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RESUMEN

Introduccién: Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa y un patégeno
oportunista que causa infecciones en pacientes hospitalizados, algunas de ellas de muy
dificil tratamiento por su capacidad de volverse resistente a casi todas las familias de
antibidticos disponibles. Uno de los principales mecanismos de resistencia a
carbapenémicos en Pseudomonas aeruginosa es la adquisicion y produccion de
carbapenemasas, enzimas capaces de hidrolizar la mayoria de antibiéticos 3-lactamicos.
La enzima KPC es la carbapenemasa de clase A mas frecuentemente hallada en
Enterobacterias y ampliamente distribuida en Klebsiella pneumoniae. Sin embargo, en
Colombia, se detecté por primera vez aislamientos de Pseudomonas aeruginosa con esta
enzima y desde entonces se han diseminado por todo el pais. El objetivo de este estudio
fue determinar la diversidad genética de aislamientos de P. aeruginosa causantes de
infeccion en pacientes atendidos en hospitales de tercer nivel de Bogota, Colombia.

Metodologia: Se realizé un estudio observacional descriptivo de tipo corte transversal en
pacientes adultos atendidos en cuatro instituciones de tercer nivel en la ciudad de Bogota.
La relacion genética fue determinada por PFGE y el genoma completo de dos aislamientos
fue establecido por medio de PacBio.

Resultados: Durante el periodo de estudio, 23 aislamientos de P. aeruginosa resistentes
a carbapenémicos y portadores del gen blakpc fueron identificados. De estos, 19 (83%)
tenian la variante blakpc.2; ¥ 2 blakpcs; en 3 (12%) fue detectado el gen blay. EI 100% de
los aislamientos fueron multirresistentes. El analisis PFGE revel6 12 pulsotipos distribuidos
en 8 clones diferentes. El clon 1 fue el mas frecuente e identificado en las 4 instituciones,
sugiriendo una amplia diseminacion. Los dos aislamientos secuenciados pertenecieron a
los ST111 y ST235 (clones pandémicos) y mostraron dos nuevas plataformas de
movilizacidén del gen blakpc relacionadas con el transposon Tn3 y la secuencia de insercidn
ISPae38. Por primera vez se detecta la movilizacion y adquisicion del gen blakpc3 en P.
aeruginosa a nivel mundial.

Conclusion: Pseudomonas aeruginosa ha adquirido, mantenido y asimilado la
carbapenemasa KPC. Se desconoce el comportamiento de la actividad de la enzima en
este patdgeno, asi como sus implicaciones clinicas y actividad a nuevos agentes anti-
infecciosos, constituyendo un nuevo desafio por el impacto en diagnéstico molecular de
resistencia y para clinico por su resultado en manifestaciones, prondstico y tratamiento.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, blakpc.s, Carbapenémicos, Resistencia,
variabilidad genética, Colombia.



ABSTRACT

Introduction: Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative rod and an opportunistic
pathogen that causes infections in hospitalized patients, some of them with an special issue
to treat due to their ability to become resistant to almost all the families of antibiotics
available. One of its main mechanisms of resistance to carbapenems is the acquisition and
production of carbapenemases, enzymes capable of hydrolyzing most 3-lactam antibiotics.
KPC enzyme, class A carbapenemase most frequently found in Enterobacteriaceae and
widely distributed in Klebsiella pneumoniae. However, in Colombia, P. aeruginosa isolates
were detected for the first time with this enzyme and since then, it has spread throughout
the country. The objective of this study was to determine the genetic diversity of P.
aeruginosa isolates that cause infection in patients treated in tertiary level hospitals in
Bogota, Colombia.

Methodology: A descriptive observational cross-sectional study was carried out in adult
patients treated at four third-level institutions in the city of Bogota. The genetic relationship
was determined by PFGE and complete genome sequencing of two isolates was
established by PacBio®.

Results: During the study period, 23 isolates of P. aeruginosa resistant to carbapenems
and carriers of blaxpc gene were identified. Of these, 19 (83%) had blakpc-2 variant; and 2
blakpc.s; blaym gene was detected in 3 (12%). 100% of isolates were multiresistant. PFGE
analysis revealed 12 pulsotypes distributed in 8 different clones. Clone 1 was the most
frequent and identified in the 4 institutions, suggesting a wide spread. Two sequenced
isolates belonged to ST111 and ST235 (pandemic clones) and showed two new platforms
for mobilization of blakpc gene related to Tn3 transposon and ISPae38 insertion sequence.
For the first time, the mobilization and acquisition of blakpc.s gene is detected in P.
aeruginosa worldwide.

Conclusion: Pseudomonas aeruginosa has acquired, maintained and assimilated
carbapenemase KPC. The behavior of the enzyme activity in this pathogen, as its clinical
implications and activity to new anti-infective agents are unknown, constituting a new
challenge due to the impact on molecular diagnosis of resistance and for the clinician, due
to its results in manifestations, prognosis and treatment.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, blakpcs, Carbapenems, Resistance, genetic
variability, Colombia
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente estudio pretende establecer la posible relacidon entre el desconocimiento del
comportamiento local de la resistencia antimicrobiana, y los fendbmenos genéticos y
microbiologicos que explican el éxito de la misma. El incremento en la resistencia a los
antibioticos del tipo carbapenémicos en bacilos Gram negativos no fermentadores como
Pseudomonas aeruginosa superan el 25% en diferentes ciudades de Colombia,
especialmente en Bogota segun los ultimos reportes disponibles del grupo para control
de la resistencia bacteriana en Bogota (GREBO) (1). Esta resistencia se ha asociado
a mayores tiempos de estancia hospitalaria, uso prolongado de antibiéticos generando

un impacto econémico hasta el momento no cuantificado en nuestro medio.

En un estudio precedente, se analizaron 80 aislamientos de P. aeruginosa causantes
de infecciones en 6 instituciones de salud de Bogota (2), encontrando una mayor
frecuencia de aislamientos portadores de KPC (correspondiente a 48%) en comparacién
con VIM (correspondiente a 13%), una situacion muy particular a la documentada en la

literatura mundial.

Dado el incremento en la mortalidad, costos para el sistema de salud del pais y la
necesidad de fortalecimiento en politicas para el control de la expansion de las cepas

resistentes, plantean el escenario para desarrollo de este estudio.
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2. JUSTIFICACION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patdgenos oportunistas mas importantes y por
su ubicuidad en el ambiente es un agente frecuente en infecciones (3). La tasa de
susceptibilidad a carbapenémicos varia en un amplio rango en distintos escenarios,
indicando el conocimiento de la epidemiologia local para dirigir la terapia antibidtica
inicial razonada en espera del antibiograma rutinario para ajustes posteriores en la
terapia. La resistencia a multiples antimicrobianos en cepas de P. aeruginosa es un
evento cada vez mas frecuente. Su identificacion oportuna y comprensiéon de los
mecanismos de resistencia es elemental en la eleccion y optimizacion de la terapia. La
tasa de resistencia a carbapenémicos en P. aeruginosa ha mostrado una tendencia al
aumento en los ultimos afios debido a la difusiéon y amplio uso de estos medicamentos
en diversos escenarios hospitalarios, conllevando a la seleccion de cepas resistentes.
Pseudomonas aeruginosa posee una amplia gama de mecanismos de resistencia que
le confieren multirresistencia, entre ellos las bombas de expulsion, modificacion del sitio
blanco, disminucidén o ausencia de porinas y la presencia de beta-lactamasas. Respecto
a la resistencia a carbapenémicos, en P. aeruginosa esta mediada principalmente por
la ausencia de porinas responsables del ingreso del medicamento al interior de la
bacteria (OprD), aumento de bombas de expulsion y la produccion de carbapenemasas,
enzimas capaces de degradar los carbapenémicos. La enzima VIM, una metalo-beta-
lactamasas de clase B, es la carbapenemasa mas difundida entre aislamientos de P.
aeruginosa, con algunos reportes de las oxacilinasas pertenecientes a la clase D, como
OXA 40 y 198, que han mostrado espectro anti carbapenémico. Sin embargo, en el afo
2007 se reportd en Colombia (4), y por primera vez en el mundo, la circulacion de
aislamientos de P. aeruginosa portadores del gen blakpc2. Aunque inicialmente la
carbapenemasa VIM era la mas frecuente entre los aislamientos colombianos de P.
aeruginosa, en 2014, se reporté una frecuencia similar de aislamientos VIM y KPC en
Medellin. Recientemente Conde y cols (2) analizando 80 aislamientos de P. aeruginosa
causantes de infecciones en 6 instituciones de salud de Bogota, encontraron una mayor
frecuencia de aislamientos portadores de KPC (correspondiente a 48%) en comparacion
con VIM (correspondiente a 13%), una situacion muy particular a la documentada en la
literatura mundial (5). Estos aislamientos con KPC seran analizados en el presente
estudio.

Como se ha argumentado previamente, la informacion sobre el comportamiento
epidemiolégico y los posibles cambios en la presentaciéon de las infecciones por

Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos mediante expresion de gen



elementos mediante el uso de plataformas genéticas que confieren resistencia es uno
de los factores importantes para disefiar las mejores practicas para prevenir la
propagacioén de bacterias resistentes a multiples farmacos y las infecciones asociadas
con la atencién médica. Con el presente trabajo se pretende aportar evidencia cientifica
para su evaluacion y caracterizacion genética y microbioldgica institucional, aportando
en el constructo como recomendacién en la toma de decisiones respecto al manejo de

infecciones causadas por bacterias multirresistentes.

2.1 Pregunta de Investigacion

;. Qué fendmenos genéticos y microbioldgicos podrian estar relacionados con el
aumento de la emergencia y diseminacion de Pseudomonas aeruginosa portadores del

gen blakpc en hospitales de tercer nivel de Bogota?
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1 Introduccion

El advenimiento de la resistencia bacteriana y las infecciones derivadas de estas,
constituyen un problema de salud publica en todo el mundo, agravado por la inexistencia
de tratamientos efectivos. La Organizacion Mundial de la Salud emitié en el afio 2014 el
primer reporte global de resistencia antimicrobiana, en donde report6 altas tasas de
resistencia a antimicrobianos en las principales bacterias causantes de infecciones
hospitalarias y de comunidad en el mundo, tales como Enterobacteriaceae y
Pseudomonas aeruginosa (6). Se ha descrito un aumento en la circulacion de
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos, antibiéticos
habitualmente utilizados como Uultima linea para el tratamiento de infecciones
intrahospitalarias (7—10). El estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la
diseminacion de la resistencia, es fundamental para su entendimiento; esta
diseminacion se puede dar verticalmente, a través de la diseminacidn de clones exitosos
portadores de determinantes de resistencia; u horizontalmente por la transferencia de
DNA foraneo entre dos bacterias de la misma o diferente especie. Cada afio en los
Estados Unidos, cerca de dos millones de personas adquieren infecciones graves por
bacterias que son resistentes a uno o mas de los antibiéticos que fueron disefiados para
su manejo. Los CDC (Centers for Disease Control and Prevention) en su reporte del
2013, clasificaron especificamente a las infecciones causadas por P. aeruginosa con
resistencia a carbapenémicos como una amenaza urgente para el sistema de salud, ya
que cada ano aproximadamente 600 muertes son secundarias a infecciones causadas
por este microorganismo (11). Desde el punto de vista clinico, se ha reportado aumento
de mortalidad entre 30 — 70% en pacientes con neumonias o bacteriemias,
comparandose con pacientes con infecciones por aislamientos sensibles (3,12—14). Asi
mismo, un aumento de costos para tratamiento y complicaciones derivadas, junto con
estancias hospitalarias prolongadas se atribuyen a estos aislamientos resistentes a

carbapenémicos.

Desde 1996 cuando se documenté el primer caso de infecciéon por Kilebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasas (KPC) en el mundo (15) en una cepa
aislada en un hospital de Carolina del Norte (EE. UU), se ha documentado una
expansion en el nUmero de casos debido a la facilidad que tienen de transmitirse por

medio de plasmidos entre diferentes Enterobacterias (16). En la actualidad en paises
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casos e incluso ha sido causa de brotes por estos microorganismos productores de
carbapenemasas pues las medidas tomadas contra la expansidn han demostrado ser

insuficientes (17).

3.2 Clasificacion de Carbapenemasas

Las enzimas betalactamasas tipo carbapenemasas pueden hidrolizar e inactivar los
carbapenémicos, antibidticos bactericidas de mayor espectro antibacteriano y por tanto
de un gran valor para las instituciones de salud pues permiten tratar un amplio numero
de infecciones causadas por diversos microorganismos resistentes. Es conocida la
limitacion terapéutica cuando se presenta falla al tratamiento con este grupo antibiético.
Los carbapenemes inhiben la sintesis de la pared bacteriana porque bloquean la
actividad transpeptidasa de las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) de peso
molecular alto (18). Atraviesan la membrana externa de las bacterias gramnegativas a
través de unas proteinas especificas de la membrana externa (OMP) para llegar al
espacio periplasmico. La OMP mas importante es OprD en Pseudomonas aeruginosa.
La sintesis de peptidoglucano disminuye y la bacteria muere, por efecto osmético o
digerida por enzimas autoliticas. Aunque existen variaciones segun el carbapenem
concreto, se unen principalmente a las PBP 1a, 1b, 2 y 4 y en menor medida a PBP3,
que es la principal diana de las aminopenicilinas y las cefalosporinas. La afinidad de los
carbapenemes por multiples PBP de diversas bacterias contribuye a su amplio espectro
de actividad. Son bactericidas, con actividad tiempo-dependiente. Activos sélo en fase
de crecimiento bacteriano (19). Efecto bactericida maximo a concentraciones de
antibiotico libre 4-5 veces superiores a la Concentracion Inhibitoria minima (CIM). La
eficacia clinica se correlaciona con la obtenciéon de un tiempo de persistencia de
antibiotico libre, por encima de la CIM, en torno al 50-60 % del intervalo entre dosis

consecutivas (18,19).

Segun la clasificacion estructural de Ambler, las carbapenemasas se clasifican en 3
clases principales (Clase A, B y D). Las de clase A son enzimas que requieren la
presencia de residuos de serina para que puedan hidrolizar los carbapenémicos razén
por la cual se llaman serinproteasas; mientras que las enzimas tipo B requieren la
presencia de Zinc para que puedan ejercer su efecto y son conocidas como
metalobetalactamasas. Por ultimo, el grupo D, no requiere de ningun cofactor y puede

hidrolizar diferentes grupos de betalactamicos; se conocen como oxacilinasas (tabla 1).
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han aparecido diferentes tipos de esta enzima debido a mutaciones en los genes

responsables de su expresion, con el pasar de los anos se han descubierto nuevas

mutaciones en otros tipos de enzimas, dando una gran diversidad.

Grupo Bush- Inhibido por
Ambler Sustrato Representante
Jacoby (2009)
A.Clav. EDTA

A C Cefalosporinasy cefamicinas No No AmpC, CMY-2, FOX, MIR, ACT.

le C Cefalosporinas No No GCl, CMY-37

2a A Penicilinas Si No PC-1

2b A Penicilias y cefalosporinas de primera  Si No TEM-1, TEM-2,SHV-1

generacion
A Cefalosporinas de espectro extendido Si No TEM-3.SHV-2, CTX-M-15, PER-1

2be y monobactamicos

2br Penicilinas No No TEM-30, SHV-10

Cefalosporinas de espectro extendido No No TEM-50

2ber y monobactamicos

2¢ A Carbenidinas Si No PSE-1, CARB-3

2ce A Carbenidilinasy cefepime Si No RTG-4

2d D Cloxacilina Variable No OXA-1, OXA-10

D Cloxacilinay cefalosporinasde Variable No OXA-23, OXA-24, OXA-48

2de espectro extendido

2df D Cloxacilinay carbapenémicos Variable No CepA

2 Cefalosporinas de espectro extendido  Si No KPC, IMI, SME

- y (no acta sobre monobactamicos)

2f A Carbapenémicos Variable No IMP, VIM, GIM, SPM, NDM

3a B Carbapenémicos No Si CAU, GOB, FEZ.

3b B Carbapenémicos No Si

Tabla 1. Clasificacion de B-lactamasas de espectro extendido segiin nomenclatura
de Ambler y Bush (20)



Tabla 2. Clasificacion por patrones fenotipicos de carbapenemasas (19,20).

CLASE CARACTERISTICA EJEMPLO
CLASE A Hidroliza un grupo amplio de KPC- ST 258,
antibidticos betalactamicos; GES
incluyendo aztreonam. IMI
Inhibidas por el acido clavulanico. SME
NMC
CLASE B Metalobetalactamasa. VIM
Resistente a la mayoria de inhibidores IMP
de Betalactamasa, SIN actividad NDM
hidrolitica contra aztreonam. SPM

Inhibidas por agentes quelantes como
EDTA, acido mercaptoacético, acido
mercaptopropionico

CLASED Perfil de hidrdlisis variable. OXA-48
No inhibidas por acido clavulanico y OXA-23

EDTA OXA-24

OXA-51

OXA-58

OXA-143

OXA-235

3.3 Reseiia historica

En el 2005 en Colombia se documento la presencia de Klebsiella pneumoniae productor
de carbapenemasa blakpc.2, Y S€ evidencio que pertenecia a la cepa de mayor extensién
en el mundo ST-258, mismo clon a las presentadas en una epidemia en Israel (21). A
partir de ese momento, se documentd un aumento en la resistencia a carbapenémicos,
con frecuencias que oscilan hasta el 14% en algunos hospitales de Bogota (extrapolado
de la deteccion de resistencia a carbapenémicos — meropenem e imipenem en los
reportes del Grupo Para el Control de la Resistencia Bacteriana en Bogota (GREBO)
(1). Un estudio colombiano en siete ciudades con aislamientos de cepas de Klebsiella
pneumoniae KPC detectd una prevalencia de blakpc 2 del 59% y blaxec 3 del 41%. (22)
Se considera a Colombia en la actualidad endémica para KPC, VIM, OXA 23, por lo cual
es prioritario implementar en los hospitales medidas encaminadas a controlar y evitar

infecciones por microorganismos que expresan este mecanismo de resistencia.

En nuestro pais se han documentado diferentes tipos de carbapenemasas (KPC, VIM,
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de carbapenemasa tipo kpc-2 traen consigo una mayor mortalidad; esto ha sido
demostrado en un estudio en el cual la mortalidad de microorganismo productor
comparada contra microorganismo no productor de esta enzima fue de 32.3 % vs 9.9%
respectivamente OR 3.6 (IC 95% 1.87 — 6.91) p <0.001 (23). Este aumento de la
mortalidad también se ha documentado en infeccion por P. aeruginosa productora de
carbapenemasa tipo metalobetalactamasa con tasa de mortalidad general de 17.3 por
1000 pacientes dia vs 11.8 por 1000 pacientes dia en infeccion por P. aeruginosa no
productora, con un RR significativo de1.55 (IC95% 1.06 — 2.27) indicando que la
presencia de carbapenemasas aument6 la mortalidad en este estudio (24). En relacion
al tipo de carbapenemasa se documentd en el 2004 la presencia de P. aeruginosa
productora de vim-8 en la ciudad de Cali (25), en el 2006 se documento v » (26); y en
el 2011 se describié en un paciente pediatrico la infeccion por K. pneumoniae productor
de im 24 (27). Por otra parte, en el 2012 se describié la presencia de 2 diferentes
carbapenemasas en la misma bacteria (K. pneumoniae productoras de KPC y VIM) (28).
Otro tipo de metalobetalactamasa documentada en Colombia es la NMD la cual se
describié en el 2013 en 6 pacientes pediatricos infectados por K. pneumoniae; cuyo
estudio molecular documentd una secuencia diferente a las descritas anteriormente
(29).

Las carbapenemasas tipo D también han sido descritas en el pais. En Cali se detectd
la presencia de carbapenemasa tipo OXA-23 y OXA-51 en 66 cepas de Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos (30), posteriormente en el 2012 se describid
por primera vez en Colombia la presencia de OXA -72 en A. baumannii (31). En el 2015
se describieron en 13 pacientes con infeccién de tejidos blandos y ostemielitis la
presencia de A. baumannii productor de OXA-51 (32). El hecho de tener diversos
aislamientos en distintas ciudades pone de manifiesto la expansion de estos

mecanismos en todo el territorio nacional.

3.4 Panorama actual

El Instituto Nacional de Salud, en el marco del programa de vigilancia por el laboratorio
de la resistencia bacteriana de infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) entre
el afo 2012-2014 (33) indica que en Colombia los microorganismos que mas producen
carbapenemasas en orden de frecuencia son Pseudomonas sp., Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., Escherichia coli, Acinetobacter sp, Providencia rettgeri y Citrobacter
sp. Los tipos de carbapenemasas mas frecuentes en enterobacterias fueron KPC, VIM,

NDM vy la combinacién KPC + VIM; mientras que, para Pseudomonas sp., el mas



En Acinetobacter sp. la carbapenemasa mas frecuente fue OXA-23 presentando
ocasionalmente producciéon de KPC, NDM y la combinaciéon de OXA-23 +KPC, NDM
+0OXA-23 y OXA-24+0OXA-143. Para Bogota puntualmente, se tiene como
microorganismo con mayor tasa de resistencia a carbapenémicos registrada al
Acinetobacter baumanii con resistencias reportada alrededor del 50%, seguidos en
frecuencia por Pseudomonas aeruginosa y en tercer lugar a especies de Klebsiella sp.
(Tabla 2)

Microorganismo Numero Meropenem Imipenem Ertapenem

aislamientos

Klebsiella sp. 2368 16,80% 21,20% 14%
Escherichia coli 9356 0,40% 0,70% 0,20%
Enterobacter sp 587 5,30% 5,70% 5,60%
Pseudomonas 1376 24 30% 33% -
aeruginosa

Acinetobacter 205 58,00% 53,50% -
baumannii

Tabla 3. Frecuencia de resistencia a carbapenémicos por especie de bacterias.
Reporte Grupo GREBO (1).

3.5 Pseudomonas aeruginosa en la actualidad

Pseudomonas aeruginosa posee una amplia gama de mecanismos de resistencia que
le confieren multirresistencia, entre ellos las bombas de expulsion, modificacion del sitio
blanco, disminucidén o ausencia de porinas y la presencia de beta-lactamasas. Respecto
a la resistencia a carbapenémicos, en P. aeruginosa esta mediada principalmente por
la ausencia de porinas responsables del ingreso del medicamento al interior de la
bacteria (OprD) (34-36), aumento de bombas de expulsion y la producciéon de
carbapenemasas, enzimas capaces de degradar los carbapenémicos. La enzima VIM,
una metalo-beta-lactamasas de clase B, es la carbapenemasa mas difundida entre
aislamientos de P. aeruginosa (37), con algunos reportes de otras metalo-beta-
lactamasas tipo NDM (38) y oxacilinasas pertenecientes a la clase D, como OXA 40 y
198, que han mostrado espectro anti carbapenémico (39). Sin embargo, en el afo 2007

se reporté en Colombia, y por primera vez en el mundo, la circulacién de aislamientos
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VIM era la mas frecuente entre los aislamientos colombianos de P. aeruginosa, en 2014,
se reportd una frecuencia similar de aislamientos VIM y KPC en Medellin (2).
Recientemente Conde y cols (40) analizando 80 aislamientos de P. aeruginosa
causantes de infecciones en 6 instituciones de salud de Bogota, encontraron una mayor
frecuencia de aislamientos portadores de KPC (41, correspondiente a 48%) en
comparacion con VIM (9, correspondiente a 13%), una situacion muy particular a la
documentada en la literatura mundial. Estos aislamientos con KPC seran analizados en
el presente estudio. Las causas del aumento de la frecuencia de los aislamientos de P.
aeruginosa con el gen blakpc NO son claras, no obstante, recientemente se reportd un
aislamiento de P. aeruginosa con dos copias del gen blakpc2 dentro del cromosoma de
la bacteria y una concentraciéon minima inhibitoria de meropenem de 1024ug/ml,

sugiriendo una posible mayor produccion de la carbapenemasa (2,5,40,41).

3.5.1 Epidemiologia clonal

P. aeruginosa no presenta comportamiento clonal debido a las altas tasas de
recombinacién entre los aislamientos, esto es gracias a que se promueve una estructura
en la poblacién compuesta por un numero limitado de clones a partir de recombinacién
genética (42,43), Esta variabilidad genética se observa muy bien en los aislamientos
susceptibles, pero en el caso de los aislamientos MDR y XDR no sucede lo mismo. Se
han identificado aislamientos hospitalarios XDR con tipos de secuencia (ST)
especificos, dentro de los cuales se encuentran ST111, ST175 y ST235, considerados
como de alto riesgo siendo este ultimo el mas diseminado en todos los continentes (44—
46)

P. aeruginosa ST235 ha sido el clon de alto riesgo mas diseminado en diferentes paises
asociado ademas a produccion de carbapenemasas. Actualmente sigue existiendo poca
informacién de los tipos de secuencia que presentan los aislamientos que circulan en
paises latinoamericanos. En Brasil desde el afio 1997 se ha reportado el clon pandémico
ST277 asociado a SPM-1. En Colombia el ST111 y el ST235 han sido los tipos de
secuencia mas asociados a aislamientos resistentes a carbapenémicos, en ellos se han
identificado los genes blaym.2 ¥ blakpc.2, respectivamente. La asociaciéon de blakpc2 al
ST235 es un evento observado en Colombia. Adicionalmente, la movilizacion de estos
genes ha sido asociada a integrones clase 1 en el caso de blayy y el transposén Tn4401

para blakpc. A la fecha no se han identificado genes blakpc.3 en P. aeruginosa



3.5 Diagnéstico y deteccion de carbapenemasas

Para detectar la presencia de carbapenemasas es necesario tener en cuenta los
lineamientos establecidos por los comités de CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) y EUCAST (European Committee on Antimicrobial Suceptibility Testing) en
relacién a las diferentes pruebas que se pueden realizar con el objetivo de detectar la
presencia de carbapenemasas y clasificarlas (47). La presencia de carbapenemasas
puede no resultar en resistencia completa sino en valores de concentracidn inhibitoria
minima (CIM) intermedios que a su vez varian cuantitativamente dia a dia impidiendo
obtener un resultado concreto. La deteccion mediante métodos automatizados varia
ampliamente en cuanto a sus resultados reflejando los patrones de susceptibilidad a
meropenem e imipenem desde un 7- 87% (48).

Una vez se documente la resistencia por método automatizado, es necesaria la
realizacidon de pruebas que confirmen la presencia de carbapenemasas; se han descrito
diferentes pruebas fenotipicas, siendo el Test de Hodge modificado el mas utilizado,
dado su rendimiento y costo. Utilizada recientemente para la deteccion de KPC, debido
a que estudios posteriores demostraron baja sensibilidad para detectar

metalobetalactamasas (49).

Tipos de Klebsiella sp. Pseudomonas aeruginosa
Carbapenemasa KPC 2 y KPC KPC2y5
Clase A 3 GES-5 Clase A GES 2,5y 18
NDM-1 IMP- 32 variantes
Clase B IMP Clase B VIM- 23 variantes
VIM SPM-1  (Brasil vy
Suiza)
GIM-1
NDM-1
FIM-1
Clase D OXA-48,181, Clase D Oxa 40, 198
204 y 232

Tabla 4. Carbapenemasas encontradas en los Klebsiella pneumoniae vy
Pseudomona aeruginosa (19,20).

El test modificado de Hodge consiste en demostrar el crecimiento de un microorganismo
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sospechosa de producir carbapenemasas. Las enzimas carbapenemasas en caso de
estar presentes atraviesan por difusién un medio de cultivo con una concentracion
estandar de carbapenémico contenido en disco y favorecen el crecimiento de la cepa

control alrededor del microorganismo en estudio.

Para la deteccion de metalobetalactamasas (MBL) se utilizan pruebas con discos que
contengan una molécula inhibidora quelante de metales como es el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) con el objetivo de inactivar la enzima por medio de la
alteracion hidroelectrolitica en la presencia de metales como el Zinc (Zn). De esta
manera al comparar el efecto de un disco de antibiético que tuviera la molécula quelante
en comparacion a la que estuviera sin la molécula (prueba de doble disco), se
observarian diferencias significativas en el crecimiento bacteriano (50). Adicionalmente
esta prueba se trasladé al uso de E-test utilizando como marcadores imipenem e
imipenem + EDTA, los cuales posteriormente se modificaron estableciendo el uso de
meropenem debido a una mayor sensibilidad y especificidad en detectar producciones
bajas de carbapenemasas tipo metalobetalactamasas con este ultimo marcador. En
Bogota el Instituto Nacional de Salud recomienda realizar prueba de sinergismo con
doble agente quelante, usando &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) mas Acido

mercaptoacético de sodio (SMA)

Para la identificacion de KPC (clase A), se utilizan pruebas basadas en la utilizacion del
acido borénico (51) y sus derivados 3- acido fenilborénico (ABPA) y acido fenilborénico
(BPA) como inhibidores de la betalactamasa tipo KPC; de esta misma forma utilizando
el principio para la deteccion de metalobetalactamasas (prueba de doble disco) usando
como marcador imipenem o meropenem (este ultimo con un mejor rendimiento), se
logra detectar KPC con una buena sensibilidad, pero su especificidad se ve reducida
puesto que esta prueba puede arrojar un falso positivo debido a la hiperproduccion de
betalactamasa tipo AmpC (ABPA inhibe AmpC) y disminucion de porinas (51,52) razén
por la cual se recomienda el uso adicional de cloxacilina para inactivar a las

cefalosporinasas (53).

Debido a la aparicion de microorganismos capaces de expresar mas de una
betalactamasa al mismo tiempo (serin proteasa + metalobetalactamasas), los métodos
descritos previamente darian un alto niUmero de resultados falsos negativos pues cada
método estaria enfocado en la deteccion de una clase determinada de carbapenemasa.

Por esta razon desde el 2010 se describen técnicas con el objetivo de lograr detectarlos;



metalobetalactamasa y acido boroénico y sus derivados (BPA- ABPA) para KPC en
antibiéticos como meropenem (mejor rendimiento) y cloxacilina, el resultado fue una alta
especificidad y baja sensibilidad para deteccion de KPC/MBL (54,55).

3.5.1 Diagnoéstico molecular de carbapenemasas

En la ultima década han aparecido los métodos moleculares como gold standard en la
deteccion de genes causante de la produccion de carbapenemasas, la mayoria de estas
pruebas estan basadas en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
ingles), permitiendo identificar diferentes tipos de genes y ademas establecer segun la
técnica (electroforesis) si estan localizadas en plasmidos o en cromosomas. Estas
pruebas tienen una gran ventaja, los resultados son rapidos (4 — 6 horas) en
comparacion a pruebas fenotipicas (24 — 48 horas), manteniendo una sensibilidad y
especificidad alta y logrando deteccion de genes que producen carbapenemasa tipo
OXA (56,57). Actualmente el set de PCR multiplex permite la deteccién de diferentes
carbapenemasas (IMP, VIM, GIM, SIM NMD, OXA, KPC) y en el 2011 se ampli6 la
deteccion de esta PCR a cefalosporinasas tipo AmpC plasmidicas, (ACC, ACT, DHA,
CMY, FOX, LAT, MIR y MOX) metalobetalactamasas (IMI, SME y NMC-A) y OXA (23,
24,51,58 y 143) (58,59). Las técnicas de PCR han evolucionado y mejorando el tiempo
de deteccion e identificacion de estos genes; es asi como PCR en tiempo real mejora la
deteccion a 2 — 3 horas con una sensibilidad y especificidad del 100% (60); y
posteriormente aparece la deteccion simultanea de diferentes genes de
carbapenemasas como KPC, Metalobetalactamasas y OXA por medio de micro arreglos
con una alta sensibilidad y especificidad, pero solo validadas en hemocultivos (61).

Actualmente se dispone de pruebas directas novedosas para detectar actividad de
carbapenemasas, razon por la cual se sugiere deberian ser utilizadas en todos los
laboratorios dado su gran utilidad clinica. Dentro de los diferentes métodos, el primero
con el que se cuenta es el colorimétrico, consiste en la deteccion de hidrdlisis de los
betalactamicos por medio de reacciones quimicas que ocasionan el cambio de color del
agar donde esta creciendo el microorganismo (62). Uno de los mas conocidos es el
CarbaNp, en el cual la base es fenol rojo, sulfato de Zinc e imipenem, la presencia de la
carbapenemasa hace que haya un cambio de rojo a amarillo en el cultivo, observando
la positividad de esta prueba frente a carbapenemasas tipo A, B y D (62), con posterior
validacién en hemocultivos utilizando ademas infusion de corazén-cerebro, con un
rendimiento igual y reduciendo el tiempo de deteccion de 24 horas a 3-5 horas. El

rendimiento de CarbaNP es bueno para detectar betalactamasas tipo A y B, pero
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rendimiento era muy bajo documentandose una mayor tasa de falsos negativos (63).
Desde el 2013 se dispone Blue-carba como una prueba bioquimica facil de realizar con

un rendimiento similar a CarbaNP (64).

Por ultimo, la espectrometria de masas aparece como un método revolucionario,
permitiendo detectar actividad hidrolitica per se de las carbapenemasas, ha sido
adaptada para la deteccién de los diferentes tipos, siendo util para las carbapenemasa
tipo OXA; el MALDI-TOF con un tiempo de aproximadamente 4 horas permite
determinar género y especie del microorganismo involucrado como la actividad

enzimatica de la betalactamasa (18).

3.6 Integracion de los diversos métodos diagnoésticos

Para integrar todos estos métodos diagndsticos se ha sugerido el siguiente esquema a

manera de organigrama para sistematizar la deteccion de carbapenemasas: (65):

o Deteccion de MIC elevadas para carbapenémicos en antibiogramas como paso
inicial en las especies bacterianas previamente determinadas.

o Con objetivo clinico se pueden realizar pruebas fenotipicas tipo test de Hodge
modificado y/o prueba de doble disco, asi como pruebas colorimétricas como
Carba-Np o Blue carba para detectar actividad de betalactamasas en los
aislamientos derivados del primer paso descrito arriba.

e Con objetivos epidemiolégicos adicional, se pueden realizar pruebas
genotipicas y moleculares sobre estos aislamientos (segun disponibilidad), para
deteccion de genes de carbapenemasas, asi como para determinar tipo
especifico de carbapenemasa.

e Estudios mas complejos como analisis de plasmidos o electroforesis en gel.

¢ Al no detectar actividad de carbapenemasas, se considerara que la resistencia

a carbapenémicos sea secundaria a otros mecanismos.

Estas pruebas dependen de los recursos y la capacidad de los laboratorios de
investigacion. Dado la dinamica tan grande en la expansion de este tipo de resistencia
en el mundo es necesario ampliar estudios sobre la epidemiologia de las

carbapenemasas en diferentes regiones geograficas.



3.7 Mecanismos genéticos

Los genes blakpc responsables de la expresion de KPC (clase A de Ambler) han sido
identificados en un transposén de aproximadamente 10Kb denominado Tn4401, de
transmisién plasmidica facilitando asi la transmision entre cepas de la misma especie e
interespecie (19), diferente de la transmision clonal cuando el mecanismo es codificado
cromosémicamente. Aparte de la transmisién plasmidicas, los genes KPC han sido
identificados también en cromosomas, la diferencia entre los KPC radica en cambios

puntuales de unos pocos aminoacidos de su secuencia.

3.7.1 Plataformas genéticas moviles

Los elementos genéticos moviles son secuencias de ADN que pueden moverse de
manera autosuficiente a diferentes regiones del genoma bacteriano en una célula o
entre diferentes células por medio de la transferencia horizontal (56). La movilidad de
dichos elementos como plasmidos conjugativos depende de la proximidad entre la
célula donante y receptora, para su transferencia y algunos como transposones y genes

casete se pueden movilizar también dentro de la misma célula (18).

Algunas caracteristicas de los elementos genéticos méviles como secuencias de
insercion, transposones, islas genémicas, profagos y plasmidos asociados a resistencia

bacteriana se describen a continuacion.

IRL —» tnp IRR
[ N "’l’.\
A \{; \
)X/ AN
B 1 ; . a .
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P L 1 i
Sl orfl orf2 S|
P
intl? | > orfl orf2 orf3 qacEA sull
C l n ] Q | I sitio attl
f ‘
- > > > > > g sitio attC
\ - ’ \ & /
segmento conservado 5 segmento conservado 3

Figura 1. Estructura general de las secuencias de inserciéon, transposones e
integrones. (A) Organizacién de una secuencia de insercion (Sl); las secuencias
invertidas repetidas (IR) se representan en gris con la etiqueta IRL e IRR. Entre las
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transposasa (P) esta contenido en IRL. (B) Organizacion de un transposén compuesto:
uno o mas genes estan flanqueados por dos Sl. (C) Organizacién del integrén clase 1.
La regién 5' conservada consiste en el gen de la integrasa intl1 seguido por el sitio de
recombinacién attl, representado por un rectangulo negro, el promotor (Pc) que
promueve la expresion de genes casetes orf1, orf2 y orf3, los cuales estan separados
por sus sitios attC (rectangulo naranja). El segmento 3' conservado conformado por un
gen de resistencia a amonio cuaternario truncado (qacEA) fusionado con un gen de
resistencia a sulfonamidas (sul1). Modificado de Kung y col. (56,66)

3.7.2 Secuencias de insercién y transposones

Corresponden a secuencias de ADN capaces de movilizarse en el genoma de una
localizacion a otra por medio de una transposasa. Se clasifican en simples o
compuestos, los transposones simples son secuencias de insercion (Sl) flanqueadas
entre secuencias cortas invertidas repetidas (IR), no poseen genes de resistencia a
antibidticos, pero pueden contribuir a la resistencia moderando la expresion,
movilizacidén o inactivacion de genes contiguos. Los transposones compuestos pueden
movilizar genes de resistencia a antibidticos y son flanqueados por dos secuencias de
insercion separadas no siempre idénticas. Los transposones de la familia Tn3 como
Tn6061, Tn6001 y Tn4401 frecuentemente se asocian a la movilizacién de estos

mecanismos de resistencia (18,57).

Los transposones pueden movilizar integrones que son elementos genéticos no moviles
que permiten la captura y expresidén de genes exdgenos casetes, incluyendo genes de
resistencia que pueden integrarse y eliminarse del integrén facilmente. De acuerdo a la
secuencia nucleotidica de la integrasa, los integrones han sido clasificados en clases 1,
2y 3. En P. aeruginosa los integrones de clase 1 son los mas frecuentes, usualmente
capturan genes que codifican para enzimas modificadoras de aminoglicésidos y rara

vez integran metalo-B-lactamasas (56).

3.7.3 Islas genémicas

Son segmentos discretos de ADN que son parte del cromosoma de la célula y puede
conducir o impulsar la diferenciacion de cepas. Estos segmentos de ADN son
relativamente grandes (>8kb) y a menudo difieren del resto del cromosoma en su
contenido G-C. Normalmente albergan genes que codifican integrasas y tranposasas
favoreciendo la integracion de genes que le confieren a la bacteria hospedera diversas
ventajas selectivas. De acuerdo a estas ventajas son denominadas como islas de
patogenicidad, de simbiosis, metabdlicas, de aptitud o resistencia (18,58). P. aeruginosa

tiene islas de patogenicidad de tamafio desde 81 a 108 kb y contienen genes que



gendmicas moviles y no moviles, algunas capaces de integrarse, extraerse y transferirse
del cromosoma bacteriano hospedero a un nuevo hospedero por transformacion,
conjugacion o transduccion. Para la integracion de estas se requiere de la adquisicidon
de genes por transferencia horizontal, luego la integracion en el cromosoma del huésped
mediante recombinacion sitio-especifica y reordenamientos genéticos como la pérdida
0 adquisicion de genes, finalmente pueden ser transferido a otro destinatario por medio
de plasmidos o fagos (18). Pocos estudios han investigado la prevalencia de las islas

gendmicas de P. aeruginosa en aislamientos clinicos (59,60).

Isla genémica Sitio de
(Tamafio) integracion Caracteristicas
de ARNt

PAGI-1 (49Kb) - Contiene genes que poseen homologia con
dehidrogenasas y reguladores transcripcionales
relacionados con PrpR of Salmonella enterica
serovar Typhimurium.

PAGI-2 (105kb) ARNt™"” Posee genes que funcionan en complejos Yy
transportan metales pesados.

PAGI-3 (103kb) ARNt™” Tiene genes que confieren capacidades
metabdlicas, de transporte y resistencia.

PAGI4 (23kb) ARNt™"® Contiene genes con funciones metabdlicas
putativas.

pKLC102 (104kb) ARNt™"® Contiene gen para integrasa con homologia a xerC.

PAPI-1 (108kb) ARNt""® Numerosos genes que parecen afectar a la
virulencia en modelos de infeccion; auto-
transmisible.

PAPI-2 (11kb) ARNt""® Contiene genes que codifican para el factor de
virulencia ExoU secretado por el sistema de
secrecion tipo Il

Tabla 5. Islas genémicas frecuentemente descritas en P. aeruginosa (56,66).

3.7.4 Plasmidos

Corresponden a ADN circular extracromosomal de doble cadena, capaces de auto-
replicarse de manera independiente de la célula hospedera y de transferir de una célula
a otra, genes de virulencia o resistencia. Existen plasmidos de resistencia conjugativos
y movilizables, los primeros codifican la maquinaria necesaria para promover su propia
transferencia de célula a célula por medio del sistema de secrecion de tipo 1V; los
plasmidos movilizables necesitan la colaboracion de un plasmido conjugativo para su
transferencia, por lo cual tienden a ser mas pequenos. El tamafio de los plasmidos

movilizables a menudo es 10kb, a diferencia de los plasmidos conjugativos cuyo tamano
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conjugativos que presentan un operon de transferencia truncado (similar al transposon
TnCP23), como el plasmido pNOR-2000 que contiene el gen blay,.2 en un integron In56
(62). Se han reportado plasmidos conjugativos, los cuales movilizan genes de
resistencia a B-lactamicos (especialmente carbapenémicos), como el plasmido p07-406
que contiene un integréon clase 1 truncado con el gen blay.e Y plasmidos pUM505

asociados a una isla de patogenicidad de 78 genes (18,63,64).

3.7.5 Profagos

Los profagos son bacteriéfagos integrados por recombinacion sitio especifica en el
cromosoma bacteriano, pueden desarrollar mutaciones o experimentar recombinacion
con otros profagos del cromosoma del huésped y promover asi su permanencia en el
genoma. Durante la movilizacion de los profagos se pueden producir errores en el
empaquetamiento y al momento de infectar otra célula pueden promover la transduccion

con la transferencia de ADN bacteriano del huésped previo (18,56).



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Determinar los fendmenos genéticos y microbiolégicos que explican el éxito de la alta
frecuencia en expresién del gen blakpc en Pseudomonas aeruginosa en hospitales de

tercer nivel de Bogota.

4.2 Objetivos especificos

e Establecer perfil de sensibilidad frente a diferentes antibidticos de los
aislamientos de P. aeruginosa

o Determinar la relacion genética de los aislamientos por medio de PFGE y MLST

o Establecer la secuencia del genoma en los principales clones genéticos
identificados en la poblacidn de aislamientos de P. aeruginosa seleccionados.

o Identificar la presencia y describir las plataformas genéticas previamente
descritas en P. aeruginosa portadora del gen blakpc

e Describir los fendmenos genéticos con comportamiento microbiolégico en

términos de susceptibilidad antimicrobiana en los aislamientos
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudio

Estudio observacional descriptivo de tipo corte transversal en 6 hospitales de la ciudad

de Bogota.

5.2. Universo y Poblaciéon

El universo es el total de pacientes adultos de 6 hospitales de tercer nivel de
complejidad, en la ciudad de Bogota, en periodo enero 2017 a agosto 2018 susceptibles
La poblacion del presente estudio corresponde a los aislamientos microbiologicos

obtenidos en las instituciones participantes del presente proyecto.

5.3 Muestra

Cepas aisladas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos obtenidas en tejidos,
orina, sangre y otros liquidos corporales (liquido ascitico o colecciones intrabdominales,
liquido pleural, liquido cefalorraquideo, secrecion oro traqueal) de pacientes
hospitalizados, por métodos automatizados institucionales (Vitek® - Microscan®), que

cumplan con los criterios de inclusion.
5.4 Criterios de inclusion
o Aislamientos de P. aeruginosa con MICs altas para carbapenémicos que
indiquen resistencia a estos (acorde a los puntos de corte del CLSI 2015);
pertenecientes a pacientes de ambos sexos mayores de 18 afios con criterios
de colonizacion o infeccién acorde al grupo médico tratante. Se documentara
solamente 1 aislamiento por paciente.

5.5 Criterios de exclusion

e No amplificaciéon de gen bla, en los aislamientos de P. aeruginosa
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Figura 2. Diagrama de flujo de metodologia

5.6 Proceso de recoleccion de muestras y datos.

Los aislamientos que ingresaron al estudio fueron informados al grupo de investigacién
por parte del investigador institucional, designado en cada una de las instituciones
participantes con el fin de que fueran ingresadas a la base de datos. Adicionalmente,
semanalmente los investigadores se comunicaron telefonicamente con las extensiones
correspondientes a laboratorio clinico de cada institucién participante, para hacer la
busqueda activa de las cepas aisladas que cumplan con los criterios de inclusion. Una
vez informadas, se aplico el protocolo de recoleccion y transporte de muestras descrito

en el anexo 1

Se elaboro un formato de recoleccidn de la informacién en fisico donde se consignaron
las variables a analizar en el estudio. Por otra parte, los datos de identificacion molecular
de las carbapenemasas se obtuvieron en el laboratorio de microbiologia de la facultad

de medicina de la Universidad Nacional de Colombia sede — Bogota.

No se realizd ningun contacto con los pacientes a quienes se aislaron los
microorganismos de este estudio; por lo tanto, ningun paciente fue sometido a nuevos

procedimientos de toma de muestras tales como venopuncion, paso de sonda vesical,

- . - . T . ’ . . . . B .
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lo descrito en el protocolo de recoleccion de muestras del anexo 1. Cada muestra fue
llevada al laboratorio de la Universidad Nacional de Colombia. A través de este proceso
de replicacion, se garantizdé que la cepa original nunca saliera del laboratorio de cada
institucidn y asi no alterar el cepario que cada institucion. Adicionalmente los resultados
de analisis de cada cepa aislada no generaré ninguna modificacion terapéutica respecto
al tratamiento de cada paciente. Al trabajarse directamente sobre los microrganismos
bacterianos aislados, no se realizd ninguna intervencion ni alteracion de las variables
bioldgicas, fisiolégicas psicoldgicas o sociales de los individuos cuyos aislamientos
participaron en el estudio. Ante esta perspectiva, no se requiri6 consentimiento
informado, acorde a lo establecido en el paragrafo del articulo 11 de la resolucion 8430
de 1993.

Para evaluar la viabilidad de las cepas mantenidas en crioconservacion, se realizaran
repiques en medio liquido y sdlido para asegurar identificaciéon y pruebas de

susceptibilidad.

5.7 Instrumentos

El instrumento para recoleccién de datos es un formato elaborado con las variables de

estudio, anexado al final de este proyecto (ver anexo 3).

5.8 Aislamientos microbiologicos y pruebas microbiolégicas: intervenciones de

laboratorio microbiolégico sobre las muestras aisladas.

5.8.1 Aislamientos bacterianos:

Aislamientos de Pseudomonas aeruginosa con identificacion a nivel de género, especie
y el perfil de sensibilidad a los antimicrobianos, se realiz6 en el laboratorio clinico
respectivo de los hospitales participantes en la ciudad de Bogota, con sistema
automatizado institucional disponible (Vitek® - Microscan®). Las muestras fueron
criopreservadas en skim milk al 20% a -70°C, en al laboratorio de microbiologia de la

Universidad Nacional de Colombia.



5.8.2 Coleccion de cepas, perfil de susceptibilidad

Los 52 aislamientos de P. aeruginosa analizados fueron obtenidos a partir de un estudio
observacional descriptivo de tipo corte transversal en 6 hospitales de tercer nivel de
complejidad, en la ciudad de Bogota, entre enero 2017 y agosto 2018 (38). Los
aislamientos fueron recuperados desde diferentes fuentes en pacientes hospitalizados.
Los perfiles de susceptibilidad a meropenem, imipenem, doripenem, ceftazidima,
gentamicina, amikacina, ciprofloxacina y Piperacillina/Tazobactam fueron determinados
usando los sistemas automatizados VITEK® 2 o Microscan®. La cepa de P. aeruginosa

ATCC 9721 fue utilizada como control de sensibilidad.

5.8.3 Deteccién por PCR de genes de resistencia

En cada aislamiento se confirmé su género y especie por medio de la amplificacién por
PCR del gen phnX, especifico para P. aeruginosa, usando las condiciones previamente
estandarizadas en el laboratorio. Los genes blakpc, blayiv, blanom, blawe, blanom Y blaces
que codifican carbapenemasas fueron evaluados por PCR multiple usando las
condiciones descritas por Monterio y colaboradores (67). Las variantes blakpc.2 ¥ blakec.

3 fueron determinadas por medio de restriccion usando la enzima Rsal (Fermentas).

5.8.4 Relacion genética entre aislamientos de P. aeruginosa

La relacion genética de los aislamientos se determind por medio de macro-restriccion
del genoma usando la enzima Spel (Promega) y posterior separacion de los fragmentos
de DNA generados por electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) siguiendo el
protocolo reportado por Herschleb y colaboradores, con algunas modificaciones (65).
Los aislamientos de P. aeruginosa se cultivaron en caldo de infusién cerebro corazén
(BHI), a 37°C, en agitacion a 200 rpm durante 12 horas. A partir de este cultivo, se
prepard una suspension bacteriana con una densidad 6ptica de 1.5 a 625 nm en buffer
tris-EDTA (100mM Tris + 100mM EDTA, pH: 8,0). Los bloques de agarosa fueron
preparados con 150uL de suspension bacteriana y 400 ug de proteinasa K. Las

bacterias embebidas en los bloques fueron lisadas usando 1 ml de buffer de lisis (50mM

Trie B0mMM FNTA nH:- 8 N + Qarrnc<il al 1%\ ciinlementadn con AN0N1HA nroteinaca K &
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incubados por 2 horas a 55°C y agitacion a 175 rpm. Posterior a la lisis, se realizaron
varios lavados con agua destilada desionizada estéril a 55 °C y buffer TE (10mM Tris,
1Mm EDTA, pH 8,0). Los bloques se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

La restriccion se realizé con 12U/uL de la enzima de restriccion Spel (Promega), 1X de
buffer tango por 5 horas a 37°C. Los fragmentos de restriccién se separaron por PFGE
usando el equipo CHEFFII (Bio-Rad) y un tiempo inicial de 6,8 segundos y tiempo final
de 35,4 segundos durante 23 horas a un angulo de 120° y un voltaje de 6,0. Dos
pulsotipos (patron de bandas) fueron considerados diferentes cuando tenian mas de 5
bandas de diferencia. El tipo de secuencia (ST), determinado por medio de la tipificacion
de secuencias de multiples locus (MLST), fue establecido solamente para los
aislamientos secuenciados y usando los genes acsA, arokE, guaA, mutL, nuoD, ppsA 'y
trpE y la comparacion realizada en Pseudomonas aeruginosa MLST Database de

PubMLST disponible en http://pubmlst.org/paeruginosa/ (68).

5.8.5 Secuenciacion del genoma completo de aislamientos de P. aeruginosa

Dos aislamientos de P. aeruginosa fueron seleccionados para profundizar en sus
caracteristicas genéticas por medio de la secuenciacién completa de su genoma
utilizando la plataforma PacBio RS Il (Pacific Biosciences, EE. UU) como ha sido
ampliamente usado en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana (68). En
resumen, se extrajo el ADN total y se prepard una biblioteca BluePippin (Sage Science)
de 20 kb de tamafio seleccionado y luego se secuenciaron usando una célula SMRT en
la plataforma PacBio RS Il. Las lecturas de secuenciacion se ensamblaron de novo
utilizando el protocolo HGAP 3 y HGAP 2 con los parametros predeterminados. El
ensamblaje se inspecciond visualmente y se verific6 manualmente utilizando el software
BWA-MEM (Burrows-Wheeler Aligner con coincidencias exactas maximas) (69) y Tablet
v1.15.09.01 (70). Las secuencias repetidas terminales se identificaron con Gepard
(Genome Pair Rapid Dotter) (71) y se cortaron manualmente. Todo el genoma fue
anotado usando Prokka v1.11 (72), y las regiones de interés fueron curadas
manualmente usando BLASTn y BLASTp y editadas en Artemis. Las figuras
comparativas fueron realizadas usando los programas ACT (Artemis Comparison Tool)

y EasyFig.
5.8.6 Identificacion del Resistoma

Los genes de resistencia a los antibioticos fueron identificados en el genoma de los

aislamientos secuenciados usando las bases de datos ARIBA



Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (74) y ARG-ANNOT (Antibiotic
Resistance Gene-ANNOTation) (75).

5.9 Variables para recoleccion de datos y definicion

Variable Definiciéon Tipo Nivel operativo
Cédigo de Cddigo asignado a cada e Desde 01 hasta
aislamiento muestra a cargo de los | Numérico 52
investigadores
Numero de Corresponde a la e Numero de
Documento identificacion del paciente Numérico cédula del
paciente
Confirmacion Determinar por medio de | Nominal e Sij
fenotipica de pruebas fenotipicos (Hodge e No
produccién de modificado, prueba de doble
carbapenemasas disco 6 CarbaNP) Ia
por presencia de
CarbaNP, test de carbapenemasas tipo A o B
hodge modificado
o por prueba de
doble disco.
e KPC
Tipo de Por medio de métodos | Nominal e GES
Carbapenemasa moleculares determinar e VIM
expresada especificamente el tipo de e IMP
carbapenemasas que e NDM
expresa el microorganismo e  OXA-48
recolectado.
Microrganismo Por medio métodos cultivo | Nominal e Pseudomona
aislado automatizado aeruginosa
Centros hospitalarios
Procedencia de la | Institucidon donde se aislé la Nominal -Hospital Universitario
Muestra bacteria productora de Clinica San Rafael
carbapenemasa -Hospital Militar Central
de Bogota
- Unidad de Servicios de
Salud Occidente de
Kennedy
-Hospital Santa Clara
E.S.E
-Fundacién Santafé de
Bogota
-Hospital Central de la
Policia
e Sangre
Origen de la | Sitio anatémico o fluido | Nominal e Orina
muestra corporal de donde se aisld la e Esputo
muestra ¢ Coleccion
e LCR
e Dispositivo: cual
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5.10 Plan de analisis estadistico

Las variables se presentaron en forma de numeros absolutos y porcentajes,
demostrados mediante tablas de registro, asi como graficos circulares y pictogramas
para facilitar la interpretacion visual de resultados. La prevalencia de carbapenemasas

sera medida mediante prueba de prevalencia puntual.

Considerando las caracteristicas de las variables, aquellas de tipo cualitativo
especificamente las categoricas de denominacién binaria, permitiran medir resultados
especificos en términos de frecuencia, presentandose en tablas de contingencia para
poder hacer comparativos de proporcién de los resultados a la luz de las variables

estudiadas.

Adicionalmente se realizaron pruebas de concordancia entre resultados de las pruebas
moleculares con al menos 1 prueba fenotipica para evaluar cuan acordes eran los
resultados entre prueba fenotipicas y los resultados de las PCR. Fundamentalmente, no
se estan evaluando hipotesis ni grupos comparativos, por lo cual las medidas de

evaluacién de hipotesis como t-test no aplicaron en este caso.

5.11 Financiamiento

La contrapartida aportada por el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la

Universidad El Bosque corresponden a materiales y gastos de Laboratorio.



6. CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a la resolucidon 8430 de 1993 del Ministerio de la Proteccién Social de
Colombia, con base en el articulo 11 de la misma, se dispone a clasificar el tipo de riesgo
de presente estudio. El presente estudio constituye una investigacion sin riesgo para el
paciente, toda vez que la informacion recolectada sera a través de muestreo por
conveniencia sin exponer al paciente a procedimientos adicionales para la obtencion de
las muestras correspondientes. Se trabajara directamente sobre los microrganismos
aislados, no se realizara ninguna intervencién ni modificacion de las variables
bioldgicas, fisioldgicas psicolégicas o sociales de los individuos que participan en el
estudio. Por lo anteriormente expuesto no se requiere de consentimiento informado
acorde a lo establecido en el paragrafo del articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993.
Se considera en este caso que existe un consentimiento surrogado una vez aprobado

el proyecto por el comité de ética de cada institucién.

En el capitulo 4 de la presente resolucion, se tratan los temas respecto a la investigacion
con Microorganismo patégenos. Al respecto se contara con el apoyo de personal idoneo
en el area de laboratorio microbiolégico con la pericia y preparacion académica
adecuada para los procesos relacionados con recoleccién y procesamiento de los
microrganismos involucrados. Se seleccionaran las practicas microbiolégicas idoneas
para conservacion, transporte, almacenamiento y manipulacion de las cepas
recolectadas, instruyendo al personal participante sobre estos aspectos y garantizando
siempre las practicas de bioseguridad, lo mismo que los elementos de proteccién
pertinentes. Se cuenta con el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia y Genetica molecular Bacteriana de la
Universidad el Bosque que cuentan con todas las disposiciones de habilitacion

dispuestas por los entes gubernamentales de control.

Conforme a las normas establecidas internacionalmente en la declaracién de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial actualizada en el 2013, se cuenta con que el presente
estudio se acopla a los lineamientos mencionados. Se tuvo aprobacién por parte de
Comité de ética de las instituciones participantes. Se anexa aprobacion de Comité de

ética universidad Nacional de Colombia (Anexo 4)



7. RESULTADOS

7.1 Descripcion general y resistencia a carbapenémicos

De las 52 cepas estudiadas, se confirma presencia de resistencia por mecanismo
enzimatico en 59.6% (31 cepas) de los aislamientos, con identificacion de gen blakpc en
74.2% (23 cepas), con mayor proporcion de variante blagpc2. Se encontrd coproduccion

con metalobetalactamasa en 12.9%. No se encontré produccidon o coproduccion con

otras metalobetalactamasas. (Tabla 6)

MECANISMO ENZIMATICO

blakpc

blakpc.-2

blakpc-3

blaym

blanpm

blap
Coproduccién

blakpc - blayy

MECANISMO NO
ENZIMATICO
Total

Tabla 6. Descripcion de tipo de resistencia a carbapenémicos en aislamientos de

P. aeruginosa

Los 23 aislamientos fueron confirmados como P. aeruginosa y portadores del gen blakpc
por medio de PCR. Se encontraron en 4 de las 6 insttituciones. Se identificé sexo

masculino en 83%, con aislamientos correspondientes a infeccién de vias urinarias en

n (%)
31 (59.6)
23 (74.2)
17 (73.9)
4 (17.4)
8 (25.8)

0 (0)

0(0)

4 (12.9)

21 (40.4)

52 (100)

43% e infeccion de piel y tejidos blandos en 21.7% (Tabla 7).



Institucion 1

Institucion 2

Institucion 3

Institucion 4

Total

Tabla 7. Distribuciéon de los aislamientos de P. aeruginosa portadores del gen
blakpc de acuerdo a la institucion donde se identificé y los tipos de infeccion
producida. IVU: infeccidon de vias urinarias — IPTB: infeccion de piel y tejidos
blandos - ITRI: infeccion de tracto respiratorio inferior — IlA:

n (%)

10
(43.4)

(30.4)

3
(13.04)

3
(13.04)
23
(100)

Tipo de Infeccion
IVU (6)
IPTB (2)
ITRI (2)

IVU (3)
IPTB (2)
Otros (2)

IPTB (1)
IVU (1)
A (1)

ITS (2)
A (1)

intraabdominal - ITS: infeccion de torrente sanguineo

El orden de identificacion de los aislamientos en cada institucion se muestra en la figura

3. La mayoria de los aislamientos fueron identificados durante el segundo trimestre del

primer afio en las 4 instituciones, con una circulacion simultanea.

®

infeccién

T
I “\“‘ &

2017

Figura 3. Orden cronolégico de apariciéon de los 23 aislamientos de P. aeruginosa
incluidos en el estudio, con nimero de casos en cada una de las instituciones.
Cada color representa una institucion; rojo: Institucion 1, naranja: Instituciéon 2, azul:

I
2018

I:
2019
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Respecto a los perfiles de susceptibilidad, 100% de los aislados cumplian criterio de
multirresistencia. Todos los aislamientos eran resistentes a imipenem y meropenem,
este ultimo con MIC mayor a 16 en 30%. Los aislamentos presentaron resistencia a
ceftazidima en el 95.6%. Respecto a aminoglucésido, 91.4% de los aislamientos tenian
resistencia a esta familia de antibiodticos. 95.6% presentaban resistencia a
ciprofloxacina. En 21.5% de los casos, no se pudo determinar sensibilidad a polimixina
E.

7.2 Relacién genética de los aislamientos

El analisis PFGE de los aislamientos reveld 12 pulsotipos (perfiles de bandas) diferentes
(dos aislamientos fueron no tipificables) (Figura 4), distribuidos en 8 clones, sugiriendo
un comportamiento policlonal de la poblacion de estudio. El clon 1 fue el mas frecuente,
encontrado en 13 (56%) aislamientos y con circulacién en las 4 instituciones, sugiriendo
una mayor diseminacion. Este clon porta el gen blakpc.2, €l cual ha sido descrito desde
los primeros reportes en P. aeruginosa. De los 7 clones restantes, solo un aislamiento
fue identificado. En la institucion 1 se identifico la circulacidon de 5 clones diferentes, lo
cual indica un desafio mayor para el control de infecciones en esta institucion.
Interesantemente, en la institucion 4, se identificaron dos clones diferentes portando el
gen blakpc-3, l0 cual constituye el primer reporte de esta variante en P. aeruginosa a nivel
mundial. Adicionalmente, los cuatro aislados productores de VIM se encontraron en

pulsotipos PFGE no relacionados.
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Figura 4. Relacion genética de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa potadores
del gen blakpc mediante PFGE. A la izquierda se ilustran los pulsotipos asociados al ST235 y
ST111 previamente establecidos en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana (LGMB). A
la derecha se encuentran los pulsotipos de los aislamientos de este estudio sumados al pulsotipo
de la cepa Salmonella enterica subsp.enterica serovar Braenderup (ATCC® BAA664™)
designada como BD, usada como normalizadora de los fragmentos de DNA. En la parte superior
se designan las instituciones de las cuales fueron recuperados los aislamientos con el respectivo
cédigo para cada uno. De igual manera, en la parte inferior se muestra la codificacion de los
diferentes pulsotipos y clones. La presencia del gen blakpc y su variante, fueron ilustrados en la
parte superior de cada pulsotipo.

7.3 Secuenciacion y analisis de los genomas

Teniendo en cuenta, las diferencias de la relacién genética de los aislamientos, se
decidié seleccionar para secuenciacion genémica a los aislamientos 34Pae23 y
34Pae36, los cuales presentaban mayor variabilidad en la relacion genética. Con el fin
de establecer en ellos las plataformas genéticas que movilizaron los genes blakpc-2 Y

blakpcz en la institucion uno y cuatro respectivamente. (Figura 5).



43

34Pae23 ST235 |nstitucién 4

blaxec-2

/ i 50 NN
| SORBOYA

p34Pae23-KPC
42.977 pb

N 6870.367 pb

34Pae36 ST111 Institucién 3

L -~
= =
S\ LB ]

AV G\
(T RRNOSY
“\ gy
N mwvy, B

\i R

p34Pae36
174.560 pb

7°408.984 pb

\_

Figura 5- Diagrama de secuenciacién genémica de aislamientos de P. aeruginosa
seleccionados

El genoma del aislamiento 34Pae23 tuvo un tamafio de 6.870.367 pb, junto con un
plasmido de 42.977 pb con deteccidn de gen blakpc.2 Y resistencia a aminoglucdésidos
por el gen aac (6'). El aislamiento pertenecié al ST235, un ST de diseminacién mundial.
El resistoma de este aislamiento incluia genes de resistencia cromosomal a
aminoglucésidos: aad A6 — aph (3'); betalactamicos (blaoxa-4ss, blappc); sulfonamidas
(sul1); quinolonas: crpP y fosfomicina: (fosA) (Tabla 8). Respecto al aislamiento
34Pae3d6, el genoma tuvo un tamafio de 7.408.984 pb, junto con un plasmido de 174.560
pb. El aislamiento pertenecié al ST111, un ST también de diseminaciéon mundial, ambos
clones son ampliamente conocidos por su extraordinaria capacidad para adquirir genes
de resistencia. El resistoma para este aislamiento incluyé genes de resistencia
cromosomal a aminoglucésidos (aac (6') - aad A6 — aph (3')); betalactamicos (blakpc.z —
blaym-2 - blaoxases - blappc); sulfonamidas (sul1); quinolonas: crpP y fosfomicina (fosA).
En la figura 3 se muestra un esquema de la conformaciéon de los genomas y la
localizacién de los genes de interés.

Para la realziacién de graficas e imagenes se utilizaron los programas PHASTER (76)

I—— — — I~



34Pae23 (ST235- blayp.,)

ATB

AG
AG
AG
AG
AG
AG

AG
AG
AG
AG

BL
BL

BL
BL
BL

BL
BL
BL
BL
BL
FOS

FQ
SUF

Gen de
resistencia

aac(6')-29a
aac(6')-29b
aac(6')-29b
aac(6')-29b
aac(6')-29b
aadA6'

aph(3)lb
aph(3')llb
aph(3')llb
aph(3')llb

blaKPC-2
blaOXA-448

blaPDC
blaPDC
blaPDC

blaTEM-150
blaTEM-171
blaTEM-1A
blaTEM-1C
blaTEM-40
fosA

crpP

sull

% de
identidad

98.25
98.25
98.25
98.25
98.25
100

98.76
98.76
98.76
98.76

100
99.87

99.25
99.25
99.25

99.82
99.82
99.82
99.82
99.82
99.02

98.48
100

Localizacion

p34Pae23
p34Pae23
p34Pae23
p34Pae23
p34Pae23
Cromosoma

Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma

p34Pae23
Cromosoma

Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma

p34Pae23
p34Pae23
p34Pae23
p34Pae23
p34Pae23
Cromosoma

Cromosoma

Cromosoma

AG
AG

AG
BL
BL
BL

BL
BL
FOS
FQ
SUF

aac(6')-29a
aac(6')-29b
aph(3')llb
blaKPC-3
blaVIM-2
blaOXA-395
blaPDC
blaPDC
fosA
crpP
sull

% de
identidad
100
100
99.26
100
100
100
99.5
99.5
98.53
98.48
100

34Pae36 (ST11 1' bIaKpc_s)

ATB Gen de resistencia

Localizacion

Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma

Tabla 8. Resistomas de aislamientos de P. aeruginosa 34Pae23 (ST235- blakpc.2) Y
34Pae36 (ST111- blakpc.3). ATB: antibidtico — AG: aminoglucésido — BL: betalactamico
— FOS: fosfomicina — FQ: fluoroquinolona — SUF: sulfonamida

7.4 Plataformas genéticas que transportan genes de resistencia en aislamientos
34Pae23 ST235 y 34Pae36 ST111

Se amplié la evaluacion genética debido a la importancia clinica del mecanismo de

resistencia del gen blakpc y la localizacion plasmidica y cromosomal del mismo en los

aislamientos 34Pae23 y 34Pae36, respectivamente. En el genoma de los aislamientos
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comparacion entre las secuencias adyacentes a este gen, con el fin de establecer
similitudes en las plataformas de movilizacién de estos dos aislamientos. El analisis
gendmico comparativo permitio establecer que el transposon Tn4401b, el cual ha sido
ampliamente asociado a la movilizacion de blakpc en Pseudomonas aeruginosa (79—
81), se encontraba presente Unicamente en el cromosoma del aislamiento 34Pae36.
Aunque la estructura del transposon se encontré completa, no se observaron las
secuencias flanqueantes sugestivas de un evento de transposicion, por lo cual no se
puede afirmar que este fue el Unico elemento genético maévil involucrado (Figura 6). Por
su parte el entorno genético del plasmido p34Pae23-KPC presenta una estructura
novedosa, con transposasas y resolvasas de la familia Tn3 que no se encuentran
relacionadas con el Tn4401b, por lo cual se desconoce la estructura del elemento

genético movil que permitié la insercion de blakpc en este plasmido (Figura 7).

Tn4401b
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Figura 6. Estructura general del entorno genético del gen blakpc en los
aislamientos de P. aeruginosa. Estructura general del entorno genético del gen blakpc
en los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa. Se ilustra el alineamiento pareado
entre la secuencia del cromosoma del aislamiento 34Pae36 y el plasmido p34Pae23-
KPC. La region sombreada entre las secuencias delimita las zonas de alineamiento con
un porcentaje de identidad mayor al 83%. Las flechas azules indican los marcos abiertos
de lectura y, adyacente al gen de interés, se resaltan las regiones codificantes para
proteinas hipotéticas (gris), transposasas (purpura), resolvasas (lila), genes de
resistencia (rojo) y se delimita en un rectangulo morado al transposén Tn4401b. La
grafica cuenta con una linea de escala de 10.000 pb.

La insercion cromosomal del transposon Tn4401b es un evento importante, debido a
que establece el mecanismo de resistencia en la progenie de la bacteria. Por lo cual,
con el fin de identificar la regién completa de la insercion, se realizé un andlisis detallado
del entorno genético del mismo y se compard con otros cromosomas de P. aeruginosa
previamente reportados. El cromosoma del aislamiento AR445 (ST111) de P.
aeruginosa fue el que presenté mayor identidad, con 95% de cobertura y 99,9% de

identidad, con el cromosoma del 34Pae36. La comparacién con la regién del transposon



familia Tn3. Aunque en el cromosoma del aislamiento AR445 sélo se evidencié una
copia de ISPa38, en 34Pae36 existen dos copias de esta secuencia de insercion, con
el Tn4401b en el interior, lo que sugiere que la ISPa38 pudo ser la responsable de la
insercidon de la regidn con el Th4401b y que estas dos secuencias podrian movilizarse

como transposon compuesto.
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Figura 7. Insercion cromosomal de blakpc en el aislamiento de P.
aeruginosa 34Pae36. Se ilustra el alineamiento pareado entre las secuencias de los
cromosomas de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa AR445 (ST111)
(CP029088) y 34Pae36. La region sombreada entre las secuencias delimita las zonas
de alineamiento con un porcentaje de identidad mayor al 70%. Las flechas azules
indican los marcos abiertos de lectura y, adyacente al gen de interés, se resaltan las
regiones codificantes para proteinas hipotéticas (gris), transposasas (purpura),
resolvasas (lila), genes de resistencia (rojo) y se delimita en un rectangulo morado a los
elementos genéticos moviles. La grafica cuenta con una linea de escala de 10.000 pb.



47

8. DISCUSION

La resistencia a multiples antimicrobianos en cepas de P. aeruginosa es un evento cada
vez mas frecuente (47). Su identificacion oportuna y comprension de los mecanismos
de resistencia es elemental en la eleccién y optimizacion de la terapia. La tasa de
resistencia a carbapenémicos en P. aeruginosa ha mostrado una tendencia al aumento
en los ultimos afos debido a la difusiéon y amplio uso de estos medicamentos en diversos

escenarios hospitalarios, conllevando a la seleccion de cepas resistentes (48).

La susceptibilidad a carbapenémicos varia en amplio rango en distintos escenarios,
indicando el conocimiento de epidemiologia local para dirigir terapia antibiotica inicial
empirica en espera del antibiograma rutinario para ajustes posteriores en la terapia. El
estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la diseminacion de la
resistencia, es fundamental para su entendimiento; esta diseminacién se puede dar
verticalmente, a través de la diseminacidn de clones exitosos portadores de
determinantes de resistencia; u horizontalmente por la transferencia de DNA foraneo
entre dos bacterias de la misma o diferente especie. Cada afio en los Estados Unidos,
cerca de dos millones de personas adquieren infecciones graves por bacterias que son
resistentes a uno 0 mas de los antibiéticos que fueron disefados para su manejo. En
unidades de cuidado intensivo de Colombia, se demostré un incremento en la tendencia
de los perfiles de multirresistencia y una amplia distribucion de las carbapenemasas. En
este estudio, de los aislamientos de K. pneumoniae evaluados, 68,4 % fue positivo para

KPC; en P. aeruginosa se observé 46,5 % la presencia de VIM (82).

Aunque inicialmente la carbapenemasa VIM era la mas frecuente entre los aislamientos
colombianos de P. aeruginosa, tras reporte en afio 2007 de circulacion de aislamientos
de P. aeruginosa portadores del gen blakpc (12), en 2014, se reportd una frecuencia
similar de aislamientos VIM y KPC en Medellin (15). Segun un informe del Instituto
Nacional de Salud en ano 2016 (67), en Pseudomonas spp., la carbapenemasa mas
prevalente es VIM y en segundo lugar KPC, se observan casos de diferentes co-
producciones siendo la mas prevalente el tipo KPC + VIM. Recientemente Conde y cols
(2) analizaron 80 aislamientos de P. aeruginosa causantes de infecciones en 6
instituciones de salud de Bogota y encontraron una mayor proporcién de aislamientos

portadores de KPC (48%) en comparacion con VIM (13%).



En nuestro estudio, encontramos que en las cepas de P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos con presencia de gen blakpc, esta presente con mayor proporcion la

variante blakpc.o. Asi mismo, coproduccién con metalobetalactamasa (blayiv) en 12.9%.

El gen blakpc.2 en P. aeruginosa se informé por primera vez en Colombia en 2007 (4),
con identificacion para este momento en varios paises como Estados Unidos y China
(11,22,25). Estudios previos en P. aeruginosa demostraron que el gen blakpc., se
moviliza en una sola copia de Tn4407 dentro de las dos cadenas principales del
plasmido. Abril y cols informaron de una doble insercién cromosémica blakpc., que
alberga Tn4401 en P. aeruginosa en aislamientos de Colombia (4), considerandose esta
duplicacion como un evento genético raro. Aunque la duplicacion de Tn4401 podria
llevar a una mayor produccion de la enzima KPC, se hace necesaria la determinacion si
proporciona alguna ventaja en la hidrélisis del carbapenémico y, en consecuencia, un
aumento en los MIC de los mismos. En el estudio relacionado, tras el analisis de
concentracion inhibitoria minima (CIM) para meropenem, mostré un comportamiento
heterogéneo entre los aislados resistentes a carbapenémico. Nueve aislamientos
alcanzaron un valor de CIM de 1024 ug/m, correspondientes a todos los aislados blakpc.

2-positivos ST235 y dos aislamientos blayy-positivos ST111.

Se desconoce el origen de Tn4401b, aunque se sugiere que probablemente adquirié un
plasmido que alberga blakec. de un aislado de K. pneumoniae que favorecio la
transposicion de Tn4401b al cromosoma, dado que el clon de K. pneumoniae productor
de KPC es endémico en Colombia (56,57).

ISPa38, identificado previamente en P. aeruginosa (83), y en otros paises como Bélgica
(84) e India (85), donde se conoce el cambio en proporcion de NDM a carbapenemasas
similares a OXA-48, OXA-181 y OXA-232. Se conoce que se transportan en
transposones como Tn7999, Tn1999.2, asociado a secuencias de insercion (IS) IS1R.
Sin embargo, tras evaluacion de elementos genéticos méviles (EGM), se identificaron
diversas IS (ISX4, IS1, IS3, ISKpn1, ISKpn26, ISKpn25, 1ISSpu2, ISKox1, 1S4321R,
ISEc36), asi como ISPa38, encontrado en nuestro estudio, demostrando el papel de
diversos MGE en la transmision de estas carbapenemasas. A la fecha, no se conoce
reporte de ISPa38, constituyendo un nuevo elemento genético mévil asociado al
Tn4401b.

El gen blakpc.3 no ha sido reportado en la literatura en P. aeruginosa. Sin embargo, es
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y Acinetobacter spp (43,73). Esto denota un cambio en la epidemiologia molecular de
este microorganismo, probablemente favoreciendo este clon por las particularidades

desde punto de vista gendmico que implica su deteccion cromosomal.

El analisis gendmico comparativo entre los aislamientos ST235 y ST111, muestran una
variabilidad relativamente alta, con una conocida plasticidad genémica en el clon ST235.
Sin embargo, tras la evaluacién del ST111, se infiere una gran plasticidad por el hecho
de aceptar, estabilizar y utilizar gen blakpc.3 de manera exitosa, a tal punto de integracién
de mecanismo de resistencia a nivel cromosémico. Este ultimo punto permite realizar

varios comentarios desde punto de vista epidemioldgico y clinico.

Primero, pone de hecho que esta flexibilidad genética podria contribuir la mayor
supervivencia del clon ST111 en los entornos hostiles para la bacteria; la posibilidad de
integracion en el cromosoma de este mecanismo de resistencia exitoso, permite
disminucion de costos energéticos y metabdlicos al microorganismo. Este evento no
constituye un evento esporadico; sugiere una amplia interaccion permanente para
transmitir blakpc. Se pone de manifiesto la importancia de la adquisicion diferencial de
diversos elementos genéticos moéviles, como pro-fagos, islas gendmicas y transposones
(en algunos casos, los genes de resistencia movil), y para los cambios dentro de ellos
producidos por eventos de recombinacién genética, duplicaciones y deleciones. Asi
mismo, la adquisicidon y mantenimiento de un elemento genético movil (p. ej plasmido)
que alberga un transposén Tn4401b, y posterior transposicién del Th44017 al cromosoma

bacteriano.

Segundo, desde punto de vista epidemiolégico, permitira a este clon trasmitir de manera
exitosa a su descendencia este mecanismo, indicando al clinico sobre adherencia a

medidas de contencion y control de infecciones.

Tercero, esta extraordinaria capacidad para incorporar genes de resistencia genera una
produccion elevada de enzimas capaces de hidrolizar carbapenémicos (en el caso
puntual de carbapenemasas), planteando un desafio para el especialista en
enfermedades infecciosas. Lo anterior establece la necesidad urgente de encontrar
diferentes estrategias de tratamiento, como el uso de antibiéticos combinados y el
desarrollo de nuevas opciones terapéuticas. Aunque es conocida la gran mayoria de
referencias en la literatura para tratamiento en KPC en K. pneumoniae, poca informacion

se conoce en P. aeruginosa.



El tratamiento combinado empirico se recomienda, segun los datos locales de
epidemiologia. En el tratamiento definitivo, los datos de meta-analisis no encontraron
beneficios para los tratamientos combinados, sin embargo, se prefiere su uso en
pacientes con factores de riesgo para mortalidad, asi como en infecciones bacterianas
y choque séptico (58-62). Moléculas como ceftolozano-tazobactam (18,19,63-65) y
ceftazidima/avibactam (68—72) se recomiendan a la fecha proporcionando una columna
vertebral potente para tratamiento; polimixina, fosfomicina, plazomicina, y cefiderocol

podrian actuar como agentes complementarios, con estudios en curso (58—61).

Desconocemos a la luz de este nuevo mecanismo de resistencia en P. aeruginosa, sus
implicaciones clinicas y actividad a nuevos agentes anti-infecciosos, constituyendo un
nuevo desafio para el grupo de microbiologia (por el impacto en diagnéstico molecular
de resistencia) y del clinico especialista en enfermedades infecciosas (por su impacto

en manifestaciones clinicas, prondéstico y de tratamiento).
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Actividad antimicrobiana
Enterobacterias

Pseudomona Carbapenemas Carbapenemas Carbapenemas

s aeruginosa aclase A aclase B aclaseD
R
carbapenem
FOS
I | K3 I
ERA &5
. I | K3 I
PLZ
I I
CFD
I I I I
CAZ/AVI 71
I | €3 [ Il
CEFITAZ 71 &5 55 |
£ !
MER/VA - 3 ;
B 3 i A .

Tabla 9. Actividad de nuevos agentes antimicrobianos contra bacilos Gram
negativos resistentes a carbapenémicos. No se discrimina por mecanismo de
resistencia. Fos: fosfomicina — ERA: eravaciclina — PLZ: plazomicina — CFD:
cefiderocol — CAZ/AVI: ceftazidima/avibactam - CEF/TAZ: ceftolozano/tazobactam —
MER/VAB: meropenem/vaborbactam. Adaptado de Doi Y. Treatment Options for
Carbapenem-resistant Gram- negative Bacterial Infections. Clinical Infectious Diseases.
2019;69(S7): S565-75 (86)



9. CONCLUSIONES

La informacion sobre el comportamiento epidemioldgico y los posibles cambios en la
presentacion de las infecciones por P. aeruginosa resistente a carbapenémicos
mediante expresion de gen blakpc €s muy limitada en varias ciudades del pais.
Comprender la dinamica de la transferencia de elementos mediante el uso de
plataformas genéticas que confieren resistencia, puede ser una herramienta util en el
disefio las mejores practicas para prevenir la propagacion de bacterias resistentes a

multiples farmacos e infecciones asociadas con la atencion médica.

Nuestros hallazgos demuestran la extraordinaria plasticidad genémica de P. aeruginosa
ST111, caracteristica que le permite adquirir, conservar y modificar ADN extrafio en su
genoma. Esta adquisicién de ADN contribuye a un mayor armamento genético para
enfrentar altas concentraciones de antibiéticos. Posterior a la evaluacion del ST111, se
infiere una gran plasticidad por el hecho de aceptar, estabilizar y utilizar gen blakpc.; de
manera exitosa, a tal punto de integrar este mecanismo de resistencia a nivel
cromosomico constituyendo un nuevo mecanismo de resistencia a carbapenémicos en
P. aeruginosa portadora del gen blakpcs. en aislamientos estudiados en algunas

instituciones de Bogota, Colombia.

Pseudomonas aeruginosa ha adquirido, mantenido y asimilado la carbapenemasa KPC.
Se desconoce el comportamiento de la actividad de la enzima en este patégeno, asi
como sus implicaciones clinicas y actividad a nuevos agentes anti-infecciosos,
constituyendo un nuevo desafio por el impacto en diagndstico molecular de resistencia

y para clinico por su resultado en manifestaciones, prondstico y tratamiento.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Formato de recolecciéon de muestras
Recoleccidén y envio de los aislamientos en medio de transporte

A continuacion, se presenta el protocolo de recoleccion y envio de aislamientos que se
llevara a cabo en cada institucién participante durante el desarrollo del proyecto, y que
tiene como objetivo la preservacion de las mismas, asi como evitar su contaminacion.

1. Proceso de Recolecciéon de aislamientos:

Las muestras provenientes de pacientes que cumplan los criterios de inclusion definidos
en el protocolo seran remitidas al laboratorio de referencia de la Universidad Nacional
de Colombia, previo diligenciamiento del formato de captaciéon de datos y anexando el
reporte del equipo automatizado. Cada muestra recolectada tendra un cédigo de
identificacion con fines de organizacién de datos, y se firmara recibido de la muestra por
parte del personal del proyecto que se encargue de recogerla.

Se espera que en cada institucion, se designe por parte del personal del laboratorio y
en logistica con los organizadores del proyecto, la (s) personas encargadas de la
recoleccidon de la muestra inicialmente para su preservacion mientras es recolectada por
nuestros miembros inscritos al proyecto, para ser enviada al laboratorio de la
Universidad Nacional. Para esto se requiere el apoyo del personal que labora en cada
institucion. Los medios fisicos e instrumental para los procesos descritos a continuacion
seran surtidos por los investigadores del proyecto conforme a la tasa de recoleccion en
cada institucién. Ninguna de las instituciones participantes tendra que incurrir en gastos
al respecto.

Actividades a desarrollar
» Personal de laboratorio designado de cada institucion

Colaboraran con la recolecciéon y almacenamiento de las muestras con los insumos
entregados por los investigadores principales del proyecto.

» Personal de apoyo adscrito al proyecto de investigacion. investigadores
principales o servicio de mensajeria certificada
Se encargaran de ir a recoger las muestras, para su transporte hacia la Universidad
Nacional

Procedimiento de recoleccién
1. A partir de un cultivo puro del microorganismo, resiembre en forma masiva el

aislamiento en un medio primario (BHI, Agar Sangre ¢ tripticasa de soya)
incubelo por 24 horas a temperatura de 35-C.
2. Abra el empaque del medio de transporte Amies en condiciones asépticas y
coloque el nombre del microorganismo y el codigo del paciente en la etiqueta.
3. Enuna camara de flujo laminar o en mechero, recoja la totalidad del aislamiento
de la caja de Petri con el escobillén estéril del medio de Amies.
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El aislamiento sera recogido el dia anterior 6 el mismo dia de realizar el envio.
6. Favor marque el medio de transporte con el mismo codigo que tiene la hoja de
recoleccién de datos

2. Proceso de transporte de aislamientos:
Una vez el aislamiento esté listo, la bacteriéloga debera:
1. Introducir el aislamiento en el empaque (Bolsa con sello hermético) con material
absorbente en su interior.
2. Posteriormente proceda a sellarla cubriendo con cinta adhesiva el empaque y
volteando hacia adentro la bolsa de plastico de manera que quede completamente
sellado.
3. Coloque la bolsa dentro de un sobre de manila el dia que se recoge para llevarla al
laboratorio de la Universidad Nacional. Anexe el resultado de antibiograma dentro del
sobre de manila.
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Anexo 3. Formato recoleccion de datos

Anexo3: UNIVERSIDAD
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