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RESUMEN

Las enterobacterias son los principales microorganismos causantes de enfermedades
infecciosas en el ser humano; su perfil de resistencia natural las hace capaces de
hidrolizar los antibi6ticos betalactdmicos mediante la produccion de B - lactamasas, y
ademas su material genético es capaz de mutar y adquirir mecanismos de resistencia

maultiples.

La resistencia de las enterobacterias a los carbapenemes es reconocida desde hace
algunos afios, inicialmente por la deteccion de carbapenemasas en casos aislados
alrededor del mundo; sin embargo debido a que en su mayoria los genes responsables de
la produccidn de estas enzimas tienen una ubicacion plasmidial su diseminacion ha sido
rapida y existen verdaderos brotes de este tipo de cepas multiresistentes en Europa,
Norte América y Sudamérica, convirtiendo a este fendmeno en un problema
epidemioldgico de gran magnitud y determinando un reto para la medicina actual en el

manejo de estas infecciones que cursan con altas tasas de mortalidad.

El objetivo de este estudio fue identificar de manera fenotipica y genotipica a las
enzimas responsables de esta resistencia, las carbapenemasas (metalo-B-lactamasas y

serin-B-lactamasas) en aislados bacterianos de origen hospitalario y comunitario.



Para el estudio fenotipico se utilizd el Test Modificado de Hodge como prueba de
screening en cepas de enterobacterias posiblemente productoras de carbapenemasas; y
las pruebas de doble disco sinergia con EDTA y &cido bordnico que en sinergia con el
imipenem se utilizan para la deteccion de metalo-p-lactamasas y serin-f-lactamasas

respectivamente.

Para el anlisis molecular se empled la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
amplificando los genes mayormente diseminados entre las enterobacterias y que

codifican metalo-B-lactamasas: blay, blayve Yy serin-p-lactamasas: blakpc, blaces.

De los 2651 aislados el 65% corresponden a muestras comunitarias provenientes tanto
de consulta externa y emergencia; del medio hospitalario, tanto clinico como quirargico,
se obtuvo un 28% de las muestras; 3% corresponden a UCI y un 4% de cepas de las que
no se pudo obtener informacion acerca del servicio de origen debido a inconsistencias en

los registros hospitalarios.

El andlisis fenotipico detectd un 2% de cepas (42 aislados) con un halo de sensibilidad
igual o menor a 21mm para el imipenem las cuales fueron sometidas a la prueba de

screening (Test Modificado de Hodge) resultando positivo en 7 de los mismos.



A estas 42 cepas, por otra parte, se las analizd mediante metodologia molecular; y 6
demostraron poseer el gen blakpc responsable de la produccion de serin-p-lactamasas

del tipo KPC.

Para los genes blages; blayiv y blajye No se encontraron aislados productores de estas
enzimas. Los aislados confirmados mediante PCR corresponden a los mismos aislados
positivos en el Test Modificado de Hodge demostrando asi que este Gltimo test tiene una
alta Sensibilidad (100%) y Especificidad (93%) para la deteccion de cepas productoras

de carbapenemasas.

Los Test de doble disco sinergia con imipenem para el caso del acido borénico resultd
positivo en las 6 cepas productoras del gen blakpc 10 que lo hace til para el screening de
cepas productoras de serin 3-lactamasas del tipo KPC. El uso de EDTA fue negativo en
todas las cepas analizadas lo que concuerda con la ausencia de estos genes confirmado

por PCR.



El conocimiento del perfil de resistencia de las enterobacterias a los carbapenem es de
suma importancia para el control de la diseminacion de estas cepas en nuestro medio ya
que son capaces de producir infecciones con altas tasas de morbilidad y mortalidad con

graves repercusiones econémicas y humanas en el sistema de salud en el mundo entero.

Palabras clave: enterobacterias, carbapenemes, metalo-p-lactamasas, serin-f-

lactamasas, Test Modificado de Hodge.



ABSTRACT

The enterobacteria are the main microorganisms that cause infectious diseases in
humans. Their natural resistance profile makes them able to hydrolyze beta-lactamic
antibiotics by producing B-lactamases and their genetic material is also able to mutate

and get multiple resistance mechanisms.

The resistance of enterobacteriaceae to carbapenems has been recognized some years
ago by the initial detection of carbapenemases in isolated cases around the world, but
because most of the genes responsable of the production of these enzymes comes from
plasmids, it’s dissemination has been rapid and has been reported true outbreaks of
multidrug-resistant strains in Europe, North and South America, making this
phenomenon in a large-scale epidemiological problem and determine a challenge to
modern medicine in the management of these kind of infections that lead to high rates of

mortality.

The aim of this study was to identify by phenotypic and genotypic methods the enzymes
responsable for this resistance, carbapenemases (metallo-p-lactamases and serine f-

lactamases) isolated in hospital and community.



The Modified Hodge Test was used for the phenotypic study as an screening test in
strains of enterobacteriaceae with presumable carbapenemases production, and the
double disc synergy tests with EDTA and boronic acid were used for the detection of
metallo-B-lactamases and serine B-lactamases, respectively. Polymerase chain reaction
(PCR) was used for the molecular analysis amplifying the genes mostly scattered among
the enterobacteriaceae and encoding metallo-p-lactamases: blayy, blaje and B-

lactamase serine: blakpc and blaggs.

Sixty five percent of the 2651 isolates were from the community samples of both
outpatient and emergency environment; both clinical and surgical represented 28% of
the samples, 3% were from ICU and of 4% of strains information about the service area

was not available.

Phenotypic analysis detected 2% of strains (42 isolates) with an inhibition zone equal or
lesser to 21mm for imipenem, those isolates underwent the screening test (Modified
Hodge Test) and there was 7 positive cases. On the other hand they were analyzed by
molecular methods, 6 of which proved to have the gene responsible for production

blakpc of serine B-lactamases KPC type.



For genes blages, blajye and blay;y any isolate were found for the production of this
enzymes. PCR-confirmed isolates correspond to the same positive isolates in the
Modified Hodge Test demonstrating to have a high sensitivity (100%) and specificity

(93%) for the detection of carbapenemase producing strains.

The Double Disc Synergy Test with imipenem in the case of boronic acid were positive
in the 6 gene blakpc producing strains, so in fact it will be useful for the detection of
serin — B-lactamases KPC type. The use of EDTA was negative in all strains tested and
the protein chain reaction support this negative gene profile in all strains.  Knowledge
of the resistance profile of enterobacteriaceae to carbapenems is critical to controlling
the spread of these kind of strains in our environment because it are able to cause
infections with high morbidity and mortality rates, with serious economic and human

impact in our system health.

Keywords: enterobacteria, carbapenems, metallo-p-lactamases, serine [-lactamases,

Modified Hodge Test.



CAPITULO L. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un problema de Salud Pdblica reconocido mundialmente y
que causa gran mortalidad. En un inicio las B-lactamasas (aproximadamente 900 hasta el
momento) eran uno de los mecanismos responsables de provocar estos perfiles de
resistencia; y las carbapenemasas, enzimas también pertenecientes a este grupo, eran
Unicamente descritas en microorganismos como Pseudomonas y Acinetobacter spp.,
considerados  multiresistentes y causantes de infecciones nosocomiales de dificil

control.

Sin embargo desde 1980 existen reportes de la presencia de carbapenemasas en el grupo
de las enterobacterias y la vigilancia epidemioldgica ha sido testigo de verdaderos brotes
en varias regiones geogréficas en los ultimos afios siendo su diseminacion un hecho
evidente. El analisis del programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY entre 2000 y
2004 demostro la presencia de estas enzimas en aislados de enterobacterias tanto en

Norteamérica como en Europa y se comprob6 ademas su expansién clonal.



Por otra parte en América Latina son mas frecuentes los casos documentados de cepas
resistentes a los carbapenem, perfil fenotipico mediado por la accion de estas enzimas;

siendo Argentina y Brasil los paises con mayor nimero de reportes.

Por los antecedentes expuestos se considera una emergencia epidemiolégica el
aparecimiento de estas enzimas en el grupo de las enterobacterias tomando en cuenta
que estas bacterias son las causantes de la mayoria de infecciones nosocomiales y
comunitarias; esto determinaria una limitacion a la hora de tomar decisiones
terapéuticas. Es por esto que se necesita conocer la diseminacion de las carbapenemasas,

no solo en el Ecuador sino en América Latina y el resto del mundo.

El objetivo general en esta investigacion fue determinar la presencia de carbapenemasas
en enterobacterias aisladas de muestras clinicas tomadas de los hospitales pertenecientes
a la REDNARBEC, mediante método fenotipico y molecular; y a su vez detectar los
genes responsables de la resistencia segin pertenezcan a la clasificacion de las

carbapenemasas (serin B-lactamasas y/o metalo -lactamasas).
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CAPITULO Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

La familia de las enterobacterias es el grupo més grande de bacilos gram negativos con
importancia clinica; alrededor de 20 especies son las causantes de un 95% de patologias
infecciosas en el ser humano. En general, estas bacterias se encuentran distribuidas de
manera cosmopolita, presentes en el suelo, agua y vegetacion; ademas de encontrarse en

la flora intestinal de muchos animales y el hombre (1).

Las enfermedades producidas por estos microorganismos son muy variables, asi se han
descrito que un 30% de las septicemias son provocadas por estas bacterias, son agentes
patdgenos en el 90% de las infecciones de vias urinarias, siendo este Gltimo el foco
primario mas comun para bacteriemia; y la gran mayoria de las infecciones intestinales

son debidas a enteropatogenos (2,3).

Las enterobacterias mas frecuentes y de mayor significacion clinica estan comprendidas
entre las siguientes especies: Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, E. cloacae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Morganella morganii, Proteus
mirabilis, P. vulgaris, Serratia marcescens, Shigella sonnei, S. flexneri, Yersinia pestis,
Y. enterocolitica, etc, encontrandose en la mayoria de los aislados hospitalarios; sobre

todo de las unidades de terapia intensiva, y en cepas de origen comunitario. (3,4)
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Estas infecciones pueden derivarse de microorganismos normalmente comensales como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, entre otros que también
pueden comportarse como oportunistas; sin embargo otras bacterias siempre causan

enfermedad como Salmonella thyphi, Shigella spp., Yersinia pestis, etc. (1,5)

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos gram negativos de
aproximadamente 0,3 a 6 um, pueden ser inmoviles 0 moviles con flagelos peritricos y
no forman esporas, pueden crecer rdpidamente de forma aerobia o anaerobia (anaerobios
facultativos). Poseen requerimientos nutricionales relativamente sencillos, estos son los
que determinan reacciones bioguimicas que sirven de base para su identificacion; son
capaces de fermentar la glucosa, reducen los nitratos, son catalasa positivos y oxidasa

negativos (1).

En cuanto a su fisiologia y estructura, las enterobacterias poseen un lipopolisacarido
(LPS) termoestable, principal antigeno de la pared celular y formado por 3 componentes:
el polisacarido soméatico O mas externo, una region central polisacarida compartida por
todas las enterobacterias (antigeno comudn enterobacteriano) y el lipido A. La
clasificacion seroldgica de las enterobacterias se basa en 3 grandes grupos de antigenos:

los polisacaridos somaticos O, los antigenos capsulares K, y las proteinas flagelares H.
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Las cepas moviles poseen flagelos peritricos, asi mismo un gran nimero posee fimbrias
o pilis los cuales son de 2 clases: fimbrias comunes codificadas por el cromosoma
bacteriano y los pilis sexuales codificados por plasmidos conjugativos. Las fimbrias
comunes confieren la capacidad para unirse a receptores especificos de la célula
anfitriona y los pilis sexuales facilitan el proceso de transferencia genética entre

bacterias. (6,7)

Las infecciones por enterobacterias se pueden originar desde un reservorio animal, de un
portador humano o por la diseminacién endogena de los microorganismos; y
potencialmente cualquier sistema organico podria ser colonizado y por ende infectado.
Los seres humanos son vulnerables a las infecciones por microorganismos entéricos
sobre todo si existen condiciones predisponentes como enfermedades debilitantes de
base, por ejemplo: patologias cardiovasculares, diabetes mellitus, cancer, enfermedades

autoinmunes, infeccion por VIH, pacientes transplantados, etc (8,9,10,11).

Por otra parte los pacientes hospitalizados poseen un riesgo mayor de ser colonizados
por bacterias entéricas del ambiente nosocomial y por ende con una virulencia y un
perfil de resistencia distinto al de un ambiente comunitario; es asi como la
instrumentacion mediante catéteres, la intubacion por ventilacion mecanica, la
colocacion de vias centrales, la nutricion parenteral y otros dispositivos son la via de

entrada para las enterobacterias ya que poseen el acceso adecuado al torrente sanguineo
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0 a sistemas vulnerables como lo son la via respiratoria o urinaria donde el medio
ambiente es propicio para la infeccion y la posterior diseminacion. (12,13,14) Es asi
como las infecciones por bacterias gram negativas entéricas constituyen las patologias
infecciosas de mayor incidencia y prevalencia tanto en el medio hospitalario como en el

comunitario.

Tanto en las bacterias gram negativas como en las gram positivas, la pared microbiana
es un elemento esencial para su crecimiento, proliferacién y por ende su superviviencia;
es asi como el peptidoglucano componente principal de la pared bacteriana al ser
polimérico le da estabilidad mecanica rigida a la misma gracias a su estructura de

entramado por innumerables entrecruzamientos.

El peptidoglucano posee cadenas lineales de 2 aminoazucares alternantes, la N-
acetilglucosamina (NAG) vy el acido N-acetilmuramico (NAM), enlazadas por cadenas
verticales de tetrapéptidos que le confieren rigidez. En las bacterias gram negativas la
pared de petidoglucano consiste en 50 a 100 moléculas de espesor y su sintesis incluye

unas 30 enzimas Yy se la puede dividir en tres etapas.
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En primer lugar se da la sintesis de un precursor en el citoplasma de uridin-trifosfato
(UDP) acetilmuramil pentapéptido y UDP acetil-glucosamina, que posteriormente son
transportados a traves de la membrana citoplasmatica por un transportador liposoluble vy,
por Gltimo, se unen al peptidoglucano en formacion. En la segunda fase se unen los UDP
acetilmuramico y acetilglucosamina formando un polimero largo. Finalmente en la
tercera etapa se produce el entramado; que se logra con la reaccién de transpeptidacion

por medio de transpeptidasas fuera de la membrana celular.

Las penicilinas acttan inhibiendo ciertas enzimas bacterianas, Ilamadas proteinas
fijadoras de penicilinas por su siglas en inglés “Penicillin Binding Proteins” PBP, que
son esenciales para la sintesis del peptidoglucano (carboxipeptidasas, transpeptidasas y
endopeptidasas). Por lo tanto, las penicilinas actdan en la fase de crecimiento bacteriano
y no en la fase de reposo. Las bacterias producen diferentes tipos de PBP que son
semejantes desde el punto de vista estructural pero varian en el ndmero y en las

funciones fisioldgicas que cumplen durante la sintesis de la pared celular. (15)

Los carbapenemes son los R-lactimicos de mayor amplio espectro, actividad y
resistencia a las [3-lactamasas. Estructuralmente, se caracterizan por derivar del anillo
carbapenem. Si bien los primeros carbapenem fueron de origen natural, los que se han

introducido para uso clinico son semisintéticos (meropenem) o sintéticos (imipenem).
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A partir de diferentes especies del género Streptomyces se obtuvieron numerosos
carbapenemes naturales. Inicialmente fueron consideradas como distintos grupos
(tienamicinas, acidos olivanicos, epitienamicinas, carpetimicinas, asparenomicinas,
pluracidomicinas, etc.) pero al comprobar que tenian un ndcleo comun se incluyeron

todos en una misma familia.

La obtencidn de tienamicina a partir de Streptomyces cattleya en 1976 es el momento
clave en el desarrollo de los carbapenemes. Se buscé una forma estable quimicamente
del antibidtico, y se consiguié la N-form imidoil tienamicina o imipenem que, sin
embargo, era inactivado por la dehidropeptidasa | renal (DHP-I). Este inconveniente fue
resuelto mediante el desarrollo de cilastatina, un inhibidor de esta enzima, con una
semivida de eliminacion semejante a la del imipenem, y que, asociada a él en una

proporcion 1:1, bloguea su metabolismo renal.

En 1985 se introdujo en clinica la combinacién imipenem/Cilastatina (MK-787, Merck
& Co) y en 1994 el meropenem, estable ante la DHP-I por la introduccién de un grupo
metilo en posicién 1b por lo que no requiere de un inhibidor de la DHP-1. El anillo es
un azobiciclo, es decir, estd formado por dos anillos condensados, uno R-lactamico y
otro pirrolidinico, que comparten un nitrégeno. A diferencia del anillo tiazolidinico de
las penicilinas, posee en posicion 1 un atomo de carbono en lugar de uno de azufre y un
enlace no saturado entre 2 y 3. Los distintos carbapenemes son fruto de sustituciones en

las posiciones 1y 2.
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Son antimicrobianos de bajo peso molecular, hidrofilicos y de estructura compacta lo
que permite una penetracion rapida a través de las porinas de los gram negativos. Como
otros R-lactdmicos, inhiben la sintesis de la pared celular en su ultimo paso, la
transpeptidacion. Para ello, se unen a enzimas (transpeptidasas PBP) situadas en la cara
externa de la membrana citoplasmatica que realizan esta funcién. De esta forma, la pared

celular se debilita y, como consecuencia, la bacteria se lisa (16,17).

Esta es la razon por la que los carbapenémicos son habitualmente bactericidas y este
poder es dosis dependiente. Por sus caracteristicas, se han convertido en antimicrobianos
muy Utiles en el tratamiento de numerosas infecciones hospitalarias graves producidas

por bacterias multiresistentes.

Los carbapenemes consiguen entrar facil y rapidamente en las bacterias gram negativas
gracias a que su estructura y su pequefio tamafio les permiten atravesar a través de las
porinas de la membrana externa. El imipenem emplea exclusivamente la via de la OprD
(antes llamada porina D2) en Pseudomonas aeruginosa, mientras que meropenem
emplea ésta y otras porinas. La diana principal en los bacilos gram negativos tanto del
imipenem como de meropenem, es la PBP-2, aunque también se unen a la PBP-1. En

Escherichia coli meropenem se fija ademas a la PBP-3.
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El espectro de actividad es muy amplio y determinado por su capacidad de penetrar a
través de la pared de los gram negativos, su alta afinidad por las PBP esenciales de
muchas especies y su alta resistencia a muchas -lactamasas de gram positivos y gram

negativos.

En general, el espectro de imipenem coincide con el de meropenem en la practica
clinica; in vitro son excelentes contra muy diversos microorganismos aerobios Yy
anaerobios como por ejemplo: Estreptococos (incluyendo S. pneumoniae resistente a
penicilina), Enterococos (excepto E. faecium y cepas resistentes a penicilina que
producen carbapenemasas), Staphylococus aureus, a pesar de que algunas cepas de estos
cocos resistentes a meticilina son sensibles, muchas no lo son; y Listeria spp. son

sensibles. (18)

La actividad contra el género Enterobacteriaceae es muy eficiente incluyendo a los
organismos resistentes a cefalosporinas por la produccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEES) sean cromosomicas o plasmidicas (19). Inhiben muchas cepas de
Pseudomonas y Acinetobacter spp; sin embargo la resistencia frente a los carbapenemes
se estd haciendo presente desde hace algunos afios por la aparicion de nuevas enzimas
con capacidad hidrolitica contra estos que constituyen el Gltimo recurso terapéutico en

infecciones por enterobacterias multiresistentes



18

La resistencia bacteriana es considerada y declarada por la OMS como un problema de
salud pablica de grandes dimensiones ya que provoca alrededor del 60% de las
infecciones nosocomiales multiresistentes en Estados Unidos y causan mas del 85% de
la mortalidad por infecciones en el mundo; y esta resistencia va desde 0% hasta un 100%
para los farmacos de primera eleccion e implica también a las opciones antibioticas de
primera y segunda linea dejando asi al personal médico sin opciones terapéuticas (20,

21).

La capacidad de las bacterias de resistir la accion de los antibidticos se basa en
caracteristicas propias del microorganismo y aquellas adquiridas por transmision

genética, esto forma parte de la evolucion para la adaptacion al medio ambiente adverso.

La variabilidad genética determina estos cambios para la defensa de las bacterias en
contra de los distintos antibidticos que actdan en diferentes sitios blanco con el objetivo

de aniquilar al germen; es asi como se reconocen algunos mecanismos:

1. Las mutaciones puntuales en el genoma bacteriano que compromete un par de
bases de nucledtidos provocan un cambio en la sintesis de una enzima o en el

sitio blanco que ataca un antibidtico (22).
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2. Los reordenamientos de segmentos largos de ADN que implican inversiones,
deleciones, duplicaciones, inserciones o transposiciones de estos segmentos
desde un plasmido o un cromosoma hacia otro; estos arreglos son realizados por
secuencias denominadas transposones, integrones o secuencias de insercion que
tienen la capacidad de moverse de manera independiente entre la informacion

genética (23).

3. Un tercer nivel responsable de los mecanismos de resistencia se debe a la
adquisicion de ADN acarreado mediante plasmidos, bacteriéfagos, secuencias
desnudas de ADN desde otra bacteria. Estos cambios confieren variabilidad

genética a la bacteria (24,25).

Una vez instaurados estos reordenamientos genéticos que le brindan resistencia a la
bacteria se pueden diseminar mediante transformacion, transduccién, conjugacion o

transposicion bacteriana.

Asi mediante estos procesos existen al menos ocho mecanismos responsables de la

resistencia a los antibioticos:
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- Alteracion y produccion enzimatica.

- Disminucién de la permeabilidad de la membrana.
- Bombas de flujo.

- Alteracion del sitio blanco.

- Proteccion del sitio blanco.

- Sobreproduccién de los sitios blanco.

- Bypass en una via metabdlica.

- Proteinas que ligan el antibiotico.

Los mecanismos de resistencia a los B-lactamicos por parte de los bacilos entéricos son
diversos; y la manera de transmision de este perfil de resistencia comprende a los

plasmidos y a las mutaciones puntuales (transmision vertical y horizontal) (26).

Las enterobacterias ademas de presentar resistencia a antibiéticos como los
aminoglucoésidos y las quinolonas (27), han ampliado su espectro de resistencia a los -
lactdmicos de manera alarmante; es asi como actualmente se describen mas de 900 f -
lactamasas (28), y segun al grupo al que estas pertenezcan afectan a las penicilinas de
amplio espectro y cefalosporinas (B-lactamasas de espectro extendido) e incluso a los

carbapenemes (carbapenemasas).
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En muchas ocasiones la resistencia a estos antibioticos esta mediada por una
combinacion de distintos mecanismos naturales o adquiridos, lo que hace que sea adn
mas dificil el manejo de las infecciones que estas bacterias provocan ya que se

convierten en cepas multiresistentes (29).

Asi, los mecanismos mayormente descritos en los bacilos gram negativos entéricos son

(30):

1) Modificacion y desactivacion del antibiético por hidrdlisis mediada por enzimas.

2) Disminucion de la permeabilidad al antibidtico a través de la membrana externa

debido a la disminucion en la expresion de porinas.

3) Aumento de la expulsion del antibidtico mediada por la activacion de las bombas

de flujo.

4) Modificacion o mutacion del sitio blanco del antibiotico.
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La alteracion enzimatica es el mecanismo predominante para la resistencia a los f-

lactamicos, las enzimas producidas con este fin, las B-lactamasas, son capaces de

destruir el anillo B-lactamico al escindir el puente amida de estos compuestos; los genes

codificantes de las mismas se encuentran tanto en el cromosoma bacteriano como en

secuencias transferibles (plasmidos, transposones). Las p-lactamasas poseen un espectro

de accion distinto segln su secuencia aminoacida o el sustrato al que dirigen su accion;

de esta manera existe una clasificacion funcional y molecular en este sentido.

Propuesto inicialmente por Ambler, las - lactamasas se clasifican segun su estructura

molecular en 4 clases principales que toman en cuenta la secuencia de aminoacidos que

las componen (31,32).

Clase

Sitio Activo

Enzima

Substrato

Ejemplos

Serina

Penicilinasa

Penicilinas

Espectro amplio

Benzilpenicilina,
aminopenicilinas,
carboxipenicilinas,
ureidopenicilinas, cefalosporinas

PC1 en Staphylococcus aureus
TEM-1, SHV-1 en Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, y
otras bacterias gram negativas

Substratos de amplio espectro y

En Enterobacteriaceae:
TEM, SHV,

. ' "2, GES-1, GES-2, IBC-2 en
ceftriaxona) y aztreonam
Pseudomonas
Substratos de espectro extendido, | KPC-1, KPC-2, KPC-3 en K.
Carbapenemasas

cefamicinas y carbapenem

pneumoniae; NMC/IMI, SME
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Clase | Sitio Activo Enzima Substrato Ejemplos
-B- . IMP, VIM, GIM, SPM, SIM
Metalo-p Substratos de espectro extendido, .
B lactamasas Carbapenemasas L en P. aeruginosa,
24 cefamicinas y carbapenem .
(Zn7) Acinetobacter spp.
. . Substratos de espectro extendido, | AmpC en Enterobacteriaceae,
C |Serina Cefalosporinasas . . -
cephamycinas Acinetobacter baumannii
D |Serina Oxacilinasas

Amplio espectro

Aminopenicilinas,

ureidopenicilinas, cloxacilina,
meticilina, oxacilina, y algunas
cefalosporinas de amplio espectro

OXA in P. aeruginosa

Espectro extendido

Substratos de amplio espectro y
oxiamino-p-lactamicos y
monobactam

OXA en P. aeruginosa

Carbapenemasas

Substratos de espectro extendido,
cephamicinas y carbapenemes

OXA en Acinetobacter spp.

Adaptado de Jacoby GA, Munoz-Price LS. The new S-lactamases. N Engl J Med. 2005;352:380-391.

Por otra parte la clasificacion propuesta por Bush-Jacoby-Medeiros realiza una

categorizacién funcional segun el perfil de su sustrato y la sensibilidad a los inhibidores

de B-lactamasas como el acido clavulanico.

Esta clasificacion presenta 3 clases principales, cefalosporinasas que no son bien

inhibidas por el &cido clavulanico; grupo 2 penicilinasas - cefalosporinasas, y p-

lactamasas de espectro extendido que son generalmente inhibidas por los inhibidores de

los B-lactamicos; y el grupo 3 metalo B-lactamasas que hidrolizan penicilinas,

cefalosporinas, y e y que son pobremente inhibidos por casi todos los inhibidores

(33,34).
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Inhibicién por

Clase

Grupo Enzima Clavulanato Molecular Ejemplos
1 Cefalosporinasa No C (EPn)terobacter cloacae P99 (C), MIR-1
9a | Penicilinasa Si A Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
(C.B)
2b | Amplio espectro Si A SHV-1 (C,B), TEM-1 (P)
. . Klebsiella oxytoca K1 (C), TEM-3 (P),
2be |Espectro extendido Si A SHV-2 (P)
Resistente a L
2br inhibidor Disminuida A TEM-30 (IRT-2) (P)
2c |Carbenicilinasa Si A AER-1 (C), PSE-1 (P), CARB-3 (P)
2d [Cloxacilinasa Si DoA Streptomyces cacaoi (C), OXA-1 (P)
2e | Cefalosporinasa Si A Proteus vulgaris (C), FEC-1 (P)
2f | Carbapenemasa No A IMI-1 (C), NMC-A (C), Sme-1 (C)
Stenotrophomonas maltophilia L1 (C),
3 Carbapenemasa No B IMP-1 (P)
4 Penicilinasa No A Burkholderia cepacia (C), SAR-2 (P)

C, cromosémica; P, plasmidial.

Adaptado de Jacoby GA, Munoz-Price LS. The new pg-lactamases. N Engl J Med.
2005;352:380-391.
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La presencia de estas B-lactamasas se reporta desde el inicio del uso de los antibidticos
B-lactamicos en la década de 1940; su evolucion ha hecho que su perfil de accion sea
sumamente amplio llegando a cubrir hasta las cefalosporinas de tercera y cuarta

generacion, siendo estas las B-lactamasas de espectro extendido (35,36).

Algunas de las B-lactamasas descritas hasta el momento poseen actividad hidrolitica
frente a los carbapenemes, estas enzimas denominadas carbapenemasas poseen un perfil
de accion frente a las penicilinas de amplio espectro, oxiamino-cefalosporinas y las
cefamicinas; esta caracteristica es un punto muy importante ya que se debe reconocer
que su actividad no es limitada a los carbapenemes; de ahi que su presencia convierte a

las bacterias en microorganismos multiresistentes (37).

Las carbapenemasas son descritas desde hace algunos afios, los primeros reportes de este
tipo de actividad enzimética en cepas de enterobacterias aparecié en Estados Unidos en
Klebsiella pneumoniae con brotes esporadicos en diferentes areas de este pais (38,39),
en Sudameérica ya existen reportes de la presencia de estas enzimas (40,41,42) y su

diseminacion se hace eminente si no se toma las medidas epidemiolégicas necesarias.
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Segun la clasificacion de las P-lactamasas, las enzimas que hidrolizan a los
carbapenemes se encuentran en las siguientes categorias moleculares y funcionales. Asi

tenemos:

En la clasificacion funcional, las carbapenemasas se las encuentra ubicadas

principalmente en los subgrupos 2f y el grupo 3.

Existen 4 clases mayores segln la clasificacion molecular, asi las carbapenemasas se encuentran
en la clase A con la caracteristica fundamental de poseer un residuo serina en el sitio activo, la
clase B metalo B-lactamasas que se caracterizan por poseer Zinc como elemento esencial para su

accion hidrolitica, y la clase molecular D, OXA-B-lactamasas también serin carbapenemasas.

Las serin— carbapenemasas clase molecular A, son enzimas descritas desde hace 20 afios
atras en brotes esporadicos de aislados de enterobacterias tales como Escherichia coli,
Enterobacter spp, Klebsiella pneumoniae, etc. En cuanto a sus propiedades bioquimicas
poseen entre 265 a 269 residuos de aminoacidos que les otorgan una masa molecular
ente 25 a 32 kDa. Su mecanismo de accién al igual que el de otras carbapenemasas

envuelve un mecanismo de tres pasos via acetilacion y desacetilacion (43).
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Tienen como caracteristica principal tener un residuo serina en la posicién 170 con un
alineamiento caracterizado por una secuencia de elementos altamente conservada,
siendo el primer elemento y el mas constante Ser70-X-X-Lys, donde X representan
residuos variables. Adicionalmente se ha reconocido la presencia de un residuo Glu166

que tendria que ver con el proceso de acetilacion (44,45).

Su perfil de accion abarca desde las bencilpenicilinas hasta las cefalosporinas y el
aztreonam; sin embargo son capaces de hidrolizar al imipenem, por lo que las bacterias
que poseen estas enzimas tienen una sensibilidad disminuida al mismo, mostrando asi un
perfil de mediana hasta una absoluta resistencia a este carbapenem, hidrolizando a estos

ultimos en un rango de hasta >200% que a la bencilpenicilina.

Por otra parte se ha demostrado su inhibicion por medio del acido clavulanico y el
tazobactam lo que ubica a estas enzimas en el subgrupo funcional 2f segun Bush y
Jacoby (46). A esta clase de carbapenemasas pertenecen las siguientes familias de
enzimas: SME, NMC e IMI codificadas en el cromosoma bacteriano, y las enzimas KPC

y GES de origen plasmidial.
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Los aislados bacterianos que poseen la carbapenemasa SME (“Serratia marcescens
enzyme”) fueron descritos por primera vez en el afio de 1982 en una cepa de Serratia
marcescens en Londres (47); desde entonces la diseminacion de esta enzima ha hecho
que esté presente en brotes aislados en distintas partes de Estados Unidos y del mundo
(48,49). Se han descrito hasta el momento las siguientes variantes para SME: SME-1,
SME-2, SME-3 (50,51,52) las cuales tienen un perfil de accidon que abarca tanto a las
cefaloporinas de amplio espectro como a los carbapenemes; y difieren entre ellas apenas
en 1 a 2 aminoacidos (53) teniendo en comun reguladores de su expresion al gen del tipo

Lys type (54).

Las enzimas IMI/NMC-A (imipenemase/no-metallo carbapenemase-A) forman 2
subgrupos, IMI y NMC-A respectivamente (55). La carbapenemasa NMC-A se
diferencia de IMI en 8 substituciones de aminodcidos; de esta ultima existen dos
variantes que difieren en 2 aminoacidos solamente. En general las dos enzimas poseen

un 97% de similitud y comparten un 70% de semejanza con la estructura de SME.

Los genes de estas carbapenemasas se encuentran Unicamente en el cromosoma
bacteriano, razon por la cual se los ha encontrado de manera esporadica ya que no se
asocian a elementos transportables 0 méviles. Han sido halladas en aislados en Estados
Unidos, Francia y Argentina (56,57,58) y mas recientemente en cepas de Enterobacter
cloacae en China (59). Su espectro de accion hace que sean capaces de hidrolizar a las

penicilinas, cefalosporinas al imipenem y al aztreonam.
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La enzima KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa) tiene un origen plasmidial y
posee un espectro de accion diferente a las otras serin-carbapenemasas, teniendo
afinidad por cefalosporinas tipo aminothiazoleoximas como la cefotaxima; ademas a
pesar de haber sido descubierta inicialmente en aislados de Klebsiella pneumoniae (60),
se la ha encontrado en otras clases de enterobacterias como Serratia spp. y Escherichia

coli (61,62).

La variante KPC-1 difiere de la KPC-2 por una mutacion en un solo aminoacido;
conforme fueron apareciendo brotes de estas enzimas en Estados Unidos (63,64) se
determind una alarma epidemioldgica ya que las cepas de Klebsiella pneumoniae que
producian la mayoria de las infecciones multiresistentes (65) eran portadoras de B-
lactamasas de espectro extendido (BLEES), teniendo como Unica opcion terapéutica a

los carbapenemes.

Estas nuevas enzimas mostraban concentraciones minimas inhibitorias (MICs) menores
que las establecidas por el CLSI (66). Por lo tanto la relevancia clinica de este
comportamiento fenotipico hace que la presencia de estas enzimas sea subestimada ya
gue se muestran con una suceptibilidad menor a los carbapenemes y no una clara

resistencia; o pueden comportarse como BLEES (67).
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Por otra parte la estructura de KPC-3 posee similitud con las dos primeras enzimas
descritas y posee una hidrolisis mayor para la ceftazidima (68). La expansion de KPC ha
sido rapida por todo el mundo y existen reportes en distintos paises como Francia, Italia,
Brasil y Colombia (69,70,71). Hasta el momento se han descrito 11 variantes de KPC,
en general todas conservan la secuencia S-XX-K, S-D-N, y K-T-G de la clase A y
poseen un 45% de similitud con la estructura de SME; lo que demuestra que las
carbapenemasas conservan ciertas caracteristicas que les confieren su perfil de hidroélisis

(72).

El espectro de accion de estas enzimas abarca a todas las clases de B-lactamicos y con
mayor eficiencia para cefalotina, cefaloridina, bencilpenicilina, ampicilina y
piperacilina, en comparacion con la susceptibilidad hacia imipenem y meropenem a los
cuales los hidrolizan 10 veces menos eficientemente que a las penicilinas y las

cefalosporinas de las primeras generaciones (73).

Debido a su ubicacion plasmidial y su asociacion a elementos mdviles, las enzimas KPC
pueden ser transferidas y de ahi la facilidad para su diseminacién (74,75). Las enzimas
GES-1 (de “Guyana extended spectrum”) fueron descritas inicialmente en una cepa de
Klebsiella pneumoniae en Guyana (76). Poseen en su estructura residuos de cisteina en
las posiciones 69 y 238 segun la clasificacion de Ambler; ademas tienen similitud con
otras B-lactamasas de clase A de hasta un 36% con KPC-2, 35% con SME-1 y un 50%

con BEL-1.
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Su espectro de accion abarca a las penicilinas y cefalosporinas de todas las generaciones
con un alta capacidad de hidrolisis por lo que fueron clasificadas inicialmente como
BLEES (77); sin embargo para el imipenem las primeras GES descritas mostraban una
baja capacidad de accion en variantes como GES-2 (78), estudios posteriores
demuestran mayor eficiencia en la hidrolisis para imipenem en las clases GES-4 que
posee tres substituciones de aminoacidos uno de las cuales es una serina en la posicion

170 en comparacion con GES-2 (79).

Asi para estas enzimas segun Lahey Clinic (80) hasta el momento se ha identificado 16
variantes de GES, las cuales difieren entre ellas con 1 a 4 substituciones de aminoacidos
(serina o aspargina en la posicion 170) que las asocia a hidrolisis para imipenem.

Los genes codificantes de estas enzimas se encuentran ubicados en el plasmido
bacteriano que en algunas cepas actua como plasmidos transferibles y estos genes

pertenecen a cassetes de integrones en este segmento de ADN (81).

Se han reportado brotes ocasionales de cepas que expresan GES en grupos pequefios de
pacientes (82) en distintos paises alrededor del mundo, tanto en Europa como en
América y los demas continentes, los mismos que describen la presencia de estas

enzimas en enterobacterias (83,84,85).
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Las metalo B-lactamasas (MBL’S) son enzimas que se caracterizan por tener al cation
Zn** para su accién hidrolitica contra el anillo B-lactdmico. Se encuentran en la clase
funcional B segin Ambler y pertenecen al grupo 3 segiun Bush. Existe una
subclasificacion funcional dependiendo de su capacidad de hidrolisis contra los distintos
B-lactamicos; asi las enzimas que pertenecen al grupo 3a poseen un amplio espectro de
actividad; las del grupo 3b tienen mayor afinidad para la hidrolisis por los carbapenemes
y las del grupo 3c hidrolizan pobremente a los carbapenemes en comparacion con otros

sustratos B-lactamicos (86).

Al igual que las serin B-lactamasas, las MBLs median la resistencia a los p-lactamicos
al escindir el puente amida del anillo antibiético; sin embargo la manera en que estas dos

clases de enzimas logran este proceso difiere en algunos aspectos (87).

El set de aminoacidos que se coordina con las moléculas de Zinc brinda la arquitectura
necesaria para que estos sean capaces de unirse a 2 moléculas de agua para catalizar la
hidrolisis; estas combinaciones son histidina-X- histidina-X- aspartato (HXHXD), que
son comunes a la mayoria de MBL’s, asi como casi todas estas enzimas poseen dos
iones de Zinc en su sitio activo. EI mecanismo de hidrolisis sugiere que el sitio activo de
estas enzimas orienta y polariza la unién con el anillo B-lactamico para facilitar el ataque

nucleofilico por medio del Zinc como metal cofactor (88).
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Su espectro de accién hidrolitica abarca a las penicilinas, cefalosporinas de tardias
generaciones, carbapenemes y no son inhibidos por sulbactam, acido clavulanico ni los
monobactam; siendo susceptibles al ion quelante del acido ethilenodiamenetetra acético

(EDTA).

Las metalo B-lactamasas fueron descritas inicialmente en cepas de Bacillus cereus,
Aeromonas spp, Y Stenotrophomonas maltophilia (89,90) siendo codificadas por el
cromosoma bacteriano; estas bacterias al ser oportunistas provocan infecciones
esporadicas y no representan un problema clinico relevante; sin embargo en la Gltima
década se han descrito MBL’s transferibles en microorganismos con gran importancia
clinica como Pseudomonas aeruginosa en un alto porcentaje de aislados hospitalarios

(91).

La diseminacion hacia las enterobacterias desde plasmidos de Pseudomonas spp. hace a
las bacterias de mayor relevancia en las infecciones comunitarias y nosocomiales
microorganismos multiresistentes de dificil control, siendo este suceso una verdadera
emergencia epidemioldgica ya que se han reportado epidemias en varias partes del
mundo (92,93). Es facil comprender que su diseminacion se debe a la ubicacion genética
de las MBL s tanto en el cromosoma bacteriano como en los plasmidos, especificamente
en sectores de integrones (94). Las familias mas comunes de MBL’s incluyen a VIM,
IMP, GIM, y SIM las cuales estan localizadas en distintas variedades de integrones que

pueden estar asociados a plasmidos o transposones lo que facilita su diseminacion.
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Las MBL’s transferibles como IMP (de “active on imipenem”) estan descritas
inicialmente en Japdn en aislados de Serratia marcescens (95), IMP-1 seria capaz de
hidrolizar a las penicilinas, cefalosporinas pero no al aztreonam, posteriormente se
encuentra la variante IMP-2, que esta vez localizado en un integron de clase 1; su
propagacion es descrita ya en Estados Unidos y Australia (96). Hasta el momento se han

identificado cerca de 26 variantes para IMP alrededor del mundo.

Las enzimas VIM fueron descritas inicialmente en Verona Italia en 1997 de ahi su
nomenclatura (“Verona integron-encoded metallo B-lactamase”) (97). En un principio
estas enzimas fueron halladas en cepas de Pseudomonas aeruginosa, siendo la variante
VIM-2 la mas descrita en el mundo (98,99); existen ya 26 variantes detalladas asociadas
a integrones clase 1 en plasmidos; algunas de las cuales ya se han encontrado en

América tanto en Pseudomonas spp. como en enterobacterias (100,101).

Los estudios que demuestran la presencia de estas enzimas en enterobacterias dan a
conocer la magnitud de este fendmeno de transmision de perfiles de resistencia ya que
los microorganismos con estas enzimas dentro de su genotipo muestran un fenotipo

multiresistente al estar asociado a BLEES concomitantemente (102,103,104).
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Finalmente, las carbapenemsas clase molecular D, mas conocidas como OXA — B-
lactamasas ( de “oxacillin-hydrolyzing”) se describen desde los afios 1980 (105,106) y
fueron halladas inicialmente en cepas de Acinetobacter baumannii y llamada en ese

entonces ARI-1 ( de “Acinetobacter resistant to imipenem”).

Inicialmente se las consideraba penicilinasas por hidrolizar a la Oxacilina y Cloxacilina,
no se habia identificado su accién en cefalosporinas de 3era generacion; sin embargo
estudios posteriores reportan la capacidad de hidrélisis de estas enzimas para
ceftazidima y pobre inhibicién por &cido clavulanico y EDTA (107); y se conoce que
poseen un alta variabilidad en la secuencias de aminoacidos que componen sus

diferentes variantes, lo que ademas les otorga distinto espectro de accion.

De las 193 variantes enzimaticas de las OXA — B-lactamasas descritas hasta el momento
(80), se conoce que un namero limitado de las mismas posee actividad hidrolitica sobre
los carbapenemes. La primera OXA-carbapenemasa descrita OXA-23 posee una
homologia de hasta un 36% en la secuencia de aminoacidos con las variantes OXA-5 y
10 (108,109), exactamente existen 9 subgrupos de enzimas OXA-type con capacidad

hidrolitica para imipenem (110).
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Desde entonces existen reportes de brotes aislados de cepas productoras de estas
carbapenemasas, sobre todo en cepas de bacterias oportunistas como Acinetobacter spp;

en paises como Corea, Japon, Estados Unidos, Espafia, etc (111,112,113).

La presencia de estas enzimas en cepas de enterobacterias ya se reporta en Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae las cuales poseen genes codificadores de estas enzimas sin
embargo demuestran MICs dentro de parametros de susceptibilidad a los carbapenemes;
y no es detectado en los sistemas automatizados de Vitek y Phoenix (114,115)

rutinariamente utilizados.

Los estudios sugieren que esta resistencia en el género Enterobacteriaceae mediada por
enzimas OXA-type de origen plasmidial se sumaria a una resistencia previa en estas
bacterias mediada por otros mecanismos como bombas de flujo, disminucién de la

permeabilidad y otras carbapenemasas adicionales (116).
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La deteccion de la actividad de carbapenemasas en aislados clinicos ha sido desde
siempre un verdadero reto para los laboratorios de Microbiologia; y es de suma
importancia el screening de estas cepas para evitar la diseminacion de bacterias
productoras de carbapenemasas y asi determinar a tiempo fallas en el tratamiento de

pacientes que padecen patologias infecciosas causadas por estos microorganismos.

Los principales obstaculos para la deteccion eficiente de este tipo de enzimas radica en
que en la mayoria de pruebas habituales las cepas del genero Enterobacteriaceae cursan
con aparente sensibilidad a los carbapenemes segin los puntos de corte del CLSI, y
pueden existir otros mecanismos de resistencia combinados (alteracién de porinas,
enzimas del tipo AmpC y/o CTX-M) que dan perfiles de resistencia a los carbapenemes.
Por otra parte algunos estudios reportan cepas aparentemente sensibles al imipenem y
que sin embargo por medios moleculares se ha determinado la presencia de genes

responsables de codificar a distintas carbapenemasas (117).

Tomando en cuenta los parametros internacionales del CLSI, la sospecha de la
produccién de carbapenemasas en enterobacterias se establece frente a una cepa que
muestre una resistencia completa o intermedia a las cefalosporinas de tercera y cuarta

generacion y/o una resistencia intermedia o completa a los distintos carbapenemes.
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Segun Pasterdn (118) una zona de inhibicion del halo menor o igual a 21mm o valores
de MIC entre 2 a 4 pug/ml para el imipenem serian los parametros a tomar en cuenta para
instaurar pruebas fenotipicas de screening como el Test Modificado de Hodge y otras

pruebas que usan al acido borénico como inhibidor de carbapenemasas.

El Test Modificado de Hodge (MHT por sus siglas en ingles Modified Hodge Test) es
una prueba de screening altamente sensible y especifica para el grupo de las
enterobacterias; sin embargo la utilizacién de este test en distintos estudios revela su
utilidad unicamente para el screening de Serin B-lactamasas y no para las metalo f-

lactamasas que requieren un inhibidor del Zinc como el EDTA.

Por otra parte en cepas de Providencia spp, Morganella spp, y Proteus spp. su utilidad
se ve limitada debido a que estas especies poseen MIC elevadas por mecanismos
distintos a las carbapenemasas que afectarian los resultados de este screening (66). El
MHT por otra parte puede presentar resultados falsos positivos en cepas que acarrean

enzimas del tipo AmpC y/o CTX-M o una mutacion en las porinas.
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Otros estudios sefialan la eficiencia de la utilizacion de inhibidores como el acido
boronico para detectar a enzimas de la familia de las serin B-lactamasas como KPC de
una manera mas especifica; sobre todo en casos en los que existe MICs dentro de
parametros de sensibilidad (118,119,120); este inhibidor sintético serviria para el control
de falsos positivos obtenidos con el MHT (117) ya que tiene la capacidad de inhibir la

actividad de las enzimas del tipo AmpC en cepas hiperproductoras de la misma.

Por lo anteriormente expuesto existen limitaciones en las técnicas fenotipicas para la
deteccion de microorganismos sospechosos de producir carbapenemasas; sin embargo
las pruebas de screening descritas anteriormente muestran una alta sensibilidad y
especificidad segln el tipo de enzima a detectarse (118); por lo tanto los métodos
moleculares son el gold standard para la deteccién de los genes involucrados de manera

ineludible en la practica microbioldgica (122).
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CAPITULO I1l. MATERIALES Y METODOS

1. Poblacién de Estudio.-

Se analiz6 una muestra de 2651 aislados clinicos obtenidos de distintos hospitales de
Quito pertenecientes a la Red Nacional de Resistencia Bacteriana (REDNARBEC) en el
periodo de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010. Los hospitales incluidos fueron:
Hospital Carlos Andrade Marin, Hospital de las Fuerzas Armadas, Hospital VVozandes de
Quito, Hospital Solca, Hospital Gineco - Obstétrico Isidro Ayora, Hospital Pablo Arturo
Suérez, Hospital Enrique Garcés, Hospital de La Policia Nacional y el Hospital de nifios
Baca Ortiz. Se tomaron en cuenta datos de relevancia clinica como son la edad y sexo
del paciente, asi como el origen de la muestra y el servicio hospitalario que la
proporciona; ademas se recolect6 informacion acerca de la identificacion bacteriana y la

fecha de la obtencion de la cepa (Anexo 1).

Cada uno de los aislados recibidos fue sometido a reaislamiento en medio de cultivo
Agar EMB (eosina azul de metileno) y a identificacion bioquimica para comprobar el
género y especie (Anexo 6); posteriormente se realizd una bacterioteca conservando
cada aislado en un tubo de Agar Nutriente y dos copias en tubos Eppendorf bajo

congelacion a — 20° centigrados conservados en glicerol.
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A cada enterobacteria identificada se le realiz6 un antibiograma inicial en donde se
determind la resistencia a los carbapenemes. Aquellas que mostraron un halo de
sensibilidad menor o igual a 21 mm para el imipenem se consideraron cepas sospechosas
de producir carbapenemasas y pasaron a confirmacion fenotipica y genotipica mediante
el Test Modificado de Hodge, Test de doble disco EDTA-imipenem, Test doble disco
acido borénico - imipenem y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

respectivamente.

2. Tipo de estudio:

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal.

3. Procedimientos de recoleccion de informacion.-

3.1 Identificacion fenotipica de enterobacterias.-

Pruebas Bioquimicas.-

El panel bioquimico permite establecer el arsenal enzimatico que caracteriza a cada
enterobacteria; es asi como al entender el metabolismo de una cepa se puede identificar
claramente el género y especie de la bacteria analizada segun su comportamiento en

distintos medios de cultivo especiales (123,124) (Anexo 5).
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En general estos medios contienen:

e Sustrato: sobre el que actla el material enzimatico
e Indicador: que detecta la disminucion del sustrato por su metabolismo

enzimatico o la aparicion de un producto metabdlico.

El panel bioguimico incluyd las siguientes pruebas.-

e Prueba TSI.- Triple Sugar Iron Agar o Triple Aztcar Hierro (Difco ™)

e Citrato.- Citrate Simmons Agar (Difco ™)

e MILI (Motility-Indol-Lysine Agar) y MIO (Motility-Indol- Ornitine Agar)

(Difco ™)

e Rojo de Metilo (Methyl Red. Difco ™)

e Agar Fenilalanina (Difco ™)

e Urea (Difco ™)
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3.2 Susceptibilidad a Antimicrobianos.-

Se utiliz6 el método de difusion de disco en agar Miiller-Hinton (Difco) siguiendo las
recomendaciones propuestas por el Clinical and Laboratory Standard Institute CLSI

(125,126).

La prueba de sensibilidad o resistencia a antimicrobianos fue realizada transfiriendo de
tres a cinco colonias aisladas en agar nutriente hacia caldo Mueller-Hinton (Difco™),
hasta obtener una turbidez de 0,5 de la escala de McFarland, verificada a través de un

turbidimetro (Vitex) para obtener un inéculo de aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL.

La suspension fue sembrada en la superficie del agar Miieller-Hinton (Difco™) con un
hisopo estéril, mediante estria continua en 4 sentidos. Los discos de antibiotico fueron

colocados con ayuda de una pinza estéril. Las placas se las incubé a 37°C por 24 horas.

Se midié los didmetros de los halos de inhibicion (mm) con una regla y comparados con
la tabla del CLSI. Aquellos que mostraron un halo de inhibicion menor a 21 mm para el
imipenem pasaron a ser analizados con la prueba confirmatoria de Hodge modificada y

los Test de doble disco Sinergia descritos a continuacion.
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3.3 Deteccion fenotipica de carbapenemasas.-

Test Modificado de Hodge (Modified Hodge Test MHT).-

El test modificado de Hodge detecta la produccion de carbapenemasas en aislados de
enterobacterias. Este fenotipo de resistencia es detectado cuando la cepa sospechosa
produce estas enzimas que permiten el crecimiento de una cepa sensible al carbapenem
(Escherichia coli ATCC 25922) hacia el disco del antibidtico. El resultado es una

indentacion a manera de “hoja de trébol” (66) (Anexo 7).

Se prepar6 una dilucion a 0.5 en la escala de Mc Farland de una cepa de E.coli ATCC
25922 en 5 ml de Muller Hinton Broth (Difco ™) a la cual de afiadié 0.5 ml de la
solucién anterior a un tubo que contenga 4,5 ml de Muller Hinton Broth (Difco ™),

logrando una dilucién de 1:10.

Posteriormente se sembro la dilucion de 1:10 de E.coli ATCC 25922 en una placa de
Mueller Hinton Agar (Difco ™) y se secé por 3 a 5 minutos. Se colocé un disco de 10
g de meropenem o ertapenem (BD BBL ™ Sensi — Disc ™) en el centro del 4rea a

testarse. En una linea recta se inocul6 el microorganismo sospechoso desde el borde del
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disco al borde de la placa; el mismo procedimiento se realiza con un control positivo
(Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705) y un control negativo (Klebsiella

pneumoniae ATCC BAA 1706). Se incub6 por 16 a 24 horas a una temperatura de 35°C.

e MHT positivo.- si existe un indentacion tipo “hoja de trébol” de la E.coli 25922

en la interseccion con el microorganismo sospechoso.

e MHT negativo.- no existe crecimiento del E.coli 25922 a los costados del

microorganismo sospechoso.

Limitaciones de la técnica.-

La clase de carbapenemasa no puede ser determinada por el Test modificado de Hodge;
por otra parte algunos aislados pueden mostrar una pequefia indentacion sin embargo no
son productores de carbapenemasas (falsos positivos) debido a multiples factores como
los son la produccion de B-lactamasas de espectro extendido tipo CTX-M o AmpC y/o
otros mecanismos de resistencias hacia los carbapenemes como la mutacion de porinas

de membrana.
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Test de Doble Disco - sinergia.-

Acido boroénico - imipenem.-

Existen estudios que proponen la utilizacién de pruebas confirmatorias mediante la
técnica de la difusion de doble disco afiadiendo inhibidores selectivos. Recientemente se
ha encontrado la capacidad del &cido boronico de inhibir de manera reversible tanto a las
enzimas de Clase C como a las serin-carbapenemasas del tipo KPC, GES, NMC-IMI
(120,127) (Anexo 7). Por esta razon se considera al test con acido 3-aminofenil boronico
un screening para la deteccion de carbapenemasas; siendo util para el control de falsos

positivos que pueden aparecer con el Test de Hodge (123,128).

Se colocé un disco de imipenem de 10 pg a una distancia de 9 a 11 mm de centro a
centro de un disco de &cido borénico de 300 pg en una placa de Miller Hinton Agar
(Difco™) inoculada con una dilucién de la cepa a estudiarse ajustada a una turbidez de

0.5 Mc Farland.

e Test positivo: un aumento en el area de inhibicion entre el imipenem y el acido

boronico que demuestra sinergismo se considera un resultado positivo.

e Test negativo: no existe aumento en el area de inhibicion del carbapenem.
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Test EDTA — imipenem.-

Las metalo B-lactamasas poseen al Zinc como elemento esencial para su accion
enzimaética, agentes quelantes como el EDTA actdan inhibiendo a este cofactor por lo
que se considera un inhibidor selectivos de estas enzimas y son la base para los test de
doble disco para determinar sinergismo (Anexo 8). Al igual que para las otras técnicas se
utiliz6 una placa de Miller Hinton Agar (Difco) en la que se sembr6 en 4 sentidos la
cepa a analizarse y se coloc6 un disco de imipenem de 10 pg a una distancia de 9 a 11
mm de centro a centro de un disco de filtro en el que se colocd 10 pl de la solucion de

EDTA preparada previamente (113,114).

e Test positivo: un aumento en el area de inhibicion entre el imipenem y el EDTA

gue demuestra sinergismo se considera un resultado positivo.

e Test negativo: no existe aumento en el area de inhibicion del carbapenem con

respecto al EDTA.
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3.4 Deteccidn genotipica de carbapenemasas.-

Extraccion de ADN.-

Se realizo la extraccion de ADN total y plasmidial mediante el siguiente protocolo

(129):

Cada aislado fue inoculado en 5 ml de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) (Difco ™) por 24
horas a 37°C. Se transfirié 1,5 ml a microtubos estériles, se centrifugd por un minuto a
méaxima velocidad (14 000 rpm). Una vez desechado el sobrenadante se lavd una vez
con 1 ml de Tris — EDTA (Tris 50mM + EDTA 20mM, pH8), se centrifugd por 2

minutos a maxima velocidad (14 000 rpm).

Se descarto el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 400 ul de Tris — EDTA (Tris
50mM + EDTA 20mM, pH8); se afiadio: 50 ul de SDS (al 10%), 10 ul de Lisozina (a 5
mg/ml) y 5 ul de Proterinasa K (a 20 mg/ml), y se dejo6 incubar a 37 °C por 1 hora. Una
vez transcurrido este tiempo se centrifugd 2 minutos a maxima velocidad (14 000 rpm).
Se recolect6 el sobrenadante en nuevos microtubos estériles y se mezclo con la pipeta
P1000 5-10 veces para quebrar proteinas. A esto se adiciond: 23,25 ul de cloruro de
sodio 5 My 46,5 ul de solucién de acetato de sodio 3 M y se dej6 incubar por 1lhora a

4°C.
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Posteriormente se centrifugaron 15 minutos a maxima velocidad (14 000 rpm), a esto se
agrego 660 ul (2 voliumenes) de etanol al 100% helado y se dejé reposar de 10-15
minutos. Los tubos con la solucion se centrifugaron por 15 minutos a maxima velocidad

y el sobrenadante fue descartado.

Se los dejo secar en la cabina de flujo laminar y se resuspendié el ADN con 200 ul de
buffer Tris-EDTA (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7,5). EI ADN se lo almacen0 a —

20°C durante 24 horas.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).-

Fundamento de la técnica:

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar
hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para
separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion y, a
continuacion, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas
(130,131). Consiste en una serie de 20 a 35 cambios repetidos de temperatura llamados

ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3 pasos a diferentes temperaturas.


http://es.wikipedia.org/wiki/ADN_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n
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La PCR comdun se realiza con ciclos que tienen tres pasos de temperatura. Los pasos de
ciclos a menudo estan precedidos por un choque térmico (llamado "hold"™) a alta

temperatura (> 90 °C), y seguido por otro hold al final del proceso para la extension de

producto final o el breve almacenaje.

e Inicializacién

Este paso consiste en llevar la reaccion hasta una temperatura de 94-96 °C (6 98 °C si se

estd usando una polimerasa termoestable extrema), que se mantiene durante 1-9 minutos.

e Desnaturalizacion

Se desnaturaliza el ADN mediante calentamiento (94-95°C) de la muestra a una
temperatura que depende, por ejemplo, de la proporcion de G+C que tenga la hebra,

como también del largo de la misma.


http://es.wikipedia.org/wiki/Contenido_GC
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e Alineamiento/Unién del cebador

A continuacion se producird la hibridacion del cebador, es decir, el cebador se unird a su
secuencia complementaria en el ADN molde. Para ello es necesario bajar la temperatura
a 40-68 °C durante 20-40 segundos, permitiendo asi el alineamiento. Los puentes de
hidrogeno estables entre las cadenas de ADN (union ADN-ADN) sélo se forman cuando
la secuencia del cebador es muy similar a la secuencia del ADN molde. La polimerasa

une el hibrido de la cadena molde y el cebador, y empieza a sintetizar ADN.

e Extensidén/Elongacién de la cadena

Actia la ADN polimerasa, tomando el ADN molde para sintetizar la cadena
complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario para la sintesis
de nuevo ADN. La polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN complementaria a la
hebra molde afiadiendo los ANTP's complementarios en direccion 5'— 3', uniendo el
grupo 5'- fosfato de los dNTPs con el grupo 3'- hidroxilo del final de la hebra de ADN

creciente.


http://es.wikipedia.org/wiki/Hibridaci%C3%B3n_(biolog%C3%ADa_molecular)
http://es.wikipedia.org/wiki/Puente_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Puente_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n_de_ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n_de_ADN
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e Elongacion Final

Etapa Unica que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74 °C durante 5-15 minutos tras
el ultimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple

restante sea totalmente ampliado.

e Conservacion

Este paso se lleva a cabo a 4-15 °C durante un tiempo indefinido para conservar la

reaccion a corto plazo.

Deteccidn de genes de resistencia: blakpc, blages, blaviv, blajve.-

Cuatro genes de resistencia a carbapenemes y codificantes de serin B-lactamasas y
metalo B-lactamasas: blakpc, blages, blavim, blawe, respectivamente fueron analizados

mediante la técnica de PCR.
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Los iniciadores para la amplificacion de los genes blayv, blaywp fueron disefiados y
testados por Pitout et. al (2005); para los genes blakpc, blaces se disefiaron los primers
tomando en cuenta todas las variables alélicas para cada gen descritas hasta el momento

(Anexo 4).

Para la reaccion en cadena de la polimerasa fueron preparadas soluciones de 25 ul

conteniendo:

Reaccién para KPC y GES.-

Se realizaron la PCR con una reaccion con 12,5 ul de Master Mix (Promega), 0,5 ul mM

de cada iniciador (Invitrogen), 1 ul de ADN.

Reaccion para VIM e IMP.-

La reaccion calculada contenia 5 ul de Buffer, 11,88 ul de Agua para PCR, 2,5 ul de

MgCly, 0,5 ul de dNtp’s, 1 ul de cada iniciador (Invitrogen) y 3 ul de ADN.
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Amplificacion.-

El programa de amplificacion del DNA fue realizado en el termociclador LabNet

modelo MULTIGENE con los siguientes ciclos segun el gen:

blaKpc y blaGEs :

El programa consistio en una denaturacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido
por 25 ciclos, los cuales consistieron en un paso de denaturacion a 95°C por 1 minuto,
seguido de un paso de hibridacion a 55.6 °C por 1 minuto y un Gltimo paso de extension

a 72 °C por 1 minuto; finalmente, una extension a 72 °C por 10 minutos

blayimy blaymp :

En este caso se aplic6 un programa con una denaturacion inicial a 95 °C durante 5
minutos, seguido por 38 ciclos, los cuales consistieron en un paso de denaturacion a
95°C por 1 minuto, seguido de un paso de hibridacion a 52 °C por 1 minuto y un altimo
paso de extension a 72 °C por 1 minuto; finalmente, una extensién a 72 °C por 10

minutos.
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Los productos de PCR fueron almacenados a -20 °C hasta su andlisis electroforético.

Visualizacion de los productos de PCR.-

Los productos resultantes de la PCR fueron separados a traves de electroforesis
horizontal en geles de agarosa ultra pura 1,0% (Invitrogen) disuelta en 45 mM de Tris,
45 mM de &cido bérico y 1,25 mM de EDTA (TBE 0,5X) a 125 Voltios por 45minutos
en tampon de de 89 mM de Tris, 89 mM de éacido bérico y 2,5 mM de EDTA (TBE

1,0X)

Para determinar los pesos moleculares las muestras fueron comparadas con un marcador
de peso molecular trackit 100pb ladder (Invitrogen). La tincion del gel se realiz6 con

SYBER Gold 10.000X concentrada en DMSO (PROMEGA).

Los productos del PCR fueron examinados por examen visual considerando como
muestra positiva la presencia de una banda visible independientemente de su intensidad
y cuyo tamafo de amplicon sea de 738 pb para el gen blakpc, de 864 pb para el gen
blaces, de 600 pb para el gen blawp, 500 pb para el gen blayu; como control negativo
fue empleado agua molecular con ausencia total de bandas, lo que no produjo ningun

amplicon (Anexo 9).



56

CAPITULO IV. RESULTADOS

1. Andlisis Univarial.-

1.1 Variables descriptoras de la poblacion.-

La poblacion de la que se obtuvo las muestras fue diversa con un promedio de edad de

43 afnos (£26; 0-107); en su mayoria fueron mujeres.

Tabla 1: Medida descriptiva de la edad de los pacientes de los cuales se tomo
los aislados clinicos provenientes los hospitales colaboradores, de

Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

N Valido 2651

Pérdidas | 441

Promedio 43
Mediana 45.3
Moda 1
Desviacion std. 26
Minimo 0
Maximo 107

Percentiles 25 16,00

50 46,00

75 66,00

Fuente: Registros Hospitalarios.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.
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Figura 1: Distribucion segun sexo de los pacientes de los cuales se tomd los
aislados clinicos provenientes de los hospitales colaboradores, de

Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

S/ID
4%

M, masculino; F, femenino; S/D, no se obtuvo datos.
Fuente: Registros Hospitalarios.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.

1.2 Origen de la muestra.-

Existio un claro predominio de muestras provenientes de la consulta externa y
emergencia con un 65%, esto se explica debido a que los problemas de salud inician a
este nivel; del medio hospitalario se obtuvo un 28% de las muestras, 3% corresponden a
UCI y existio un 4% de cepas de las que no se pudo obtener informacion acerca del
servicio de origen debido a inconsistencia en los registros hospitalarios tomados como

referencia.
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Figura 2: Distribucion segun el servicio de salud de los aislados clinicos
tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a

Noviembre del 2010.

s/p ucl

Hospitalizacion
Quirargica
11%

Consulta Externa
42%

Hospitalizacion
Clinica
17%

Emergencias
23%

UCI, Unidad de Cuidados Intensivos; S/D, sin datos de origen.

Fuente: Registros Hospitalarios.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.
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Figura 3: Distribucion del origen de los aislados clinicos tomados de los

colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

S/D; sin datos de origen.

Fuente: Registros hospitalarios de los aislados clinicos.

Elaboracion: Ana Maria Gémez Jaramillo.

Otro dato importante, es que el principal origen de las muestras fue comunitario (65%),

pero que ademas, las muestras sin identificacion de origen llegaron a un 4%.
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Los aislados se obtuvieron de distintos tipos de muestras bioldgicas; a continuacion una

descripcién porcentual:

Tabla 2:

hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

Tipo de muestra Frecuencia | Porcentaje
Absceso 27 1,02
Dispositivo invasivo 18 0,68
Heces 3 0,11
Hemocultivo 61 2,30
Herida 58 2,19
Herida quirdrgica 65 2,45
Hisopado de cavidad 48 1,81
Hueso 12 0,45
Liquido intrabdominal 49 1,85
Muestra del SNC 2 0,08
Orina 2080 78,46
Ulcera 22 0,83
S/N 61 2,30
Total 2651 100

S/N, no determinado.

Fuente: Registros Hospitalarios.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.

Distribucion segun el tipo de muestras biolégicas tomadas de los
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Se confirmo la identificacion bacteriana en los 2651 aislados mediante metodologia
bioquimica; se reconfirmé mediante el sistema Vytek en los Laboratorios Zurita y Zurita

en los casos que fueron necesarios.

Tabla 3: Identificacién bacteriana realizada en la PUCE segln género y
especie en muestras tomadas de los hospitales colaboradores, de

Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

Microorganismo Frecuencia | Porcentaje
Citrobacter diversus 4 0,2
Citrobacter freundii 19 0,7
Citrobacter koseri 2 0,1
Enterobacter aerogenes 15 0,5
Enterobacter cloacae 40 15
Escherichia coli 2174 82,0
Hafnia alvei 2 0,1
Klebsiella oxytoca 63 2,3
Klebsiella pneumoniae 236 8,9
Morganella morganii 9 0,3
Proteus mirabilis 66 2,5
Proteus vulgaris 13 0,5
Serratia marcescens 8 0,3
Total 2651 100,0

Fuente: Datos obtenidos de la elaboracion de pruebas bioquimicas en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Biologia de la PUCE. Elaboracion: Ana Maria Gémez Jaramillo.
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1.3 Resistencia bacteriana: Antibiograma inicial.-

En el siguiente grafico, podemos observar los resultados del primer antibiograma, en el

cual se encontraron resistencias importantes en los farmacos utilizados (Anexo 2).

Figura 4: Descripcion del perfil de resistencia y sensibilidad en el Antibiograma
Inicial en los aislados clinicos tomados de los hospitales

colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

100%

B0%

80%
70%

60%
50%

40%

30%
20%

10%
0%

| me |
B SENSIBLE 1763
W RESISTENTE 890 279 434 2 23

AMP, ampicilina; CAZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; IMP, imipenem; MER, meropenem.

Fuente: Datos obtenidos de los antibiogramas realizados en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Biologia de la PUCE.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.
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1.4 Cepas sospechosas de producir carbapenemasas.-

De todas las bacterias analizadas, se observéd un 2% de las cepas como sospechosas de la
presencia de carbapenemasas, al poseer un halo igual o menor a 2lmm para el

imipenem, lo cual fue verificado por fenotipo y genotipo posteriormente.

Figura 5: Cepas sospechosas de producir carbapenemasas de los aislados
clinicos tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a

Noviembre del 2010.

CON

SOSPECHA
2%

SIN
SOSPECHA
98%

Fuente: Datos obtenidos de los antibiogramas realizados en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Biologia de la PUCE.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.
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1.5 Andlisis del Antibiograma confirmatorio: Utilizado para la

comprobacion fenotipica de la presencia de BLEES.-

De las cepas analizadas se obtuvieron 434 aislados resistentes a los antibioticos
ceftazidima y cefotaxima, perfil fenotipico para la produccion de BLEES, el cual se
confirm¢d al afadir &cido clavulanico a los antibidticos descritos encontrandose un

aumento de 5 mm en el halo de inhibicién.

Tabla 4: Presencia de BLEES en los aislados clinicos tomados de los hospitales

colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

Frecuencia | Porcentaje

NEGATIVO 78 18,73

POSITIVO 356 81,27
(aumento del halo de
inhibicion en 5 mm)

Total 434 100,00

Fuente: Datos obtenidos de los antibiogramas realizados en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Biologia de la PUCE.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.
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1.6 Andlisis fenotipico y genotipico.-

El andlisis fenotipico y genotipico con la utilizacion del Test Modificado de Hodge, las
Pruebas de doble disco sinergia (EDTA - imipenem y acido borinico — imipenem) y la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se lo realiz6 en las cepas que resultaron ser
sospechosas en la produccién de carbapenemasas; es decir, en los 42 aislados que

presentaron un halo igual o menor a 21mm para el imipenem. Asi obtuvimos:

Tabla 5: Screening de la presencia de carbapenemasas mediante el Test
Modificado de Hodge en los aislados clinicos tomados de los

hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

Frecuencia | Porcentaje

NEGATIVO 35 84,33
POSITIVO 7 16,67
Total 42 100,0

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion del Test Modificado de Hodge en el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Biologia de la PUCE.

Elaboracién: Ana Maria Gémez Jaramillo.
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Tabla 6: Deteccion fenotipica de serin B-lactamasas mediante el Test acido

boronico - imipenem en los aislados clinicos tomados de los hospitales

colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

Frecuencia | Porcentaje
POSITIVO 6 14,29
NEGATIVO 36 85,71
Total 42 100,00

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion del Test &cido borénico — imipenem en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Biologia de la PUCE.

Elaboracion: Ana Maria Gémez Jaramillo.



67

Tabla 7: Deteccion fenotipica de metalo B-lactamasas mediante el Test de
doble disco sinergia EDTA - imipenem en los aislados clinicos
tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a

Noviembre del 2010.

Frecuencia | Porcentaje

POSITIVO 1 2,38
NEGATIVO 41 98,62
Total 42 100,00

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion del Test EDTA — IMP en el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Biologia de la PUCE.

Elaboracién: Ana Maria Gémez Jaramillo.
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Tabla 8: Descripcion del Genotipo de los aislados clinicos tomados de los

hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

Frecuencia | Porcentaje
blakpc 6 14,29
blages 0 0,00
blajvp 0 0,00
blavim 0 0,00
NINGUNO 36 85,71
Total 42 100,0

Fuente: Datos obtenidos de la realizacién de PCR en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Biologia de la PUCE.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.



2. Andlisis Estratificado.-

2.1 Sospecha de carbapenemasas por procedencia de la muestra.-

La distribucion de las 42 cepas sospechosas de producir carbapenemasas tuvo
predominancia en el origen comunitario al encontrarse 24 aislados entre consulta externa
y emergencias, y 18 cepas provenientes de distintos servicios hospitalarios. El analisis

molecular demostrd 6 aislados genotipicamente positivos para el gen blakpc, siendo

todos estos de origen hospitalario.

Tabla 9: Distribucion por el origen de las muestras sospechosas de producir

carbapenemasas tomadas de los hospitales colaboradores, de Mayo

del 2009 a Noviembre del 2010.

CEPAS
SOSPECHOSAS DE
PRODUCIR FRECUENCIA | PORCENTAJE
CARBAPENEMASAS
HOSPITALARIA 18 42,85
COMUNITARIA 24 57,15
TOTAL 42 100,00

Fuente: Registros Hospitalarios de los aislados clinicos.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.
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Tabla 10: Descripcion del perfil genotipico y su relacién con el origen de las
cepas sospechosas de producir carbapenemasas tomadas de los

hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010.

CEPAS
SOSPECHOSAS DE
PRODUCIR FRECUENCIA blakpc blages blaym blayue
CARBAPENEMASAS
HOSPITALARIA 18 6 0 0 0
COMUNITARIA 24 0 0 0 0
TOTAL 42 6 0 0 0

Fuente: Registros Hospitalarios de los aislados clinicos y datos obtenidos mediante la realizacion de PCR en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la PUCE.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.

2.2 Analisis de sensibilidad del Test Modificado de Hodge versus el genotipo.-

Encontramos que el Test Modificado de Hodge presenté una alta sensibilidad y
especificidad, aunque fueron pocos casos, la coincidencia fue alta con 7 tests positivos

de los cuales 6 presentaron el gen blakpc. Solo existié un caso falso positivo.




Tabla 11:

Sensibilidad y especificidad del Test Modificado de Hodge aplicado
para el screening de la presencia de carbapenemasas en los aislados

clinicos tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a

Noviembre del 2010.

GENOTIPO
Positivo Negativo
6 1
Positivo 7
TEST DE
HODGE
0 14
6 15 21
IC 95%
SENSIBILIDAD 100% 100% 100%
ESPECIFICIDAD 93% 90% 97%
VPP 86% 80% 91%
VPN 100% 100% 100%

VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo.

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion del Test de Hodge en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Biologia de la PUCE.

Elaboracion: Ana Maria Gomez Jaramillo.
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CAPITULO V. DISCUSION

En el presente estudio se encontr6 un 2% de aislados sospechosos de producir
carbapenemasas (42 aislados) (Anexo 3). Los reportes en varios paises alrededor del
mundo demuestran similares tasas de resistencia a estos antibidticos; sin embargo la
vigilancia epidemiol6gica ya evidencia un aumento significativo en la resistencia

mediada por carbapenemasas. (133, 135).

A pesar de ser un porcentaje bajo, es de suma importancia el hallazgo de estos aislados
ya que confirma la presencia de estas enzimas en el Ecuador y ademas se une a la alerta

epidemioldgica ya existente en otros paises de Sudamérica como Argentina (136).

Conociendo su mayor prevalencia en microorganismos nosocomiales multiresistentes
como Pseudomonas spp. estas enzimas debido a su ubicacién plasmidial tienen la
facilidad de ser transmitidas hacia otras especies como las enterobacterias (137); lo que
podria explicar la existencia de cepas de gram negativos entéricos con perfiles de

resistencia a varios antibioticos incluyendo las cefalosporinas de amplio espectro.
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La resistencia encontrada a las cefalosporinas de Ultimas generaciones por analisis
fenotipico demostrd la presencia de 434 cepas probablemente productoras de BLEES de
las cuales 356 resultaron positivas en el antibiograma confirmatorio para la produccion
de estas enzimas; esto junto al hallazgo de cepas sospechosas de producir
carbapenemasas demuestra que las enterobacterias circulantes en los hospitales

estudiados son microorganismos multiresistentes.

El Test Modificado de Hodge mostré una sensibilidad del 100% y un especificidad del
93% para la deteccion de carbapenemasas (Anexo 7). Estos hallazgos coinciden con los
estudios que reportan hasta un 93% de sensibilidad del MHT para el screening de estas
enzimas, sin embargo el MHT no permite diferenciar el tipo de carbapenemasa
existente. Los falsos positivos en MHT estan dados por distintos factores, entre los que
se encuentran la sobreproduccion de enzimas como CTX-M (BLEES) y/o la presencia
de otros tipos de P-lactamasas como AmpC més la alteracion de las porinas de

membrana; pardmetros no confirmados en este estudio (118,138).

El uso de las pruebas de doble disco con inhibidores especificos EDTA o acido boronico
(AB) permiten diferenciar el tipo de carbapenemasa existente segin sea metalo [-

lactamasa o serin B-lactamasa, respectivamente (Anexo 7).
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En este estudio las 6 cepas productoras de KPC confirmadas genotipicamente mostraron
perfiles fenotipicos positivos con &cido borénico, lo que sustenta los datos de una
aceptable sensibilidad de este test para la deteccion de las enzimas tipo serin y ademas se
confirma la capacidad inhibitoria de este compuesto sobre las enzimas de clase A,

especialmente del tipo KPC (118,127).

La deteccion precisa de cepas productoras de KPC se ve muy limitada por varias
circunstancias concernientes tanto a la metodologia automatizada o manual, como a la
cepa en si. Es asi como estudios realizados en Estados Unidos donde han existido brotes
esporadicos de cepas productoras de esta enzima, han demostrado que un inéculo menor
a lo recomendado coincide con datos de aparente susceptibilidad a los carbapenemes

(67).

Por otra parte se ha encontrado que muchas cepas que poseen distintos tipos de
carbapenemasas muestran diferentes perfiles de resistencia, es decir que las
concentraciones minimas inhibitorias fluctian entre los rangos de MIC de 2 a 4 ug/ml,

sin existir un parametro constante (139, 140).



75

El hallazgo mas comun es la presencia del gen blakpc en cepas de Klebsiella
pneumoniae, siendo estas las causantes de pequefios brotes en distintas partes del mundo
(63,141,142). Los resultados del estudio determinaron la presencia de KPC en aislados
de K. pneumoniae Unicamente, sin embargo la evidencia cientifica ha demostrado la
presencia de variantes de esta enzima en otros microorganismos como Enterobacter

spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp. (62,69,143).

La ubicacion del gen blakpc en un transposon relacionado con secuencias en plasmidos
conjugativos hace que su potencial de diseminacion sea realmente alto; y por lo tanto el
riesgo de que la resistencia se transfiera a otros representantes de las enterobacterias
comlUnmente asociados a infecciones tanto comunitarias como nosocomiales es

inminente.

Por otra parte se ha visto frecuentemente que las cepas poseedoras de KPC acarrean
conjuntamente genes productores de BLEES (144), ademas de que estan asociados a
determinantes plasmidiales de la resistencia hacia quinolonas y aminoglucdésidos lo que
contribuye a la transmision de maltiples mecanismos de resistencia a la vez (145,146).
Esto tiene un alto interés epidemioldgico para entender su diseminaciéon y conocer el

perfil de multiresistencia de estos agentes microbioldgicos.
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Es importante recalcar que la resistencia a los carbapenemes en microorganismos
entéricos no solamente estd mediada por enzimas capaces de hidrolizarlos; ya que el

perfil de multiresistencia se da por varias razones (140).

Se ha encontrado distintos mecanismos de resistencia asociados, como lo son la
combinacién de enzimas AmpC vy la disminucién en la permeabilidad de la membrana
por la ausencia o alteracion de porinas, la alteracion de la afinidad de las enzimas blanco
(proteinas ligadoras de penicilinas), y junto a estos las enzimas capaces de hidrolizar a

los carbapenemes denominadas carbapenemasas (147,148,149).

Los resultados arrojados en este trabajo determinaron a la carbapenemasa del tipo KPC
como responsable de la resistencia a los carbapenemes en 6 aislados; en las cepas
restantes en las que no se hall6 los genes investigados la resistencia estaria mediada por

uno o varios de los mecanismos descritos anteriormente.

En el presente estudio se encontrd 42 aislados sospechosos de producir carbapenemasas,
de los cuales 24 provenian de la comunidad y 18 aislados correspondian a los servicios
de hospitalizacion; tomando en cuenta que el mayor porcentaje de la muestra total (65%)

fueron cepas provenientes de consulta externa y emergencia.
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El anélisis molecular hallo entre las cepas sospechosas 6 K. pneumoniae con el gen
blakpc, siendo todas estas de origen hospitalario (Anexo 3), este perfil fenotipico de
resistencia a antibidticos de amplio espectro como lo son los carbapenemes se
desarrollaria en bacterias causantes de infecciones nosocomiales debido al uso
restrictivo a nivel hospitalario de estos antibidticos; sobre todo en servicios como las

Unidades de Cuidados Intensivos (150,151).

Por lo anteriormente expuesto, las cepas comunitarias que mostraron en el analisis
fenotipico halos menores o iguales a 21mm podrian deber su resistencia a mecanismos
distintos a carbapenemasas (porinas y permeabilidad) como se lo analiz6 anteriormente

(152).

Los resultados moleculares de este proyecto son congruentes con la epidemiologia
mundial; sin embargo el origen de las carbapenemasas tiene dos direcciones: el ambiente
sanitario por transmision plasmidial entre agentes nosocomiales y, por otra parte, el
material genético proveniente del medio ambiente desde microorganismos que poseen
dentro de sus cromosomas elementos moviles (integrones, transposones, etc) que llevan

genes que codifican enzimas capaces de hidrolizar a los carbapenemes (153).
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Esta Gltima aseveracion tiene su fundamento al reconocer que los carbapenemes son
sintetizados a partir de un organismo proveniente del suelo, el Streptomyces catleya, y
estas enzimas son sintetizadas en bacterias del suelo como Bacillus cereus, Shewanella

spp. lo que les garantiza su supervivencia en este ambiente (154,155,156).

Como parte de la evolucién y como mecanismos de defensa frente al ambiente los
microorganismos de la comunidad desarrollaron este tipo de enzimas, que ademas
actuarian para regular el metabolismo, por ejemplo, en la renovacion y sintesis de la
pared bacteriana (157), por otra parte el estudio molecular ancestral de las

carbapenemasas demuestra que todas tienen un origen comun.

Los resultados obtenidos luego del analisis mediante el Test del doble disco para la
deteccidn de enzimas VIM e IMP arrojaron resultados negativos, es decir que no existié
sinergismo entre EDTA — imipenem en 41 de las 42 cepas sospechosas de este estudio.
Esto fue corroborado por la técnica de PCR que no demostro la presencia de los genes

blayiv y blayye en ningun aislado.
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La deteccion de las metalo B-lactamasas tiene grandes limitaciones, similar a lo que
ocurre con las BLEES; los tests microbiolégicos que se utilizan regularmente para la
deteccion de estas enzimas pueden presentar resultados erroneos debido a que muchas
cepas que poseen MBL’s cursan con sensibilidad fenotipica al imipenem (MIC entre 1 a
2 pg/ml) (158) a pesar de acarrear el gen, ademas de que la sensibilidad y especificidad
de estas pruebas depende mucho del género bacteriano a estudiarse, ya sea Pseudomonas

spp. o Enterobacteriaceae.

Por otra parte se ha comprobado la capacidad del EDTA de permeabilizar la membrana
bacteriana en los gram negativos lo que daria como resultado tests positivos sin que sea
mediado por metalo B-lactamasas (159) aportando resultados falsos positivos. Estudios
adicionales han reportado falsos positivos si las cepas producen BLEES, especialmente
de la familia OXA (160). Otros mecanismos que interfieren en la deteccion de MBL's
tienen que ver con la capacidad que tiene el Zinc para modificar las porinas de

membrana OprD y el sistema CzxR-CzcS (Cobre) (161, 162).

Por esta razén los test microbiologicos que utilizan EDTA deben ser continuamente
evaluados en su especificidad y sensibilidad, particularmente cuando se utilicen en
enterobacterias, las recomendaciones internacionales proponen la presencia de una MIC
> a 2 ug/ml como un pardmetro sospechoso de producir MBL"s en organismos entéricos

(163).



80

Los aislados sospechosos de producir carbapenemasas de este estudio al ser analizados
mediante método molecular no demostraron la presencia del gen blaggs para la
produccién de la enzima GES. Esta enzima ha estado relacionada con brotes pequefios
en paises como Guyana y Grecia donde el uso de los carbapenemes es muy comun

debido a la alta incidencia de enterobacterias productoras de BLEES.

La hidrolisis de los carbapenemes secundaria a la produccion de enzimas GES muestra
perfiles fenotipicos con concentraciones minimas inhibitorias levemente elevadas para el
imipenem, ademas de ser caracteristica la eficiente hidrolisis frente a ceftazidima. Por
otra parte la sensibilidad disminuida al imipenem en cepas portadoras de esta enzima
también se ha visto asociada a la combinacion de otros mecanismos de resistencia como

la disminucion de la permeabilidad (85).

El estudio presentado demuestra el perfil de resistencia frente a los carbapenemes de las
enterobacterias circulantes en los medios hospitalarios analizados y los reconoce como
microorganismos multiresistentes, ademas evidencia que ya existe una circulacion de

estas cepas lo que explica las fallas terapéuticas con estos antibidticos (164).
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Los factores que favorecen la aparicion de microorganismos multiresistentes, sobretodo
cepas que acarreen los genes responsables de la produccion de enzimas del tipo BLEES
y KPC estan asociados al uso irracional de los antibidticos, esto es un factor
determinante debido a que antibidticos como las fluoroquinolonas y las cefalosporinas
de amplio espectro ejercen una presion genética selectiva para el desarrollo de

carbapenemasas.

A lo anterior se suman los factores relacionados al paciente como lo son la estancia
hospitalaria prolongada, la severidad de la infeccion, el uso previo de varios antibi6ticos,
haber sido manipulado con dispositivos invasivos y la asociacién de comorbilidades que
en conjunto contribuyen al desarrollo y adquisicion de mecanismos de resistencia

multiples, datos no analizados en este estudio.

Por lo tanto el reconocimiento oportuno de enterobacterias capaces de hidrolizar a los
carbapenemes es prioritario ya que un error en su deteccidn conlleva a fallas terapéuticas
que sumadas al factor tiempo aumentan la morbilidad y mortalidad. Varios estudios han
comprobado la asociacion entre la infeccion por Klebsiella pneumoniae productora de
KPC vy altas tasas de mortalidad que llegan hasta un 47% (64). Ademas un re tratamiento
de estas infecciones conlleva a una enorme seleccion de estas cepas y la induccion al

desarrollo de otras resistencias.
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Es asi como la decision empirica inicial para el tratamiento de determinada infeccion
deberia ser basada en un conocimiento claro de la epidemiologia sectorial y la clinica de
la enfermedad infecciosa para orientar adecuadamente el escogimiento de un antibiotico
con un espectro especificamente dirigido al microorganismo mas responsable y asi evitar

el desarrollo y diseminacion de resistencias combinadas.

Por otra parte la terapéutica 6ptima frente a infecciones por microorganismos
multiresistentes es un verdadero reto, ain no se establece la mejor conducta a seguir; sin
embargo opciones como las polimixinas, tigeciclina, colistina y sus asociaciones con
antibidticos con diferentes mecanismos de accion como la rifampicina y/o
azitromicina/fosfomicina y sulbactam han demostrado efectiva actividad in vitro

(165,166,167).

La investigacion y el entendimiento claro de la resistencia y sus mecanismos genéticos
permitira desarrollar medidas y conductas coherentes que reduzcan la diseminacién de
estas cepas tanto al nivel hospitalario y comunitario; ya que los carbapenemes son los
antibioticos de mayor espectro dentro del arsenal terapéutico con los que la medicina
actual cuenta para combatir infecciones severas y dificiles de tratar y que aun tomara
tiempo para que se desarrollen moléculas antimicrobianas capaces de superar su espectro

de accion.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

De los 2651 aislados se encontr6 42 cepas (2% de los aislados) sospechosas de
producir carbapenemasas, siendo esto un indicio de la resistencia a los

carbapenemes en nuestro medio.

Los métodos fenotipicos utilizados en los laboratorios de Microbiologia son
apropiados para la identificacion de la resistencia a los carbapenemes mediada

por carbapenemasas.

Por su parte el Test Modificado de Hodge mostré una alta sensibilidad y
especificidad; por lo tanto es la técnica de screening més adecuada para la
deteccion de este tipo de resistencia; sin embargo no determina el tipo de

carbapenemasa.

El hallazgo de un test de doble disco sinergia de acido boronico — imipenem
positivo en las cepas portadoras del gen blakpc lo confirma como la prueba
fenotipica de screening méas adecuada para la deteccion de serin f-lactamasas del

tipo KPC.
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El test de doble disco sinergia con EDTA — imipenem resultd negativo en 41
cepas testadas; en el analisis genotipico no se encontraron genes para metalo p-

lactamasas (blaym, blayve) 10 que coincide con el andlisis fenotipico.

En relacion a los métodos genotipicos, la PCR es la técnica mas recomendada
para la deteccion del gen blakpc ya que confirmé la presencia del mismo en 6 de

las 42 cepas sospechosas, siendo todas estas Klebsiella pneumoniae.

El gen blakpc encontrado en las 6 cepas descritas al ser parte de plasmidos
transmisibles fue detectado mediante el analisis de ADN plasmidial y total
extraido. Este gen posee un alto potencial de diseminacion entre las
enterobacterias circulantes en los medios hospitalarios estudiados debido a su

ubicacion en estos elementos moviles.

La resistencia mediada por la carbapenemasa del tipo KPC en los aislados
analizados esta relacionada con perfiles de multiresistencia ya que al mismo

tiempo presentaron el perfil fenotipico para B-lactamasas de espectro extendido.

Los genes detectados corresponden a la clase serin 3-lactamasas, especificamente
de la familia KPC, no se encontraron enzimas del tipo GES a pesar de estar
comunmente asociados a perfiles de multiresistencia en cepas productoras de

BLEES.
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Los microorganismos aislados que presentaron un perfil fenotipico de resistencia
a los carbapenemes y que no poseen los genes relacionados con la produccién de
las carbapenemasas analizadas podrian deber su resistencia a otros mecanismos
asociados como lo son las enzimas del tipo AmpC, CTX-M vyl/o alteracion de
porinas de sus membranas, mecanismos no estudiados en la presente

investigacion.

El perfil genotipico correspondiente a la produccion de carbapenemasas fue
encontrado en cepas provenientes de los servicios intrahospitalarios lo que
concuerda con el uso exclusivo de los carbapenemes en este medio y por lo tanto

el desarrollo de esta resistencia.

La adquisicion del gen blaxpc en aislados de enterobacterias nosocomiales esta
dada por la transmisién de plasmidos entre bacterias, muy probablemente desde
géneros como Pseudomonas spp., en las cuales es conocida la resistencia a los
carbapenemes por varios mecanismos que incluyen las B-lactamasas del tipo

serin, metalo B-lactamasas y alteracion de porinas.

Por otra parte, la exposicion de las enterobacterias a los antibidticos
Carbapenemicos haria que se expresen los genes que confieren resistencia hacia
los mismos si se toma en cuenta la posibilidad de que las bacterias posean estos

genes de manera ancestral.
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Las cepas analizadas al poseer genes productores de carbapenemasas (blakpc) y
perfiles fenotipicos correspondientes a la produccion de BLEES son
microorganismos multiresistentes y por tanto pueden estar fuertemente asociados
a otros tipos de resistencias como por ejemplo hacia las fluorogquinolonas,

aminoglucosidos, etc.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

Las infecciones con enterobacterias resistentes a los carbapenemes son una verdadera
emergencia y un reto para las unidades de salud si no se toman las medidas necesarias.
Las normas internacionales dictadas por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute Guidelines) recalcan la importancia de la oportuna deteccion y confirmacion de
estos microorganismos cuando existen enterobacterias con halos de inhibicion o MICs
dentro del rango sospechoso (< 21mm para el imipenem) utilizando el Test Modificado

de Hodge.

El beneficio economico de utilizar las técnicas fenotipicas (Test Modificado de Hodge y
el test de doble disco sinergia acido boronico — imipenem) frente al costo de la técnica
molecular mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa es significativamente
grande, por lo que la hace una practica atil en todos los sentidos y aplicable a nuestra

realidad, tomando en cuenta ademas su alta sensibilidad y especificidad.

A pesar de que la PCR es una técnica que requiere una alta inversion economica y
humana para ser utilizada de manera rutinaria en los medios hospitalarios; el resultado
académico e investigativo obtenido es trascendental para establecer futuros proyectos en

el ambito molecular microbioldgico de nuestro pais.
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Por otra parte la deteccion temprana de pacientes infectados o colonizados por estos
microorganismos multiresistentes es clave para iniciar una terapéutica oportuna y
permite tomar las medidas necesarias para evitar su diseminacion. Las normas
internacionales de bioseguridad estrictamente utilizadas para el contacto con estos
pacientes minimizan este riesgo; por lo que se deben implementar a manera de

protocolos de seguimiento.

Las infecciones dadas por enterobacterias resistentes a los carbapenemes provocan altas
tasas de mortalidad (por ejemplo: Klebsiella pneumoniae productora de KPC) y por lo
tanto su diseminacion debe ser controlada y detectada oportunamente debido al riesgo
inminente de brotes epidémicos y por ende con graves consecuencias econdémicas y

sociales.

Es por esto que organismos internacionales como el CDC (Centers of Disease Control
and Prevention) y el Comité HIPAC (por sus siglas en inglés Healthcare Infection
Control Practices Advisory Committee Management of Multidrug-resistant organisms in
healthcare settings) han propuesto estrategias estrictas ante la presencia de
enterobacterias resistentes a los carbapenemes, y especificamente ante la presencia de
infecciones causadas por Klebsiella pneumoniae productora de KPC por su facil

diseminacion.
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Dentro de las recomendaciones se establece que en lugares donde este perfil de
multiresistencia es un problema endémico, el screening debe ser rutinario en los
pacientes hospitalizados para detectar a los posibles portadores y contactos. Los casos
aislados en la muestra analizada en la presente investigacion hacen que esta medida adn
no sea necesaria por no ser una verdadera endemia. No obstante la vigilancia continua se
hace mandatoria al existir una alerta epidemioldgica y por ende un problema de salud

publica.

La vigilancia microbioldgica en los servicios de salud debe estar encaminada a detectar
la presencia de enterobacterias nosocomiales multiresistentes en los servicios
hospitalarios de mayor riesgo donde los pacientes, debido a sus patologias de base, estan
expuestos a antimicrobianos de amplio espectro. De encontrarse estos patdgenos se debe

concientizar y replantear el uso racional de antibi6ticos en estas unidades.

Finalmente, las medidas de control y calidad en los laboratorios microbioldgicos, las
normas universales de bioseguridad, y la suspicacia en la deteccion de enterobacterias
resistentes a los carbapenemes basandose en los pardmetros establecidos para su
identificacion tomando en cuenta siempre que estos microorganismos pueden cursar
como falsamente sensibles, son los pasos basicos para el control de estas cepas causantes

de infecciones graves y mortales.
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Anexo 1.- Datos de origen de los aislados tomados de los hospitales
colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010:
Enterobacterias sospechosas de producir carbapenemasas.
Cédigo  Cddigo Edad Sexo Servicio Origen de la Identificacién bacteriana
PUCE Hospital (Afios) Muestra PUCE
HCAM 995 40 M Hosm_tghzgmon Hisopado de herida de Pie Serratia marcescens
084 Quirdrgica
HgéaéM 1292 71 M Consulta Externa Orina Escherichia coli
Hg?';M 430 49 M Consulta Externa Catéter central Enterobacter cloacae
Hgfle 1155 48 M Emergencias Orina Proteus mirabilis
HG1 1016 la3m F Hospltgll_zacmn Orina Enterobacter cloacae
017 Clinica
HG1 796 85 M Hospl_ta'llzgcmn Herida de Escroto Klebsiella pneumoniae
116 Quirdrgica
SNQ . . .
035 SIN 7 M Emergencias Orina Morganella morganii
SNQ . -
038 SIN 63 M Emergencias Esputo Proteus mirabilis
SNQ L . -
060 SIN 54 F Consulta Externa Secrecion vaginal Proteus mirabilis
SNQ SN 53 F Hospltgll_zacmn Secrem_or] dg herida Proteus mirabilis
061 Clinica quirdrgica
HBO Hospitalizacion . .
030 01067 3a7’7m M Quirdrgica Orina Morganella morganii
HVZ . I .
016 723 ND F Consulta Externa Orina Escherichia coli
HVZ
029 447 54 M Consulta Externa Esputo Enterobacter cloacae
HVZ - L
032 702 70 F Consulta Externa Ulcera Proteus mirabilis
HVZ Hospitalizacion . . .
077 521L 86 F Quirdrgica Ulcera de talon Morganella morganii
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Anexo 1.- Datos de origen de los aislados tomados de los colaboradores, de
Mayo del 2009 a Noviembre del 2010: Enterobacterias sospechosas de
producir carbapenemasas.

Cédigo  Cddigo Edad Sexo Servicio Origen de la Identificacién bacteriana
PUCE Hospital (Afios) Muestra PUCE
HVZ Hospitalizacion - . .
078 3435 24 M Clinica liquido subgaleal Klebsiella pneumoniae
HvZ 3436 ND M HOSp't,a“.ZaC'O” Hemocultivo Klebsiella pneumoniae
079 Clinica
HVZ Hospitalizacion . . .
080 3437 ND M Clinica Orina Klebsiella pneumoniae
HVZ Hospitalizacion N . . .
081 3438 29 M Quirdrgica Biopsia de tobillo Klebsiella pneumoniae
HVZ Hospitalizacion - . .
082 3439 54 F Clinica Secrecion traqueal Klebsiella pneumoniae
HVZ Hospitalizacion . . .
083 3440 46 M Clinica Secrecion traqueal Klebsiella pneumoniae
MIA . _ .
009 1839 ND F Consulta Externa Orina Escherichia coli
MIA . _ .
020 1872 ND F Consulta Externa Orina Escherichia coli
MIA 1997 ND F Hospltgll_zacmn Orina Escherichia coli
067 Clinica
MIA . _— .
097 2083 ND F Consulta Externa Orina Escherichia coli
MIA . _ .
098 2087 ND F Consulta Externa Orina Escherichia coli
MIA . _ .
194 2402 ND F Consulta Externa Orina Escherichia coli
HPN - - ;
046 2241 76 M Consulta Externa Ulcera de pierna Proteus vulgaris
HPN . - .
049 2265 26 M Consulta Externa Orina Escherichia coli
HPN . - .
2272 5 M Consulta Externa Orina Escherichia coli

050
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Anexo 1.- Datos de origen de los aislados tomados de los hospitales
colaboradores, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010:
Enterobacterias sospechosas de producir carbapenemasas.

Cédigo  Cddigo Edad Sexo Servicio Origen de la Identificacién bacteriana
PUCE Hospital (Afios) Muestra PUCE
HPN 2321 70 M Hospltgll_zacmn Orina Proteus mirabilis
065 Clinica
HPN . I .
071 2421 35 F Consulta Externa Orina Escherichia coli
HPN . _ .
103 2709 23 F Consulta Externa Orina Escherichia coli
HPN ;
104 2714 28 M Consulta Externa Orina Enterobacter aerogenes
HPAS 77 69 F Hosm_tqhzgcmn Abceso de pie Citrobacter freundii
019 Quirdrgica
H(;QS 115 71 F Consulta Externa Orina Escherichia coli
HPAS Hospitalizacion . .
036 128 ND F Quirdrgica Orina Proteus vulgaris
Hg 4A38 163 79 M Emergencias Esputo Escherichia coli
H(;gs 118 ND F Consulta Externa Orina Klebsiella oxytoca
Hfo'%s 147 ND F 0]¢]] Herida de craneo Klebsiella oxytoca
HlPZ%S 16 ND M Emergencias Orina Escherichia coli
HEG 3216 28 M Hosp|_ta,||z§uon Abceso Klebsiella oxytoca
41 Quirdrgica

M, masculino; F, femenino; ND: No determinado; CE: Consulta Externa; UCI: Unidad de Cuidados

Intensivos.

Fuente: Registros Hospitalarios.

Elaboracion:

Ana Maria Gémez Jaramillo.
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Anexo 2. Susceptibilidad a antimicrobianos en cepas tomadas de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a
Noviembre del 2010: Enterobacterias sospechosas de producir carbapenemasas (halos para Imipenem
igual 0 menor a 21 mm)

- - . e Ampicilina  Ceftazidima  Cefotaxima Imipenem Meropenem

Cdodigo Codigo Origen de la Identificacion

PUCE Hospital Sexo  SERVICIO Muestra bacteriana PUCE (A—Nrfl (C—Arfl (%1 %) (M—Ii'?)

HCAM 995 M Hospitalizacién Hisopado de Serratia 6 22 28 21 26
084 Quirdrgica herida de Pie marcescens

HCAM 1292 M Consulta Orina Escherichia coli 22 6 6 21 15
238 Externa

HCAM Consulta Catéter Enterobacter 6 15 6 21 26

430 M

335 Externa central cloacae

Hgf‘lM 1155 M Emergencias Orina Proteus mirabilis 20 29 33 21 29
HG1 Hospitalizacion - Enterobacter 6 28 19 21 24
017 1016 F Clinica Orina cloacae
HG1 796 M Hospitalizacion ~ Herida de Klebsiella 6 26 31 20 28
116 Quirdrgica Escroto pneumoniae

SNQ . - Morganella 6 27 23 19 27
035 ND M Emergencias Orina morganii

S()gg ND M Emergencias Esputo Proteus mirabilis 22 28 20 21 25
SNQ Consulta Secrecion A 17 6 6 19 16
060 ND F Externa vaginal Proteus mirabilis
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Anexo 2. Susceptibilidad a antimicrobianos en cepas tomadas de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a
Noviembre del 2010: Enterobacterias sospechosas de producir carbapenemasas (halos para Imipenem
igual 0 menor a 21 mm)
- - - e Ampicilina  Ceftazidima  Cefotaxima Imipenem Meropenem
Cdodigo Codigo Origen de la Identificacion
PUCE Hospital Sexo  SERVICIO Muestra bacteriana PUCE (A"\Aﬂl (CAZ) (€TX) (IMP) (MER)
Mm mm mm mm mm
. ... Secrecion de
SNQ Hospitalizacion - - 6 22 24 17 28
061 ND F Clinica he,rldg Proteus mirabilis
quirdrgica

HBO 01067 M Hospi_tallizgcién Orina Morgane!_la 6 17 28 20 26
030 Quirdrgica morganii
HvZ 723 F Consulta Orina Escherichia coli 12 20 10 20 26
016 Externa
HVZ Consulta Enterobacter 18 19 20 21 20
029 a4t M Externa Esputo cloacae
HVZ Consulta - L 6 13 6 18 12
032 702 F Externa Ulcera Proteus mirabilis
HVZ 211 ¢ Hospitalizacion Ulcera de Morganella 6 13 11 21 21
077 Quirdrgica talon morganii
HVZ 3435 M Hospitalizacion liquido Klebsiella 6 14 10 19 14
078 Clinica subgaleal pneumoniae
HvZ 3436 M Hospitgli_zacic’m Hemocultivo Klebsiel_la 6 6 11 14 12
079 Clinica pneumoniae
HVZ Hospitalizacion . Klebsiella 6 6 11 17 13
080 3437 M Clinica Orina pneumoniae
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Anexo 2. Susceptibilidad a antimicrobianos en cepas tomadas de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a
Noviembre del 2010: Enterobacterias sospechosas de producir carbapenemasas (halos para Imipenem
igual 0 menor a 21 mm)

- - . e Ampicilina  Ceftazidima  Cefotaxima Imipenem Meropenem

Cdodigo Codigo Origen de la Identificacion

PUCE Hospital Sexo  SERVICIO Muestra bacteriana PUCE (A"\Aﬂl (CAZ) (€TX) (IMP) (MER)

Mm mm mm mm mm
HVZ 3438 M Hospitalizacién  Biopsia de Klebsiella 6 14 10 17 14
081 Quirdrgica tobillo pneumoniae
HVZ Hospitalizacién  Secrecion Klebsiella 14 13 10 18 14
3439 F o .
082 Clinica traqueal pneumoniae
HvZ Hospitalizacion ~ Secrecion Klebsiella 6 15 13 18 16
3440 M P .

083 Clinica traqueal pneumoniae
MIA 1839 F Consulta Orina Escherichia coli 18 25 27 21 23
009 Externa
MIA Consulta . - . 13 23 26 21 24
020 1872 F Externa Orina Escherichia coli
MIA 1997 F Hospitgli_zacién Orina Escherichia coli 19 24 27 21 24
067 Clinica
MIA Consulta - - . 18 25 27 21 23
097 2083 F Externa Orina Escherichia coli
MIA 2087 F Consulta Orina Escherichia coli 8 23 27 21 25
098 Externa
MIA Consulta . _— . 15 17 21 21 22
194 2402 F Externa Orina Escherichia coli
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Anexo 2. Susceptibilidad a antimicrobianos en cepas tomadas de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a
Noviembre del 2010: Enterobacterias sospechosas de producir carbapenemasas (halos para Imipenem

igual 0 menor a 21 mm)

Cédigo  Cédigo Origen de la Identificacion Ampicilina  Ceftazidima  Cefotaxima Imipenem Meropenem
PUCE Hospital Sexo  SERVICIO Muestra bacteriana PUCE (AMC) (CAZ) (€TX) (IMP) (MER)
Mm mm mm mm mm
HPN Consulta Ulcera de . 19 27 17 18 21
046 2241 M Externa pierna Proteus vulgaris
HPN 2265 M Consulta Orina Escherichia coli 1 20 12 20 24
049 Externa
HPN 2272 M Consulta Orina Escherichia coli 10 26 5 17 20
050 Externa
HPN 2321 M Hospltgll_zamon Orina Proteus mirabilis 20 25 30 20 24
065 Clinica
HPN Consulta . _ . 14 20 23 21 23
071 2421 F Externa Orina Escherichia coli
HPN 2709 F Consulta Orina Escherichia coli 8 22 2 20 25
103 Externa
HPN Consulta - Enterobacter 8 23 27 19 23
104 2714 M Externa Orina aerogenes
HPAS Hospitalizacion ~ Absceso de Citrobacter 6 22 26 21 27
77 F T ; .
019 Quirurgica pie freundii
HPAS 115 F Consulta Orina Escherichia coli 15 19 23 21 24

034 Externa
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Anexo 2. Susceptibilidad a antimicrobianos en cepas tomadas de los hospitales colaboradores, de Mayo del 2009 a
Noviembre del 2010: Enterobacterias sospechosas de producir carbapenemasas (halos para Imipenem

igual 0 menor a 21 mm)

Codigo  Cédigo Origen de la Identificacion Ampicilina  Ceftazidima  Cefotaxima Imipenem Meropenem
PUCE Hospital Sexo  SERVICIO Muestra bacteriana PUCE (A"\Aﬂl (CAZ) (€TX) (IMP) (MER)
Mm mm mm mm mm

HPAS Hospitalizacion - . 21 26 28 21 24
036 128 F Quirdrgica Orina Proteus vulgaris

H&ASS 163 M Emergencias Esputo Escherichia coli 1 15 6 15 26
HPAS Consulta . . 6 21 26 21 29
093 118 F Externa Orina Klebsiella oxytoca

HPAS 147 F UCI Her!da de Klebsiella oxytoca 6 23 23 21 21
100 craneo

HszSS 16 M Emergencias Orina Escherichia coli 6 28 31 20 30
HEG 3216 M HOSpI_taJIZ?lCIOFI AbSCEso Klebsiella oxytoca 20 27 30 20 21
41 Quirdrgica

ND, no determinado; M, masculino; F, femenino; CE, consulta externa; UCI, unidad de cuidados intensivos; AMP, ampicilina; CAZ, ceftazidima;
CTX, cefotaxima; IMP, imipenem; MER, meropenem.

Fuente: Datos obtenidos de los Antibiogramas realizados en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad
Catolica.

Elaboraciéon:  Ana Maria Gémez Jaramillo.
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Anexo 3.- Descripcion Fenotipica y Genotipica de los aislados tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo
del 2009 a Noviembre del 2010: Cepas sospechosas de producir carbapenemasas.
3 Halo ANALISIS FENOTIPICO GENOTIPAJE
Cadigo NUMERO ORIGEN DE IDENTIFICACION Imipenem
PUCE DEL SEXO SERVICIO LA PUCE (IMP)
CULTIVO MUESTRA bla
mm HODGE KPC GES VIM IMP
HCAM Hospitalizacion  Hisopado de . 21
084 995 M Quirdrgica herida de Pie Serratia marcescens 0
HCAM 1292 M Consulta Orina Escherichia coli 21 0
238 Externa
HCAM Consulta Catéter Enterobacter 21
430 M 0
335 Externa central cloacae
HgYAlM 1155 M Emergencias Orina Proteus mirabilis 21 0
HG1 1016 F Hospitfili_zacion Orina Enterobacter 21 0
017 Clinica cloacae
HG1 Hospitalizacion ~ Herida de Klebsiella 20
796 M PP . 0
116 Quirdrgica Escroto pneumoniae
SNQ SIN M Emergencias Orina Morgane_l_la 19 0
035 morganii
Sogg SIN M Emergencias Esputo Proteus mirabilis 21 0
SNQ S/N F Consulta Secrgcion Proteus mirabilis 19 0
060 Externa vaginal
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Anexo 3.- Descripcion Fenotipica y Genotipica de los aislados tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo
del 2009 a Noviembre del 2010: Cepas sospechosas de producir carbapenemasas.
3 Halo ANALISIS FENOTIPICO GENOTIPAJE
Cadigo NUMERO ORIGEN DE IDENTIFICACION Imipenem
PUCE DEL SEXO SERVICIO LA PUCE IMP TEST
CULTIVO MUESTRA ( ) EDTA - TEST TEST bla bla bla bla
mm Mp:  AB-IMP:  HODGE KPC GES VIM IMP
.. .. Secrecion de
SNQ g g Hospitalizacion == 5o Proteus mirabilis 17 P N N o 0 0 o0
061 Clinica S
quirdrgica
HBO 01067 M Hospi_ta]izgcién Orina Morgane!!a 20 P N N 0 0 0 0
030 Quirdrgica morganii
HvZ 723 F Consulta Orina Escherichia coli 20 P N N 0 0 0 0
016 Externa
HVZ 447 M Consulta Esputo Enterobacter 21 P N N 0 0 0 0
029 Externa cloacae
HvZz 702 F Consulta Ulcera Proteus mirabilis 18 P N N 0 0 0 0
032 Externa
HVZ 521 F Hosm_tghzgcmn Ulcer,a de Morgane!!a 21 P N p 0 0 0 0
077 Quirdrgica talén morganii
HvVZ 3435 M Hospltgll_zamon Liquido Kleb5|el!a 19 P N P 1 0 0 0
078 Clinica subgaleal pneumoniae
HVZ 3436 M Hospltfill_zauon Hemocultivo KlebS|eI!a 14 P N P 1 0 0 0
079 Clinica pneumoniae
HVZ 3437 M Hospitfili_zacion Orina Klebsiel!a 17 P N P 1 0 0 0
080 Clinica pneumoniae
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Anexo 3.- Descripcion Fenotipica y Genotipica de los aislados tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo
del 2009 a Noviembre del 2010: Cepas sospechosas de producir carbapenemasas.
3 Halo ANALISIS FENOTIPICO GENOTIPAJE
Cadigo NUMERO ORIGEN DE IDENTIFICACION Imipenem
PUCE DEL SEXO SERVICIO LA PUCE IMP TEST
CULTIVO MUESTRA (IMP) I ~A. TEST  TEST bla bla bla bl
mm Mp:  AB-IMP:  HODGE KPC GES VIM IMP
HVZ 3438 M Hosm_tqhzgcmn Biopsia de Kleb3|el!a 17 P N P 1 0 0 0
081 Quirdrgica tobillo pneumoniae
HVZ 3439 F Hospltlall_zacmn Secrecion Kleb5|el!a 18 P N P 1 0 0 0
082 Clinica traqueal pneumoniae
HVZ 3440 M Hospltgll_zacmn Secrecion Kleb5|el!a 18 P N P 1 0 0 0
083 Clinica traqueal pneumoniae
MIA 1839 F Consulta Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0
009 Externa
MIA 1872 F Consulta Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0
020 Externa
MIA 1997 F Hospltgll_zacmn Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0
067 Clinica
MIA 2083 F Consulta Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0
097 Externa
MIA 2087 F Consulta Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0
098 Externa
MIA 2402 F Consulta Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0
194 Externa
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Anexo 3.- Descripcion Fenotipica y Genotipica de los aislados tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo
del 2009 a Noviembre del 2010: Cepas sospechosas de producir carbapenemasas.

i Halo ANALISIS FENOTIPICO GENOTIPAJE
Cadigo NUMERO ORIGEN DE IDENTIFICACION Imipenem
PUCE DEL SEXO SERVICIO LA PUCE IMP TEST
CULTIVO MUESTRA (IMP) I ~A. TEST  TEST bla bla bla bl
mm Mp:  AB-IMP:  HODGE KPC GES VIM IMP
HPN 2241 M Consulta Ulgera de Proteus vulgaris 18 P N N 0 0 0 0
046 Externa pierna
HPN 2265 M Consulta Orina Escherichia coli 20 P N N 0 0 0 0
049 Externa
HPN 2272 M Consulta Orina Escherichia coli 17 P N N 0 0 0 0
050 Externa
HPN 2321 M Hospltgll_zacmn Orina Proteus mirabilis 20 P N N 0 0 0 0
065 Clinica
HPN 2421 F Consulta Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0
071 Externa
HPN 2709 F Consulta Orina Escherichia coli 20 P N N 0 0 0 0
103 Externa
HPN 2714 M Consulta Orina Enterobacter 19 P N N 0 0 0 0
104 Externa aerogenes
HPAS 77 F Hospl_talllzguon Abceso de pie  Citrobacter freundii 21 N N N 0 0 0 0
019 Quirdrgica
HPAS 115 F Consulia Orina Escherichia coli 21 P N N 0 0 0 0

034 Externa
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Anexo 3.- Descripcion Fenotipica y Genotipica de los aislados tomados de los hospitales colaboradores, de Mayo
del 2009 a Noviembre del 2010: Cepas sospechosas de producir carbapenemasas.

i Halo ANALISIS FENOTIPICO GENOTIPAJE
Cadigo NUMERO ORIGEN DE IDENTIFICACION Imipenem
PUCE DEL SEXO SERVICIO LA PUCE IMP TEST
CULTIVO MUESTRA (IMP) I ~A. TEST  TEST bla bla bla bl
mm Mp:  AB-IMP:  HODGE KPC GES VIM IMP
HPAS 128 F Hosm_tqhzgcmn Orina Proteus vulgaris 21 P N N 0 0 0 0
036 Quirdrgica
HOPQS 163 M Emergencias Esputo Escherichia coli 15 P N N 0 0 0 0
HPAS 118 F Consulta Orina Klebsiella oxytoca 21 P N N 0 0 0 0
093 Externa
HPAS 147 F ucCl Her!da de Klebsiella oxytoca 21 P N N 0 0 0 0
100 craneo
HlPZ,gS 16 M Emergencias Orina Escherichia coli 20 P N N 0 0 0 0
HEG 3216 M Hosm_tghzgcmn Abceso Klebsiella oxytoca 20 P N N 0 0 0 0
41 Quirdrgica

M, Masculino; F, Femenino; P, Test Positivo; N, Test Negativo; 0, Ausencia del gen; 1, Presencia del gen; bla, betalactamasa; IMP, imipenem; AB-

IMP, &cido boronico — imipenem.

Fuente: Datos obtenidos del screening fenotipico y genotipico realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la

Universidad Catolica.

Elaboraciéon:  Ana Maria Gémez Jaramillo.
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Anexo 4. Primers utilizados en el estudio para la identificacion genotipica de genes responsables de la resistencia a

carbapenemes.

Genes

Primers

Amplicén

Referencia

Funcién

bla,ye Forward

bla,ue Reverse

bIaV|M Forward

blay,m Reverse

blakpc Forward

blakpc Reverse

GAAGGYGTTTATGTTCATAC

GTA MGTTTCAAGAGTGATGC

GTT TGG TCGCATATCGCAAC

AATGCGCAGCACCAGGATAG

CGGAACCATTCGCTAAACTC

GGCCTCGCTGTRCTTGTCAT

600 pb

500 pb

738 pb

Pitout et al. (2005)

Pitout et al. (2005)

Disefiado segln
las variables
alélicas existentes

hasta el momento

Identificacion de genes de

resistencia

Identificacion de genes de

resistencia

Identificacion de genes de

resistencia
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Anexo 4. Primers utilizados en este estudio para la identificacion genotipica de genes responsables de la resistencia

a carbapenemes.

Genes Primers Amplicén Referencia Funcion

Disefiado segun
blages Forward ATGCGCTTCATTCACGCAC

864 o las variables Identificacion de genes de
p - . . .
alélicas existentes resistencia
blages Reverse CTATTTGTCCGTGCTCAGG hasta el momento
bla, betalactamasa; pb, pares de bases.
Fuente: Pitout et al. (2005); Primers disefiados en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad Catélica.

Elaboracion:  Ana Maria Gomez Jaramillo.
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Anexo 5. Pruebas bioquimicas para la identificacion fenotipica de enterobacterias. A. Triple Sugar Iron Agar.

B. Citrato. C. Urea. D. MILI. E. MIO. F. Rojo de Metilo. G. Fenilalanina.
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Anexo 6. Apariencia de las colonias de las enterobacterias en cultivo de EMB.

A. Escherichia coli. B. Klebsiella pneumoniae.
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Anexo 7. Pruebas fenotipicas para la deteccion de carbapenemasas:

Aislado HVZ 078 A. Test Modificado de Hodge Positivo. Obsérvese la indentancion en
forma de hoja de trébol en la cepa positiva y en el control positivo. B. Test Doble Disco
Sinergia EDTA — imipenem: NEGATIVO; Acido Borénico — imipenem: POSITIVO.

Obsérvese la sinergia entre los discos.
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Aislado HVZ 079 A. Test Modificado de Hodge Positivo. Obsérvese la indentancién en
forma de hoja de trébol en la cepa positiva y en el control positivo. B. Test Doble Disco
Sinergia EDTA — imipenem: NEGATIVO; Acido Boronico — imipenem: POSITIVO.

Obsérvese la sinergia entre los discos.
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Aislado HVZ 080 A. Test Modificado de Hodge Positivo. Obsérvese la indentancién en
forma de hoja de trébol en la cepa positiva y en el control positivo. B. Test Doble Disco
Sinergia EDTA — imipenem: NEGATIVO; Acido Boronico — imipenem: POSITIVO.

Obsérvese la sinergia entre los discos.
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Aislado HVZ 081 A. Test Modificado de Hodge Positivo. Obsérvese la indentancion en
forma de hoja de trébol en la cepa positiva y en el control positivo. B. Test Doble Disco
Sinergia EDTA — imipenem: NEGATIVO; Acido Bordnico — imipenem: POSITIVO.

Obsérvese la sinergia entre los discos.
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Aislado HVZ 082 A. Test Modificado de Hodge Positivo. Obsérvese la indentancion en
forma de hoja de trébol en la cepa positiva y en el control positivo. B. Test Doble Disco
Sinergia EDTA — imipenem: NEGATIVO; Acido Bordnico — imipenem: POSITIVO.

Obsérvese la sinergia entre los discos.
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Aislado HVZ 083 A. Test Modificado de Hodge Positivo. Obsérvese la indentancion en
forma de hoja de trébol en la cepa positiva y en el control positivo. B. Test Doble Disco
Sinergia EDTA — imipenem: NEGATIVO; Acido Borénico — imipenem: POSITIVO.

Obsérvese la sinergia entre los discos.
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Anexo 8. Representacion gréfica del gel de electroforesis de los genes blakpc
encontrados en los aislados de enterobacterias resistentes a
carbapenemes:

1. HVZ 78; 2. HVZ 79; 3. HVZ 80; 4. HVZ 81; 5. HVZ 82; 6. HVZ 83; Observesé la
presencia de la banda correspondiente al gen blakpc (738pb). C+ control positivo; C-

control negativo; lad (ladder o marcador); pb (pares de bases).
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