdilucién. Se ensayaron once
antimicrobianos que se detallan en la figura 23 (Tabla B1 y B2 anexo B) considerando aquellos que
son relevantes en términos clinicos, como opciones de tratamiento (aztreonam, minociclina,
amicacina, fosfomicina, colistin y tigeciclina) y también aquellos utilizados en la deteccion de
mecanismos de resistencias acompafiantes como las fluorquinolonas o lo aminoglucoésidos.

Todos los aislamientos fueron no sensibles a imipenem por el método de difusion en agar
mientras que los valores de CIM obtenidos presentaron una diferencia de un 5% menos de
aislamientos no sensibles (I+R) con respecto al valor obtenido por difusion. En el caso de
meropenem, el porcentaje de no sensibilidad (I+R) fue menor que el observado para el imipenem,
95% por difusion en agar y 87,5% por microdilucion (Figura 23). Del mismo modo, se observaron

valores de no sensibilidad a ciprofloxacina y a gentamicina en mas de la mitad de los aislamientos.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes | 82


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


CAPITULO I RESULTADOS

% I+R

Difusion (mm) CIM (ug/ml)

100

95

95
87,5
87,5

85

67,5
70

30
35
27,5

17,5
15
12,5

10
12,5
15
10
7.5

IMI*  MER* CIP GEN ATM NAL MNO  AMK FOS COL TGC

Figura 23. Porcentaje de no sensibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos productores de blaime. Los
resultados se muestran como porcentaje de no sensibilidad [considerando los puntos intermedio (I) + resistente (R)].
Las barras naranjas corresponden a los valores de sensibilidad por difusion en agar mientras que las barras celestes
indican los valores de CIM por dilucion en agar, excepto los carbapenemes que fueron testeados por microdilucion (*).
IMI*: imipenem, MER*: meropenem, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, ATM: aztreonam, NAL: acido
nalidixico, MNO: minociclina, AMK: amicacina, FOS: fosfomicina, COL: colistin, TGC: tigeciclina.

Por otro lado, los valores de no sensibilidad a minociclina, amicacina, fosfomicina, colistin y
tigeciclina, fueron menores al 20% tanto para difusion como para dilucion (Figura 23). Estas fueron
las drogas mas activas frente a estos aislamientos, con CIMso de 4 pg/ml, 0,25 pg/ml, 1 pg/mly 0,5
pg/ml, respectivamente. Es preciso destacar que, en el caso de colistin, la diferenciacion entre
aislamientos resistentes y sensibles por el método de difusion se dificulta ya que su naturaleza
anfipatica y su alto peso molecular obstaculiza la difusiéon en el agar, dando zonas de inhibicién
tipicamente pequefias que pueden corresponder con valores de CIM en las distintas categorias de
interpretacion. Por tal motivo, en los laboratorios de microbiologia clinica no se recomienda usar el

método de difusion para evaluar la sensibilidad a colistin.
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Tabla 2. CIMso v CIMgg de los enterobacterales productores de IMP.

IMI*  MER* CIp GEN ATM NAL MNO AMK FOS COL TGC

Rango 1-32 0,25->32 0,016->128 0,25->128 <0,06-256 2->64 0,5->64 1-128 <0,25-256 0,5->128 0,12-2
CIMso (ug/ml) 4 4 1 32 0,12 16 1 4 8 05 025
CIMyg (ug/ml) 16 8 16 128 128 >64 8 16 64 1 0,5

IMI*: imipenem microdilucion, MER*: meropenem microdilucién, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, ATM:
aztreonam, NAL: acido nalidixico, MNO: minociclina, AMK: amicacina, FOS: fosfomicina, COL: colistin, TGC:
tigeciclina.

10.4 Caracterizacion fenotipica de los mecanismos de

resistencia adicionales.

10.4.1 Produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Catorce aislamientos (Tabla 3) presentaron halos de inhibicidon de aztreonam menores o iguales
a 20 mm vy sinergia positiva entre el aztreonam y el acido clavuldnico (presente en el disco de
amoxicilina/dcido clavuladnico). En la figura 24 se observa la deformacion del halo de inhibicion
del aztreonam en la cercania del disco de amoxicilina/acido clavulanico, efecto de inhibicion de la

BLEE por parte del &cido clavulanico.

Figura 24. Fenotipo observado en aislamientos productores de p-lactamasa de espectro extendido.
Halo de inhibicioén de aztreonam < 20 mm y la sinergia positiva entre los disco de aztreonam (ATM) y
amoxicilina/acido clavulanico (AMC). Las fechas negras sefialan la deformacion del halo de aztreonam.
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10.4.2 Mecanismos de resistencia a quinolonas

Se evalud la presencia de mecanismos de resistencia a quinolonas por el método de difusion en

agar.

= Mecanismo de resistencia a quinolonas asociada a plasmidos (PMQR):

Veintiséis de los aislamientos fueron sospechosos de portar gnr por presentar halos de inhibicion
de ciprofloxacina menor a 30 mm y halos de inhibicioén de acido nalidixico mayor a 6 mm (Tabla
3). Por otro lado, doce aislamientos presentaron una diferencia mayor o igual a cinco entre los
halos de inhibicion de levofloxacina y ciprofloxacina (Tabla 3) sugiriendo la produccion de

aac(6’)-1b-cr.

~ Mutaciones en la region determinante de la resistencia a las quinolonas (QRDR):
Nueve aislamientos fueron sospechosos de tener mutaciones en la region determinante de la
resistencia a las quinolonas (QRDR) por presentar halos de inhibicién de 4cido nalidixico igual a
seis milimetros (Tabla 3). Este mecanismo puede enmascarar el fenotipo de sospecha de gnr por lo

tanto estos nueve aislamientos fueron evaluados por PCR (inciso 10.5.2.2).

Tabla 3. Aislamientos con fenotipo sospechosos de presentar mecanismos de resistencia

adicionales.

Sospecha Sospecha de PMQR Sospecha
de BLEE gnr aac(6’)-Ib-cr __de QRDR
+ + -

N° Aislamiento

ECL-M9921
KOX-M13063
ECL-M13280
CFR-M13281
ECL-M13624
ECL-M13795 - - - TF
ECO-M15732 - + - -
EAE-M17109 - - - 1F
ECL-M17324 -
ROR-M17614 +
CFA-M19020 +
CFA-M19031 +
ECL-M19340 +

+ + + + +
+
+
1
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KPN-M19368
KPN-M19434
CFR-M19571
ECL-M19671
KPN-M19708
KPN-M19709
KPN-M19711

- KPN-M19723

KPN-M19732
ECL-M19783
CFR-M19802
KPN-M19805
KPN-M19810
ECL-M19846
KPN-M19917
KPN-M19918
KPN-M19931
KPN-M21002
ECL-M21030
ECL-M21059
KPN-M21064
KPN-M21105

1 1
+ o+ 0+ o+ +

1
+ + + + 4+

+ +

Total

14 26

12

BLEE: B-lactamasa de espectro extendido, PMQR: mecanismos de resistencia a quinolonas
asociado a plasmidos, QRDR: mutaciones en la region determinante de la resistencia a las
quinolonas. KPN: K. pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, CFA: C. farmeri, ECO: E.
coli, EAE: E. aerogenes, KOX: K. oxytoca, ROR: R. ornithinolytica, SMA: S. marcescens. Las filas
color gris indican los aislamientos sospechosos de producir QRDR.

10.5 Resultados confirmatorios de mecanismos de resistencia

mediante PCR.

10.5.1 Determinacion de mecanismos de resistencia a los carbapenemes.

En los cuarenta aislamientos clinicos se confirmd por PCR la amplificacion positiva para

el gen blaivp. La secuenciacion de 4cidos nucleicos determind que todos los aislamientos

portaban el alelo blamvp-s.

A continuacidén se muestra el alineamiento de secuencias de aminoacidos de las variantes de

IMP descriptas en nuestro pais, IMP-1, IMP-8, IMP-13 e IMP-16 (Figura 25).
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IMP—1|AGM2B433.1 MSKUSMFFIFLFLSTATINAES|.PDLKIEK HTSFEEVNGWGVVPKHGLWWLVNA] 6@
IMP-16|CAE48334.1 KKYFMLCIFLFESITARNGES|.PDLKIEK HTSFEEVNGWGVVTKHGLWFLVNT| 6@
IMP-8|AVV69581.1 MKKYFMLCVCFLESTTANGAA|LPDLKIEK HTSFEEVNGWGVVSKHGLWWLVNT| 6@
IMP-13|ACL31208.1 KIKYFMLCVCEFLESTITAMNGAA|LPDLKIEK FVHTSFEEVNGWGVMTKHGLMWVLVNT| 66
¥ Rk ke o eeckkke ok ekkokokokokokokok e o kR okkokRdokkkdokkokkdkok kkkEk kkk.
IMP-IIAGM2@433.1 YLIDTPHTAKDPTEKLVTWFVERGYKLKGIS[LSSHFHSDS[TEGIEWLNYREIPTYASELT 120
IMP—16|CAE48334.1 YLIDTP A!KDTEKL NWFVERGYK[LKGSISSHFHSDSSEGIEWLNSQRIPTYASELT 126
IMP-8|AVVER581.1 YLIDTP DTEKLVNWFVERGYKLKGTILSSHFHSDS|TEGGIEWLNSQFIPTYASELT 126
IMP—13|ACL31298.1 YLIDTPHTANTPTEKLVINWFVERGYELKGTLSSHFHSDS[TEGGIEWLNSQBRIPTYASELT 120

ekkokokkokkok ek kkokkokER  koRokoRokR e kokok e kokkkRoRoRE R o kokkoRokokkok o kR Rk kR kR kK

IMP-1|AGM20433.1 NELLKKPEKVQATNSFSIGMNYWLVEKNK I BVIFYPGPGH VL\ILPE(ILFGGCF(P 180
IMP-16|CAE48334.1 NELLKKINGKVQAKNSF S| S WLILKNKIHIFYPGPGHTRQP VWLPEKKILFGGCFVKP 186
IMP-8|AVV60581.1 NEL LKKIPEKVQAKNSFS) S WLNVKNKIEVIFYPGPGHTRP VWLPE (ILFGGCF(P 180
IMP-13|ACL31298.1 NELLKK|SIEKVQAKIYSFS 'S WLVKNKIEMFYPGPGHTRP VNLPE-(ILFGGCFH(P 180
kokokkkk  kkokokk  dkokok ok skokok e skokokokok o skokokokokokkok kok o kokokokokok  skokok Kok ok R ok« ok
IMP-1|AGM29433.1 YIGLGNLIGPANIEAWP L(K DAS LLL QAVKGLNESKK 2480
IMP-16|CAE48334.1 LGNLDPANVEAWPHESAE T(L|V DVEDAS LLN QAVIKGLKESKK 2480
IMP“S'AVV69581.1 DGLGNLIGDANLEAWPKBAIKIIL DAS LiRul QAVKGLNESKK 2480
IMP-13|ACL31208.1 HIGLGNLIGDANLEAWPKSAIKTIL EDAS IRIMWE QALIKGLIKESKK 246
FEKKRE KEKREEE KK ok Kok kkkER KEK. KRREKFK K KKK kEF. KKK
IMP-1|A6M26433.1 PSIKPSN 246
IMP-16 | CAE48334.1 PSRPSN 246
IMP-8|AW66581.1 PSRPSN 246

IMP-13|ACL31208.1 TSEPSN 246

Figura 25. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de IMP-1, IMP-8, IMP-13 e IMP-16. Los colores
de los residuos de aminoacidos indican sus propiedades fisicoquimicas. El color rojo indica residuos pequefios
e hidrofobicos, incluido el residuo aromatico Tirosina (Y). El color azul indica los residuos acidos y el
magenta los basicos. Los residuos de color verde son los aminoéacidos que integran los grupos: Hidroxilo,
sulthidrilo, amina y la glicina (G). El asterisco (*) sefiala los residuos conservados. Los dos puntos (:) indica
conservacion entre grupos de propiedades fuertemente similares aproximadamente equivalente a un scoring de
> 0,5 en la matriz de Gonnet PAM 250, mientras que un punto (.) debajo del residuo aminoacidico indica
conservacion entre grupos de propiedades débilmente similares aproximadamente equivalente a un scoring de
<0,5 y >0 en la matriz de Gonnet PAM 250 (PAM 250: distancia evolutiva en la que las proteinas comparten
cerca del 20% de identidad. Es decir en la que el 80% de los aminoacidos se han cambiado). Los recuadros
negros sefialan las diferencias de aminoacidos entre las variantes de IMP.

Como se observa en la figura 25, las distintas variantes de IMP presentan varias diferencias

aminoacidicas entre si. IMP-8 e IMP-13 son mads similares entre si, respecto a IMP-1 e IMP-16.
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10.5.2 Determinacion de los mecanismos de resistencia adicionales.

10.5.2.1 Caracterizacion de p-lactamasas de espectro extendido

Los 14 aislamientos con fenotipo sospechoso de producir una B-lactamasa de espectro extendido
(BLEE) fueron confirmados por PCR para las BLEE mas prevalentes y se hallaron los siguientes
genes: blaper en siete aislamientos, blactx-m en dos y blasnv en un aislamiento (Tabla 4). El gen
blasnv fue secuenciado y se hall6 el alelo SHV-12. Ademas, las PCRs de grupo para blaper y
blactx-m determinaron, el alelo PER-2 en los siete aislamientos y CTX-M2 en un aislamiento. El
otro aislamiento con blactx-m resulté PCR negativo para todos los cebadores de grupo de CTX-M
disponibles en el laboratorio. Posiblemente se deba a variaciones en la secuencia donde se unen los

cebadores, lo mismo ocurrid con los cuatro aislamientos restantes que resultaron negativos para los

genes de BLEE.

Tabla 4. Produccién de B-lactamasas de espectro extendido.

Especie n Fenotipo BLEE +  bla ppr.» bla ctxv (grllpO) bla SHV-lZa
K. pneumoniae 17 3 2 1 0
E. cloacae 12 6 3 12 1
C. farmeri 2 2 0 0 0
C. fireundii 3 1 1 0 0
E. coli 2 0 0 0 0
E. aerogenes 1 0 0 0 0
K. oxytoca 1 1 1 0 0
R. ornithinolytica 1 1 0 0 0
S. marcescens 1 0 0 0 0
Total 40 14 7 2 1

2Alelos secuenciados para definir BLEE a partir de B-lactamasas de amplio espectro.

10.5.2.2 Mecanismos de resistencia a quinolonas asociada a plasmidos

Al total de los aislamientos se les confirmo la presencia de mecanismos de resistencia a
quinolonas asociada a plasmidos (PMQR) y la presencia de mutaciones en la region determinante

de la resistencia a las quinolonas (QRDR) por PCR. Los PMQR confirmados fueron: 29
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aislamientos con la combinacion de los mecanismos gnrB mas aac(6')lb-cr (tabla 5), un
aislamiento con gnrB y un aislamiento con gnrS mas aac(6')1b-cr.

Por otro lado, se confirmd la presencia de mutaciones en el codon 83 del gen gyr4 en los nueve
aislamientos sospechosos de contener modificaciones en el QRDR. En el aislamiento KPN-
M21064 la mutacion fue Ser831Ile, mientras que en KOX-M13063, EAE-M17109 y los C. freundii

fueron Thr83Ile. En cambio, en los E. cloacae la mutacion fue de Ser83Tyr.

Tabla 5. Mecanismos de resistencia a quinolonas: PMOR y QRDR.

MPRQ: Gen/es detectado/s
N° Aislamientos  gnrB gnrS  aac(6')Ib-cr QRDR

1 + - - +
25 + - + -
4 + - + +
1 - + + +
3 - - - +

MPQR: mecanismos plasmidicos de resistencia a quinolonas

10.6 Caracterizacion molecular de los elementos genéticos

moviles que portan blamvp-s.

El andlisis del entorno genético del gen blamvp-gs se determind en todos los aislamientos
estudiados y se diferenciaron cuatro estructuras diferentes. En todos los casos el gen blamvp-g
se localizé como el primer cassette en integrones de clase 1. Se definié un nuevo integron
In/165 el cual presentd un nuevo arreglo, donde en el segundo cassette se hallaron
fusionados los genes de aminoglucosido 3"-nucleotidiltransferasa, aadAly, y B-lactamasa de
espectro extendido tipo OXA, blaoxa-9 (Figura 26 A, Tabla 6). Esta fusién ocurrié entre el
attC truncado de la aadAly y el gen blaoxa-9. Este integron se detectd en dos C. farmeri y en
una K. oxytoca (Figura 26 A, Tabla 6). Del mismo modo, se determind el nuevo integron
In/330 que tiene como segundo cassette una aadAla la cual confiere resistencia a

estreptomicina y espectinomicina. Esta nueva estructura se halldo en 17 aislamientos en las
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siguientes especies: 13 K. pneumoniae, 3 E. cloacae y 1 R. ornithinolytica (Figura 26 B,
Tabla 6). Por otro lado, se encontré un nuevo integron al cual no se le asigndé numeracion
dado que no se logré amplificar la region 3'CS. Esta estructura, presente en el aislamiento E.
cloacae M9921, contenia como segundo cassette una aadAl donde la secuencia del sitio de
recombinacion (attC) se halld interrumpida por un intron del grupo Ilc (Figura 26 C, Tabla
6). Este intron se encuentra interrumpido por la secuencia de insercion IS26. En los 19
aislamientos restantes (ocho E. cloacae, cuatro K. pneumoniae, tres C. freundii, dos E. coli,
un E. aerogenes y una S. marcescens) no se logré determinar la secuencia completa del

integron (Figura 26 D, Tabla 6) y solo se identificé blamvp-s como primer cassette.

In1165 v 5 -

2 C. farmeri
1 K. oxytoca

In1330

13 K. pneumoniae

3 E. cloacae
1 R. ornithinolytica

aaclA]cV"
_— AattC

1 E. cloacae

8 E. cloacae, 4 K. pneumoniae
3 C. freundii, 2 E. coli
1 E. aerogenes , 1 S. marcescens

Figura 26. Entornos genéticos de blammps. Estructuras de los arreglos de integrones de clase 1 hallados en las
enterobacterales estudiadas en el presente trabajo. /nff1: gen de la integrasa; 5'-CS: extremo 5' conservado; P .

promotor asociado al integron; P: promotor de la integrasa; artl: sitio de recombinacion adyacente reconocido por la

integrasa Intl1; attC: sitio de recombinacion especifica, 3'-CS: extremo 3' conservado. AattC: sitio de recombinacion
especifica truncado.
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10.7 Relacion genética entre los aislamientos estudiados

Se estudiaron por PFGE los 17 aislamientos de K. pneumoniae y se obtuvieron 12 patrones de
bandas diferentes (A-L). Cuatro de los aislamientos presentaron un patrén de bandas idéntico y se
los agrupd como clon A (Figura 27, Tabla 6). Estos aislamientos fueron recuperados en el periodo
de tiempo de junio a diciembre del 2015 del hospital H1 (Figura 27, Tabla 6) y dos de los pacientes
cursaban una condicidon de enfermedad grave (meningitis y sepsis). Por otro lado, se observaron
dos aislamientos provenientes del H1 (enero-febrero 2016) con el mismo patron de bandas y se los
agrupd como clon B (Figura 27, Tabla 6). De la misma forma, los dos aislamientos provenientes de
Santa Fe (H6, 2015-2016) presentaron el mismo perfil de restriccion y se los agrupd como el clon
C (Figura 27, Tabla 6). El resto de los aislamientos presentaron diferentes patrones de PFGE y no
se encontro relacion clonal entre ellos. Asimismo, no se observo relacion clonal entre los tres

aislamientos de C. freundii ni entre los dos aislamientos de E. coli (Figura 27, Tabla 6).
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Figura 27. Xbal-PFGE de los aislamientos de K. pneumoniae, C. freundii y E. coli. Calle 1: Ladder: S. Braenderup;
calle 2: ECO-M15732; calle 3: ECO-M17431; calle 4: CFR-M13281; calle 5: CFR-M19802; calle 6: CFR-M19571;
calle 7: KPN-M19368; calle 8: KPN-M19723; calle 9: KPN-M21064; calle 10: KPN-M15885; calle 11: KPN-M17343;
calle 12: KPN-M19434; calle 13: KPN-M19711; calle 14: KPN-M19708; calle 15: KPN-M19810; calle 16: Ladder: S.
Braenderup; calle 17: KPN-M19732; calle 18: KPN-M19805; calle 19: KPN-M19917; calle 20: KPN-M19918; calle
21: KPN-M19931; calle 22: KPN-M21002; calle 23: KPN-M19709; calle 24: KPN-M21105; calle 25: Ladder S.
Braenderup. El recuadro verde sefiala los aislamientos pertenecientes al clon A, el recuadro azul los aislamientos del
clon B y el recuadro naranja los aislamientos del clon C.

Del mismo modo, se estudiaron los 12 aislamientos de E. cloacae y se determinaron 12 patrones
de PFGE, por lo que se concluye que estos aislamientos no estan genéticamente relacionados

(Figura 28, Tabla 6).
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Figura 28. Xbal-PFGE de los aislamientos de E. cloacae. Calle 1: Ladder: S. Braenderup; calle 2: ECL-
M9921; calle 3: ECL-M13280; calle 4: ECL-M13624; calle 5: ECL-M13795; calle 6: ECL-M17212; calle 7:
ECL-M19340; calle 8: ECL-M19783; calle 9: Ladder: S. Braenderup; calle 10: ECL-M17324; calle 11: ECL-
M19846; calle 12: ECL-M19671; calle 13: ECL-M21030; calle 14: ECL-M21059.
Los dos aislamientos de C. farmeri, también fueron caracterizados por PFGE y mostraron
patrones de bandas indistinguibles entre si (Figura 29, Tabla 6). Estos dos aislamientos provenian

del mismo hospital (H1), uno de los pacientes presentaba una neoplasia con insuficiencia renal y el

otro paciente presentaba una cardiopatia.

M19031

M19020

S. Braenderup

Figura 29. Xbal-PFGE de los C. farmeri, CFA-M19031 y CFA-M19020. S. Braenderup se utilizd
como marcador de peso molecular.
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10.8 Caracterizacion de molecular de plasmidos

10.8.1 Determinacion de cantidad y tamafio de plasmidos de los

aislamientos portadores de blaivp-s

La digestion con nucleasa S1 mostré que todos los aislamientos contenian entre uno y cinco
plasmidos de tamanos aproximadamente entre <48, y 378 Kb (Figuras 30 y 31, Tabla 6). Los
pldsmidos que portan los 24 aislamientos provenientes del hospital H1 (Bs. As.) se muestran
en la Figura 30, ademas de otros dos aislamientos del H2 y H8 (Bs.As.). Pudimos observar
que, como se menciond arriba, todos los aislamientos poseen varios plasmidos, 11
aislamientos (10 del H1) poseen un plasmido de aproximadamente 70 Kb. Por otra parte, tres
de los aislamientos de K. pneumoniae pertenecientes al clon A provenientes del H1 (Figura 27,
Tabla 6), KPN-M19434, KPN-M19708 y KPN-M19711, mostraron cuatro plasmidos del
mismo tamafo (aproximadamente de <48,5, 125, 270 y 358 Kb) mientras que el cuarto
aislamiento de este tipo clonal, KPN-M19810, solo presentd6 dos plasmidos de
aproximadamente 116 y 260 kb (Figura 30, Tabla 6). Los dos C. farmeri, CFA-M19020 y
CFA-M19031, presentaron tres plasmidos iguales de un tamafio aproximado de 60, 116 y 292
Kb (Figura 31, Tabla 6). Los dos casos de aislamientos obtenidos del mismo paciente pero de
distinta especie mostraron situaciones distintas (Tabla 6). KPN-M15885 y SMA-M15888
tuvieron el mismo plasmido (~66 kb) e integron (5°CS-blamp-s-?) mientras que ECL-M 19783
y KPN-M19805 tuvieron distinto plasmido (~332 o 360 kb y ~236 kb, respectivamente) y
distinto integron (5°CS-blamvp-s-?, € Inl330, respectivamente) sugiriendo que en el primer
caso hubo transferencia horizontal, tal vez intrapaciente, mientras que en el segundo se tratd

de dos infecciones independientes.
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Figura 30. Nucleasa S1-PFGE de los aislamientos productores de blaiwr.s provenientes de hospitales de la
provincia de Buenos Aires. Calle 1: A Ladder; calle 2: ECL-M9921; calle 3: ECL-M13280; calle 4: CFR-M13281;
calle 5: KOX-M13063; calle 6: ECL-M13624; calle 7: ECL-M13795; calle 8: KPN-M15885; calle 9: SMA-M15888;
calle 10: EAE-M17109; calle 11: ECL-M17212; calle 12: CFA-M19020; calle 13: CFA-M19031; calle 14: ECL-
M19340; calle 15: A Ladder; calle 16: KPN-M19434; calle 17: KPN-M19708; calle 18: KPN-M19711; calle 19: KPN-
M19732; calle 20: KPN-M19810; calle 21: ECL-M19783; calle 22: KPN-M19805; calle 23: KPN-M19917; calle 24:
KPN-M19918; calle 25: KPN-M19931; calle 26: KPN-M21002; calle 27: KPN-M17343; calle 28: ECL-M21059; calle
29: A Ladder. KPN: K. pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, CFA: C. farmeri, EAE: E. aerogenes, SMA: S.
marcescens. Los recuadros blancos indican los plasmidos de igual tamafio en los aislamientos de K. pneumoniae
pertenecientes al clon A. Los recuadros naranjas sefalan los plasmidos en los que se presume se encuentra el gen
blamps. Los recuadros celestes indican los aislamientos provenientes del hospital H1, el recuadro rosa el aislamiento
proveniente del hospital H2 y el recuadro verde el aislamiento proveniente del hospital HS.

En la figura 31 se muestran los 14 aislamientos provenientes de 8 hospitales de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires (H3 al HS, H7 y del H9 al H12), ademas de otros dos aislamientos
de la provincia de Santa Fe (H6). Como se puede observar, los aislamientos presentan mas de
un plasmido, 5 aislamientos (2 del H12) poseen un pldsmido de aproximadamente 70 Kb
(Figura 31, Tabla 6). Por otra parte, los E. cloacae mostraron de uno a cuatro plasmidos con
tamafios aproximados entre 50 y 378 kb, mientras que los tres C. freundii presentaron entre
dos y tres plasmidos de aproximadamente 120 a 230 kb (Figura 31, Tabla 6). En cuanto a los
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dos aislamientos de E. coli, se observd un pldsmido de aproximadamente 75 kb en la ECO-
M15732 y dos plasmidos en la ECO-M17431 de aproximadamente 85 y 104 kb. Asimismo, las
dos K. pneumoniae provenientes del mismo hospital de Santa Fe (H6), KPN-M19709 y KPN-
M21105, presentaron tres plasmidos de igual tamafio (Figura 31, Tabla 6). Por otro lado, los
aislamientos de S. marcescens y E. aerogenes mostraron un solo plasmido de
aproximadamente 66 y 318 kb respectivamente, mientras que R. ornithinolytica mostrd cuatro

pldsmidos con un rango de tamafio aproximado de 68 a 370 Kb (Figura 31, Tabla 6).

HI1l H9 HI12 H4 HIO H5 H7 H3 Ho6
1 3 4 5 6|7 1213 14
B 0 O R T O A T O I e T e e

Kb B o
388 =
/ & ) B
3395 3
291

2425

194

48.5

Figura 31. Nucleasa S1-PFGE de los enterobacterales provenientes de hospitales de CABA y Santa Fe. Calle 1:
Ladder A; calle 2: ECO-M15732; calle 3: ECL-M17324; calle 4: ECO-M17431; calle 5: ECL-M19846; calle 6: CFR-
M19571; calle 7: ECL-M19671; calle 8: KPN-M21064; calle 9: KPN-M19723; calle 10: CFR-M19802; calle 11:
Ladder A; calle 12: ECL-M21030; calle 13: ROR-M17614; calle 14: KPN-M19368; calle: 15: KPN-M19709; calle 16:
KPN-M21105. KPN: K. pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, ROR: R. ornithinolytica. Los recuadros
blancos en las dos K. pneumoniae pertenecientes al clon C indican los plasmidos de igual tamatfio y las flechas blancas
los plasmidos de diferente tamafio.
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Tabla 6. Caracteristicas genéticas de los enterobacterales portadores de blaivp-s.
N° Aislamiento Hospital F?Cha.(,ie PFGE N° Plasmidos Tamaiio plasmido (Kb) Integron
aislacion
KPN-M15885% HI 4/9/2013 D 2 66- 236 5'CS-bla pp.g-nega
KPN-M17343 H2 2752014  E 2 48 - 108 5'CS-bla pp.g-nega
KPN-M19368 H3 23/6/2015 F 4 104 - 123 - 227 -370 In/330
KPN-M19434 H1 30/6/2015 A 4 <48,5 - 125 -270 - 358 In/330
KPN-M19708 H1 3/11/2015 A 4 <48,5-125-270 - 358 In/330
KPN-M19709 H6 11/11/2015 C 4 119 - 166 -276 - 370 In/330
KPN-M19711 HI 30/10/2015 A 4 <48,5-125-270 - 358 Ini330
KPN-M19723 H4 30/10/2015 G 3 85-157-370 In7330
KPN-M19732 Hl 7112015  H 2 155-217 5'CS-bla pp.g-nega
KPN-M19805" HI1 26/11/2015 I 1 236 In/330
KPN-M19810 H1 14/12/2015 A 2 116 - 260 Ini330
KPN-M19917 H1 18/12/2015 J 3 97-130 -176 In/330
KPN-M19918 H1 18/12/2015 K 3 116 - 260 - 349 In/330
KPN-M19931 H1 27/1/2016 B 4 85-130-176 - 349 In/330
KPN-M21002 H1 17/2/2016 B 3 85-176 - 349 InZ330
KPN-M21064  HI2 1932016 L 5 55-75-85-121 -145 5'CS-bla pp.g-nega
KPN-M21105 H6 8/1/2016 C 4 119 - 166 - 255 -370 In/330
ECL-M9921 HI 2582008 A 3 70 - 100 - 340 3'CS-blap.s-aad Al-intron
grupo Il-like
ECL-M13280 H1 10/2/2010 B 3 70 - 100 - 358 In/330
ECL-M13624 H1 13/9/2011 C 4 50-66-125-378 In/330
ECL-M13795 H1 22/12/2011 D 2 125 -165 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M17212 H1 2022014  E 1 66 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M17324 H9 19/5/2014 F 2 55-175 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M19340 HI 23/52015 G 3 59-85-310 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M19671 H12 16/10/2015 H 2 75 -104 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M19783" HI1 26/11/2015 I 2 332-358 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M19846 H9 6/1/2016 J 4 68 -104 -157 -300 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M21030 H5 6/3/2016 K 2 166 - 194 5'CS-bla pp.g-nega
ECL-M21059 HS8 16/3/2016 L 2 104 -332 In/330
CFR-M13281 H3 1022010 A 3 120 - 182 - 230 5'CS-bla pp.g-nega
CFR-M19571 HO 2/9/2015 B 2 131 -200 5'CS-bla pp.g-nega
CFR-M19802  HI0O  14/122015 C 2 120 - 166 5'CS-bla pp.g-nega
CFA-M19020 H1 2/2/2015 A 3 60 -116-292 Inl165
CFA-M19031 H1 9/2/2015 A 3 60 -116 - 292 Inl165
ECO-M15732 HI11 17/6/2013 A 1 75 5'CS-bla pp.g-nega
ECO-M17431 HO  17/6/2014 B 2 85-104 5'CS-bla pp.g-nega
KOX-M13063 H1 21/10/2010 nd 4 66 - 75 -180 - 304 Inl165
SMA-M15888* H1 4/9/2013 nd 1 66 5'CS-bla pp.g-nega
EAE-M17109 HI  17/122013 nd 1 317 5'CS-bla pp.g-nega
ROR-M17614 H7 13/8/2014 nd 4 68 -130 -166 - 370 In/330

nd: no determinado, KPN: K. pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, CFA: C. farmeri, ECO: E. colli,
KOX: K. oxytoca, SMA: S. marcescens, EAE: E. aerogenes, ROR: R. ornithinolytica. ® : aislamiento recuperado

del paciente A, b, aislamiento recuperado del paciente B, 5'CS: extremo 5' conservado, 3'CS: extremo 3'
conservado, In/330: 5'CS-blanwps-aadAl1-3'CS, Inl165: 5 CS-blawps-aadAly-blaoxao-3'CS. Las filas de color
gris indican los aislamientos del mismo tipo clonal segtn la especie. El tamafio de plasmido en negrita indica el
plasmido que se transfirié por conjugacion.
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10.8.2 Diseminacion horizontal de los elementos genéticos moviles que

portan el gen blayvips.

Se evalud la transferibilidad de los elementos genéticos portadores de blammps en ocho
aislamientos seleccionados de acuerdo al tipo de integrén que portaban y se comprobd la
transferencia horizontal en siete de ellos. Cuatro E. cloacae (ECL-M9921, ECL-M13280, ECL-
M13624 y ECL-M13795), una K. oxytoca (KOX-M13063), un C. farmeri (CFA-M19031) y un C.
freundii (CFR-M13281). Todos los transconjugantes obtenidos presentaron sinergia positiva entre
un disco de meropenem y EDTA, y resultado positivo para el gen blamps por PCR. En el C.
freundii M13281 se obtuvieron dos transconjugantes de perfiles distintos: uno productor de blavp-s
y blaper mientras el otro resulto solo productor de blamr-s, indicando que en el primer caso blaper

estaba localizado en un plasmido transferible diferente al plasmido que portaba blamp-s.

Por otro lado, se determind la composicion plasmidica de los transconjugantes obtenidos por
nucleasa S1-PFGE. Como se muestra en la figura 32, s6lo un pldsmido fue transferido por
conjugacion en los transconjugantes TC-ECL-M9921, TC-ECL-M13280, de aproximadamente 70
Kb y en el TC-ECL-M13795 de aproximadamente 165 Kb (Figura 32, Tabla 6). En cambio, en el
TC-ECL-M13624 se transfirieron dos plasmidos (de aproximadamente 66 y 378 Kb) de los cuatro
plasmidos que presentaba el aislamiento original (Figura 32, Tabla 6). Es preciso aclarar que todos
los geles de nucleasa SI1-PFGE fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa y
posteriormente hibridados con sonda blaivp pero no se obtuvo resultado positivo, pese a los varios

intentos realizados, lamentablemente debido a cuestiones estrictamente técnicas y econdmicas.
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Figura 32. Nucleasa S1-PFGE de los transconjugantes obtenidos por conjugacién de los
aislamientos portadores de blaivps. Calle 1: Ladder A; calle 2: ECL-M9921; calle 3: TC-ECL-
M9921; calle 4: ECL-M13280; calle 5: TC-ECL-M13280; calle 6: ECL-M13624; calle 7: TC-ECL-
M13624; calle 8: ECL-M13795; calle 9: TC-ECL-M13795; calle 10: Ladder . ECL: E. cloacae, TC-
ECL: transconjugante de E. cloacae. Los triangulos del mismo color sefialan los plasmidos del mismo
tamafo.

10.8.3 Caracterizacion plasmidica por secuenciacion masiva.

Se realizo la secuenciacion de los plasmidos portadores de blamvp-g presentes en los aislamientos
ECL-M9921, ECL-M13280, ECL-M13624, KOX-M13063 y CFA-M19031, los cuales fueron
elegidos de acuerdo al tipo de integron que portaban. Se utilizaron los transconjugantes obtenidos
(ver inciso 10.8.2) por lo que a partir de ahora nos referiremos a ellos como TC-ECL-M9921, TC-
ECL-M13280, TC-ECL-M13624, TC-KOX-M13063 y TC-CFA-M19031. Los plasmidos
presentaron un rango de tamafios aproximados de 72.821 a 121.062 pb y el numero de contigs
obtenidos fue de 3 a 5 contigs (Tabla 7). Por otro lado, el contenido de GC de los plasmidos fue
entre 52,64 a 53,88% en cuatro de ellos y de 47,55% en el plasmido contenido en la TC-CFA-

M19031. El nimero de marcos de lectura abierto (MLA) fue de 105 a 182 mientras que la cantidad
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de genes de resistencia a los antimicrobianos fueron de 4 a 11 segln la base de datos CARD (Tabla
7). En cuanto al grupo de incompatibilidad de los plasmidos, se definieron dos tipos, IncM1 e
IncM2. Los tres plasmidos de TC-KOX-M13063, TC-ECL-M 13280 y TC-ECL-M13624 portaron
el replicon M1, mientras que el plasmido presente en TC-ECL-M9921 fue positivo para el grupo de
incompatibilidad M2 (IncM2) y el quinto pldsmido presente en TC-CFA-M19031 fue no tipable
(Tabla 7). El andlisis de la regién promotora de los integrones de clase 1 determino la presencia del
promotor P.S (S de strong, promotor fuerte, ver 5.1.1) en los siguientes aislamientos: TC-ECL-
M9921, TC-KOX-M13063, TC-CFA-M19031 (Tabla 7) (GenBank U12441). Mientras que en la
TC-ECL-M13624 se encontr6 el promotor PcH1 (H de hybrid, promotor hibrido, ver 5.1.1) (Tabla
7) (GenBank M95287). En cuanto al aislamiento TC-ECL-M13280 no se pudo determinar el
promotor. Para cerrar la brecha o gap generados por la técnica de secuenciacion entre el extremo
3’CS del integréon hallado en el aislamiento TC-ECL-M9921 (5°CS-blamp-s-aadAla-?), disefiamos
cebadores y realizamos diversas estrategias de PCRs. Al igual que con todas las técnicas
moleculares convencionales probadas (ver 10.6), no obtuvimos amplificacion alguna. Por lo tanto,
los plasmidos no fueron cerrados por lo que puede haber regiones dentro del plasmido no
descriptas aqui. Por otro lado, se realizd un andlisis in silico previo para inferir el orden de los
contigs obtenidos utilizando como referencia la secuencia previamente descrita GenBank
CP029138.1, por ser la que presentd mayor cobertura (89%) y mayor porcentaje de identidad
(99,8%) con nuestras secuencias. Para ver la similitud entre los plasmidos secuenciados, se realizo
grafico con el programa BLAST Ring Image Generator (BRIG), que es una herramienta que nos
permite visualizar de manera comparativa secuencias de ADN en forma de anillos concéntricos
alineados contra una referencia [108]. Cada anillo representa una secuencia de ADN o genoma
bacteriano coloreado en forma de gradiente de acuerdo al porcentaje de homologia del
alineamiento contra la referencia y en consecuencia, las regiones presentes en una o mas de las

secuencias de consulta y ausentes en la referencia, no se mostraran [108].
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En nuestro caso, utilizamos como referencia para realizar el BRIG concatenado del plasmido
ECL-M13280 (Figura 33).

Pudimos observar, que los 4 plasmidos presentan una gran similitud entre si, ademads se hallaron
genes de resistencia que no detectados por PCR y varios genes involucrados en la transferencia
horizontal (Figura 33). Por otro lado, se encontraron varias secuencias de insercion, entre ellas, la
IS26, confirmando lo que se encontrd en el mapeo por PCR cuando se caracterizd el integron en el
aislamiento ECL-M9921.

Por otro lado, el plasmido en TC-CFA-M19031 resultdé ser muy distinto a lo descrito
previamente y a su vez a los otros 4 plasmidos secuenciados. Aun asi, en la figura 34, podemos
observar la presencia de genes de transferencia, algunos genes involucrados en la replicacion, el
integron que ya describimos y varias secuencias de insercion diferentes a las halladas en los

plasmidos descriptos anteriormente.

Tabla 7. Caracteristicas genéticas de los plasmidos portadores de blamvip.s.

Replicon Promotor Pc  Genes de Genes de

Lcontigs
Cr N 0
Aislamiento - N Contigs (ph) Cobertura GC (o) MLA (Inc)  de blayypg Resistencia resistencia ATB

aac(6')-Ib-cr, aadAla,

TC-ECL-M9921 4 9990 260 13 TeM2 P
C-ECL-M99 S 3 9 e 13 S 5 Hone bt i
TCKOXMI3S 3 780 6027 $2 106 oMl PeS 3 aadAly, blaygp, mphd
TCECLMI3S80 3 776 45823 %20 105 IoMl  ND 3 aadAly, blayp mphd
TCECLMI364 2 706 60125 5388 106 DMl PeHl 3 aadAly, blaygps, mphd

bla s, sull, bla-ew,, mphd, catB3, aadAl,
TCCRAMISI 12 1006 39261 4155 18 NT Pes 10 Goapa S5, DTy TPAS, CA), GAAEL)

aac(6')-Ib-cr, arr-3, bla gy, aac(3)-lla

X: sumatoria, MLA: marco de lectura abiertos, ATB: antimicrobiano, Inc: Incompatibilidad, NT: no tipable, ND: no
determinado, TC-ECL: transconjugante de E. cloacae, ECL: E. cloacae, KOX: K.oxytoca, CFA: C. farmeri. [74]
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Figura 33: Analisis comparativo de cuatro plasmidos portadores de blavr-s. De adentro hacia fuera, el primer anillo
negro corresponde al plasmido TC-ECL-M13280 utilizado como referencia para el alineamiento. El segundo anillo
(negro) corresponde al porcentaje de GC del plasmido TC-ECL-M13280. Los anillos cuatro, cinco y seis corresponden a
los plasmidos de TC-ECL-M9921 (verde claro), TC-ECL-M13624 (naranja) y TC-KOX-M13063 (rosa),
respectivamente. El porcentaje de identidad entre los plasmidos se grafica con un codigo de colores en degradé en el
centro de la figura. En el anillo mas externo se indican los genes y/o regiones de mayor importancia, con un cédigo de
colores asociado a su funcién que se encuentra en el marco inferior izquierdo y derecho. La imagen se realiz6 con Blast
Ring Image Generator (http://sourceforge.net/projects/brig).
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Figura 34. Representacion grafica del draft del plasmido TC-CFA-M19031. De adentro hacia fuera. El anillo negro
y el tercer anillo verde y purpura, corresponden al porcentaje y a la desviacion de GC del plasmido TC-CFA-M19031.
El anillo azul corresponde al plasmido TC-CFA-M19031. En el anillo mas externo se indican los genes y/o regiones de
mayor importancia, con un cddigo de colores asociado a su funcion que se encuentra en el marco inferior izquierdo y
derecho. La imagen se realiz6 con Blast Ring Image Generator (http://sourceforge.net/projects/brig).

10.9 Secuenciacion masiva de genoma

Se realizo la secuenciacion masiva de ADN genoémico del E. cloacae M9921 y K. pneumoniae
M19434, las dos especies mayoritarias en este estudio. Del ensamblado de los dos genomas se
obtuvieron valores indicadores no muy buenos, tal vez debido a la calidad de la secuencia, aunque
el andlisis de calidad de las lecturas fue aceptable (fastQC). El ensamblado resulté en un gran

numero de contigs 666 y 316 en E. cloacae ECL-M9921 y K. pneumoniae KPN-M19434,
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respectivamente; y bajos valores de N50 de 13911 pb y 51946 pb (Tabla 8). A pesar de esto, se
confirmo la presencia de blamvp-s en el ensamblado preliminar o draft del genoma de los dos
aislamientos y se determiné el secuencio tipo (el eBurst del E. cloacae se muestra en la seccion
siguiente 11.7 y en la Figura 39), el nimero de marcos de lectura abiertos y los genes de resistencia
(Tabla 8). A grandes rasgos, entre los genes de resistencia se hallaron bombas de eflujo,
transportadores de membrana, algunas secuencias reguladoras y las P-lactamasas descriptas aqui
(blamvp-s, blatem-1, blaprrr-2) (Tabla B5, 1 y 2 anexo B). Asimismo, se determind la presencia de
secuencias codificantes para enzimas modificadores de aminoaglucodsidos, aadAl y aac(6')-1b3,
presentes en los dos aislamientos. Los genes de resistencia a fluoroquinolonas que se hallaron
fueron gnrB10 'y aac(6’)-1b-cr, en los dos aislamientos mientras que, ogxB y ogxA, fueron hallados
solo en KPN-M19434 ya que son genes propios de especie. En la figura 35 se resumen los genes de

resistencia hallados en cada aislamiento.

Tabla 8. Caracterizacion gendémica de E. cloacae M9921 v K. pneumoniae M19434 por

secuenciacion masiva de ADN.

Aislamiento ECL-M9921 KPN-M19434

N° Contigs 666 316
Tamario ADN (pb) 5280768 5893880

GC (%) 5431 56,68

Contigs N50 (bp) 13911 51946

MLST ST 32 ST 12

MLA 5722 6072
Genes de Resistencia ATB " 59 67
Genes de virulencia® 24 20

N° plasmidos 4 2
Contenido Rep m[if?élj)}nhgculg[z’ IncFIA, IncFII

MLA: marco de lectura abierto, ATB: antimicrobiano, Rep: replicon, ECL: E. cloacae,
KPN: K. pneumoniae, * CARD: The Comprehensive Antibiotic Resistance Database, °
VFDB: Virulence Factors Database.
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Por otro lado, se analiz6 el contenido plasmidico en ambos genomas y se encontraron cuatro
replicones en ECL-M9921 (IncFIBk, IncHI2, IncHI2a e IncL/M), mientras que KPN-M19434 se
encontraron dos replicones (IncFIA e IncFII). En los estudios de caracterizacion plasmidica
convencionales mostrados en la seccion 10.8, determinamos por nucleasa SI-PFGE que ECL-
M9921 portaba tres plasmidos en lugar de 4. Esto puede deberse a que la técnica que nosotros
realizamos detecta megaplasmidos que poseen tamafios superiores a las 45 kb por lo tanto es
posible que alguno de éstos plasmidos sea mas pequeio. De cualquier forma, los datos obtenidos
confirmaron la localizacion del gen blamvp-s en un plasmido de 74693 pb, cuyo replicon fue IncM1
(Figura 32, inciso 10.8.2, Tabla 7, inciso 10.8.3). En cambio, en el aislamiento KPN-M19434, a
pesar de realizar el ensamblado por diversas herramientas bioinformaticas (Velvet y Spades), no
pudimos determinar en cudl de los tres plasmidos se localiza blamvpr-s, ya que todos los casos
obtuvimos contigs muy pequefios.

Los genes de virulencia hallados fueron 24 y 20 en K. pneumoniae KPN-M19434 y E. cloacae
ECL-M9921, respectivamente (Tabla 8). Entre los factores de virulencia de K. pneumoniae KPN-
M19434, se determinaron cinco genes que codifican proteinas para la biosintesis fimbrial (fimA4,
fimB, fimC, fimE, fimH), cuatro genes que codifican proteinas de tipo adhesina/invasina
(vagYlecpB, yagXlecpC, yagWlecpD, yagZlecpA) y siete genes que codifican proteinas
involucradas en la captacion de hierro (entB, entA, entE, fepD, fepB, fepC, fepG). Por otro lado, en
E. cloacae ECL-M9921, se hallaron tres genes que codifican proteinas para la biosintesis fimbrial
(csgG, csgE, csgD), cinco genes involucrados en la biosintesis flagelar (fliP, flgG, figH, fliM, fliG),
un gen que codifica una endotoxina implicada en la modificacion antigeno O (gtrB), cinco genes
que codifican proteinas involucradas en la captacion de hierro (ent4, fepB, fepC, fepG, fepD) y un

gen codificante del sistema de secrecion tipo VI (hsiB1/vipA).
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Figura 35. Genes de resistencia a los antimicrobianos hallados en E. cloacae M9921 y K.
pneumoniae M19434. AG: aminoglucésidos, FQ: fluoroquinolonas, MLS: macrdélidos, lincosamida
y estreptogramina B. Los cuadros azules (M) indican presencia del gen con un 100% de homologia
y el cuadro celeste (' ) indica la presencia del gen con un 96% de homologia con GenBank
M85195. Los cuadros verdes (/) indican ausencia del gen.
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10.10 Resumen de resultados capitulo I

e En este estudio detectamos blammps en diferentes especies de enterobacterales, siendo K.
pneumoniae y E. cloacae las mas frecuentes. A su vez, estos aislamientos fueron principalmente
recuperados de pacientes con bacteriemias (57%, 23/40) y provenian casi todos del Area
Metropolitana de Buenos Aires (Ciudad Autonoma de Buenos Aires y Conurbano de la provincia
de Buenos Aires), especialmente de un tnico hospital.

e Detectamos la produccion de BLEE en el 25% (10/40) de los aislamientos portadores de blamvp-s
de los cuales, blaprr-2 fue la mas frecuente (7/40). Asimismo, el 75% (30/40) de los aislamientos
contenian PMQR debido a un mecanismo combinado de gnr mas aac-(6')-1b-cr.

e Observamos gran diversidad clonal entre los aislamientos de K. pneumoniae y E. cloacae. Sin
embargo, cuatro aislamientos de K. pneumoniae (clon A) formaron parte de un brote en el
hospital H1 durante el segundo semestre del afio 2015.

e blamvp-g se hallo como primer cassette en integrones de clase 1, dos nuevos (In/765, In/330) y
otras estructuras que no pudieron ser caracterizadas completamente.

e Los resultados obtenidos sugieren que, al menos en los 7 aislamientos testeados, los plasmidos
portadores de blamvp-s pueden transferirse horizontalmente.

e Cuatro de los plasmidos secuenciados presentaron gran similitud entre ellos mismos y con
plasmidos previamente descriptos.

e Se observo correlacion entre los resultados previos y la secuenciacion de los genomas de ECL-
M9921 y KPN-M19434. Ademas, la secuenciacion masiva aportd conocimiento respecto de genes

de wvirulencia y maultiples genes de resistencia adicionales no hallados por PCR.
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CAPITULO II RESULTADOS

11 Resultados capitulo 11

11.1 Aislamientos clinicos y datos epidemiologicos.

En el presente capitulo, se estudiaron seis aislamientos de E. cloacae los cuales fueron
derivados al LNRRA entre 2008 y 2016 por sospecha de produccion de carbapenemasa. Los
aislamientos se recuperaron de seis pacientes: cinco adultos con un rango de edad de 59-84
afios y un recién nacido. Tres de los pacientes estaban cursando una enfermedad o condicion
subyacente grave, tres de ellos tuvieron estadia prolongada en el hospital (>10 dias) y
multiples tratamientos con antibidticos (Tabla 9). Los aislamientos se detectaron en cinco
provincias: tres del norte de Argentina (Chaco, Salta y Jujuy), dos de la ciudad de Buenos

Aires (CABA) y una del sur (Neuquén) (Tabla 9).

Tabla 9. Datos epidemioldgicos de los aislamientos.

Duracion T . ATB®
Ne Aios . . . Fechade Sitio de Enfermedad dela ra'tamlento con. . —_
. . Hospital Provincia .~ N . (dias de tratamiento ~ Diagnostico  Desenlace
Aislamiento (genero) aislacion aislacion de base estadia en
di por MBL)
ias
ECL-MI3532 61(f)  HI3 Chaco 362011 AP0 bibetestipol 10 CIP (15d%), cLpp  Meccionpiede )
de pie diabetico
b ) CRO, MET, PTZ, Peritoniti
ECL-MI3768 84(f)  HI4  CABA  1/11/2011 M€ Cancerdecolon ND  VAN®, COLHIMI3d*), - o™ Mejora
abdominal purulenta
COL+AMS (14d*)
N . b
AY Alt
ECL-MI3832 80(f  HIS  CABA 11012 Colonizacion - Obesidad, 62 AMS, CLA', LEV, ND A pot
rectal hipertension PTZ, VAN mejora
Cdleulos de Infeccion Pronostico
ECL-M15008 62 (m) H16 Salta 05/052012 Orina la vejiga, >50 COL (10d*) .
S Intraabdominal  reservado
colecistitis
Bebé prematuro
con
. AMP, GE .
ECL-M15428 17d*(f)  HI17 Jujuy 1/1/2013 Sangre malformacion 375 PTZ,(gdi\)I’ Bacteremia Deceso
renal y
bacteriemia
IMICOL; T™S, Infeccion
, . ataque VAN; PZT; TMS+PZT;
ECL-M15736 59 (f) H18 Neuquén  6/6/2013 Orina hemorragico 140 VAN+IMI PZT-COL- derlirtllzci:go Deceso
FLUCO-AKN (12d¥)

f: femenino, m: masculino, H: hospital, d*: dias, CABA: Ciudad Auténoma de Buenos Aires, CIP: ciprofloxacina,
CLI: clindamicina, CRO: ceftriaxona, MET: metronidazol, PTZ: piperacilina/tazobactam, VAN: vancomicina,
COL: colistin, IMI: imipenem, AMS: ampicilina/sulbactam, AMP: ampicilina, GEN: gentamicina, LEV:
levofloxacina, CLA: claritromicina, FLUCO: fluconazol, ND: no determinado. ATB: antimicrobiano. *ATB
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tratamiento durante la estadia hospitalaria; ® Antimicrobianos utilizados para tratar bacterias Gram positivas.
MBL: metalo-B-lactamasa.

11.2 Deteccion fenotipica de la produccion de

carbapenemasa.

Los seis aislamientos de E. cloacae dieron sinergia positiva entre un disco EDTA vy los
discos de ertapenem e imipenem. De la misma forma, en el ensayo de Triton Hodge Test se
obtuvo un resultado confirmatorio para carbapenemasa ya que se observo el crecimiento (o
invaginacion) de la cepa indicadora hacia el disco de meropenem en la interseccion de la
estria con la zona de inhibicion (ver Figura 22). La produccion de carbapenemasa en los seis
aislamientos fue confirmada mediante los ensayos colorimétricos BlueCarba y CarbaNP (Ver

Figura 22).

11.3 Determinacion de la sensibilidad a los

antimicrobianos

La CIM a los carbapenemes y agentes antimicrobianos relevantes se resumen en la Tabla
10. Cinco de los aislamientos fueron no sensibles (I+R) a imipenem, mientras que todos
fueron sensibles a meropenem. Asimismo, se observd resistencia a piperacilina/tazobactam,
ceftazidima y ciprofloxacina en los seis E. cloacae. La mayoria de los aislamientos fueron
sensibles a cefepime y cuatro aislamientos fueron resistentes al aztreonam. Por otro lado, se
observd una sensibilidad variable a los antimicrobianos: trimetoprima/sulfametoxazol y

aminoglucoésidos.
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Tabla 10. Sensibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de E. cloacae portadores de

blaviv por dilucion en agar.

ECL- ECL- ECL- TC-ECL- ECL- ECL- ECL- AZRE. coli J53
M13532 M13768 M13832 M13832 M15008 M15428 M15736 !
e, CIM CIM CIM CIM CIM CIM CIM CIM
Antibiético (ug/ml) Int. (ng/ml) Int. (ng/ml) Int. (ng/ml) Int. (ug/mi) Int. (ug/mi) Int. (ug/ml) Int. (ug/mi) Int.
Piperacilina/
>128 R 2128 R 32 I 16 S >128 R >128 R >128 R ND -
Tazobactam
Cefepime <1 S* 8 S* <1 S* <1 S* 16 I* <1 S* 2 S* 0,015 S
Ceftazidima 16 R >64 R 16 R <1 I* >64 R >64 R >64 R 0,06 S
Imipenem 8 R <l S 2 I <1 S 4 R 2 I 2 I 0,06 S
Meropenem 1 S* 1 S*  <0,25 S <0,25 S 1 S* 0,5 S 1 S* 0,015 S
Gentamicina 4 S <l S 2 S <1 S >16 R >16 R >16 R 1 S
Amicacina  >64 R <2 S <2 S <2 S >64 R 16 S <2 S 1 S
Ciprofloxacina >4 R >4 R >4 R <025 S >4 R <0,25 S >4 R 0,015 S
Trimetoprima/
<1 S <1 S >16 R <1 S >16 R >16 R >16 R ND -
Sulfametoxazol
Agtreonam® 0,12 S 128 R 4 S <025 S 128 R 64 R 64 R <0,03 S

ECL: E. cloacae, TC-ECL-M13832: transconjugante de ECL-M13832, Int.: interpretacion, CIM: concentracion inhibitoria
minima, R: resistente, I: intermedio, S: sensible, ND: no determinado. * Categorizado como I por el Advanced Expert System
de VITEK 2;3La CIM de aztreonam se determiné mediante el método de dilucién en agar.

11.4 Pruebas fenotipicas de mecanismos de resistencia

adicionales

11.4.1 B-lactamasa de espectro extendido (BLEE)

Cuatro aislamientos fueron resistentes al aztreonam y solo el aislamiento ECL-M 15428 dio

sinergia positiva entre el disco de aztreonam y el disco de amoxicilina/acido clavulanico,

sugiriendo la presencia de una BLEE (Ver Figura 24). Los tres aislamientos restantes

mostraron una sinergia negativa entre las cefalosporinas de tercera generacion y el acido

clavulanico, probablemente este perfil sea debido a la cefalosporinasa cromosdémica de la

especie Enterobacter.

11.4.2 Mecanismo de resistencia a quinolonas

Al total de los aislamientos se les evalud la presencia de mecanismos de resistencia a

quinolonas por el método de difusion en agar.

1111



CAPITULO II RESULTADOS

=~ Mecanismo de resistencia a quinolonas asociada a plasmidos (PMQR):

De los seis aislamientos estudiados, solo el ECL-M15428 present6 un halo de inhibicion de
ciprofloxacina menor a 30 mm y un halo de inhibicién de &cido nalidixico mayor a 6 mm
(Tabla 11), por lo que se sospech6 la presencia de gnr. Mientras que dos de aislamientos,
ECL-M13532 y ECL-M15428, presentaron una diferencia mayor o igual a cinco entre los
halos de inhibicién de levofloxacina y ciprofloxacina (Tabla 11) sugiriendo la produccion de

una aac(6’)-1b-cr.

~ Mutaciones en la region determinante de la resistencia a las quinolonas (ORDR):
Cinco aislamientos fueron sospechosos de tener mutaciones en la region determinante de la
resistencia a las quinolonas (QRDR) por presentar halos de inhibicién de acido nalidixico

igual a seis milimetros (Tabla 11).

Tabla 11. Perfil de difusion en agar de los aislamientos sospechosos de presentar PMOQR vy

RDR.

Sospecha de PMQR  Sospecha
gnr  aac(6’)-Ib-cr  de QRDR
ECL-M13532 - +
ECL-M13768 - -
ECL-M13832 - -
ECL-M15008 - -
ECL-M15428 + + -
ECL-M15736 - - +

N° Aislamiento

+ o+ + o+

ECL: E. cloacae, PMQR: mecanismos de resistencia a quinolonas asociado a plasmidos,
QRDR: mutaciones en la region determinante de la resistencia a las quinolonas. Las filas color
gris indican los aislamientos sospechosos de contener modificaciones en el QRDR.

11.5 Resultados confirmatorios de mecanismos de

resistencia mediante PCR

11.5.1 Determinacion de mecanismos de resistencia a los carbapenemes
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RESULTADOS

Todos los aislamientos fueron PCR positivos para genes de tipo blaviv y el analisis de la

secuencias determinaron que cinco de los aislamientos portaban blaym-2 y uno blaviv-ii.

La figura 36 se muestra la comparacion de secuencias de aminoacidos de las tres variantes

de VIM descriptas en nuestro pais y se puede observar la gran similitud entre ellas. VIM-16

presenta una leucina (L) en la posicion 55 mientras que VIM-2 y VIM-11 tienen una serina

(S) (Figura 36). La otra diferencia se observa en la posicion 148, en la cual VIM-11 tiene una

serina (S) mientras que VIM-2 y VIM-16 tienen una asparagina (N) (Figura 36).

VIM-16|ACB54703.1
VIM-2|ACH43053.1
VIM-11|AAT36613.1

VIM-16 |ACB54703.1
VIM-2|ACH43@53.1
VIM-11|AAT36613.1

VIM-16 |ACB54703.1
VIM-2|ACH43053.1
VIM-11|AAT36613.1

VIM-16|ACB54703.1
VIM-2|ACH43@53.1
VIM-11|AAT36613.1

VIM-16 |ACB54703.1
VIM-2|ACH43853.1
VIM-11|AAT36613.1
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Figura 36. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de VIM-2, VIM-11 y VIM-16. Los colores de los
residuos de aminoacidos indican sus propiedades fisicoquimicas. El color rojo indica residuos pequefios e
hidrofébicos, incluido el residuo aromatico Tirosina = Y. El color azul indica los residuos acidos y el
magenta los basicos. Los residuos de color verde son los aminoacidos que integran los grupos: Hidroxilo,
sulfhidrilo, amina y la glicina (G). El asterisco (*) sefiala los residuos de aminoacidos conservados. El punto
(.) debajo del residuo aminoacidico indica conservacion entre grupos de propiedades débilmente similares
aproximadamente equivalente a un scoring de <0.5 y >0 en la matriz de Gonnet PAM 250 (PAM 250:
distancia evolutiva en la que las proteinas comparten cerca del 20% de identidad. Es decir en la que el 80%

de los aminoacidos se han cambiado). Las flechas y recuadros negros sefialan las diferencias aminoacidicas

entre las tres variantes.
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CAPITULO II RESULTADOS

11.5.2 Determinacion de los mecanismos de resistencia adicionales

Cinco aislamientos, tres de ellos resistentes a aztreonam, no presentaron amplificacion por
PCR para la deteccion de genes de las B-lactamasas blaper, blactx-m, blasuv, blatem. Solo el

aislamiento ECL-M15428 fue positivo para blaper-2, asi como para gnrB'y aac(6')Ib-cr.

Por otro lado, se confirm¢ la presencia de mutaciones en el codon 83 del gen gyrA en los
cinco aislamientos sospechosos de contener modificaciones en el QRDR. La mutacién que

presentaron estos aislamientos fue de Ser83Tyr.

11.6 Caracterizacion molecular de los elementos

genéticos moviles que portan blayiv

El mapeo por PCR vy el analisis de secuenciacion mostraron que todos los aislamientos
contenian blayiv como primer cassette de integrones de clase 1 (Figura 37). Se caracterizaron
cinco integrones diferentes entre los seis aislamientos.

El aislamiento ECL-M13532 portaba blaviv-> en un integron In883 que posee cinco
cassettes, dos nuevos, aacA38 y gcuDD3 detectados en éste trabajo. El gen aac438 nunca se
ha detectado en un cassette génico funcional porque el que se inform6 previamente (GenBank
EF382672) tiene un sitio a#C truncado (Figura 37 A). El aislamiento ECL-M13768 contenia
blavim-11 en un In346 que posee como segundo cassette una aacA35 (Figura 37 D). El
aislamiento ECL-M13832 contenia el integron In885 (Figura 37 B) el cual tiene tres cassettes,
uno novedoso, aadA5h, que es un alelo de aadA5 (GenBank AF170088). Mientras que como
tercer cassette portaba una aacA4' (GenBank L.25666) que tiene una variacion de Leul02Ser
en comparaciéon con el gen de referencia aacA4 (GenBank AF034958). Este cambio

aminoacidico define los genes aacA4'y es el responsable de un cambio de los fenotipos

AAC(6")-1 a AAC(6")-II. Los aislamientos ECL-M15008 y ECL-M15428, contenian el
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CAPITULO II RESULTADOS

integron In900, en el cual blaviv-z es seguido de aadA7e (Genbank DQ899757) (Figura 37 C).
Finalmente, el aislamiento ECL-M15736 contenia el gen blavim- seguido del gen truncado
aacA53A (Figura 37 E). Este gen presentd 95% de identidad con aacA44 (GenBank
JQ407409.1). Para poder determinar la estructura de éste integron se implementaron diversas
estrategias de mapeo por PCR con el fin de caracterizar el extremo 3'-CS, sin embargo €sto no

fue posible lo que sugiere la presencia de alteraciones en la secuencia 3' de este integron del

tipo de repeticiones invertidas.

aadA7e/—DJ ycs -
attC

scs P

Figura 37. Estructuras de los arreglos de integrones de clase 1 hallados en los E. cloacae. Intll: gen de la
integrasa; 5'-CS: extremo 5' conservado; P : promotor asociado al integron; P: promotor de la integrasa; attl:

sitio de recombinacion adyacente reconocido por la integrasa Int/1; attC: sitio de recombinacion especifica, 3'-
CS: extremo 3' conservado.
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11.7 Determinacion de la relacion genética entre los

aislamientos de E. cloacae productores de blavim

11.7.1 Evaluacion de la relacion genética de los aislamientos de E.

cloacae mediante PFGE.

El estudio de la relacion genética entre los E. cloacae demostrd diversidad clonal entre los
aislamientos. Como se puede observar en la Figura 38, los seis aislamientos presentaron

patrones de banda distintos.

Figura 38. Perfil de restriccion de Xbal determinado por electroforesis en gel en campo
pulsado de E. cloacae portadores de blavim. Calle 1: ECL-M13532, calle 2: ECL-M13768,
calle 3: ECL-M13832, calle 4: ECL-M15008, calle 5: ECL-M15428, calle 6: ECL-M15736,
calle 7: Ladder: S. Braenderup.
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11.7.2 Caracterizacion molecular de los aislamientos por MLST

Se determind los secuencio tipos (ST), segin el esquema de MLST para E. cloacae, de los
seis aislamientos. En base al analisis de eBURST se hallaron dos STs a los cuales no se les
asign6 ningun grupo: el ST88 en ECL-M13768, el cual fue previamente reportado en China
[109], y el ST749 en ECL-M15428, cuyo secuencio tipo no fue reportado previamente. Los
ST90 y ST91, en ECL-M13832 y ECL-M15736 respectivamente, son variantes en un solo
locus entre ellos y forman parte de un grupo de 6 miembros centrado en el ST90 (Figura 39).
El aislamiento ECL-M13532 presentd el ST182 que pertenece a un grupo de 5 miembros
centrado en si mismo. Por ultimo, el ECL-M15008 presentd el ST184, el cual tiene cuatro

SVL y en el ST fundador de un subgrupo.
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Figura 39. Estructura de la poblacion de los seis aislamientos de E. cloacae productores de VIM, que se
muestra en el contexto de los ST presentes en la base de datos de MLST (http://pubmlst.org/ecloacae/, desde
el 21 de noviembre de 2018). El esquema se construyd usando el analisis e BURST como una vista cercana de
todos los ST presentes en la base de datos que son parte del complejo clonal (CC) o variante de locus unico
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(SLV) de los ST encontrados en este estudio (marcados con asterisco) . SLV estan vinculados por lineas
continuas. E1 ST fundador del grupo se muestra en verde claro, los fundadores del subgrupo estan representados
en verde mas oscuro y los nodos comunes en lila. Los asteriscos de color rojo sefialan los ST correspondientes a
los E. cloacae productores de blaviv hallados en éste estudio. La flecha fucsia sefiala el aislamiento de E.
cloacae productor de blamnpg mostrado en 10.9 del capitulo L.

11.8 Caracterizacion molecular de plasmidos

11.8.1 Diseminacion horizontal de los elementos genéticos moviles que

portan el gen blavim.

La capacidad de transferencia horizontal del elemento genético portador de blaviv se
confirmé solo en el aislamiento ECL-M13832, en el resto de los aislamientos no se
obtuvieron transconjugantes para el gen blavim. Estos resultados sugieren que los plasmidos
presentes en esos aislamientos pueden no ser conjugativos o moviles, como informan otros

autores [110], al menos en las condiciones experimentales ensayadas aqui.

11.8.2 Determinacion de la cantidad y tamafio de los plasmidos

portadores de blavim

La digestiéon con nucleasa SI mostré6 que todos los aislamientos contenian multiples
plasmidos de tamafios aproximadamente entre 50 y 370 kb (Figura 40, Tabla 12 seccion 11.9,
Figura B2 anexo B). La localizacion del gen blaviv-2 se confirmé por Southern Blot con sonda
blavyiv-z en plasmidos de aproximadamente 53-82 Kb (Figura 40, Tabla 12 seccion 11.9)

El aislamiento ECL-M15736 contenia cuatro plasmidos de los cuales hibridaron con la
sonda blavim-2, el de 130 y 270 kb (Figura 40, Tabla 12 secciéon 11.9). Esta doble hibridacion
se corrobord en posteriores ensayos en los que se obtuvo similar resultado (anexo B, figura
B1). Los aislamientos ECL-M15008 y ECL-M15428 contenian tres plasmidos de los cuales

hibridaron con blavim-2, el de 61 kb y 50 kb, respectivamente (Figura 40, tabla 12 seccion
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11.9). Por otro lado, el aislamiento ECL-M 13768 present6 dos plasmidos, 82 y 154 kb, siendo
el de menor tamafio el portador de blaymv (Figura 40, Tabla 12 seccion 11.9). El aislamiento
ECL-M13532 present6 tres plasmidos de 160, 100 y un plasmido menor a 48 kb (Figura 40,
Tabla 12 seccion 11.9). La hibridacion en éste aislamiento resulto negativa por lo que se
sospecha que la localizacion del gen blavim2 es cromosdmica. Por ultimo, el aislamiento
ECL-M13832 contenia tres plasmidos de 53, 73 y 325 kb, siendo el mas chico el portador de

blavim-2 que a su vez fue transferible por conjugacion (Figura 40, Tabla 12 seccion 11.9).

A B A B A B
2 2 3 4 3 4 5 6 7 5 6 7
¥l ¥
‘ K ¥ NN N
K K
Figura 40. Restriccién con nucleasa S1 y Southern Blot. (A) nucleasa SI-PFGE y (B) Southern Blot con
sonda blaypy. Calle 1: ECL-M15736, calle 2: ECL-M13768, calle 3: ECL-M15008, calle 4: ECL-M15428, Calle

5: ECL-M13532; calle 6: ECL-M13832; calle 7: ECL-TC-M13832. Las flechas en los geles PFGE sefialan la
hibridaron con la sonda b/ayiv como se muestra en la figura B.

11.8.3 Determinacion de la localizacion del gen blavim

La investigacion de la localizacion cromosdmica del gen blaviv se realizé en los seis

aislamientos. Se observo la hibridacion de bandas con las dos sondas, blaviv (Figura 41 B) y
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16S rDNA (Figura 41 C), en los aislamientos ECL.-M13532 y ECL-M15428, de este modo se

comprobd la localizacion cromosomica del gen blavim.

A
2

I-Ceul blay 16S rDNA I-Ceul blayy 16S rDNA

Figura 41. I-Ceul-PFGE y Southern Blot. (A) I-Ceul-PFGE, (B) Southern Blot con sonda blayiv y (C)
Southern Blot con sonda 16S rDNA. Calle 1: ECL-M13532; calle 2: ECL-M13832; calle 3: ECL-M13768, Calle
4: ECL-M15008, calle 5: ECL-M15428; calle 6: ECL-M15736. Las flechas blancas en el gel I-Ceul-PFGE (A)

se hibridaron con la sonda dlaviv y con la sonda 16S rDNA como se muestra en (B) y (C), respectivamente.
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11.9 Determinacion de los grupos de incompatibilidad

de los plasmidos en los E. cloacae

El analisis del grupo de incompatibilidad de los plasmidos mostrd que los aislamientos
ECL-M13532, ECL-M13832, y ECL-M13768 fueron no tipables (Tabla 12); mientras que
ECL-M15736 porta un plasmido con un replicon del tipo A/C y los aislamientos ECL-
M15008 y ECL-M15428 el replicon HI2. Sin embargo, no fue posible determinar la

asociacion de estos plasmidos con el gen blavim.

Tabla 12. Caracteristicas moleculares de los E. cloacae portadores de blavim.

ECL- ECL- ECL- TC-ECL- ECL- ECL- ECL-
M13532 M13768 M13832 M13832 M15008 M15428 M15736
ST 182 88 90 - 184 749 91
genes bla bla VIM-2 bla VIM-11 bla VIM-2 bla VIM-2 bla VIM-2 bla VIM-25 bla PER-2 bla VIM-2
Ubicacion de bla vy ch pl pl pl pl ch, pl pl
Tamanodel o100 160 82,154 5373325 53 61,75:367  50,79;325  65; 130; 270; 440
plasmido(s) kb
Integron In883 In346 In885 - In900 In900 ND
Contenido Rep por
- T T - HI2 HI2
PCR N N A/C

ECL: Enterobacter cloacae, TC-ECL-M13832: transconjugante de ECL-M13832, ST: secuencio tipo, ch:
cromosoma, pl: plasmido, kb: kilobase, Rep: replicon, ND: no determinado. El tamafio del plasmido en negrita
indica la hibridacion con sonda blaviv por Southern blot.

11.10 Caracterizacion plasmidica por secuenciacion

masiva de plasmido.

Se realiz6 la secuenciacion masiva del ADN plasmidico obtenido de la cepa transformante
de TF-M15736 portador de blavim->. El ensamblado y posterior andlisis de las secuencias
determin6 un fragmento de 52630 pb correspondiente al plasmido en estudio. Es importante

aclarar que la brecha generada por la técnica de secuenciacion utilizada no fueron cerradas
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por PCR, por lo tanto la imagen que se muestra como resultado del ensamblado puede tener
errores. Por este mismo motivo el tamafio de 52630 pb, es un tamafio estimado. La secuencia
ensamblada fue comparada con la base de datos del NCBI y se observd que el plasmido

presenta pocas regiones de similitud con lo ya descrito en la base de datos del GenBank

(Figura 42).
<40 Il 40-50 7 -50—50 W s0-200 Hl==200
TF-M15736
1 1 1 1 1 1
1 5000 10000 15000 20000 25000

Figura 42. Analisis comparativo del plismido TF-M15736 con GenBank. El grafico representa el
alineamiento de la secuencia de TF-M15736 respecto de las secuencias presentes en la base de datos de NCBI.
Las barras horizontales representan el alineamiento codificadas por colores de acuerdo a una puntuaciéon
establecida que representa la identidad base a base de los fragmentos respecto de la secuencia TF-M15736
(mayor puntaje rojo, menor puntaje negro, fragmento son presentes o sin identidad linea fina gris).

La anotacion de los marcos de lectura abierta (MLA) determind 37 genes de los cuales
cuatro eran de resistencia a los antimicrobianos. Asimismo, el analisis en RESfinder y CARD
determind que estos genes eran blavim-2, sull, aacA4 y cmx. Este Gltimo gen de resistencia
codifica para una bomba de eflujo de la familia MFS y se encuentra como primer MLA en el
transposon Tn5564. El segundo MLA de este transposon es una transposasa con un 91% de
identidad con la secuencia depositada en el GenBank U85507. También se encontrd la
secuencia de insercion IS1071 que es un miembro de la familia Tn3 y que carece del gen de la
resolvasa. A continuacion se muestra un esquema representativo (Figura 42) del ensamblado

del plasmido TF-M15736.
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Figura 42. Esquema circular del draft del plasmido TF-M15736 portador de blavim-2. De adentro hacia
fuera. El anillo negro y el tercer anillo verde y purpura, corresponden al porcentaje y a la desviacion de GC del
plasmido TF-M15736, respectivamente. El anillo azul corresponde al plasmido TF-M15736. En el anillo mas
externo se indican los genes y/o regiones de mayor importancia, con un cédigo de colores asociado a su funcion
que se encuentra en el marco inferior izquierdo. La imagen se realizd con Blast Ring Image Generator

(http://sourceforge.net/projects/brig).
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CAPITULO I RESUMEN DE RESULTADOS

11.11 Resumen resultados capitulo 11

* En éste estudio describimos seis aislamientos clinicos de E. cloacae productores
de blavimv-2 0 blayiv-11 provenientes de 5 ciudades del pais.

* Los aislamientos no estuvieron genéticamente relacionados y obtuvimos seis
secuenciotipos de los cuales cinco fueron fundacionales de cada complejo clonal y uno
fue un secuencio tipo nuevo (ST749)

* blaymv se localizd como primer cassette de integrones de clase 1 nuevos: In883,
In885, In346, In900.

* En un aislamiento se pudo demostrar que blaviv se localiza en un plasmido
transferible.

* Demostramos la localizacion de blavim en plasmidos y/o en el cromosoma, y
determinamos el grupo de incompatibilidad al que pertenecen: HI2 (n=2), A/C (n=1) y
no tipable (n=2).

* Tras la secuenciacion completa del plasmido de ECL-M15736, se correlacion6
con los resultados previos y ademads se hallaron otros genes de resistencia distintos a los
detectados en el estudio inicial. Por otro lado, se observd baja similitud con plasmidos

previamente descriptos.
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12 Discusion general

En el presente trabajo se realizdO un estudio de 46 aislamientos clinicos de
enterobacterales enviados al LNRRA en el periodo 2008-2016 por ser sospechosos de
producir una carbapenemasa. Tras el estudio fenotipico y molecular se detectd la
produccion de metalo-B-lactamasa blammp-s en 40 de ellos, mientras que en los 6
aislamientos restantes de detectd blavim2 y blavim-11. En ambos casos, dichos genes
fueron localizados en plasmidos, algunos de ellos transferibles, y a su vez como primer
cassette de integrones de clase 1. blavim se halld en cinco provincias de Argentina, tres
aislamientos del norte (Chaco, Salta y Jujuy), dos de la Ciudad Auténoma de Buenos
Aires y uno del sur (Neuquén); mientras que blamvp-s se detecté mayormente en el Area
Metropolitana de Buenos Aires (24 de ellos de un tnico hospital) y la provincia de
Santa Fe. Tras todos los estudios y ensayos realizados comprobamos la hipdtesis de que
tanto IMP como VIM se diseminan principalmente de manera horizontal intra e inter
especie en plasmidos transferibles. En este estudio también pudimos detectar la
ocurrencia de pequefos brotes de K. pneumoniae productora de IMP-8§ (2 y 4
aislamientos) en un Unico hospital. También encontramos que todos los aislamientos de
E. cloacae no tienen relacion genética entre si y éste hallazgo fue comprobado por la
deteccion de diversos clones (STs). Por otra parte, el andlisis de las plataformas
genéticas reveld la presencia de distintos integrones de clase 1 con dos estructuras
mayoritarias (In/330 y otro no determinado) portadoras de blamp-s halladas en distintos
plasmidos y especies bacterianas.

Tanto VIM como IMP fueron de las enzimas mas detectadas a nivel mundial, antes de la
emergencia de Nueva Delhi metalo-B-lactamasa (NDM) [63]. Las bacterias productoras de

IMP son mayormente detectadas en China, Japon y Australia y principalmente en
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Acinetobacter baumannii mientras que las productoras de VIM son mayormente detectadas
en P. aeruginosa pero también en enterobacterales en algunos paises de Europa como
Grecia, Hungria, Espafia e Italia donde se ha convertido en la metalo-p-lactamasa
predominante y donde también se ha documentado la “propagacion interregional” [63]
[67]. La ocurrencia de éste tipo de metalo-p-lactamasas en el continente americano es
variable. Por ejemplo en Estados Unidos y Canada, la resistencia por cualquier tipo de
metalo-B-lactamasa es poco frecuente [67]. Mientras que en América Latina se reportd
blaym en Colombia [111], Chile [112], Venezuela [113], mientras que en Brasil se
reportd blanp.1 [114] y blamp-1is [115]. En Argentina, se reportd blamp-1 en
Acinetobacter spp [116], blammp-13, blammp-16, blaviv-i [117] [118] en P. aeruginosa.
Mientras que el primer reporte de metalo-p-lactamasa en enterobacterales en Argentina
fue de blaimps y blavimz en E. cloacae 'y Providencia rettgeri [65].

Desde el punto de vista terapéutico, las cepas productoras de metalo-B-lactamasas
dejan muy pocas opciones de tratamiento dado que, ademas de ser resistentes a todos
los antibioticos P-lactamicos, éstos genes estan localizados en pldsmidos que poseen
otros genes de resistencia adicionales (Figura 26 y Figura 37) [56]. Los aislamientos de
Argentina estudiados aqui poseen genes que codifican para B-lactamasas de espectro
extendido (7 blaper, 1 blasyy y 2 blactx-m), genes que confieren resistencia a
fluoroquinolonas y aminoglucésidos (29 gnrB + aac(6’)Ib-cr, 1 qnrS + aac(6’)Ib-cr y 1
gnrB) y mutaciones QRDR sin considerar genes de resistencias adicionales de menor
relevancia clinica. Por todo esto, son muchisimas las drogas que no pueden utilizarse
para tratar a pacientes infectados con estos microorganismos limitando al extremo las
opciones terapéuticas. Lamentablemente, el desarrollo de nuevas drogas se encuentra
casi paralizado debido a que no es rentable para las empresas farmacéuticas ya que se

requieren casi 10 afios para el desarrollo y comercializacion de una nueva droga y tal
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vez un mes para la emergencia de un nuevo mecanismo de resistencia que lo hidrolice
(ej. ceftazidima-avibactam) [119]. Hoy en dia, el camino de la solucion se encuentra en
las acciones conjuntas de los paises, sociedades cientificas y hasta de grupos
econdmicos preocupados por los gastos que ocasiona esta problematica en salud [fue
tema del G20 en 2018
(https://www.paho.org/arg/index.php?option=com_content&view=article&id=10236:ar
gentina-recibio-a-expertos-de-la-onu-en-resistencia-antimicrobiana-para-desarrollar
recomendaciones-a-nivel-mundial&Itemid=0)]. Estas acciones se basan en lo que se
conoce como “antimicrobial stewardship” que refiere a las intervenciones coordinadas
y conjuntas de los distintos actores (dentro del hospital y con el Estado) disefiadas para
mejorar y medir el uso apropiado de los antibidticos promoviendo la seleccion del
régimen Optimo de un antibidtico para cada paciente que incluye la dosificacion, el
tiempo de duracion de la terapia y la ruta de administracion [120]. Estas acciones no
solo estan dirigidas al microbidlogo y al médico sino que también apuntan a trabajar
con los programas de control de infecciones. Por ultimo, otro objetivo del antimicrobial
stewardship es reducir los costos en salud causados por ésta problematica.

En este estudio, la especie mayoritaria detectada fue K. pneumoniae seguida por E.
cloacae. Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por el Programa
Nacional de Vigilancia de Infecciones Hospitalarias de Argentina (VIHDA) [121]
donde se encontrd que K. pneumoniae fue la principal enterobacterial causante de
infecciones sistémicas, neumonias y sepsis [121]. Este patogeno es altamente versatil
dado que puede comportarse como oportunista, hipervirulento o multirresistente gracias
a su diverso genoma accesorio [122]. La segunda especie predominante que
encontramos fue E. cloacae, un microorganismo que desde hace una década ha

emergido como un patégeno importante a nivel mundial [10] [123]. Algunos estudios de
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vigilancia mundiales han revelado que microorganismos pertenecientes a especies de
Enterobacter se han convertido en el segundo o tercer patdogeno mas comun entre los
enterobacterales asociados a la produccion de carbapenemasas [9] [124]. Por ultimo, la
prevalencia de K. pneumoniae y E. cloacae como principales enterobacterales
resistentes a carbapenemes coincide también con lo que ocurre en nuestro pais, donde
resultados de la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos - Red WHONET-
Argentina: 2010-2017 en Gram negativos resistentes a imipenem muestran que (sin
considerar bacilos no fermentadores como Acinetobacter o Pseudomonas), K.
pneumoniae es la enterobacterial mas frecuente seguida por E. cloacae desde el ano
2010 al 2017 (Figura 43). En ése mismo analisis (WHONET Argentina) se puede
observar que el porcentaje de aislamientos resistentes a imipenem paso de 9y 5 en 2010
a 15,2 y 10 en el 2017 para K. pneumoniae y E. cloacae respectivamente, habiéndose

duplicado el porcentaje de casos de E. cloacae resistentes a imipenem (ver Figura 43)
[125].

Resistencia a Imipenem
E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, P. aeruginosa, A. baumannii
Red WHONET Argentina 2010-2017

% R + | IMIPENEM
100

87 85,5 Acinetobacter

baumannii
80 (n=10.545)
——— Pseudomonas
aeruginosa
60 (n=21.438)
— Klebsiella
pneumonioe
40 (n=18.058)

30 - Enterobocter

cloacaoe
20 21,8 (n=5.072)
15,2 Escherichia
g 10 coli

0 08 0,6 (n=20.832)

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Figura 43 Se muestra el porcentaje de aislamientos no sensibles a imipenem detectados por la Red
WHONET Argentina entre los afios 2010-2017.
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En ésta tesis, al analizar los sitios de aislamiento, encontramos que casi el 60%
fueron recuperados del torrente sanguineo siendo K. pneumoniae la especie mayoritaria,
mientras que E. cloacae fue aislada de diversos sitios de infeccion como piel y partes
blandas, infeccidon del tracto urinario, abscesos abdominales, etc. tanto en productores
de IMP como de VIM. Esta diferencia entre especies respecto del sitio de infeccion
posiblemente se deba a aspectos propios de cada especie respecto de su patogenicidad,
como la capacidad de K. pneumoniae de incorporar hierro del huésped (ej. torrente
sanguineo) o la capacidad de E. cloacae de formar biofilm (ej. sitios dseos, piel y partes
blandas).

Considerando que recibimos aislamientos de dos especies mayoritarias, K.
pneumoniae y E. cloacae y que ademas 24 aislamientos fueron derivados de la misma
institucion, realizamos un estudio de la relacion genética entre aislamientos de la misma
especie para confirmar o descartar la presencia de un brote intrahospitalario. El estudio
demostré que tanto para K. pneumoniae como para E. cloacae existe una gran
diversidad clonal descartando la existencia de un clon dominante, sobre todo en E.
cloacae. Aquellos casos donde se observd relacion genética (clon A, B y C de K.
pneumoniae productoras de IMP, Figura 27), fueron casos aislados donde el clon no
volvid a re aparecer en la institucion o en el pais demostrando que fueron apariciones
esporadicas y limitadas.

Existen varios estudios previos que reportan tanto la aparicion esporadica de algunos
clones como la distribucion local o regional o de algunas especies de enterobacterales
productores de IMP o VIM [126] [62] [67] [127]. Uno de ellos publicado en 2018,
muestra la epidemiologia de IMP y VIM a través del andlisis de 119 aislamientos de
enterobacterales recuperados desde 2006 a 2012 en Polonia [126]. En ese estudio

encuentran que a diferencia de nuestros resultados, la especie predominante productora
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de IMP o VIM fue E. cloacae, que por PFGE mostraron numerosos pulsotipos, seguida
por K. oxytoca y otras especies [126]. Cuando investigan el MLST de los aislamientos,
encuentran diversos STs, la mayoria fundacionales de complejos clonales, como el
ST90 (CC90) ya reportado como portador de VIM y otras B-lactamasas globalmente
[126]. Por otra parte, estos autores encuentran 3 aislamientos que portaban blamp-19, 101
aislamientos que portaban diversos alelos relacionados a VIM-1 (blayiv-1; blaviva
blaviv-as; blaviv-37; blaviv-40) y 3 aislamientos que portaban blaviv-2, en ocho integrones
de los cuales 6 fueron nuevos [126]. En el afio 2017, el grupo liderado por J. D. D.
Pitout, publicé dos estudios que involucran el andlisis genémico de aislamientos
productores de IMP [62] y VIM [67] recuperados de diversos paises de todo el mundo.
El primer trabajo muestra la caracterizacion de 38 aislamientos de enterobacterales
recuperados entre 2008 y 2014 de ocho paises provenientes del Pacifico Sur, Asia,
Brasil y Espafia. Los aislamientos fueron de 7 especies donde hallaron 11 integrones
distintos y donde identificaron siete variantes alélicas de IMP (blamp-1; blamp-a; blanp-s;
blawp-s; blamip-13; blamp-14; blamr-26) siendo IMP-26 la variante mayoritaria localmente
distribuida en Filipinas principalmente en K. pneumoniae ST14 (9 STs en 22
aislamientos) seguida por el complejo E. cloacae CC78 (7 STs en 9 aislamientos) y
luego otras especies [62]. En el segundo trabajo, analizan por WGS una coleccion de 89
aislamientos de enterobacterales productores de VIM recuperados entre 2008 y 2014
[67]. En ése trabajo, encuentran a K. pneumoniae como especie mayoritaria (23 STs en
45 aislamientos) seguida por el complejo E. cloacae (11 CC y 24 STs en 33
aislamientos) y otras especies [67]. En ese trabajo detectan once variantes alélicas de
VIM (blaviv-1, blaviv-2, blaviva, blaviv.s, blaviv-19, blaviv-23, blaviv-ze, blaviv-27, blaviv-
29, blaviv-32 'y blavim3z), siendo VIM-1 la variante mayoritaria y detectada en varias

especies bacterianas al igual que VIM-4 y VIM-5. Estas variantes se localizaron en 21
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integrones distintos algunos de ellos especificos de un pais hallado en distintas especies
y complejos clonales mientras que otros integrones se diseminaron globalmente también
en diversas enterobacterales [67]. En resumen, en estos trabajos se reporta la deteccion
de numerosos alelos de IMP y VIM, mientras que aqui demostramos que en nuestro pais
circulan alelos Unicos de cada enzima como blavp-s y blaviv-2. Por otra parte, éste es el
primer aislamiento de VIM-11 detectado en enterobacterales, ya que solo se ha
detectado en P. aeruginosa sugiriendo la posible transferencia del plasmido o elemento
genético movil a enterobacterales [128].

Coincidentemente con lo reportado aqui, en todos esos trabajos, blamve y blavim
fueron localizados en diversos integrones presentes en diversas especies y clones,
algunos de ellos localmente diseminados de K. pneumoniae y de E. cloacae pero
también en otras especies de enterobacterales.  Estos resultados sugieren la
diseminacion de los integrones a diversos pldsmidos y diversas especies bacterianas.
Esta observacion es sustentada por el hecho de haber comprobado la existencia de un
mismo integron (In/330) en distintas especies bacterianas y en distintos tipos clonales.
Mas aun, aqui mostramos dos casos donde a cada paciente se le aislaron dos especies
distintas, y en un caso ambas especies fueron portadoras de igual plasmido e igual
integron, mientras que en el segundo caso, cada especie bacteriana fue portadora de
plasmidos distintos e integrones portadores de blamp-g distintos (ver 10.8 y tabla 6).

En este trabajo, la relacion genética entre aislamientos fue determinada
principalmente por PFGE, pero también pudimos determinar el MLST de 6 aislamientos
productores de VIM y un aislamiento productor de IMP, obteniendo como resultado 7
STs y 6 complejos clonales. Por otra parte, el ST749 detectado aqui resulté un nuevo
secuencio tipo, mientras que el ST88 y el CC90 fueron reportados en el continente

Asiatico [126] [62] [67] [127]. En consecuencia, no observamos la prevalencia de un
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clon dominante responsable de la diseminacion de IMP o VIM, sino integrones que se
diseminaron inter e intra especie (aislamientos de distintos ST o distintos patrones de
bandas por PFGE que tuvieron el mismo integron, tabla 6).

En este trabajo también comprobamos la localizacion plasmidica de IMP y VIM y la
capacidad de éstos plasmidos para transferirse por conjugacion biparental. Estos
ensayos nos permitieron demostrar que en al menos siete aislamientos, blamvpg se
localiz6 en plasmidos conjugativos. En cuanto a las VIM, demostramos que 5 de los
aislamientos se hallaron en pldsmidos mientras que el sexto aislamiento se localizo en el
cromosoma. Ademads, un aislamiento (ECL-M15428) se hallo tanto en el cromosoma
como en un plasmido. De acuerdo a lo descripto, la primer VIM-2 cromosémica fue
reportada en Espafia en un C. freundii [110]. De estos plasmidos, solo el que portaba
ECL-M13832 fue conjugativo por lo menos en las condiciones que se ensayaron en éste
trabajo. Asimismo, tres plasmidos fueron no tipables (ECL-M13532, ECL-M13832, y
ECL-M13768) mientras que en ECL-M15008 y ECL-M15428 se hallo el replicon HI2 y
A/C en ECL-M15736 previamente reportados en aislamientos productores de otras
variantes de VIM distintas de VIM-2 [126].

Por tultimo, la secuenciaciéon masiva de genoma nos permitié determinar de manera
preliminar las caracteristicas primordiales en términos epidemioldgicos de los
aislamientos de K. pneumoniae (ST12) y E. cloacae (ST37) productores de IMP-8. E.
cloacae ECL-M9921, fue portadora de cuatro plasmidos y de varios genes de virulencia
que participan en la biosintesis de proteinas de adhesion, proteinas flagelares, o
involucradas en la captacion de hierro. En el genoma de K. pneumoniae KPN-M19434
se detectaron dos plasmidos observados en el gel de S1 y también se observo la

presencia de genes responsables de la adhesion e invasion celular y siete genes
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responsables de la captacion de hierro. Cabe aclarar que tanto éste estudio como el

estudio plasmidico son preliminares y se encuentran en su etapa inicial.
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13 Conclusion

La aparicion de resistencia a los carbapenemes es un importante problema de salud
publica debido a que estos agentes son drogas de tltimo recurso disponibles para tratar
las infecciones causadas por enterobacterales que presentan resistencia a multiples
drogas. En particular, el creciente uso de los antibidticos durante las Gltimas décadas ha
conducido a la aparicion y propagacion de diversos mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos entre estos patdgenos.

En este trabajo se estudiaron aislamientos de origen hospitalario, mayormente
causantes de infeccion y se determind que los genes blaviv y blammp-s se hallaban
insertos principalmente en pldsmidos, a excepcion de un E. cloacae donde blaviv-2 se
localiz6 en el cromosoma. Se comprobo la transferencia horizontal de algunos de éstos
plasmidos y también se observd diseminacion vertical entre aislamientos de K.
pneumoniae (entre 2 y 4 aislamientos) y dos aislamientos de C. farmeri. Ademas, se
determind que los genes blavim y blammps se localizaron como primer cassette en
integrones de clase 1 con distintos arreglos génicos y seis de ellos nuevos. Por otro lado,
se observd que los seis E. cloacae portadores de blavim no estaban genéticamente
relacionados, sin embargo pudimos detectar aislamientos pertenecientes a secuencio
tipos de diseminacién internacional, y describimos un secuencio tipo nuevo.

Por todo esto, en este trabajo pudimos determinar que la emergencia y diseminacion
de las primeras metalo-B-lactamasas de tipo IMP y VIM en Enterobacterales durante el
periodo 2008-2016 en Argentina fue principalmente debido a la diseminacion de

plasmidos asociados a diferentes integrones y a brotes esporadicos policlonales.
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PERSPECTIVAS

14 Perspectivas

v Completar la caracterizacion de los plasmidos portadores de blamps y blavim-2
secuenciados para lograr obtener una Unica secuencia continua de los mismos:
~ Cerrar brechas mediante PCR.
~ Caracterizar extremos no determinados como los extremos 3'CS de algunos
integrones estudiados aqui, disefiando nuevas estrategias.

v" Secuenciar la totalidad de los plasmidos portadores de blamp y blayiv con el fin
de realizar un relevamiento de éstos elementos genéticos responsables de la
diseminacion de la resistencia que circulan en la region.

v" Secuenciar los genomas de los E. cloacae y K. pneumoniae portadores de blamp y
blaviv de todo el pais con el fin de realizar un estudio filogenético de éstos aislamientos

en nuestro pais.
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16 ANEXO

Al- Criterios de sospecha y deteccion de carbapenemasa en
Enterobacterales

En Argentina la busqueda de carbapenemasas se realiza de rutina a todos los aislamientos de
bacilos Gram negativos con sefiales de alerta para estos mecanismos (por ¢j.: halos de inhibicion de
imipenem < 22 mm, ERT I/R, etc). En las siguientes imagenes se muestra el algoritmo para

busqueda de carbapenemasas en Enterobacterales.

Criterios para sospecha de carbapenemasas en enterobacterias 2017

DISCO

IMP = 22
Proteeae

Proteeae (OXA-163)
FEP <24 (NS) +
PTZ <20 (NS)

ETB: Enterobacterales. IMP: imipenem, MER: meropenem, FOX: cefoxitina, ETP: ertapenem, CZA:
ceftazidima/avibactam, PTZ: piperacilina/tazobactam, FEP: cefepime. KES: grupo de microorganismos compuesto por
Enterobacter spp, Klebsiella spp y Serratia spp. Proteeae: grupo de microorganismos compuesto por los géneros Proteus,
Providencia y Morganella.
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ANEXO

Algoritmo para la deteccion de carbapenemasas en Enterobacterales 2017

e
woolh bl
|t¢. "

© KPC MBL NDM OKA OXA CTHM AmpC
48 163 PE)

33 SMEIM PROTEEAE (NONCPE) (MO
Eﬁ Pd L[

THT

plallly ++ ++ +/-  ++/1

BOR EDTA EDTA sin sin
Elﬂlli%lures 6DIP inhib. inhib.
e
KPC OXA OXA
st * SNT;J.H 48+ 163+ — .

CPEs: Enterobacterales productores de carbapenemasa, BCT: BlueCarba Test, CNPd: CarbaNP direct, THT: Triton
Hodge Test, BOR: 4cido fenil borénico, TAZ: tazobactam, CLOXA: cloxacilina, EDTA: 4cido
etilendiaminotetraacético, DIP: Acido dipicolinico, mCIM: método de inactivacién de carbapenemes modificado,
DCM: discos combinados de meropenem — kit comercial.

A2 - Materiales y métodos

1. Preparacion de la solucion A del BlueCarba Test

Preparacion y almacenamiento de Solucion A (csp 100 ml):
(1) Disolver 40 miligramos de azul de bromotimol en 100 ml H,O (concentracion final

0.04%). Se encuentra disponible comercialmente solucion de esta concentracion.
(i) Disolver en la solucion anterior 1,6 miligramos de SO4Zn (concentracion final 0.1 mmol/L).

Nota 1: algunas sales de SOsZn son penta o hepta hidratadas, por lo que debera realizar los
ajustes de cdlculos correspondientes para lograr la concentracion 0.1 mM)

(iii) Medir pH de la solucién y ajustar a pH a 7.0. CRITICO!!!
(iv) Filtrar con Millipore (opcional)

Conservar en heladera (extemporanea). Vigile que no se produzca decoloracidon espontanea hacia

el verde/amarillo durante conservacion.
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Nota 2: Se puede utilizar la formulacion farmaceéutica de imipenem (frasco ampolla Tienam-MSD y/o
genéricos). La Solucion A + imipenem (3 mg/ml) tiene que ser preparado en el momento del ensayo.
Sin embargo, pueden ser preparados de antemano los lotes de polvos de imipenem (pesadas) y

mantenerse a 4°C durante 2 semanas o > de 2 meses en freezer, sino se aiiade la solucion A.

Nota 3: recuerde incluir una cepa control positivo (cuyo genotipo de productor de carbapenemasa sea
conocido, por ejemplo alguna perteneciente a la coleccion de cepas enviadas en el Programa Nacional de
Control de Calidad en Bacteriologia) y un control negativo (cuyo genotipo de NO productor de

carbapenemasa sea conocido, por ejemplo alguna perteneciente a la coleccion de cepas ATCC).

2. Preparacion de las soluciones del CarbaNP Direct

A. Preparacion y almacenamiento de Solucién A (csp 100 ml):

(1) Disolver 50 miligramos de rojo fenol en 100 ml H,O (concentracion final 0,05%).
(i) Disolver en la SN anterior 1,6 miligramos de SO4Zn (concentracion final 0.1 mmol/L).

Nota: si utiliza SO,Zn.-7H,0 (hepta hidratado) se requeriran 2,87 mg cada 100 ml para lograr la
concentracion 0,1 mM

(ii1) Agregar en la SN anterior, 100 ul de Triton X-100 (concentracion final 0,1%
vol/vol).

Nota: la formacion de espuma no afecta a la solucion ni el desemperio posterior del test.

(iv) Medir pH de la SN y ajustar a pH a 7,8 — CRITICO!

Conservar en heladera (extemporanea) y al abrigo de la luz. Vigile que no se produzca
decoloracion espontanea hacia el naranja/amarillo durante conservacion. Si ello ocurre, lleve a

pH 7,8 con SN de alcali concentrada.

B. Preparacion y almacenamiento de Solucion B (csp 1 ml, equivalente a 10 reacciones o cepas):
agregue a 1 ml de Solucion A, unos 6 mg de imipenem puro (potencia 100%) o 12 mg de la
formulacion farmacéutica de imipenem/cilastatin (frasco ampolla Tienam-MSD y/o

genéricos de potencia aprox. Del 50%) (concentracion final 6 mg/ml de imipenem).

Nota: la Solucion B tiene que ser preparada en el momento del ensayo. Podra ser conservada
en heladera a 4°C hasta 3-5 dias. Se debera verificar la integridad del imipenem de la solucion

B mas alla de las 24 horas de su preparacion con respectivos controles positivo y negativo. No se
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recomienda preparar menos de 1 ml de Solucion B ya que la pesada equivalente podria estar

asociada con errores de magnitud considerable.

Tabla A1l. Cebadores utilizados para la amplificacién de genes de resistencia y entorno

genético.
Gen . .
. Secuencia 5'a 3' Referencia TA
amplificado
5'-CS GGC ATC CAA GCA GCA AG Levesque Cy col. 53
3-CS TCA GGT CAA GTCTGCTT AACh 39: 185-91, 1995 55
sul 1 GTGCTGTCGAAC CTT CA Levesque Cy col 50
AACh 39:185-91, 1995
intl 1-F ATCATC GTC GTA GAGACGTCGG Reyes et al. JAC 55
intI1-R GITCAAGGIT CTGGACCAGTTGC 51:317-321 (2003)
. Toleman, AAC
tniC GCA TCT CTGCGA AGA ACT CG ’ ’ 55
o 51.2636-8.2007
16S-Plus AGGAGGTGA TCCAACCGCA Greisen y col. JCM s
16S-Minus AACTGGAGGAAGGIGGGGAT 32:335-351, 1994
IMP-R CCGCCTTGT TAGAAATTAG o o )
Servicio Antimicrobianos 50
IMP-F TCGTTT GAA GAA GIT AACG
VIM-F AGT GGT GAGTAT CCGACA G o o )
Servicio Antimicrobianos 57
VIM-R GICTCCACGCACTTT CAT
NDM-F AGCACA CTTCCT ATCTCGAC o o )
Servicio Antimicrobianos 50
NDM-R GGC GTA GTGCTC AGT GTC
CTX-Mu F ATGTGC AGY ACCAGT AARGT Pagani, et al, JCM 5
CTX-Mu R TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA 41(9):4264-4269, 2003
CTX-M-2F CGGAAT TCA TGA TGA CTCAGA GCA TTCG o o )
Servicio Antimicrobianos 59
CTX-M-2R GCT CTA GAT TAT TGCATCAGA AACCGT G
PER-2-plus GTA GTA TCA GCC CAA TCCCC o o )
Servicio Antimicrobianos 55
PER-2-minus CCA ATA AAGGCCGTICCATCA
PER6F GCCCTGATGATCTGGAGCCTT
PER 1-578F GGC CTG ACG ATC TGG AAC CTT Alejandro Petroni
i (Noviembre 2014)
PER U1-8R TAA CCGCTs TGGTCC TGT GGT
TEM F TTG GGT GCA CGA GTGGGT TA Arlet and Philippon, FEMS
TEM R TAA TTGTTG CCG GGA AGC TA Microbiol Lett 19:19-26, 1991
SHVF TCG GGC CGC GTA GGC ATGAT Arlet and Philippon, FEMS 59
SHVR AGC AGGGCGACA ATC CCGCG Microbiol Lett 19:19-26, 1991
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qnBF CCGACCTGA GCGGCA CTGA Alejandro Petroni s
qnrBR CGCTCCATGAGCAACGATGCCT (A gosto 2006)
qnrS F ACGACA TTCGTCAACTGCAA Gay et al. CID
qnrS R TAA ATT GGC ACC CTGTAGGC 43 297-304, 2006
aac-cr-F GCT CTT GGA AGC GGGGACGAA A o o .

Servicio Antimicrobianos 55
aac-cr-R GAA CCA TGT ACA CGGCTGGACCGT A
aac(6’)-Ib F GCT CTT GGA AGCGGGGACGAAT Alejandro Petroni 5
aac(6")-Ib R GAA CCA TGT ACA CGGCTGGACCGT C (Agosto 2006)
aacAS3 F GCGTCA GTGACA AAGATCCA Servicio Antimicrobianos

TA: Temperatura de annealing

Tabla A2: Cebadores para la clasificacién de plasmidos segun el grupo de Incompatibilidad

Inc).
Sitio Tamaiio del
Pri S ia 5'a 3
rimer eecuencia > a objetivo Amplicon (bp)
HIl FW _ GGA GCG ATG GAT TAC TTC AGT AC
parA-parB 471

HIl RV  TGC CGT TTC ACC TCG TGA GTA

vipx HI2ZFW  TTT CTC CTG AGT CAC CTG TTA ACA C o o
HI2 RV  GGC TCA CTA CCG TTG TCA TCC T
11 FW CGA AAG CCG GAC GGC AGA A ANAL 139
I1 RV  TCGTCGTTC CGC CAA GIT CGT
XFW AAC CTT AGA GGC TAT TTA AGT TGC TGA T N e
X RV TGA GAG TCA ATT TTT ATC TCA TGT TTT AGC ¥
LMFW  GGA TGA AAA CTA TCA GCA TCT GAA G

MPX-2 repAB,C 785
LMRV  CTG CAG GGG CGA TTC TTT AGG
N FW GTC TAA CGA GCT TAC CGA AG R <o
N RV GTT TCA ACT CTG CCA AGT TC fep
FIA FW _ CCA TGC TGG TTC TAG AGA AGG TG . se2
FIA RV  GTA TAT CCT TAC TGG CTT CCG CAG
FIB FW  GGA GIT CTG ACA CAC GAT TTT CTG

MPX-3 repA 702
FIB RV  CTC CCG TCG CTT CAG GGC ATT
W FW  CCT AAG AAC AAC AAA GCC CCC G R "

Ic

W RV GGT GCG CGG CAT AGA ACC GT P
Y FW AAT TCA AAC AAC ACT GTG CAG CCT G o o5
Y RV GCG AGA ATG GAC GAT TAC AAA ACT TT P
P FW CTA TGG CCC TGC AAA CGC GCC AGA AA .

MPX-4 iterons 534
P RV TCA CGC GCC AGG GCG CAG CC
FIC FW  GTG AAC TGG CAG ATG AGG AAG G - o
FIC RV  TTC TCC TCG TCG CCA AAC TAG AT P
A/C FW _ GAG AAC CAA AGA CAA AGA CCT GGA o 4o
A/C RV ACG ACA AAC CTG AAT TGC CTC CTT P
T FW TTG GCC TGT TTG TGC CTA AAC CAT

MPX-5 repA 750
TRV CGT TGA TTA CAC TTA GCT TTG GAC
FIIS FW _ CTG TCG TAA GCT GAT GGC R o
FIISRV  CTC TGC CAC AAA CTT CAG C fep

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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FrepB FW TGA TCGTTT AAG GAA TTT TG

Simples RNAI/repA 270
FrepB RV GAA GAT CAG TCA CAC CAT CC
K/B FW  GCG GTC CGG AAA GCC AGA AAAC

Simples RNAI 160
K RV TCT TTC ACG AGC CCG CCA AA

Simples B/O RV  TCT GCG TTC CGC CAA GTT CGA RNAI 159

Carattoli, A. 2005; Garcia-Fernandez, A. 2008.

Tabla A3. Cebadores utilizados en el esquema MLST de E. cloacae

Gen amplificado

Secuencia 5'a 3'

dnaA F2
dnaA R

AYA ACCCGC TGT TCC TBT ATG GCG GCA C
KGC CAG CGC CAT CGC CAT CTG ACG CGG

fusA F2
fusA R2

TCG CGT TCG TTA ACA AAATGG ACCGTAT
TCG CCA GAC GGC CCA GAGCCAGACCCAT

gyrB F
gyrB R

TCG ACG AAG CGC TCG CGG GTC ACT GTA A
GCA GAA CCG CCC GCG GAG TCC CCTTCC A

leuS F2
leuS R

GAT CAR CTS CCG GTK ATC CTG CCG GAA G
ATA GCC GCA ATT GCG GTATTG AAGGTCT

pyrG F
pyrG R

AYCCBGAYG TBATTG CRCAYM AGG CGA T
GCR CGR ATY TCV CCCTSHTCG TCC CAG C

plB F
rplB R

GTA AAC CGA CAT CTC CGG GTC GTC GCC A
ACCTTT GGT CTG AAC GCCCCA CGG AGTT

rpoB F
rpoB R2

AAA AAC GTATTC GTA AGG ATT TTG GTA A
CCA GCA GAT CCA GGCTCA GCTCCATGTT

Miyoshi-Akiyama et al. PLoS ONE 8(6): 66358

| 149



ANEXO

B - Resultados Capitulo I 'y II

Tabla B1. Sensibilidad a los antimicrobianos de los enterobacterales portadores de blammp-g por difusion en agar y dilucion en agar.

AMK ATM ATM P CIp coL FOS FOS GEN GEN MNO MNO NAL NAL TGC TGC

o AMK
N2 Aislamiento (mm) Int. (ug/m] Int. (mm) Int. (ug/mi Int. (mm) Int. (ug/m) Int, (ug/ml) Int. (mm) Int. (ug/m] Int. (mm) Int. (ug/m] Int. (mm) Int, (ug/m) Int, (mm) Int, (ug/m] Int, (mm) Int. (ug/m) Int.

CFA-M19020 22 S 4 S 30 S 2 S 19 R 1 R 05 S 3 S 0 S 10 R 16 R 22 S 05 S 19 § 8 S B8 S 012 S
CFA-M19031 21 S 4 S 23 S 4 S 17 R 1 R05 S 31 S 05 S 12 R 1 R 2 S 05 S 1 | 8 S 4 S 012 S
CFR-M19571 18 S 4 S 3% S 05 S 6 R 1286 R 05 S 32 S L5 S 6 R 128 R 6 R 264 R 6 R 264 R 16 R 2 |
CFR-mM19802 22 S 2 S 2 S % R 2R 1 R 05 S 32 §S L5 S 6 R 05 S @4 I 4 S 6 R 8 S 2% S 025 S
CFR-M13281 7 R 1282 R 7 R 26 R 14 R 2 R 05 S 32 S 0o S 7 R 6 R 23 S 05 S 6 R 204 R 23 S 012 5§
ECO-M15732 18 S 8 S 3 § 012 S 1 R 2 RO5 S 3 S 05 S 20 S 05 S 2 S 1§ 1 I 1 S 24 § 012 5§
ECO-M17431 23 S 2 S 28 S <6 S 30 S 006 S 1 S B § 1 S 2 § 05 S 2 S 05 S B S 2 S 5§ 012 S
KOX-M13063 16 | 32 | 8§ R 26 R 10 R 8 R 05 S 2 § 8 S 11 R 16 R 16 S & | 6 R 264 R 21 S 1 S
SMA-M15888 24 S 2 S 3% S 012 S 3 S 012 S 2128 R 30 S 4 S 24 S 05 S 20 S 4 S 3 S 2 S ¥ 5 1 N
EAE-M17109 199 S 1% S 2 S 3 R 7 R 1 R 2128 R 22 S 1% S 6 R 2028 R 19 S 2 S 6 R 264 R 21 S 05 S
ROR-M17614 20 S 4 S 1 R 1288 R 25 I 05 S 05 S 2§ 32 S 13 | 8 2 § 05 § 2§ 4 S 2% S 025 S

ECL-M9921 16 | % S 12 R 6 R 18 R 1 R 218 R 18 S o4 R 14 | 1 R 20 S 1 S 19 § 8 S B3 5§ 05 S
ECL-M13280 16 | 32 /13 R 1286 R 17 R 2 ROO05 S 2§ & S 9§ R 8 [ 21§ 1 § 17 1 1% § 21§ 05 §
ECLM13624 18 S 16 S 10 R 2% R 18 R 1 R 05 S 3% S <5 S 6 R 18 R 14 1 4 S 1 | 1 S 2§ 05 5§
ECL-M13795 15 | 32 [ 3 S 012 § 20 R 1 R 05 S 8 R 2% R 17 S 4 S 19 § 2 S 6 R 204 R 23 § 05 §
ECL-M17212 24§ 1 S 3 S L6 S 3B S 006 S 1 S 24 S 8 S 20 S 025 S B S 1 S 2% S 2 S 22 S 025 S
ECL-M17324 22§ 2 S 3 S <006 S 18 R 2 R1 S 3% § L5 S 2 S 025 S B S 2 S 12 R 2 R 2§ 05 5§
ECL-M19340 23 S 4 S 16 R 32 R 22 | 1 R05 S 28 S & S 2 S 1 R 13 | § I 16 I 1 S 26 S 012 S
ECL-M19671 21 S 8 S 3 S 05 S 6 R 1286 R 05 S B S 32 S 28 S 05 S 2 S 2 S 6 R 24 R 23 S 05 5§
ECL-M19783 23 S 2 S 3 S Lk S 23 | 1 R05 S 3 § <25 S 8 R 32 R 2 S 1 § 20 § 4 S 2 § 05 S
ECL-M19846 20 S 2 S 19 I <06 S 6 R 1 R 05 &S 2§ & S 11 R 32 R 16 S 1 S 6 R 8 S 2§ 0B S
ECL-M21030 17 S 4 S 1 R 18 R 17 R 2 R 05 &S 28§ 4 S 6 R 6 R 19 § 1 S 14 | 1 S 23 § 05 9§
ECL-M21059 17 S 8 S 3 S o012 S 4 o 05 I 05 S 3% S <« S 6 R 18 R B S 1 S 1 | 1 S 2§ 05 9§
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KPN-M15885
KPN-M17343
KPN-M19368
KPN-M19434
KPN-M19708
KPN-M19709
KPN-M19711
KPN-M19723
KPN-M19732
KPN-M19805
KPN-M19810
KPN-M19917
KPN-M19918
KPN-M19931
KPN-M21002
KPN-M21064
KPN-M21105
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AMK: amicacina, ATM: aztreonam, CIP: ciprofloxacina, COL: colistin, FOS: fosfomicina, GEN: gentamicina, MNO: minociclina, NAL: 4cido nalidixico, TGC: tigeciclina. mm.:
milimetros, Int.: interpretacion, R: resistente, I: intermedio, S: sensibles. KPN: K. pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, CFA: C. farmeri, ECO: E. coli, EAE: F.
aerogenes, KOX: K. oxytoca, ROR: R. ornithinolytica, SMA: S. marcescens.
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Tabla B2. Sensibilidad a los carbapenemes de los enterobacterales portadores de blamvp-gs por

difusion en agar y microdilucion.

N2 Aislamiento IMI Int. IMI Int. MER Int. MER Int.
(mm.) (ng/ml) (mm.) (ng/ml)
CFA-M19020 19 R 4 R 22 | 2 |
CFA-M19031 19 R 8 R 22 I 4 R
CFR-M19571 15 R 4 R 18 R 2 |
CFR-M19802 22 I 2 | 23 S 2 I
CFR-M13281 21 | 4 R 21 | 1 S
ECO-M15732 17 R 4 R 21 I 4 R
ECO-M17431 21 | 1 S 21 | 1 S
KOX-M13063 21 I 8 R 22 | 8 R
SMA-M15888 19 R 32 R 20 | 4 R
EAE-M17109 16 R 2 | 16 R 2 |
ROR-M17614 19 R 8 R 18 R 4 R
ECL-M9921 17 R 2 | 15 R 1 S
ECL-M13280 19 R 8 R 20 I 4 R
ECL-M13624 17 R 8 R 19 R 4 R
ECL-M13795 20 I 4 R 21 | 2 I
ECL-M17212 17 R 4 R 18 R 2 |
ECL-M17324 20 I 4 R 22 I 8 R
ECL-M19340 20 | 4 R 22 | 2 |
ECL-M19671 15 R 16 R 20 I 4 R
ECL-M19783 17 R 16 R 20 | 8 R
ECL-M 19846 20 I 4 R 20 I 4 R
ECL-M21030 17 R 8 R 20 | 8 R
ECL-M21059 18 R 4 R 21 | 2 |
KPN-M15885 21 I 4 R 20 I 8 R
KPN-M17343 20 | 8 R 20 | 8 R
KPN-M19368 10 R 16 R 13 R >32 R
KPN-M19434 20 I 8 R 20 | 4 R
KPN-M19708 21 | 8 R 22 I 8 R
KPN-M19709 20 | 4 R 19 R 1 S
KPN-M19711 19 R 4 R 22 I 4 R
KPN-M19723 19 R 8 R 20 | 8 R
KPN-M19732 20 | 8 R 25 S 4 R
KPN-M 19805 20 | 4 R 22 | 8 R
KPN-M19810 19 R 16 R 20 I 8 R
KPN-M19917 19 R 8 R 20 | 8 R
KPN-M19918 19 R 1 S 19 R 1 S
KPN-M19931 20 I 4 R 20 I 4 R
KPN-M21002 20 | 4 R 19 R 4 R
KPN-M21064 16 R 8 R 15 R 8 R
KPN-M21105 21 | 8 R 22 | 8 R

IMI: imipenem, MER: meropenem, mm.: milimetros, Int.: interpretacion, R: resistente, I:
intermedio, S: sensibles. KPN: K. pneumoniae, ECL: E. cloacae, CFR: C. freundii, CFA: C.
farmeri, ECO: E. coli, EAE: E. aerogenes, KOX: K.oxytoca, ROR: R. ornithinolytica, SMA: S.
marcescens.
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Tabla B3. Enterobacterales portadores de blamp-s sospechosos de producir B-lactamasa de

espectro extendido.

Aislamiento Sinergia AMC-ATM BLEE +

ECL-M9921
KOX-M13063
ECL-M13280
CFR-M13281
ECL-M13624
ROR-M17614
CFA-M19020
CFA-M19031
ECL-M19340
KPN-M19709
KPN-M19732
ECL-M19846
ECL-M21030
KPN-M21105

J’_

+ +++ ++ + + 4+ + + + +

PER-2
PER-2
PER-2
PER-2
PER-2

SHV-12
PER-2
CTX-M
CTX-M

PER-2

AMC: amoxicilina/dcido clavulanico, ATM: aztreonam,
BLEE: pB-lactamasa de espectro extendido, ECL: E.
cloacae, KOX: Koxytoca, CFR: C. freundii, ROR: R.
ornithinolytica, CFA: C. farmeri, KPN: K. pneumoniae.

B4. Nomeclatura de aminoglucosidos

Para referirnos a los determinantes de resistentes a los aminoglucésidos se utiliz6 la nomenclatura

propuesta por Novick et al. (1976), la misma que sugiere INTEGRALL. Los numeros arabigos

deben usarse para designar diferentes subdivisiones.

Familia Gen Sinénimo Enzima
aacA aac(6') 6'-N-acetiltransferasa
AACIEESSELI:;S:;S; aacB aac(2') 2'-N-acetiltransferasa
aacC aac(3) 3'-N-acetiltransferasa
Aminoglucésido aadA ant(3") aminoglucdsido-3"- adenilltransferasa
Adeniltransferasas aadB ant(2") aminoglucdsido-2"- adenilltransferasa
Féggﬁi‘;g?:rig:as aphA aph(3’) aminoglucdsido-3'- fosforiltransferasa
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B5. Genes de resistencia hallados por secuenciacion masiva de ADN genomico

B5.1 Aislamiento KPN-M19434

Gen Producto Clasificacion
Sistema de expulsion de multiples farmacos AcrAB-TolC, componente de
acrA .
fusién de membrana AcrA
mdtK Transportador no caracterizado YeeO
Yojl Sistema de exportacidn sideréforo de tipo ABC
marA proteina MarA, Resistencia a multiples antibioticos
acrB Sistema de expulsion de multiples farmacos AcrAB-TolC (tipo RND)
emrB Sistema de expulsion de multiples farmacos EmrAB-OMF (tipo MFS)
mdtB Sistema de expulsion de multiples farmacos MdtABC-TolC (tipo RND)
Sistema de expulsion de maltiples farmacos MdtABC-TolC, componente
mdtA .
de fusion de membrana
emrA Sis.tema de expulsion de multiples farmacos EmrAB-OMF, componente de
fusion de membrana
patA Putincina aminotransferasa Bomba de eflujo que c.c’>r.1fiere resistencia a
mdtH Proteina de resistencia a multiples farmacos MdtH los antibioticos.
mdtC Sistema de expulsion de multiples farmacos MdtABC-TolC (RND type)
mdtG Proteina de resistencia a multiples farmacos MdtG
emrD Bomba de eflujo multidroga EmrD (de tipo MFS)
msbA Lipido A exportacion permeasa / ATP que se une a la proteina MsbA
vgaC Proteina VapB (antitoxina a VapC)
Transportador no caracterizado MdtD de la superfamilia de facilitadores
mdtD o
principales (MFS)
mdtL MdtL de la bomba de salida de multiples farmacos (de tipo MFS)
0gxA Sistema de flujo RND, proteina de fusiéon de membrana.
oqxB Sistema de expulsion RND, transportador interno de membrana.
mdfA Bomba de eflujo multidroga MdfA/Cmr (de tipo MFS), amplio espectro
CRP Proteina del receptor de AMPc
emrR Regulador de resistencia multidrogas EmrR (MprA)
robA regulador transcripcional dual de uniéon a ADN Rob
H-NS Proteina de uniona ADN
soxR Activador transcripcional sensible a redox SoxR
CpXA Histidina quinasa sensor de cobre Genes involucrados en la modulacién de
oR Regulador de respuesta del sistema de dos componentes de sensor de bombas de eflujo de antibidticos
cobre CpxR
baeR Regulador de respuesta BaeR
marR Proteina de resistencia a antibiéticos multiples
acrR Regulador transcripcional del operon acrAB, AcrR
ramR Regulador transcripcional, familia AcrR
ramA Activador transcripcional RamA Modulacién de genes permeabilidad a los
SOXS regulador transcripcional dual de union a ADN antibioticos
QnrB10  Proteina de resistencia a la quinolona QnrB10
AAC(6')-Ib-cr aminoglucésido 6'-N-acetil transferasa tipo Ib-cr
parE subunidad B de ADN topoisomerasa IV Gen de resistencia a fluoroquinolona
parC subunidad A de ADN topoisomerasa IV
gyrA Subunidad A de DNA gyrasa
gyrB Subunidad B de DNA gyrasa
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AAC(6')-Ib  Aminoglucésido N(6')-acetiltransferasa => AAC(6')-Ib/AAC(6')-I1 Gen de resistencia a aminoglucésidos
aadA Aminoglucésido 3"-nucleotidiltransferasa => ANT(3")-la (familia AadA) Gen c.ie regstepma a amlnog!u99§|dos,
enzima inactivadora de antibiéticos
AAC(3)la Aminoglucssido N(3)-acetitransferasa => AAC(3HIIILIV,VLVIILIXX Gen de resistendia a aminoglicdsidos,
enzima inactivadora de antibiéticos
IMP-47  B-lactamasa Subclase B1 => Familia IMP
OXA-1 B-lactamasa clase D => Familia OXA Enzima de inactivacién de antibidticos -
TEM-1  B-lactamasa clase A => Familia TEM lactamicos
SHV-11  B-lactamasa clase A => familia SHV
dfrA8 Dihidrofolato reductasa Gen de resistencia a trimetoprim
mphA Macrolido 2'-fosfotransferasa => familia Mph (A) Enzima de mactwgmon antlt?lp tica, gen de
resistencia a macrdélidos
EreA2 Eritromicina esterasa => Familia EreA Enzima de |pact|v§C|0n antlt?lp tica, gen de
resistencia a macrdélidos
FosA5 proteina de resistencia a Fosfomicina Enzima de. |nact|.vaC|on ant|b|o.t |9a, gen de
resistencia a la fosfomicina
GlpT Transportador de glicerol-3-fosfato Gen de resistencia a la fosfomicina
UhpT transportador de hexosa fosfato Variante o mutante. Ge'n.de resistencia a la
fosfomicina
murA UDP-N-acetilglucosamina 1-carboxiviniltiltransferasa Variante o mutante. Ge-n.de resistencia ala
fosfomicina
arr-3 rifampicina ADP-ribosil transferasa Enzima |nact!vador.a de.antlbl.o t.ICOS, gen
de resistencia a rifampicina
rpoB Subunidad beta de la ARN polimerasa Variante o mutgnte. an de resistencia a
rifampicina.
sul1 Dihidropteroato sintasa tipo 2 proteina de resistencia a la sulfonamida Gen de resistencia a sulfonamida
folP Dihidropteroato sintasa Variante o mutante. Gep de resistencia a
sulfonamida
Gen modulacion de flujo de salida de
leuO LysR family transcriptional activator LeuO antibiético. Gen de resistencia a
sulfonamida
Gen que confiere resistencia a los
bacA Undecaprenil-difosfatasa antibisticos rpedlar)te bypass .mlgklacular,
gen de resistencia a los antibiéticos
peptidicos
nfsA NADPH nitroreductasa insensible al oxigeno Variante o mutap fe. Gen fde resistencia ala
nitrofuratoina.
catB3 Cloranfenicol O-acetiltransferasa => familia CatB Enzima dellnactl\./amon ant|b|ot.|ca, gen de
resistencia al cloranfenicol
alaS Alanil-ARNt sintetasa Gen de resistencia a aminocumarina
cysB Regulador transcripcional Gen de resistencia a aminocumarina
OmpK35  porina de membrana externa OmpF G duia | bilidad al
OmpK36  porina de membrana externa OmpC enque mo al;f;b?ézsgmea fidad a
OmpK36 porina de membrana externa OmpS
B5.2 Aislamiento ECL-M9921
Gen Producto Clasificacion
Sistema de expulsion de multiples farmacos AcrAB-TolC, componente de
acrA e
fusion de membrana AcrA
mdtK Transportador no caracterizado YeeO
Yoijl Sistema de exportacion sideréforo de tipo ABC
marA proteina MarA, Resistencia a multiples antibioticos
acrB Sistema de expulsion de multiples farmacos AcrAB-TolC (tipo RND)
emrB Sistema de expulsion de multiples farmacos EmrAB-OMF (tipo MFS)
mdtB Sistema de expulsion de multiples farmacos MdtABC-TolC (tipo RND)
acrF Sistema de expulsion de multiples farmacos AcrAB-TolC (tipo RND)
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acrF Sistema de expulsion de multiples farmacos AcrAB-TolC (tipo RND)
Sistema de expulsion de multiples farmacos MdtABC-TolC, componente
mdtA L .
de fusidon de membrana
emrA Sistema de expulsion de multiples farmacos EmrAB-OMF, componente de
fusion de membrana
patA Putinciina amino.transf.erasa » ] Bomba de eflujo que confiere
mdtH Proteina de resistencia a multiples farmacos MdtH resistencia a los antibioticos.
mdtC Sistema de expulsidon de multiples farmacos MdtABC-TolC (RND type)
mdtG Proteina de resistencia a multiples farmacos MdtG
emrD Bomba de eflujo multidroga EmrD (de tipo MFS)
msbA Lipido A exportacion permeasa / ATP que se une a la proteina MsbA
acrD Sistema de expulsion de aminoglucdsidos AcrAD-TolC (tipo RND)
mdfA Bomba de eflujo multidroga MdfA / Cmr (de tipo MFS), amplio espectro
CRP Proteina del receptor de AMPc
baeS Histidina quinasa proteina sensora
robA regulador transcripcional dual de union a ADN Rob
H-NS Proteina de union a ADN
soxR Activador transcripcional sensible a redox SoxR Genes involucrados en la
CpxA Histidina quinasa sensor de cobre modulacion de bombas de eflujo de
Regulador de respuesta del sistema de dos componentes de sensor de antibidticos
cpxR
cobre CpxR
baeR Regulador de respuesta BaeR
marR Proteina de resistencia a antibiéticos multiples
acrR Regulador transcripcional del operén acrAB, AcrR
ramA Activador transcripcional RamA Involucrado en la modulaciéon de
soxS regulador transcripcional dual de unién a ADN genes permeabilidad a los
QnrB10 Proteina de resistencia a la quinolona QnrB10
AAC(6")-Ib-cr aminoglucdsido 6'-N-acetil transferasa tipo Ib-cr
parE subunidad B de ADN topoisomerasa IV Gen de resistencia a
parC subunidad A de ADN topoisomerasa IV fluoroquinolona
gyrA Subunidad A de DNA gyrasa
gyrB Subunidad B de DNA gyrasa
AAC(6)-b  Aminoglucésido N (6 ') - acetiltransferasa => AAC (6') - Ib / AAC (6 ) - Il Gen de resistencia a
aminoglucdsidos
Gen de resistencia a
aadA Aminoglucdsido 3"-nucleotidiltransferasa => ANT (3") - la (familia AadA) aminoglucdsidos, enzima
inactivadora de antibidticos
IMP-47 B-lactamasa Subclase B1 => Familia IMP
OXA-9 B-lactamasa clase D Enzima de inactivacion de
PER-2 B-lactamasa de espectro extendido (clase A) => Familia PER antibidticos B-lactamicos
TEM-1 B-lactamasa clase A => Familia TEM
sul1 Dihidropteroato sintasa tipo 2 proteina de resistencia a la sulfonamida Gen de resistencia a sulfonamida
dfrA8 Dihidrofolato reductasa Gen de resistencia a trimetoprim
mphA Macrélido 2'-fosfotransferasa => familia Mph (A) Enzima de |_nact|v._aC|on antll?lptlca,
gen de resistencia a macroélidos
EreA2 Eritromicina esterasa => Familia EreA Enzima de |r1aot|v'aC|on antlti)l.otlca,
gen de resistencia a macrolidos
FosA2 proteina de resistencia a Fosfomicina Enzima de. |nact|.vaC|on antlblo.tlc.:a,
gen de resistencia a la fosfomicina
GlpT Transportador de glicerol-3-fosfato Gen de resistencia a la fosfomicina
murA UDP-N-acetilglucosamina 1-carboxiviniltitransferasa Var.lante 9 mutante. ng_de
resistencia a la fosfomicina
rpoB Subunidad beta de la ARN polimerasa Va”"’?”te o. mutgnte. an de
resistencia a rifampicina.
catl Cloranfenicol O-acetiltransferasa => Familia CatA1 / CatA4 Enzima de.mactl\./acmn ant|b|ot_|ca,
gen de resistencia al cloranfenicol
ACT-28 B-lactamasa de clase C => Familia ACT/MIR Enzima de inactivacion antibidtica
folP Dihidropteroato sintasa Varli';mte o_ mutante. Gef‘ de
resistencia a sulfonamida
Gen modulacién de flujo de salida
leuO LysR family transcriptional activator LeuO de antibiético. Gen de resistencia a
sulfonamida
Gen que confiere resistencia a los
bacA Undecaprenil-difosfatasa antibioticos medlar?te by;_)ass
molecular, gen de resistencia a los
antibiéticos peptidicos
nfsA NADPH nitroreductasa insensible al oxigeno Vgrlantg © muta.nte. Gen ’de
resistencia a la nitrofuratoina.
UhpT transportador de hexosa fosfato Var.lante 9 mutante. Ge_n_de
resistencia a la fosfomicina
alas Alanil-ARNt sintetasa Gen de resistencia a aminocumarina
cysB Regulador transcripcional Gen de resistencia a aminocumarina
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Tabla B6. Sensibilidad a los antimicrobianos de los E. cloacae portadores de blavim por

difusion en agar.

. . AMK ATM CIp FOS 50 GEN MNO NAL TGC IMI MER
N2 Aislamiento Int. Int. Int. Int. Int. Int. In Int In

(mm.) (mm.) (mm.) (mm.) (mm.) (mm.) (mm.) t (mm.) " (mm.) t (mm.) Int.

ECL-M13532 14 R 35 S 6 R 19 S 18 S 20 S 6 R 21 S 18 R 18 R
ECL-M13768 24 S 8 R 6 R 26 S 22 S 17 S 6 R 21 S 22 | 23 S
ECL-M13832 24 S 26 S 15 R 21 S 21 S 14 | 6 R 20 | 21 | 22 I
TC-ECL-M13832 27 S 40 S 38 S 32 S 22 S 18 S 23 S 28 S 24 S 28 S
ECL-M15008 6 R 8 R 6 R 1 R 6 R 10 R 6 R 18 | 20 | 18 R

ECL-M15428 16 | 10 R 24 I 16 S 12 R 19 S 21 S 23 S 24 S 26 S
ECL-M15736 23 S 13 R 6 R 16 S 6 R 21 S 6 R 22 S 19 R 17 R

AMK: amicacina, ATM: aztreonam, CIP: ciprofloxacina, FOS50: fosfomicina, GEN: gentamicina, MNO: minociclina,
NAL: é4cido nalidixico, TGC: tigeciclina, IMI: imipenem, MER: meropenem. mm.: milimetros, Int.: interpretacion, R:
resistente, I: intermedio, S: sensibles. ECL: E. cloacae, TC-ECL-M13832: transconjugante de ECL-M13832.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura B1. Nucleasa S1-PFGE de los E. cloacae portadores de blavim. Calle 1: A
Ladder, calle 2: ECL-M13532, calle 3: ECL-M13832, calle 4: TC-ECL-M13832, calle
5: aislamiento no estudiado, calle 6: aislamiento no estudiado, calle 7: ECL-M13768,
calle 8: aislamiento no estudiado, calle 9: ECL-M15008, calle 10: ECL-M15428, calle
11: ECL-M15736. Las fechas blancas en el gel de PFGE sefalan los plasmidos
hallados en cada aislamiento.
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Figura B2. Restriccion con nucleasa S1 y Southern Blot. (A) Nucleasa S1-PFGE y (B)
Southern Blot con sonda blayim. Calle 1: A Ladder, calle 2: ECL-M15736 sin digerir, calle 3:
ECL-M15736 digerido con 0,5 U S1, calle 4: ECL-M15736 digerido con 1 U S1, calle 5:
ECL-M15736 digerido con 2 U S1, calle 6: A Ladder. Las flechas blancas en el gel de PFGE
indican los plasmidos de diferente tamafio mientras que en la membrana del Southern Blot
sefalan la hibridacion con la sonda blayim.
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