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Resumen

La resistencia a carbapenemes mediada por carbapenemasas se ha
incrementado notablemente en los Ultimos afios. La implicancia clinica de esta
resistencia es relevante debido a las escasas alternativas terapéuticas y la elevada
morbi-mortalidad asociada. Los avances en metodologias de mayor complejidad
permiten abordar de manera integral el problema de la multiresistencia. En
Enterobacterales intrahospitalarios, este fendmeno dindmico hace necesario el estudio
permanente de los patrones y mecanismos de resistencia en los aislamientos
circulantes. En la presente tesis doctoral, de investigacién aplicada con transferencia al
medio, los objetivos fueron: 1-Recopilar informacidon clinico-epidemioldgica de
pacientes con infecciones por Enterobacterales resistentes a carbapenemes (ERC) y
estudiar su perfil de sensibilidad/resistencia; 2-Detectar las principales carbapenemasas
y B-lactamasas de espectro extendido (BLEE); 3-Caracterizar los plasmidos involucrados
en su diseminacién y persistencia, y 4-Establecer la relacién clonal y transferir los
resultados obtenidos a las autoridades nosocomiales para implementar un programa
piloto de vigilancia activa. Inicialmente se incluyeron 69 pacientes con infecciones por
ERC identificados en el Hospital Angel Cruz Padilla. Del analisis realizado a partir de la
ficha clinico-epidemiolégica recuperada de las historias clinicas, resultaron el 50,7% de
los pacientes inmunodeprimidos y la causa mas frecuente de internacién,
politraumatismo. El promedio de dias de internacidn previos al aislamiento de ERC fue
30 y la incidencia global de infecciones por ERC fue 11,6 por cada 1000 pacientes. La
mortalidad global fue 28% vy la mortalidad atribuible 21,7%. Las cepas de
Enterobacterales se recuperaron de pacientes internados en diferentes salas del
hospital, siendo mas frecuentes la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y el Quiréfano.
La cepas fueron resistentes a B-lactdmicos (100%), quinolonas fluoradas (80%),
gentamicina (81%) y Trimetoprima-Sulfametoxazol (90%). Los niveles de resistencia a los
antibidticos de reserva resultaron: Amicacina (9%) y colistina (12%), permitiendo su
utilizacidn en esquemas terapéuticos combinados. Las especies predominantes fueron
K. pneumoniae (65%) y K. aerogenes (20%). Se realiz6 la caracterizacion molecular de -
lactamasas y la totalidad de las ERC recuperadas resultaron productoras de serin-
carbapenemasas tipo KPC-2. En K. pneumoniae, el 45,7% resulto positivo para los genes

blacrx-m-2, €l 28,6% para blasuv-2 y el 14,5% para ambos genes (blactx-m-2/blaswv-2). Los
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transconjugantes obtenidos resultaron KPC-2 positivos , asociados a relaxasas de
plasmidos tipo IncL/M. Los estudios de relacidon clonal en ERC, detectaron 17/35
pulsotipos diferentes de K. pneumoniae y un cluster predominante (12/14) en K.
aerogenes. El tipo clonal dominante entre los aislamientos de K. pneumoniae fue el ST25
y en 4 aislamientos se obtuvieron variaciones alélicas no documentadas. Se identificaron
16/35 perfiles de virulencia en las cepas de K. pneumoniae estudiadas. Se implemento
un sistema piloto de vigilancia activa que permitid reducir la colonizaciéon de ERC del
16,92% al 9,67% (x2=0,014). En este estudio se determind que la diseminacion de K.
pneumoniae se realizé a expensas de diferentes clones productores de KPC-2 y BLEE tipo
SHV-2 y CTX-M-15 distribuidos en varios ST; no se observd persistencia de un clon
particular y ningln aislamiento presentd factores de virulencia asociados a
hipervirulencia. Podemos concluir, que en este trabajo de tesis doctoral se logré
confirmar la elevada diseminaciéon de ERC e identificar a KPC-2 como la principal
carbapenemasa en el Hospital Angel C. Padilla. K. pneumoniae ST25 hipermucoviscoso
fue caracterizado como el clon predominante. Se demostré que el cultivo de vigilancia
activa en unidades de alto riesgo reduce significativamente la diseminacién nosocomial

de bacterias multirresistentes.

Palabras clave: enterobacterias, carbapenemasas, diseminaciéon nosocomial.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Carbapenem resistance mediated by carbapenemases has increased in recent
years. The clinical implication of this resistance is relevant due to the scarce
therapeutic alternatives and the associated high morbidity and mortality. Advances in
methodologies of more complexity allow to address in a comprehensive way the
problem of multiresistance. In nosocomial Enterobacterales, this dynamic
phenomenon makes it necessary to permanently study the patterns and mechanisms
of resistance in circulating isolates. In this doctoral thesis, of applied research with
transfer to community, the objectives were: 1-Collect clinical-epidemiological
information from patients with Enterobacterales infections resistant to carbapenems
(ERC) and study their sensitivity/resistance profile; 2-Detect the main carbapenemases
and extended-spectrum B-lactamases (ESBL); 3-Characterize the plasmids involved in
their dissemination and persistence; and 4- Establish the clonal relationship and
transfer the results obtained to nosocomial authorities to develop a pilot program of
active surveillance. Initially, 69 patients with ERC infections identified at Angel Cruz
Padilla Hospital were included. With the analysis of the clinical histories and clinical-
epidemiological record, it was observed that 50.7% of the patients were
immunosuppressed and the most frequent causes of hospitalization were
polytraumatisms. The average number of days of hospitalization prior to ERC isolation
was 30 days and the overall incidence of ERC infections was 11.6 per 1000 patients.
Overall mortality was 28% and attributable mortality 21.7%. Enterobacteral strains
were recovered from patients hospitalized in different hospital wards, with the
Intensive Care Unit (ICU) and the Surgery being more frequent. The strains were
resistant to B-lactamics (100%), fluoroquinolones (80%), gentamicin (81%) and
Trimethoprim-Sulfamethoxazole (90%). The levels of resistance to reserve antibiotics
were: Amicacin (9%) and colistin (12%), allowing their use in combined therapeutic
schemes. The predominant species were K. pneumoniae (65%) and K. aerogenes (20%).
The molecular characterization of B-lactamases was also carried out and all recovered
ERC were producers of KPC-2 serin-carbapenemases type. In K. pneumoniae, 45.7%
were carriers of blacrx-m-2, 28.6% of blasuv-2 and 14.5% of the blacrx-m-2/blaskv-2 genes.
The transconjugants obtained were KPC positive and associated with relaxases of
plasmids type IncL/M. The clonal relationship of ERC detected 17/35 differentiable
pulsetypes of K. pneumoniae, while in K. aerogenes one predominant cluster was also
detected (12/14). The clonal type dominant in K. pneumoniae was ST25 and 4 isolates
with undocumented allelic variations. 16/35 virulence profiles were identified, among
carbapenem-resistant strains of K. pneumoniae. A pilot active surveillance system was
implemented to reduce colonization from 16.92% to 9.67% (x2=0.014). In this proyect,
it was determinated that the dissemination of K. pneumoniae was carried out at the
expense of different clones producing KPC-2 and BLEE-type SHV-2 and CTX-M-15,
distributed in several ST; the persistence of a specific clone was not observed, and non
strain presented virulence factors associated with hypervirulence. In conclusion, the
results of this doctoral thesis allowed us to conclude that it was possible to confirm the
high dissemination of ERC and identify KPC-2 as the main carbapenemase in the Angel
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C. Padilla Hospital. Hipermucoviscous K. pneumoniae ST25 was characterized as the
predominant clone. Active surveillance based in culture in high-risk units showed a
significantly reduce of nosocomial spread of multidrug-resistant bacteria.

Keywords: enterobacteria, carbapenemases, clonal disemination.

pag. 10
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Actualmente, las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria constituyen
un importante problema de salud publica, teniendo mayor relevancia aquellas
infecciones causadas por bacterias multirresistentes (Fernando et al., 2017).

Se estima que el nimero de pacientes con infecciones por bacilos Gram
negativos multirresistentes y el nUmero de fallecidos asciende con el tiempo, mientras
las alternativas terapéuticas se limitan cada vez mas. El costo que conlleva la resistencia
antibiética es muy elevado ya que las infecciones causadas por este tipo de
microorganismos tienen peores resultados clinicos, prolongan la estancia hospitalaria y
la tasa de mortalidad es elevada con respecto a la misma infeccion producida por un
microorganismo sensible (Friedman et al., 2016).

En este estudio se aborda la deteccién y estudio de Enterobacterales con
resistencia a los carbapenemes como consecuencia de la produccién de
carbapenemasas. La caracterizacién microbiolégica, en conjunto con la identificacién de
las enzimas y su localizacién en elementos mdviles es de suma importancia para
establecer el cuadro epidemioldgico local. Adicionalmente, es importante conocer su
asociacion con los denominados clones de alto riesgo, ligados a epidemias en
instituciones sanitarias y responsables de su diseminacién mundial. Finalmente,
desarrollamos un protocolo de vigilancia epidemioldgica integral para abordar la
problematica y contribuir al control de la diseminacién y persistencia de bacilos Gram
negativos multirresistentes intrahospitalarios.

1.1. Orden Enterobacterales

El orden Enterobacterales (dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria) es un amplio y diverso grupo de bacterias Gram negativas
recientemente clasificado, que incluye 7 familias: Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae y Budviciaceae. Estas
bacterias presentan una morfologia caracteristica de bacilo o cocobacilo y un tamario
intermedio (0,3-1um x 0,6-6um), son inmaéviles o moviles por flagelos peritricos y no
esporuladas. Son anaerobias facultativas, catalasa positivas, oxidasa negativas,
reductoras de nitrato a nitrito y fermentadoras de glucosa y otros azucares (Adeolu et
al., 2016).

Los géneros que integran este orden presentan entre sus principales factores de
virulencia al lipopolisacarido (LPS) de la pared celular, la produccién de fimbrias o pili
gue permiten la unidn a otras bacterias y a las células del hospedador, y la formacién
por parte de algunas especies de una cdpsula polisacaridica o proteica con funcién
protectora (Adeolu et al., 2016).

El habitat principal de los miembros del orden Enterobacterales en los seres
humanos y otros mamiferos es el tracto gastrointestinal (TGI), por lo cual reciben el
nombre comun de enterobacterias (del griego “enteron”, intestino). De manera
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circunstancial se pueden encontrar colonizando otras partes del cuerpo como la zona
perineal, la vagina, la cavidad oral o la regidn nasofaringea. Algunas bacterias de este
orden se encuentran también ampliamente distribuidas en la naturaleza, pudiéndose
encontrar asociadas a diversos nichos ecoldgicos, tanto terrestres como acudticos, e
incluso con otros organismos vivos como plantas o insectos (Adeolu et al., 2016).

Las enterobacterias representan menos del 0,1% (<102 ufc/gr) de la microbiota
intestinal, pero mantienen una relacién mutualista y llevan a cabo importantes
funciones metabdlicas (Davin-Regli et al., 2015). Algunas especies como Salmonella
enterica, Shigella spp., Yersinia spp., Klebsiella granulomatis y algunas cepas de
Escherichia coli, son patégenos entéricos primarios y se asocian siempre a enfermedad.
Sin embargo, especies como E. coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter freundii,
Citrobacter diversus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia stuartii y
Morganella morganii, entre otras, son comensales y solamente causan infeccién como
patdgenos oportunistas extraintestinales (Guitérrez Saborida et al., 2014).

E. coli es el coliforme aerobio facultativo mas frecuente del TGI (10°-102 células
por gramo de contenido intestinal). La mayor parte de los aislamientos de E. coli que se
encuentran colonizando el TGl mantienen una relaciéon simbidtica con las células
intestinales y persisten en el hospedador durante meses o afos, causando infecciones
Unicamente como patdgenos oportunistas (Kaper et al., 2004). Sin embargo, el genoma
de E. coli es altamente flexible, por lo que la adquisicién de genes asociados con factores
de virulencia o resistencia por parte de cepas comensales puede dar lugar a patégenos
altamente adaptados causantes tanto de infecciones intestinales como extraintestinales
graves. Aunque es el principal agente responsable de infecciones comunitarias (primera
causa de infecciones del tracto urinario y bacteriemia), también es el principal causante
de infecciones nosocomiales (Guitérrez Saborida et al., 2014).

K. pneumoniae tiene como habitat principal las superficies mucosas de humanos
y otros mamiferos, principalmente el TGl y la mucosa nasofaringea. A diferencia de E.
coli, esta enterobacteria también tiene como habitat natural nichos ambientales como
el agua, el suelo o las plantas. Es inmévil y posee una cdpsula de polisacéridos que le
confiere virulencia y aspecto mucoso (Holt et al., 2015). Aunque puede producir
infecciones de origen comunitario, K. pneumoniae es considerado un importante
patdgeno nosocomial y se asocia con frecuencia a brotes hospitalarios y elevadas tasas
de mortalidad (Patel et al., 2008). Las manos del personal sanitario son consideradas la
principal via de transmisiéon de esta enterobacteria, especialmente de determinados
clones epidémicos (clones de alto riesgo) que estan bien adaptados al medio sanitario y
gue han adquirido factores de virulencia o genes de resistencia a antibiéticos mediante
elementos genéticos mdviles. Las enfermedades subyacentes y las alteraciones del
sistema inmunoldgico de los pacientes, asi como la terapia antimicrobiana previa
(especialmente con fluoroquinolonas y penicilinas antipseudomonicas) y las largas
estancias hospitalarias, son considerados importantes factores de riesgo para la
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colonizacidn y posterior infeccidn por cepas epidémicas de K. pneumoniae (Josephine et
al., 2004).

Klebsiella aerogenes, anteriormente denominado Enterobacter aerogenes, al
igual que K. pneumoniae es considerado un patdégeno nosocomial asociado a la
resistencia a antimicrobianos y a una gran diversidad de infecciones graves, incluyendo
neumonia y bacteriemia (Davin-Regli et al., 2015). Las infecciones ocasionadas por este
microorganismo pueden tener un origen enddégeno (al integrar parte de la microbiota
intestinal) o ser adquiridas después de que un paciente fue admitido en una institucién
sanitaria (transmision horizontal, colonizacion del personal, contaminacion de
dispositivos, etc). El principal factor de riesgo atribuido a infecciones por este
microorganismo es la administracion de antibiéticos de amplio espectro por periodos
prolongados, aunque también se han asociado con inmunosupresion, ventilacién
mecdnica y estancias hospitalarias prolongadas (Davin-Regli et al., 2015).

Otras enterobacterias, como Enterobacter spp., Citrobacter spp., Morganella
spp., Proteus spp., Serratia spp. o K. oxytoca, también pueden producir infeccién en el
ambito hospitalario, aunque con menor frecuencia (Pérez Guerrero et al., 2014).

1.2. Resistencia a antimicrobianos

Actualmente, la resistencia a antimicrobianos (RAM) constituye una de las
principales amenazas para la Salud Publica mundial, la seguridad alimentaria y el
desarrollo de instituciones sanitarias. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
la RAM se produce cuando los microorganismos (bacterias, hongos, virus o parasitos)
son capaces de resistir al efecto inhibitorio o letal de los antimicrobianos tras la
exposiciéon a los mismos (antibidticos, antifungicos, antiviricos o antiparasitarios) (OMS
2020).

Por su elevada prevalencia y las repercusiones clinicas y epidemiolégicas a la cual
se encuentran asociadas, la resistencia bacteriana a antibidticos es actualmente la mas
relevante. La resistencia a antibiéticos se ha definido como la capacidad de una bacteria
de sobrevivir a concentraciones de antibiético que normalmente inhiben o matan a
otras bacterias sensibles pertenecientes a la misma especie (Alés 2015).

La resistencia se puede producir de manera natural (resistencia intrinseca) o por
adquisicion de mecanismos de resistencia (resistencia adquirida). La resistencia natural
(intrinseca) se produce cuando el microorganismo posee mecanismos propios
codificados a nivel cromosdmico, que lo hacen insensible a la accién de un determinado
antimicrobiano. La resistencia adquirida a antibidticos es un fenédmeno natural que
surge como consecuencia de modificaciones en el cromosoma bacteriano (mutaciones
puntuales ocurridas al azar y posterior seleccién de cepas resistentes tras la exposicidn
a los farmacos) o por transferencia genética (por recombinacion de ADN exdégeno con el
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cromosoma bacteriano o por transferencia horizontal de genes mediante elementos
genéticos moviles) (Munita y Arias 2016).

Los mecanismos de resistencia transmisibles mediante elementos genéticos
moviles son los mas relevantes desde el punto de vista clinico y epidemiolégico, ya que
pueden albergar mas de un mecanismo de resistencia y tienen la capacidad de
transmitirse a otras bacterias (incluso entre bacterias pertenecientes a distintos géneros
y especies), contribuyendo a la emergencia y propagacién de microorganismos
multirresistentes. Una bacteria es considerada multirresistente (MDR) cuando presenta
resistencia a tres o mas grupos de antimicrobianos de uso clinico habitual, y dicha
resistencia tiene relevancia clinica (se encuentran asociados a dificultades en el
tratamiento de las infecciones producidas por dichas bacterias) y epidemioldgica (es
causante de brotes epidémicos, de la transmisién de diferentes mecanismos de
resistencia, etc.) (Lopez-Pueyo et al., 2011). En los ultimos afios se han definido otros
términos como “extremadamente resistentes” (XDR), cuando los microorganismos son
Unicamente sensibles a una o dos categorias de antimicrobianos, y panresistentes (PDR),
cuando los aislamientos bacterianos son resistentes a todas las clases de antibioticos
disponibles (Magiorakos et al., 2012) (Figura 1).

Figura 1. Diagrama demostrando la proporcién de aislamientos pertenecientes a cada
categoria de multirresistencia.

Segln considera la Organizacion Mundial de la Salud, existen multiples factores
que promueven la aparicién y propagacién de la resistencia a los antibiéticos (OMS,
2016). En el area de salud humana, la presion selectiva surge principalmente de la
combinacion del uso abusivo e incorrecto de los antibiodticos, el inapropiado control de
las infecciones, las condiciones sanitarias deficientes y la manipulacién inadecuada de
los alimentos. Las diversas politicas sobre el uso de antimicrobianos en los distintos
paises, las infraestructuras sanitarias deficientes en los paises subdesarrollados, el
comercioy la globalizacién, han contribuido también a la rapida difusidn de la resistencia
en todo el mundo (Ruppé et al., 2015). Asimismo, el inadecuado y excesivo consumo de
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antimicrobianos en salud animal y la diseminacién de los residuos de estos
medicamentos a través del suelo, los cultivos y el agua, contribuyen a la emergencia y
circulacién de estos microorganismos resistentes (FAO, 2021) (Figura 2).

RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS /5=

Los antibioticos se administran Los animales desarrollan

tanto a los animales como a los bacterias resistentes a los
cultivos medicamentos en su intestino
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Las bacterias resistentes a los

vuelven resistentes a los antibioticos medicamentos llegan a los seres
Los antibidticos se administran a que se usan para tratar las infecciones humanos a través de los alimentos,
los pacientes, lo que puede dar que estas bacterias causan. el medio ambiente (agua, suelo,
lugar a bacterias resistentes a los aire) o por el contacto directo
farmacos que se desarrollan en humano-animal
el intestino 1
L 1 0|
- -
El paciente asiste a un hospital Las bacterias resistentes a los Las bacterias resistentes a los
o clinica medicamentos se propagan a otros medicamentos se propagan

pacientes a través de la falta de higiene y entre todas las personas
de centros hospitalarios sucios

Figura 2. Factores que promueven la aparicién y diseminacion de bacterias resistentes a
los antibidticos (Adaptado de OMS, 2016).

Las infecciones por microorganismos multirresistentes se han asociado a un
aumento de la mortalidad debido a las limitadas opciones terapéuticas existentes y, en
muchas ocasiones, a la adquisicién conjunta de genes asociados a mayor virulencia. Se
estima que en el afio 2050 la resistencia a antimicrobianos podra causar hasta 10
millones de muertes al afio en todo el mundo. Estas infecciones representan un desafio
no solo para la ciencia y los sistemas sanitarios, sino también una carga econdmica
importante para las instituciones sanitarias (OMS, 2016).

Para combatir la RAM es necesario implementar el concepto “One Health”, es
decir, deben implementarse estrategias y medidas de manera coordinada entre la Salud
Publica, la sanidad animal y el medio ambiente (McEwen y Collignon 2018). El plan de
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accion mundial elaborado por la Asamblea Mundial de la Salud en 2015 establece cinco
objetivos estratégicos para combatir la resistencia: 1) mejorar la concienciacién y la
comprension de la poblacidn con respecto a la RAM; 2) reforzar los conocimientos y la
base cientifica a través de la vigilancia y la investigacion; 3) reducir la incidencia de las
infecciones; 4) utilizar de forma déptima los agentes antimicrobianos en salud humanay
animal; y 5) aumentar la inversiéon en nuevos medicamentos, métodos de diagndstico,
vacunas y otras intervenciones, asi como llevar a cabo una inversién sostenible que
tenga en cuenta las necesidades de todos los paises (OMS, 2016).

Actualmente, el incremento experimentado a escala global en la frecuencia de
aislamiento de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) constituye una
amenaza creciente para la seguridad del paciente y las instituciones sanitarias de todo
el mundo. Los principales factores que han contribuido a la exitosa propagacion de estas
EPC han sido la diseminacién de clones considerados exitosos o de alto riesgo, el
establecimiento de reservorios en hospitales y otros centros sanitarios, la asociacién con
otros genes de resistencia que favorecen la co-seleccidn, y la presencia de estos genes
en diferentes estructuras genéticas de transferencia horizontal que facilitan su
dispersién (Canton et al., 2012).

En Argentina, en los ultimos afos se ha producido un importante aumento en la
incidencia de brotes hospitalarios por EPC, con un incremento de las diferentes clases
moleculares de carbapenemasas y variaciones en su dispersién geografica.
Simultaneamente, estan aumentando los casos extrahospitalarios, elevando el riesgo de
diseminacion de estas enterobacterias multirresistentes en la comunidad (Garcia-
Betancur et al., 2021).

1.3. Antibidticos B-lactamicos

En 1929, Alexander Fleming documentod el hallazgo de una sustancia producida
por un hongo ambiental que lisaba las colonias de estafilococos con las que trabajaba,
dando inicio a la denominada “Era Antibidtica”. Mas de 10 afios después de su hallazgo,
la FDA (del inglés, “Food and Drug Administration”) aprobd la utilizacion de los
antibidticos B-lactamicos en la practica clinica para el tratamiento y profilaxis de
infecciones causadas por bacterias patégenas humanas y animales, dando inicio al
descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas capaces de ser utilizadas para el
tratamiento de una gran diversidad de infecciones. Actualmente, los antibidticos B-
lactamicos constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada
en el tratamiento de infecciones bacterianas causadas por bacterias gramnegativas,
grampositivas y espiroquetas (Suarez y Gudiol 2009).
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1.3.1. Clasificacion

Los antibidticos B-lactdmicos se caracterizan por la presencia de un anillo B-
lactamico formado por tres atomos de carbono y uno de nitrégeno. Los miembros de
esta gran familia de antibiodticos se clasifican en 5 grupos en funcién del anillo adyacente
al B-lactdmico y las cadenas laterales complementarias (Castanheira et al., 2021). En la
Figura 3 pueden observarse las estructuras funcionales asociadas a cada grupo de -
lactamicos.

Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactdmice —s GRUPO ANTIBIOTICO
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*Todos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica (acido clavulanico, sulbactam y tezobactam)
tienen estructura betalactmica. El sulbactam y el tazobactam son derivados sulfénicos del acido penicilénico.

Figura 3. Estructura molecular de los diferentes grupos de B-lactamicos. (Adaptado de
Castanheira et al., 2021).

A) Penicilinas: fueron el primer grupo de agentes B-lactdmicos desarrollado por
la industria farmacéutica y utilizados masivamente para el tratamiento de infecciones
bacterianas. Se clasifican en penicilinas naturales (bencilpenicilina o penicilina G),
semisintéticas (ampicilina y amoxicilina) y penicilinas resistentes a penicilinasas
(meticilina, cloxacilina y piperacilina).

B) Cefalosporinas: es el grupo mas amplio en cuanto a moléculas desarrolladas
y comercializadas. Se agrupan en 5 grupos o generaciones cuya evoluciéon se ha
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orientado a incrementar el espectro frente a bacterias gramnegativas a expensas de una
reduccidon progresiva de la actividad frente a grampositivos. Las cefalosporinas de
tercera generacién (C3G) son las mas ampliamente utilizadas para tratar infecciones
nosocomiales causadas por enterobacterias, y entre ellas destacan la cefotaxima,
ceftriaxona y ceftazidima. Las cefalosporinas de 42 generacion (C4G), como la cefepima,
presentan una mayor actividad frente a las bacterias productoras de AmpC
cromosomica. Recientemente, las cefalosporinas de 52 generacion (C5G) o
cefalosporinas avanzadas (Ceftobiprole y Ceftarolina) se caracterizan por no verse
afectadas, al contrario que las anteriores, por la resistencia a la meticilina, pero su uso
se encuentra limitado a cocos Gram positivos y algunas patologias.

C) Carbapenemes: este grupo incluye los antibiéticos B-lactdmicos con mayor
espectro bacteriano, actividad y resistencia a las B-lactamasas. Derivan del antibiético
tienamicina, un producto natural obtenido a partir de la bacteria grampositiva
Streptomyces cattleya. Se dividen en dos grupos en funcién de su actividad frente a
Pseudomonas aeruginosa. El primer grupo incluye tres carbapenemes (imipenem,
meropenem vy doripenem) con marcada actividad antipseudomonas, que son
empleados en el tratamiento de infecciones graves polimicrobianas o causadas por
bacilos Gram negativos resistentes a cefalosporinas y aminoglucésidos. El meropenem
es el mds indicado para tratar infecciones graves mixtas adquiridas en el hospital o
relacionadas con la asistencia sanitaria debido a su forma de administracién vy
performance farmacodindmica. El segundo grupo de carbapenemes incluye antibiéticos
con actividad muy limitada frente a P. aeruginosa; el Unico miembro de este grupo
actualmente comercializado es el ertapenem, y esta indicado en el tratamiento empirico
de infecciones intraabdominales, de partes blandas y neumonias aspirativas producidas
por enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
incluyendo infecciones graves de origen comunitario.

D) Monobactams: son antibidticos B-lactamicos con un Unico anillo en su
estructura. El aztreonam es el Unico disponible para uso clinico y presenta actividad
solamente frente a bacterias gramnegativas aerobias y facultativas. Es resistente a la
hibrélisis por metalo-B-lactamasas (MBL), pero es inactivado por BLEE, carbapenemasas
de clase A, Cy D, y su actividad disminuye por la hiperproduccion de B-lactamasas de
tipo AmpC.

E) Inhibidores de B-lactamasas: son moléculas cuya estructura quimica permite
la unidn irreversible a las enzimas B-lactamasas. Los inhibidores de B-lactamasas mas
empleados en la préctica clinica son los denominados inhibidores suicidas: el acido
clavulanico, el sulbactam y el tazobactam. Se administran en combinacién con otros
antimicrobianos, principalmente penicilinas, para la recuperacion de su actividad
antibacteriana (amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina-sulbactam y piperacilina-
tazobactam). En su perfil de inhibicion no se incluyen las carbapenemasas.
Recientemente se ha comercializado el avibactam asociado con ceftazidima o
aztreonam, relebactam con imipenem y el vaborbactam con meropenem. Son
inhibidores de B-lactamasas con estructura no B-lactdmica. Su perfil inhibidor incluye las
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carbapenemasas de clase A, y en el caso del avibactam, también a algunas de las
carbapenemasas de clase D, entre ellas OXA-48. Ninguno tiene actividad inhibidora
sobre las MBL (carbapenemasas de clase B) (Bush et al., 2015; Mansour et al., 2021).

1.3.2. Mecanismo de accion

Los antibidticos B-lactamicos son agentes bactericidas que producen su efecto a
través de dos mecanismos, la inhibicidn de la sintesis de la pared celular y la induccion
de autolisis bacteriana. La pared bacteriana de las bacterias Gram negativas es una
estructura compleja que consta de una fina capa interna de peptidoglicano (PG) y de
una membrana externa formada por lipidos y proteinas. El PG es un polimero formado
por la repeticion de moléculas de acido N-acetilmuramico (NAM) y N-acetil-glucosamina
(NAG) unidas mediante enlaces covalentes B-1,4. En la ultima etapa del ensamblaje, las
enzimas transpeptidasas, también conocidas como PBP (del inglés “penicillin binding
protein”, proteina ligada a penicilina), se unen a las subunidades peptidicas precursoras
del péptido glicano y eliminan sus aminoacidos terminales D-alanil-D-alanina, dando
lugar a tetrapéptidos que se fijan al acido muramico y se unen entre si formando una
malla. En la Figura 4 puede observarse la formacion de las unidades poliméricas y la
conformacion de la membrana externa (Hernandez M et al., 2018).

Transpeptidacién y formacion del PG

Figura 4. Esquema de formacién de péptidoglican y conformacién de membrana
externa.
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El anillo B-lactamico guarda similitud estructural con el aminoacido terminal de
las subunidades peptidicas, por lo que es capaz de unirse a ellas covalentemente e
impedir la transpeptidaciéon (Josephine et al., 2004). El segundo mecanismo de accién
de los antibidticos B-lactdmicos es la activacién de una autolisina bacteriana endégena
que destruye el peptidoglicano (Kitano et al., 1979). En la Figura 5 se observa la
interaccion del compuesto B-lactamico con las PBP con la consecuente inhibicién de la
sintesis de pared celular y activacion de las autolisinas enddgenas.

1. Unidn del B-lactamico a la PBP e inhibicion
de la formacién de la pared celular

@ —=
{ i<— Ex:zj 2. Activacion de

endolisinas que
destruyen ¢l PG

Figura 5. Mecanismo de accion de los antibidticos B-lactamicos.

1.3.3. Mecanismos de resistencia

Las bacterias han desarrollado multiples mecanismos de resistencia frente a los
antibidticos B-lactdmicos, entre ellos: a) la alteracién de la permeabilidad de la
membrana externa (pérdida o modificacion de porinas), b) la produccién de bombas de
expulsion o eflujo, c) la modificacion de la diana (PBP), y el mas importante, d) la
produccién de enzimas que modifican o destruyen los antimicrobianos, entre los que se
encuentran las B-lactamasas (Wike et al., 2005).

Las enzimas B-lactamasas guardan homologia con las PBP de la pared celular y
actdan hidrolizando el anillo B-lactamico e impidiendo su unién a dichas proteinas. Es el
mecanismo mas frecuente y eficaz de resistencia a los antibidticos B-lactdmicos en
bacterias Gram negativas, y pueden encontrarse en conjunto con otros mecanismos. Los
genes que codifican estas enzimas (bla) se pueden localizar en el cromosoma bacteriano
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o en elementos genéticos moviles como plasmidos o transposones, y su produccion
puede ser constitutiva o inducible. Las B-lactamasas pueden ser transferibles si su
produccién estd mediada por pldsmidos, y en tal caso, suelen ser sensibles a los
inhibidores de B-lactamasas. Las B-lactamasas de origen cromosdmico, como las AmpC,
son normalmente inducibles por la exposicion a pB-lactdmicos, especialmente
cefalosporinas, y no suelen ser sustrato de los inhibidores (Bush et al., 2020).

Han sido registradas mas de 1500 B-lactamasas
(www.lahey.org/studies.webt.htm) y clasificadas en funcidn de su estructura molecular
(Ambler 1980) y sus caracteristicas enzimaticas (Bush et al.,, 2010). La clasificacién de
Ambler divide a las B-lactamasas en cuatro clases (A, B, C y D) de acuerdo a los
mecanismos de interaccidn enzima-sustrato y la secuencia de aminoacidos de la
proteina (Ambler 1980). Las enzimas de las clases A, Cy D son serin-B-lactamasas que
contienen un residuo de serina en su centro activo, y las del grupo B son metalo-p-
lactamasas que utilizan Zn*2 como cofactor y se inhiben por agentes quelantes como el
EDTA (acido etilendiaminotetracético), pero no por el dcido clavulanico o el tazobactam.
La clasificacion funcional propuesta por Bush-lacoby establece distintos grupos en
funcién de la afinidad de la enzima por el sustrato y su sensibilidad a los inhibidores de
B-lactamasas (Bush et al., 2010). En la Tabla 1 se detallan las principales B-lactamasas
acorde a ambas clasificaciones. El uso indiscriminado e incorrecto de los antimicrobianos
durante las ultimas décadas ha favorecido la evolucién de las B-lactamasas hacia una
nueva generaciéon de enzimas: BLEE, B-lactamasas de tipo AmpC plasmidicas vy
carbapenemasas (Wike et al., 2005).
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Tabla 1. Clasificaciéon general de B-lactamasas.

Bush-
Jacoby
(2010)

le

2a

2b

2be

2br

2ber

2c

2ce

Ambler
(1980)

Sustrato
preferente

Cefalosporinas

Cefalosporinas

Penicilinas

Penicilinas,
Cefalosporinas 1¢
generacién

Cefalosporinas,

monobactam

Penicilinas

Cefalosporinas

Carbenicilina

Carbenicilina,
Cefepime

Actividad del Acido
clavulanico o
Tazobactam

S|

N

N|

N

Inhibicion
por EDTA

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Caracteristicas

Mayor hidrdlisis de
cefalosporinas que de

bencilpenicilinas. Hidrdlisis

de cefamicinas
Hidrolisis elevada de
ceftazidima y de otros
oxiimino-B-lactamicos
Mayor hidrdlisis de
bencilpenicilinas que de
cefalosporinas
Hidrdlisis similar de
bencilpenicilinas y
cefalosporinas

Hidrdlisis elevada de
oxiimino-B-lactamicos y
aztreonam
Resistentes al acido
clavulanico, sulbactam y
tazobactam
Hidrdlisis elevada de
oxiimino-B-lactamicos y
resistentes a acido
clavulanico, sulbactam y
tazobactam

Hidrdlisis elevada de
carbenicilina

Hidrolisis elevada de
carbenicilina, cefepimay
cefpiroma

B-lactamasas
representativas

AmpC, P99, AACT-1,
CYM-2, FOX-1, MYR-1

GC1, CMY-37

PC1

TEM-1, TEM-2, SHV-1

TEM-3, SHV-2, CTX-M-
15, PER-1, VEB-1

TEM-30, SHV-10

TEM-50

PSE-1, CARB-3

RTG-4

Localizacion

Cromosomica
Plasmidica

Cromosdémica
Plasmidica

Cromosdémica
Plasmidica

Cromosdémica
Plasmidica

Cromosémica
Plasmidica

Plasmidica

Plasmidica

Cromosdémica/
Plasmidica

Plasmidica

Microorganismos

Enterobacterales
P. aeruginosa

Enterobacterales

S. aureus
K. pneumoniae

Citrobacter amalonaticus

Enterobacterales
P. aeruginosa
H. influenzae

Enterobacterales
P. aeruginosa

E. coli

Enterobacterales

Moraxella catarrhalis
P. mirabilis
P. aeruginosa

A. baumannii
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Tabla 1. Continuacion.

Bush- Ambler

Jacoby (1980)

(2010)

2d D

2de D

2df D

2c A

2f A
B(Bly

3a B3)

3b B (B2)

Sustrato
preferente

Cloxacilina

Cefalosporinas

Carbapenemes

Cefalosporinas

Carbapenemes

Carbapenemes

Carbapenemes

Actividad del Acido

clavulanico o

Tazobactam

Variable

Variable

Variable

N

Variable

NO

NO

Inhibicion
por EDTA

NO

NO

NO

NO

NO

N|

N

Caracteristicas

Hidrdlisis de cloxacilina y

oxacilina

Hidrolisis elevada de
oxiimino-B-lactamicos,
cloxacilina y oxacilina

Hidrélisis carbapenemes,

cloxacilina y oxacilina

Hidrdlisis de cefalosporinas,

Inhibicién por acido
clavulanico, pero no
aztreonam

Hidrolisis elevada de

carbapenemes, oxiimino-f-
lactamicos y cefamicinas

Hidrdlisis de amplio
espectro, incluidos

carbapenemes, pero no los

monobactames

Hidrdlisis de carbapenemes

B-lactamasas
representativas

OXA-1, OXA-10

OXA-11, OXA-15

OXA-23, OXA-48

CepA

KPC-2, IMI-1, SME

IMP-1, VIM-1,
NDM, L1, FEZ-1

CphA, Sfh-1

Localizacion

Cromosémica/
Plasmidica

Plasmidica

Cromosdémica/
Plasmidica

Cromosdémica/
Plasmidica

Cromosdémica/
Plasmidica

Cromosdmica/
Plasmidica

Cromosémica/
Plasmidica

Microorganismos

Enterobacterales
P. aeruginosa

Enterobacterales
P. aeruginosa

Enterobacterales
A. baumannii

Bacteroides spp.,
E. coli, K. pneumoniae,
Proteus vulgaris

Enterobacterales
P. aeruginosa

Enterobacterales
P. aeruginosa
Stenotrophomonas
maltophila

Aeromonas spp.
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1.3.3.1. B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE incluyen enzimas pertenecientes a las clases Ay D de Ambler (grupos
funcionales de Bush 2be y 2de, respectivamente). Las familias mayoritarias son las de
tipo TEM, SHV y CTX-M, seguidas de OXA, PER y VEB. Existen otras BLEE como SFO, TLA,
GES, IBCy BEL, pero se encuentran escasamente documentadas en aislamientos clinicos.
Todas las BLEE son capaces de hidrolizar las penicilinas, todas las cefalosporinas y el
aztreonam, pero no las cefamicinas ni los carbapenemes. Ademads, son inhibidas el dcido
clavulanico y el sulbactam (Castanheira et al., 2021, Bush et al., 2020).

Actualmente, las enzimas tipo CTX-M son las BLEE mds prevalentes a nivel
mundial, tanto en el ambiente comunitario como en el nosocomial (Bush et al., 2020), y
se han asociado principalmente a cepas de E. coli causantes de infecciones comunitarias
y a clones hospitalarios de K. pneumoniae (Bush et al., 2020). Estas enzimas se
caracterizan por tener mayor actividad hidrolitica frente a cefotaxima (Bonnet et al.,
2004). Actualmente hay descritas mas de 200 variantes y en funcién de su secuencia de
aminodcidos se dividen en cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-
M-25 (Bush et al., 2020). Todas ellas derivan de una B-lactamasa cromosdémica
procedente de distintas especies del género Kluyvera (Rodriguez et al., 2004). La
movilizacion de los genes blactx-v desde el cromosoma de Kluyvera spp. a diferentes
plasmidos y la asociacién con elementos genéticos en su transferencia a otras especies
de enterobacterias ha sido bien caracterizada (Rodriguez et al., 2010). A menudo, estos
elementos genéticos integran genes que confieren resistencia a otros grupos de
antibidticos como aminoglucésidos, cotrimoxazol y quinolonas (Bush et al., 2020).

La diseminacion de CTX-M mediante plasmidos epidémicos altamente
transmisibles ha sido uno de los factores responsables de la compleja epidemiologia de
las enterobacterias productoras de BLEE y de su rapida expansion mundial, primero en
el ambito hospitalario y después en la comunidad (Bush et al., 2020; Woerther et al.,
2013). La difusion de estas enzimas a través de clones exitosos de E. coli, como el clon
de alto riesgo ST131, asociados a la produccién de variantes como CTX-M-15, CTX-M-14
y CTX-M-27, ha sido también determinante para la propagacién y el establecimiento de
las BLEE en todo el mundo (Castanheira et al., 2021, Bush et al., 2020).

Segln el programa global de vigilancia SMART, los datos recopilados entre 2015-
2019 demostraron que la incidencia de aislamientos clinicos de E. coliy K. pneumoniae
productores de BLEE recuperados de pacientes hospitalizados estd aumentando
simultdneamente en muchas regiones del mundo, principalmente en Latinoamérica,
Estados Unidos y Canada (Karlowsky et al., 2022). Ademas, en voluntarios sanos, la
prevalencia de colonizacién por BLEE en América oscila entre el 5% y el 12% (Figura 6) y
este porcentaje continuard aumentando, especialmente en pacientes sin antecedentes
de internacion (Woerther et al., 2013).
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Figura 6. Incremento en la colonizacién por Enterobacterales productores de BLEE en
voluntarios sanos (Woerther et al., 2013).

1.4. Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC)

En los ultimos afios, la diseminacion de las EPC ha generado la necesidad de
reforzar las medidas de control sobre estos microorganismos. Se ha descrito que la
produccién de BLEE o AmpC asociada a la pérdida de porinas disminuye la sensibilidad
a los carbapenemes (Aurilio et al., 2022, Matinez-Martinez et al., 2008). Sin embargo, el
mecanismo mas frecuente de resistencia a carbapenemes en enterobacterias es la
produccién de carbapenemasas (Aurilio et al., 2022).
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1.4.1. Clasificacion de carbapenemasas

Segun la clasificacion molecular de Ambler, las carbapenemasas se agrupan en
las clases moleculares A (penicilinasas), B (metalo-B-lactamasas o MBL) y D
(oxacilinasas), que se corresponden con los grupos funcionales propuestos por Bush-
Jacoby 2f, 3 y 2df, respectivamente. En la Tabla 2 se detallan las carbapenemasas mas

relevantes, los microorganismos en los que se encuentran habitualmente y sus
principales caracteristicas (Navarro et al., 2011).
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TABLA 2. Clasificacion general de las carbapenemasas.

Bush- Actividad del Acido
Ambler L.
Jacoby (1980) clavulanico o
(2010) Tazobactam
Variable
2f A Sl
Sl
NO
NO
3 B NO
NO
NO
2df D Variable

Inhibicién
por EDTA

NO

NO

NO

N

N

N|

N

N|

NO

Caracteristicas

Hidrdlisis de carbapenemes,
oxiimino B-lactamicos y
monobactam

Hidrélisis de carbapenemes,
oxiimino B-lactamicos y
monobactam

Hidrdlisis de carbapenemes,
oxiimino B-lactamicos y
monobactam

Hidrdlisis de carbapenemes,
oxiimino B-lactamicos y
sensibilidad monobactam

Hidrdlisis de carbapenemes y
actividad variable frente a
oxiimino B-lactamicos y
sensibilidad monobactam

B-lactamasas
representativas

Sme, IMI, NmcA

KPC

GES

L1

CcrA

Cpha

Bcll

IMP, SPM, SIM,
VIM, NDM

Familia OXA-48

Localizacion

Cromosdémica

Plasmidica

Plasmidica

Cromosdémica

Plasmidica

Cromosdémica/Plasmidica

Microorganismos

S. marcsecens
E. cloacae

Enterobacterales

Enterobacterales
P. aeruginosa

Stenotrophomonas
maltophilia

Bacteroides fragilis

Aeromonas hydrophila

Bacillus cereus

Enterobacterales
Acinetobacter spp.
P. aeruginosa

Enterobacterales
A. baumannii
P. aeruginosa
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1.4.1.1. Carbapenemasas de clase A

Las carbapenemasas de clase A, conocidas como serincarbapenemasas, tienen la
capacidad de hidrolizar una amplia variedad de B-lactdmicos entre los que se incluyen
las penicilinas, las cefalosporinas, los carbapenemes y el aztreonam. Son parcialmente
inhibidas por el dcido clavuldnico y el tazobactam (Bush et al., 2020).

La primera carbapenemasa de clase A, SME-1 (“Serratia marcescens enzyme”),
fue descrita en 1982 en una cepa de S. marcescens (Yang et al., 1990). En 1984 se aisld
una enzima inhibidora de imipenem (IMI-1, “Imipenem-hydrolysing B-lactamase”) a
partir de una cepa de E. cloacae aislada de un paciente hospitalizado en EE.UU.
(Rasmussen et al., 1996). Posteriorme, en 1993, se aisl6 un tercer tipo de
carbapenemasa denominada NmcA (“not-metallo-enzyme-carbapenemase A”) a partir
de una cepa de E. cloacae (Naas et al., 1994). Todas estas carbapenemasas han sido
localizadas en el cromosoma bacteriano, aunque algunas variantes de IMI, como IMI-2,
se han identificado en pladsmidos (Queenan et al., 2007). Las enzimas GES (“Guiana
extended spectrum”) fueron identificadas inicialmente como BLEE, pero con el tiempo
se describid que hidrolizaban parcialmente imipenem (Vourli et al.,, 2004); ademads los
genes que codifican las enzimas GES son de localizacién plasmidica.

Dentro del grupo de serincarbapenemasas, las que tienen mayor transcendencia
clinica e importancia epidemiolégica son las denominadas KPC (“Klebsiella pneumoniae
carbapenemase”) (Pitout et al., 2015). Estas enzimas son inhibidas por el dcido bordnico,
compuesto que se emplea para su reconocimiento mediante métodos fenotipicos. Las
KPC se distinguen del resto de carbapenemasas de clase A en que se encuentran siempre
en plasmidos transferibles y en que su espectro de hidrdlisis incluye el anillo aminotiazol
de las cefalosporinas (Queenan et al., 2007). La primera enzima KPC (KPC-1) se identifico
en un aislamiento de K. pneumoniae de Estados Unidos en 1996 (Yigit et al., 2001).
Desde entonces, se han detectado en distintas especies hasta 24 variantes, siendo KPC-
2 y KPC-3 las mas frecuentes (Stoesser et al., 2015).

1.4.1.2. Carbapenemasas de clase B

Las metalo-B-lactamasas (MBL) son el grupo de carbapenemasas mds diverso y
diseminado a nivel mundial. Poseen un perfil hidrolitico que incluye todos los
antibidticos B-lactamicos, aunque presentan muy baja afinidad por los monobactams
como el aztreonam y no se inhiben por el acido clavulanico, el sulbactam o el
tazobactam. A diferencia de las clases A y D, el sitio activo de las MBL contiene un ion (o
iones) de Zn*?, que es esencial para la hidrélisis del anillo B-lactdmico. Esta caracteristica
estructural permite que sean inhibidas por agentes quelantes de cationes divalentes
como el EDTA o el acido dipicolinico (Bush et al., 2010). El EDTA y los derivados del acido
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dipicolinico se utilizan en el reconocimiento fenotipico de esta familia de
carbapenemasas.

Las enzimas MBL mds importantes desde el punto de vista epidemioldgico, por
su prevalencia y por su elevada capacidad de diseminacién, son las de tipo IMP, VIM y
NDM. La enzima IMP-1 (“Imipenem-resistant Pseudomonas”) fue la primera
carbapenemasa transferible descrita en bacilos gramnegativos, en concreto en P.
aeruginosa (Watanabe et al, 1991). Estas enzimas se empezaron a detectar
posteriormente asociadas a otras especies del género Pseudomonas y en
enterobacterias como S. marcescens y K. pneumoniae (Osano et al., 1994; Senda et al.,
1996). Al dia de hoy se han descrito mas de 50 variantes en todo el mundo, siendo
especialmente prevalentes en Japdn, China, Corea del Sur y el Sudeste asiatico (Bush et
al., 2020).

Las enzimas VIM (“Verona integron encode metallo-B-lactamase”) se
describieron por primera vez en Verona (ltalia) en 1997 en una cepa de P. aeruginosa
(Lauretti et al., 1999). Poco después se comunicé en Francia una segunda variante, VIM-
2, localizada en un plasmido transferible de P. aeruginosa (Poirel et al., 2000). Desde
entonces, se han descrito mas de 40 variantes asociadas tanto a P. aeruginosa como a
enterobacterias, siendo VIM-1 la mas difundida a nivel mundial (Hansen et al., 2021).

Las enzimas NDM (“New Delhi metallo-B-lactamase”) son las carbapenemasas
con amplia distribucidn geografica mas recientemente identificadas. La primera
descripcién (NDM-1) se realizd en 2009, asociada a dos aislamientos (K. pneumoniae y
E. coli) procedentes de un paciente sueco que habia recibido asistencia sanitaria en un
hospital de Nueva Delhi (India) (Yong et al., 2009). Desde 2010 se han descrito 16
variantes y todas ellas muestran un perfil hidrolitico similar al de otras MBL. En
Argentina se han descripto aislamientos de NDM-1 asociados a especies del género
Acinetobacter (Rodgers et al., 2020; Adams et al., 2020) y P. stuarttii (Pasteran et al.,
2014) principalmente. En el afio 2020, en un estudio realizado en un hospital de tercer
nivel especializado en pacientes con COVID-19 de Tucuman (datos no publicados),
fueron detectadas cepas de K. pneumoniae productoras de NDM y coproductoras de
NDM y OXA-48-like.

1.4.1.3. Carbapenemasas de clase D

La clase D comprende mds de 200 enzimas OXA (“Oxacillin-hydrolysing
carbapenemase”), cuya produccion se ha asociado mayoritariamente con la especie
Acinetobacter baumannii (A. baumannii). Se denominan oxacilinasas por su capacidad
de hidrolizar la oxacilina y la penicilina. No hidrolizan, o dificilmente hidrolizan, a las
cefalosporinas de espectro extendido (excepto la variante OXA-163) y en general tienen
una actividad carbapenemasa muy débil. No son inhibidas por el acido clavulanico, el
acido borénico, ni por agentes quelantes como el EDTA, aunque si por el NaCl (Yoon et
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al., 2021). Una caracteristica Unica de este grupo de enzimas que las diferencia de las
serin-carbapenemasas de las clases A y C es que presentan una elevada resistencia a
temocilina (Hartl et al., 2013).

Dentro de la clase D, solo unas pocas variantes poseen actividad carbapenemasa,
siendo una de las principales representantes en este grupo la enzima OXA-48. Desde su
primera descripcidon en Turquia en 2001 en una cepa de K. pneumoniae (Poirel et al.,
2004), la diseminacion de OXA-48 ha sido mundial, y principalmente asociada a
enterobacterias productoras de BLEE, en concreto la CTX-M-15. En 2011 se describié en
India una variante de esta enzima, OXA-181, con un perfil hidrolitico idéntico a OXA-48
(Potron et al., 2011). Los niveles de resistencia a carbapenemes de estas enzimas son
muy bajos, siendo sélo detectables en muchos casos cuando van asociados a otros
mecanismos de resistencia como BLEE o pérdida de permeabilidad de la membrana
(Nordmann et al., 2012).

La familia de enzimas OXA-48, conocida como OXA-48-like, integra un gran
numero de variantes de la B-lactamasa OXA-48. Como puede observarse en la Tabla 3
(Dabos et al., 2020), algunas de estas variantes mantienen su actividad carbapenemasa
mientras que otras sélo poseen actividad BLEE. Todas estas enzimas comparten la
capacidad de diseminarse por medio de plasmidos y otros elementos genéticos méviles

TABLA 3. Variantes de enzimas pertenecientes a la familia OXA-48, actividad hidrolitica
frente a Imipenem y fenotipo esperable.

Variante OXA-48 Keat/Km (MM.s?) Imipenem Fenotipo

OXA-181 550

OXA-16 420

OXA-20 420

OXA-48 369

OXA-436 300

OXA-232 38 Carbapenemasa
OXA-244 20

OXA-517 14

OXA-438 4.4

OXA-519 21

OXA-405 0.2

OXA-247 0.2 No carbapenemasa

OXA-163 0.06
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1.5. Epidemiologia y diseminaciéon

La aparicién y diseminacion de las EPC estd aumentando en todo el mundo y se
ha convertido en un problema global de Salud Publica.

Una década atrds, el acrénimo ESKAPE fue usado para describir el nombre de seis
bacterias patégenas (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.)
con disminucion en la respuesta al tratamiento con los antimicrobianos y aumento en
las tasas de resistencia a los mismos (Rice 2008; De Oliveira et al., 2020). Desde esta
descripcidén inicial, la diseminacion global de la resistencia a los carbapenemes por
produccién de diferentes carbapenemasas entre los bacilos Gram negativos incrementé
dramdticamente generando la necesidad de intensificar las medidas asociadas al control
e investigacion de estos microorganismos, en especial las EPC.

En 2017, la OMS emitié un comunicado identificando las bacterias resistentes a
antibidticos mas importantes que requieren el desarrollo de nuevos tratamientos y
metodologias diagndsticas (OMS 2017). Estas bacterias fueron agrupadas en tres
categorias de prioridad (Critica, Alta y Moderada) considerando multiples factores como
la gravedad de las infecciones a las cuales se encuentran asociadas, la diversidad de
tratamientos disponibles y la capacidad de diseminarse a nuevos entornos, entre otros
(Tabla 4).

A su vez, a nivel mundial, las caracteristicas clinicas de los organismos resistentes
a carbapenemes varian con las condiciones locales y las regiones geograficas. En la
Figura 7 puede observarse la distribucién geografica de las diferentes carbapenemasas
y el estado epidemiolégico atribuido a las mismas hasta 2017 (Logan et al., 2017). Desde
entonces, las MBL, principalmente del tipo NDM, han incrementado su frecuencia de
deteccidn en paises donde no se registraban o lo hacian esporadicamente, entre ellos
Argentina.
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Tabla 4. Listado de patdégenos y prioridad de desarrollo e investigacidon atribuida
(Adaptado de OMS 2017).

Prioridad 1: CRITICA

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenemes

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenemes
Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y/o carbapenemes

Prioridad 2: ALTA

Enterococcus faecium resistente a vancomicina

Staphylococcus aureus meticilino resistente, vancomicina intermedio y resistente

Helycobacter pylori resistente a claritromicina

Campylobacter resistente a quinolonas fluoradas

Salmonella spp. resistente a quinolonas fluoradas

Neisseria gonorrhoeae resistente a quinolonas fluoradas y cefalosporinas de tercera generacion.

Prioridad 3: MEDIA

Streptococcus pneumoniae no susceptible a penicilina

Haemophilus influenzae resistente a ampicilina
Shigella spp. resistente a quinolonas fluoradas
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pag. 34



INTRODUCCION

Los aislamientos productores de carbapenemasas, principalmente los
productores de KPC, estdn diseminados mundialmente y asociados con elevadas tasas
de morbi-mortalidad (Bialek-Davenet et al., 2014). K. pneumoniae es la especie a la cual
se le atribuye la diseminacidn global de las carbapenemasas pertenecientes a este
grupo, principalmente las variantes alélicas KPC-2 y KPC-3. El éxito de este fendmeno se
encuentra asociado a aislamientos pertenecientes a un secuenciotipo (ST) dominante
denominado ST258, el cual pertenece a un Complejo Clonal (CC) con distribucion
mundial, el CC258 (Bowers et al., 2015). Este clon emergioé en el afio 2010, y rapidamente
se convirtié en el ST prevalente. Los miembros del CC258 incluyen microorganismos
multidroga resistentes (MDR), con resistencia a todos los B-lactamicos,
aminoglucésidos, quinolonas y trimetoprima/sulfametoxazol (TMS) (Bowers et al.,
2015). Si bien los aislamientos pertenecientes al ST258 se encuentran asociados con
elevadas tasas de mortalidad, esta se atribuye mayormente a la escasa eficacia de los
tratamientos antimicrobianos diponibles para las infecciones causadas por K.
pneumoniae productoras de KPC y la gran diversidad de situaciones clinicas vinculadas
a cada paciente, y no especificamente a la virulencia de estas cepas (Pitout et al., 2015).
Los aislamientos pertenecientes al CC258 suelen ser susceptibles al efecto bactericida
del suero y la fagocitosis, carecen de factores de virulencia como la aerobactina, de
genes de antigenos capsulares K1, K2 o K5, o del gen regulador del fenotipo
hipermuviscoso rmpA (Chen et al., 2014).

En los ultimos afios, han emergido nuevos aislamientos de K. pneumoniae
productores de carbapenemasas con sus respectivos clones hipervirulentos que han
adquirido incluso la categoria de resistencia extrema (Krapp et al., 2017; Yao et al.,
2015). Inicialmente, los aislamientos de K. pneumoniae considerados hipervirulentos no
eran productores de carbapenemasas. Es interesante destacar que el Multilocus
Sequence Typing (MLST) ha revelado que la mayoria de los aislamientos hipervirulentos
cuyo antigeno capsular es K1 pertenecen al mismo complejo clonal, el CC23 (Liao et al.,
2014; Brisse et al., 2009). Por otra parte, los aislamientos cuyo serotipo es K2 pertenecen
a ST no relacionados, como el CC65 (incluye al ST65 y ST375), ST25, ST86 y ST380 (Lin et
al., 2014; Decrée et al., 2011). El CC23 productor de carbapenemasas, principalmente
KPC, se encuentra ampliamente diseminado en la regién Asia-Pacifico, principalmente
en China, Laos y Vietnam, mientras que en otras regiones representa menos del 2% de
los aislamientos (Wyres et al., 2020). Por otra parte, los ST considerados hipervirulentos
productores de carbapenemasas diferentes del CC23 se encuentran diseminados por el
mundo.

En Argentina, han sido descriptos aislamientos de K. pneumoniae productores de
KPC-2 pertenecientes al ST25 recuperados de muestras de pacientes hospitalizados en
Buenos Aires (Cejas et al., 2019) y Tucuman (Vargas et al., 2019).
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1.5.1. Estructura poblacional de K. pneumoniae productora de
carbapenemasas

La combinacidn del andlisis por PFGE y MLST permite agrupar a los aislamientos
caracterizados, en pulsotipos y secuenciotipos respectivamente (Gona et al., 2020). La
informacién obtenida por estas metodologias, en conjunto con la deteccién molecular
de mecanismos de resistencia y factores de virulencia permiten aproximar la
caracterizacion de los clones y poder definir si los mismos son o no de alto riesgo al
incorporar la informacién epidemiolédgica (Mathers et al., 2015).

Acorde a lo recopilado por Mathers, para que un aislamiento de K. pneumoniae
pueda ser considerado como un clon de alto riesgo debe cumplir con una serie de
caracteristicas:

- Distribucion global: Algunos secuenciotipos incluidos dentro de un complejo
clonal tienen una distribucién mds amplia que otros, por lo que estos pueden ser
considerados cosmopolitas; mientras que otros se encuentran restringidos a
zonas ocasionando brotes o aislamientos esporadicos. Por ejemplo, entre los
miembros del CC258, el ST258 presenta una distribucidn global con regiones de
mayor circulacidon como Estados Unidos, Israel, Grecia y Argentina, y otras zonas
de circulacion menos prevalente como Colombia (Nordmann et al., 2009).
Dentro del mismo complejo clonal, el ST11 ha sido considerado endémico en
China y algunos paises del Sudeste Asiatico, pero con reportes esporadicos en
Latinoamérica (con excepcidn de Brasil). Por ultimo, el ST340 esta emergiendo
en algunos paises desplazando otros secuenciotipos como el ST11 en Brasil y al
ST258 en Grecia (Munoz-Price et al., 2015, Chen et al., 2014).

- Asociacion con mecanismos de resistencia: los clones de alto riesgo
pertenecientes a la especie K. pneumoniae suelen asociarse con resistencia a los
carbapenemes por produccidon de carbapenemasas, siendo la resistencia a los
otros antimicrobianos un conjunto de mecanismos acompafiantes. Esto se debe
a la capacidad del plasmido que contiene los genes bla de incorporar otros genes
de resistencia o virulencia (Lee et al., 2014, Vila et al., 2013).

- Capacidad de colonizacidn y persistencia en pacientes: los clones de alto riesgo
suelen poseer factores de virulencia que facilitan la colonizacidn asintomatica de
los pacientes. En el caso de los Enterobacterales, el tiempo de permanencia tras

la colonizacion rectal varia entre las diferentes especies, siendo el tiempo
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promedio entre 6 y 12 meses para E. coli y K. pneumoniae, respectivamente
(Endimiani et al., 2009).

- Transmisidn exitosa entre pacientes: que una bacteria sea capaz de colonizar y
persistir en el hospedador no es suficiente para que la misma sea considerada
un clon de alto riesgo. Estos clones tienen la capacidad de transmitirse a través
de los dispositivos médicos, personal sanitario y superficies por largos periodos
de tiempo, por ello las medidas de control de infecciones son clave en el control
de la diseminacidn y persistencia intrahospitalaria (Navon-Venezia et al., 2009).

- Patogenicidad/Virulencia: el comportamiento de los clones puede variar entre
las especies. Los clones de alto riesgo de E. coli suelen ser mas virulentos que los
gue no son incluidos en esta categoria, siendo capaces de producir diferentes
tipos de infecciones extraintestinales, manifestar diferentes perfiles metabdlicos
o desarrollar estructuras complejas como Biofilm. En el caso de aislamientos de
K. pneumoniae, esta situacidon estd poco esclarecida. Los aislamientos pueden
revestir un elevado riesgo para la salud del paciente al adquirir multiples genes
de resistencia a diferentes antimicrobianos eliminando las opciones
terapéuticas; como asi también adquirir factores de virulencia que incrementen
la capacidad de invasion y evasion de la respuesta inmune en conjunto con genes
de resistencia a los antimicrobianos (DelLeo et al., 2014).

- Causar infecciones recurrentes y/o graves: algunos clones de K. pneumoniae
(como el CC258) revisten escasa virulencia por si mismos, pero afectan
principalmente pacientes con sistemas inmunes comprometidos y presentan a
su vez resistencia a casi todos los antimicrobianos Utiles para el tratamiento de
la infeccién documentada. Por otra parte, estdan emergiendo clones (como el
CC23 y CC65) que demuestran un mayor fitness metabdlico, combinados con
mecanismos de resistencia y multiples factores de virulencia que complican en

gran medida el tratamiento de las infecciones (Lavigne et al., 2013).

Considerando las caracteristicas previamente detalladas, han sido identificados
como clones de alto riesgo unos pocos secuenciotipos dentro de cada especie. Estos
clones a su vez han sido asociados con diferentes carbapenemasas y son
considerados los responsables de la diseminacién de diversos mecanismos en
multiples regiones geograficas (Tabla 5) (Mathers et al., 2015).
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Tabla 5. Ejemplos de clones de alto riesgo pertenecientes a las especies
K. pneumoniae y E. coli.

Mecanismo de

Clon de Alto . - . . Extension de
. Distribucion geografica resistencia . .
Riesgo . la resistencia
predominante
E. coli ST131 Global CTX-M-15 MDR

K. pneumoniae

ST258 Global KPC-2, KPC-3
ST11 América del Sur, Sudeste Asidtico, KPC-2, NDM-1, VIM,
Europa OXA-48
$T340 Oeste de Asia, América del Norte, NDM-1, KPC-2 XDR, PDR
Europa
ST512 Europa, Oeste de Asia KPC-3
ST147 Ameérica del Norte, Europa, Asia KPC-2, N.DM_l' OXA-48-
like, VIM

1.5.2. Plasmidos asociados a la diseminacion de carbapenemasas en
Enterobacterales

Todas las carbapenemasas con relevancia clinica y epidemiolégica han sido
descriptas en plasmidos. Los plasmidos son moléculas de Acido Desoxiribonucléico
(ADN) circular de doble hélice, capaces de replicarse de forma auténoma. Por definicién,
los plasmidos no llevan genes esenciales para el crecimiento y supervivencia de las
bacterias, pero complementan a su adaptabilidad y capacidad de resistencia al ambiente
y el estrés (Carattoli 2009).

La investigacion y caracterizacion de plasmidos es de suma importancia para el
estudio de la biologia, adaptaciéon y evolucién de las poblaciones bacterianas. Los
pldasmidos son clasificados de acuerdo a su grupo de incompatibilidad (Inc) y por el grupo
de replicdn, que se basa en los factores de replicacién expresados por el pldsmido en las
bacterias. Anteriormente, la incompatibilidad se determinaba mediante la introduccién
de un plasmido perteneciente a un grupo desconocido en un receptor con un plasmido
de grupo conocido. Los dos pldasmidos se asignan al mismo grupo o replicdn si se elimina
el plasmido residente. Si este plasmido no es eliminado, los dos plasmidos se asignan a
diferentes grupos de incompatibilidad (Rozwandowicz et al., 2020).

Actualmente, la caracterizacion de los plasmidos se realiza siguiendo un
protocolo, el cual se basa en cinco PCR multiplex y tres PCR simples utilizando dieciocho
pares de primers dirigidos contra secuencias conservadas de cada grupo de replicacidn
de los plasmidos identificados en Enterobacterales. Esta metodologia constantemente
se actualiza para incorporar la deteccion de nuevos tipos de plasmidos en la medida que
son identificados (Carattoli 2009).
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Si bien esta metodologia no posee la sensibilidad o eficiencia de otras
metodologias como la Secuenciacion de Genoma Completo (SGC), es sencilla de realizar,
demuestra resultados reproducibles y esta al alcance de todos los laboratorios de
biologia molecular (Villa y Carattoli 2020).

Los plasmidos asociados con la adquisicion y diseminacidn de resistencia a los
antimicrobianos, en especial aquellos que median la diseminacién de carbapenemasas,
lo hacen a través de un fendmeno conocido como conjugacién, siendo denominados
pldsmidos moéviles o pldsmidos conjugativos (Halary et al, 2010). La maquinaria
necesaria se compone de una relaxasa, una proteina clave que reconoce el origen de
transferencia (oriT) durante la conjugacién bacteriana. Ademds, los plasmidos
conjugativos cuentan con los genes necesarios para la expresion de un sistema de
secrecidn tipo IV que facilita el transporte del ADN plasmidico a la bacteria receptora
(Halary et al., 2010).

Existen descriptos mas de 27 grupos de plasmidos de incompatibilidad asociados
con Enterobacterales y resistencia a los antimicrobianos. Entre ellos, la resistencia a los
carbapenemes por produccién de carbapenemasas ha sido descripta entre los de tipo
IncF, N, X, A/C,L/M, R, P, H, 1,y W, siendo los mas prevalente los del grupo IncF (Mathers
et al., 2015; Carattoli 2009).

Otra forma de clasificar a los grupos de plasmidos de incompatibilidad es
considerando su rango de receptores. Los pldsmidos autotransmisibles de rango
estrecho son principalmente IncF, IncH, y los tipos Incl, mientras que L/M, IncN, IncP e
IncW puede replicarse en un amplio rango receptores (Carattoli 2009).

Si bien las carbapenemasas son frecuentemente asociadas a los plasmidos del
grupo IncF, en Argentina se han documentado aislamientos de K. pneumoniae
productores de KPC-2 con plasmidos de incompatibilidad IncL/M (Jure et al., 2019).
Adiconalmente, este grupo de incompatibilidad se encuentra asociado a otras
carbapenemasas como OXA-48 y metalo-B-lactamasas como variantes NDM (Kopotsa et
al., 2019).

1.5.3 Factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae

Los aislamientos de K. pneumoniae resistentes a carbapenemes y las cepas
virulentas (incluidas las hipervirulentas) eran consideradas como dos linajes evolutivos
diferentes. En la década de 1990, emergieron en Asia unas cepas capaces de producir
infecciones invasivas y abscesos hepaticos piogénicos, dichas cepas fueron consideradas
como cepas hipervirulentas debido al deterioro acelerado que sufrian los pacientes de
los cuales eran recuperadas (Cheng et al., 1991).

Por mucho tiempo, el fenotipo multirresistente y el hipervirulento no se
encontraban relacionados. Por un lado, las cepas multirresistentes eran mucho menos
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virulentas y su mortalidad se asociaba con los esquemas terapéuticos acotados o la falla
de los mismos, y por otra parte las cepas hipervirulentas usualmente susceptibles a los
antimicrobianos, pero con un prondstico desalentador debido a la rapidez con la que
progresaban los procesos infecciosos. A su vez, cada fenotipo se encontraba vinculado
a secuenciotipos diferentes; por ejemplo, las cepas consideradas hipervirulentas se
asociaban al ST23, ST25, ST65 y ST86, mientras que las multirresistentes con ST11, ST258
y ST512 (Wyres et al., 2019; Bialek-Davenet et al., 2014).

1.5.3.1. Hipermucoviscosidad

Los aislamientos de K. pneumoniae habitualmente producen una capsula de
lipopolisacdrido que brinda proteccion frente a la accién bactericida del suero y la
fagocitosis. Sin embargo, algunas cepas son capaces incrementar la produccién de
polisacarido, generando un fenotipo hipermucoviscoso. Existen multiples factores que
regulan este fenotipo, incluyendo el gen asociado a mucoviscosidad (magA), el
regulador de fenotipo mucoide A (rmpA) y los tres componentes del sistema Rcs (rcsAB)
(Rastegar et al., 2019).

En el laboratorio, la hipermucoviscosidad se define con el String Test (o prueba
del filamento), el cual se presenta como un filamento viscoso 25 mm al tocar una colonia
desarrollada en un medio agarizado (Agar sangre ovino al 5%) con un ansa
bacteriolégica. Habitualmente, las cepas hipervirulentas son hipermucoviscosas y esta
caracteristica ha sido utilizada como un marcador (Hao et al., 2020; Rastegar et al., 2019;
Li et al., 2014). Si bien los aislamientos que demuestran esta caracteristica suelen ser
mas virulentos, existen aislamientos considerados hipervirulentos que no presentan
este fenotipo, como también aislamientos hipermucosos con escasa virulencia (Catalan-
Najera et al., 2017; Lee et al., 2010).

1.5.3.2. Aerobactina

El hierro es un elemento vital limitado para el desarrollo y reproduccién de las
bacterias. K. pneumoniae es capaz de producir cuatro sideréforos (enterobactina,
salmochelina, yersiniabactina y aerobactina) para adquirir hierro durante el proceso
infeccioso. Si bien la aerobactina es el sideré6foro de menor afinidad por el hierro, esta
molécula contribuye en gran medida a la virulencia de los aislamientos que la producen
(Holden et al., 2015). Los determinantes genéticos de la aerobactina (iutA) como de su
receptor (iucABCD) se encuentran en plasmidos de virulencia. Clinicamente, menos del
10% de los aislamientos recuperados de pacientes producen este sideréforo y fueron
aislados principalmente en pacientes que cursan con abscesos hepaticos, endoftalmitis
y otras infecciones metastasicas (Lam et al., 2018).
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1.5.3.3. Serogrupo capsular

Hasta el momento, han sido identificados 79 serogrupos por métodos
seroldgicos tradicionales, de los cuales el K1, K2, K5, K20, K54 y K57 han sido asociados
con aislamientos hipervirulentos (Rastegar et al., 2019; Ku et al., 2017; Holt et al., 2015).
Los aislamientos K1 y K2 han demostrado ser significativamente mas resistentes a la
fagocitosis y virulentos que los otros serogrupos, aunque estos expresen genes de
hiperproduccion de cdpsula como rmpA (Yeh et al., 2007). La mayor parte de las
infecciones atribuidas a aislamientos hipervirulentos corresponden a los serogrupos K1
y K2, por esto, los aislamientos portadores de estos serogrupos reciben la categoria de
ser hipervirulentos (Rastegar et al., 2019).

1.5.3.4. Otros factores de virulencia

Al igual que otros microorganismos, K. pneumoniae cuenta con otros factores de
virulencia que le permiten incrementar su eficiencia al colonizar e infectar individuos.
Entre dichos factores destacan:

- Fimbrias y adhesinas como FmH, MrkD, Kpn. Las fimbrias tipo | como FimH
permiten la adhesidn a epitelios, principalmente el intestinal, mientras que las
fimbrias tipo Ill promueven la adhesion a dispositivos médicos, superficies y en
conjunto con los sideréforos promueven el desarrollo de biofilm (Struve et al.,
2009).

- Lipopolisacaridos y componentes de membrana externa codificados por genes
como wabG, uge, ycfM (Candan et al., 2015).

- Genes que mejoran la evasién de la respuesta inmune allS, hly, cnf-1. El gen hly
codifica una hemolisina de gran actividad sobre los gldbulos rojos de oveja y
humano, el gen cnf-1 genera una proteina citotdxica que es capaz de lisar los
glébulos rojos y allS se encuentra intimamente asociado al metabolismo de la

alantoina, una molécula presente en el tejido hepatico (Candan et al., 2015).

1.6. Epidemiologia Nacional y Regional de EPC

En el afio 2020, el Servicio Antimicrobianos perteneciente al departamento de
Bacteriologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI)-ANLIS “DR.
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CARLOS G. MALBRAN” publicé los resultados de diez anos de investigacion
epidemioldgica en Argentina. En el mismo se observa que la resistencia a los

carbapenemes entre los miembros del orden Enterobacterales es heterogéneo (INEI
2020).

Hasta el afio 2010, la circulacién de carbapenemasas en el pais se debia casi
exclusivamente a aislamientos productores de serin-carbapenemasas tipo KPC, mas
puntualmente, cepas del clon ST258 productoras de KPC-2 (Gémez et al., 2011).

Progresivamente han sido reportados brotes ocasionados por K. pneumoniae y
otros Enterobacterales productores de otras carbapenemasas. Actualmente, en
Argentina se considera a KPC-2 como endémica en el pais, con reportes de otras
carbapenemasas de forma espordadica y asociados a brotes intrahospitalarios o reportes
de casos. Las MBL han incrementado su circulacion entre otras especies pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae, al igual que las Oxacilinasas, en especial las
pertenecientes a la familia OXA-48-like (Garcia-Betancur et al., 2020).

En la Figura 8 puede observarse el porcentaje a aislamientos de K. pneumoniae
productoras de KPC por provincia y el promedio obtenido en el afio 2016. En la Figura 9
puede observarse el porcentaje de aislamientos de K. pneumoniae productores de
carbapenemasas por provincia y el promedio obtenido en el afio 2020. Al comparar
ambas figuras se puede observar que entre los afios 2016 y 2020, la frecuencia de
aislamiento de estos microorganismos incrementd considerablemente en todas las
regiones, tanto en muestras de hemocultivo como en los urocultivos (INEI 2020).
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http://antimicrobianos.com.ar/2018/09/mapas-de-resistencia-antimicrobiana-argentina-2016/
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Figura 8. Aislamientos de K. pneumoniae resistentes a carbapenemes en Argentina, Afio
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1.6.1. Carbapenemasas KPC

Las enzimas KPC se describieron por primera vez en 2001 en la costa este de
EE.UU., para posteriormente diseminarse por Estados Unidos hasta considerarse
endémicas. Pocos afios después se empezaron a describir importantes brotes en otros
paises de Latinoamérica, Asia y Europa, normalmente asociados a pacientes que habian
recibido atencion sanitaria en Estados Unidos (Hawser et al.,, 2009; Rasmussen et al.,
2007). Actualmente, las enterobacterias productoras de KPC, mayoritariamente K.
pneumoniae, se consideran un problema endémico en paises como EE.UU, Grecia, Italia,
Israel, China y Argentina (Tangdén et al., 2015; Gomez et al., 2011, Jure et al., 2019;
Vargas et al., 2019).

La diseminacion mundial de KPC ha estado influenciada por la expansién de
determinados clones de K. pneumoniae y la capacidad de transferencia interespecie de
los genes blakec a través de plasmidos y transposones. La diseminacidn, primero en
EE.UU y luego a nivel mundial, de las variantes mas frecuentes (KPC-2 y KPC-3) se ha
relacionado principalmente con la expansion del complejo clonal CC258 (ST258 y ST512)
de K. pneumoniae (Lam et al., 2018; Mufioz-Price et al., 2015; Nordmann et al., 2009).

En Argentina, la emergencia de enterobacterias productoras de KPC se describid
por primera vez en 2006, asociada al clon ST258 de K. pneumoniae productor de KPC-2
y al transposdn Tn4410a (Gémez et al., 2011).

1.6.2. Carbapenemasas VIM

Aunque la diseminacion de las MBL de tipo VIM se ha relacionado
mayoritariamente con BGN no fermentadores como P. aeruginosa, estas enzimas se
encuentran ampliamente diseminadas entre miembros del orden Enterobacterales
(Hansen 2021). Desde su aparicidon en 1999, se han descrito casos de enterobacterias
productoras de VIM en numerosos paises de Europa, Asia y América. La variante VIM-2
es la mas extendida en todo el mundo, y es considerada endémica en el sur de Europa y
en el sudeste asidtico (Zhao et al., 2011). A diferencia de otras carbapenemasas, la
diseminacién de VIM no se ha asociado a clones concretos de enterobacterias, aunque
se aisla principalmente en K. pneumoniae y E. coli (Albiger et al., 2015; Tangdén et al.,
2015).

Todas las variantes de VIM son transportadas como genes casette insertados en
integrones de clase 1 o son movilizadas a través de elementos ISCR (del inglés “Insertion
Sequence Common Region”). Estos integrones se caracterizan por transportar genes de
resistencia a aminoglucésidos y cotrimoxazol (Gijén et al., 2012).

En Argentina, la primera descripcién de una variante VIM fue en 2013 en siete
aislamientos de S. marcescens productores de VIM-16 (Nastro et al., 2013). Desde
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entonces, ha sido registrado solo un brote por E. cloacae productor de VIM-2 y VIM-11
y reportados casos esporddicos de enterobacterias productoras de estas enzimas (De
Belder et al., 2017).

1.6.3. Carbapenemasas NDM

Las enzimas NDM se describieron por primera vez en el afio 2009. El centro
nacional de referencia alertd la emergencia de estas enzimas en 2013 en aislamientos
de P. rettgeri (Pasterdn et al., 2014). Desde entonces, fueron reportadas otras especies
de enterobacterias productoras de NDM en el pais (Martino et al., 2016).

Actualmente, el Subcontinente Indio, Balcanes y Oriente Medio son
considerados el principal reservorio de estas enzimas. La variante NDM-1 es la mas
extendida y su difusidn se han descrito en un gran nimero de enterobacterias. A
diferencia de otros tipos de carbapenemasas, la diseminacién de NDM-1 se ha asociado
a transmisidn hospitalaria pero también a patégenos relacionados con la comunidad,
como E. coli (Berrazeg et al., 2014; Nordmann et al., 2011). En India, también se ha
descrito que fuentes ambientales como el suelo, el agua potable y las aguas residuales
son reservorio de microorganismos productores de esta enzima (Walsh et al., 2011).

La diseminacién de blanpm-1 se ha asociado a multiples y diversos plasmidos
transferibles que suelen estar asociados a otras B-lactamasas (AmpC, BLEE o incluso
otras carbapenemasas) y a otros genes que confieren resistencia a otros grupos de
antibiéticos como aminoglucésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, nitrofurantoina y
sulfonamidas, siendo en muchos casos Unicamente sensibles a tigeciclina, colistina o
fosfomicina (Castanheira et al., 2011; Poirel et al., 2011).

1.7. Colonizacion por Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC)

y otros bacilos Gram negativos resistentes a carbapenemes (BRC)

La colonizacion de los pacientes tiene un papel fundamental en la epidemiologia
de las infecciones producidas por EPC y otros BRC. La proporcién de pacientes
colonizados con EPC y BRC que posteriormente desarrollan una infeccidn esta
influenciada por las caracteristicas clinicas del paciente y por las particularidades propias
de microorganismo (Palacios-Baena et al., 2016; Tzouvelekis et al., 2012).

En general, los pacientes procedentes de la comunidad presentan una tasa de
colonizacion por EPC muy baja (Prabaker et al., 2012). La adquisicién de EPC se asocia
mayoritariamente con el ambito hospitalario y con otros centros de cuidados sanitarios
(Ruiz-Garbajosa et al., 2015; Navarro-San Francisco et al., 2013; Prabaker et al., 2012).
Los principales factores que predisponen a la colonizacidon con EPC son las estancias



INTRODUCCION

hospitalarias prolongadas, utilizacién de antibidticos, colonizacidon con otros patdgenos
resistentes, los procedimientos invasivos y las comorbilidades previas (Zhang et al.,
2021; Pafio Pardo et al., 2014). También se considera un factor de riesgo el contacto con
regiones endémicas, especialmente el asociado al turismo sanitario (Ruppé et al., 2015).
Algunos estudios han determinado que, en un contexto de alta endemicidad, el riesgo
de colonizarse por una EPC es de aproximadamente el 5% (Swaminathan et al., 2013;
Wiener-Well et al., 2010). Se estima que el tiempo medio de colonizacién con EPC es de
3 meses, aunque se han descrito colonizaciones que superan el afio (Akova et al., 2012),
aumentado el riesgo de infeccién y de adquisicién de otros microorganismos
multirresistentes.

A. baumannii presenta relevancia creciente en infecciones nosocomiales,
especialmente entre pacientes admitidos en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCls),
como neumonia asociada a ventilacién mecdnica, endocarditis, meningitis, infecciones
de piel y partes blandas, del tracto urinario y asociados a dispositivos protésicos. Aunque
su reservorio no esta bien definido, puede sobrevivir durante largos periodos de tiempo
en superficies tanto secas como himedas y es comun su aislamiento en el ambiente. La
estancia en UCI, principalmente ante la presencia de otros pacientes colonizados con
Acinetobacter spp., predispone a la colonizacidn a los pacientes intubados, con catéteres
intravenosos, dispositivos invasivos, drenajes quirdrgicos, o sondas urinarias
permanentes. En la actualidad, A. baumannii presenta resistencia a practicamente todos
los antibidticos de uso clinico (Bartal et al., 2022). Segun datos obtenidos de la red de
vigilancia nacional: WHONET, se detectd una elevada resistencia a B-lactamicos,
aminoglucésidos, quinolonas, minociclina y rifampicina, lo cual indicaria que los
aislamientos que se obtienen en la practica clinica diaria muestran un perfil de MDR o
XDR (INEI, 2020). A. baumannii se encuentra asociado con la producciéon de B-lactamasas
pertenecientes a las clases B (MBL) y D (Oxacilinasas) de la clasificacion de Ambler,
siendo las carbapenemasas de clase D las mas importantes tanto clinica como
epidemioldgicamente en este género (Rodriguez et al.,, 2018). Estudios de genética
poblacional han demostrado que los aislamientos de A. baumannii resistentes a
carbapenemes presentan una distribucion clonal dentro de los nosocomios en los cuales
son recuperados (Vargas et al., 2021; Stietz et al., 2013), con tendencia a predominar de
algunos complejos clonales como CC113/CC79 en conjunto con CC103/CC15 vy
CC109/CC1 en la regidn (Rodriguez et al., 2018).

P. aeruginosa, es un microorganismo ubicuo en la naturaleza con gran
versatilidad, y uno de los principales patégenos implicados en infecciones humanas
oportunistas (Bothelo et al., 2019). P. aeruginosa es una de las causas mas frecuentes
de infeccion en pacientes hospitalizados, afectando especialmente a pacientes
ingresados en las UCIs con neumonia asociada a ventilacién mecdnica o con infeccién
de quemaduras extensas, ambos procesos asociados con una elevada mortalidad.La
creciente prevalencia de infecciones nosocomiales por cepas de P. aeruginosa MDR y
XDR, llegando en ocasiones incluso a la PDR, compromete enormemente la seleccion de
tratamientos efectivos, y por lo tanto se asocia con elevadas tasas de morbilidad y
mortalidad. La prevalencia de cepas MDR se sitla ya en cifras superiores al 30% a nivel
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mundial, incluyendo los hospitales argentinos; aproximadamente la mitad de las cepas
MDR serian ademas XDR. Estudios recientes demuestran que la mayoria de las cepas de
P. aeruginosa productoras de carbapenemasas o BLEE, pertenecen a clones de alto
riesgo, principalmente ST235, ST111 o ST175. Las MBL son frecuentemente descritas en
P. aeruginosa, predominando VIM-2 (Bothelo et al., 2019; Oliver et al., 2015).

1.7.1. Métodos de deteccion y confirmacion de portadores de EPC y BRC

Para la deteccion de EPC y BRC en portadores (o incluso en muestras clinicas) se
han utilizado tradicionalmente medios selectivos (agar MacConkey) suplementados con
concentraciones bajas de carbapenemes (1 mg/L) o discos de imipenem o ertapenem
(10pg). En los ultimos afios se han desarrollado diferentes medios cromogénicos que
han demostrado una alta sensibilidad para todos los tipos de carbapenemasas. Entre
ellos se encuentran los medios chromID (bioMérieux, Francia), el medio CRE Brillance
(Thermo Fhiser Scientific, UK) y el medio CHROMagar mSuperCARBA. En algunos casos,
se ha desarrollado un formato de biplaca con dos medios, uno para el aislamiento
selectivo de bacterias productoras de OXA-48-like y otro para bacterias productoras de
KPC o MBL (Aguirre-Quinonero et al., 2017). En las Figuras 10 y 11 se muestran ejemplos
del crecimiento de estos patogenos en placa de medios agarizados para deteccién
fenotipica de EPCy BRC.

Figura 10. ChromlID, Biomerieux. Presentacion comercial de biplaca para
deteccidon de BRC. Izquierda: cepa de E. coli resistente a carbapenemes; Derecha: cepa
de K. pneumoniae resistente a carbapenemes
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Figura 11. mSuperCARBA, CHROMagar. Presentacién comercial para deteccion
de BRC. Colonias rosas correspondientes a E. coli resistente a carbapenemes; Colonias
Azules compatibles con K. pneumoniae resistente a carbapenemes.

Las pruebas fenotipicas para la confirmacién de la produccion de
carbapenemasas incluyen: el test de Hodge modificado, la medicién de hidrélisis de los
carbapenemes por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS), métodos colorimétricos
basados en cambios de pH (CarbaNP y BlueCarba), Inmunocromatografia y el método
de inactivacion de carbapenemes (CIM). Todas estas metodologias carecen de la
especificidad y sensibilidad de las técnicas de biologia molecular para identificar las
carbapenemasas como tales y solo deben utilizarse como metodologias de screening
(Tamma et al., 2018).

Investigar a los pacientes para determinar si son o no portadores de EPC o BRC
es de suma importancia para dictaminar el comportamiento clinico del personal frente
a dicho paciente. Las sociedades cientificas de cada pais suelen desarrollar medidas o
planes de accién frente a pacientes colonizados/infectados por estos microorganismos
para reducir su diseminacién dentro de los hospitales. Por ejemplo, en muchos
hospitales de Argentina se acepta el esquema recomendado por la Sociedad Espafiola
de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC 2007), mientras que otros
han desarrollado sus propios protocolos (Hospital Italiano de Buenos Aires 2017). En la
Figura 12 se encuentra esquematizado el protocolo de vigilancia adoptado por el
Hospital Italiano de Buenos Aires.
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e indicar Alslamiento de Contacto Preventive -

En poblacién de Alto Riesgo solicitar 3 hisopados de materia fecal para cultivo

KPC +

(KPC Incluye todaos las
Enterobocterios productoros de
corbapenemasa)

MBL +

(Microorgonismos con
metalobetalactameosa)

EVR +

(Enterococo
vancomicing resistente)

Aislamlento de contacto durante
la primera internacién

Alslamiento de contacto durante la
primera internacién

Cuando el paciente cumple 3
meses sin tto. atb, se Inician los
controles para discontinuar el
aislamiento

Cuando el paciente cumple 3 meses sin tio.
ath, se iniclan los controles para
discontinuar el aislamiento

5i es positivo, no se indiea
aislamiento de contacto en
pacientes adultos.

Los paclentes de pediatria
contindan hasta el
momento con precauciones
de contacto.

Solicitar

= Cultivo de hisopado de materia
fecal para KPC

4
5i es negativo solicitar a los 7 dias
PCR para KPC

4

5l es negativo

Solicitar 3 cultivos de hisopado de materia
fecal con intervalos de una semana.

4

5i son los 3 negativos

Se informa al Comité de Control de Infecciones Internos 8165 & 9542. Con
resultados negativos se discontinua la medida de aislamiento [permanece
con logo de AKPC o AMBL: antecedente de kpc o MBL)

Figura 12. Protocolo de vigilancia para Enterococcus Resistente a la Vancomicina (EVR),
Klebsiella productora de Carbapenemasa (KPC) y microorganismos productores de MBL.
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1.7.2. Prevencion y Control

Las EPCy los BRC se estan propagando entre los Enterobacterales y otros bacilos
Gram negativos de la misma manera en que ocurrié con los aislamientos productores
de BLEE, particularmente las enzimas CTX-M. La deteccién precoz de pacientes
colonizados por EPCy BRC, y la implementacion de medidas de control y de aislamiento
son imprescindibles para reducir las infecciones por estos microorganismos (Tiri et al.,
2020, Scheithauer et al., 2018).

Es necesario incorporar a los programas de vigilancia hospitalarios, Programas
para la Optimizacidon del Uso de Antimicrobianos, conocidos habitualmente como
PROAs. Ademas, el éxito de los programas de vigilancia activa se encuentra
condicionado por el trabajo interdisciplinario de todos los profesionales involucrados en
su ejecucion, coordinados por el comité de Control de Infecciones para lograr una
implementacién oportuna y eficaz (Tiri et al., 2020, Hayden et al., 2015).
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2. HIPOTESIS

Considerando que:

1) Las infecciones nosocomiales por bacilos Gram negativos (BGN) representan un
desafio terapéutico.

2) Los principales mecanismos de resistencia a los carbapenemes descriptos en
Enterobacterales son enzimaticos, de naturaleza plasmidica y altamente transferibles.

3) Se desconoce la epidemiologia molecular de BGN multirresistentes en la region.
4) La colonizaciéon por ERC es uno de los principales factores predisponentes para

desencadenar una infeccién por BGN multirresistentes.

5) La deteccién precoz de portadores fecales de EPC mediante sistemas de vigilancia
activa es fundamental para establecer medidas que permitan frenar su propagacion.

HIPOTESIS:
Conocer la expansion clonal de Enterobacterales multirresistentes en un nicho

bioldgico y abordar el problema de la resistencia antimicrobiana por los equipos de salud
permite una rapida deteccidn y contencidn de estas superbacterias.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Detectar y caracterizar enterobacterias intrahospitalarias productoras de
carbapenemasas, determinar si son clones epidémicos y los pldsmidos asociados a la
diseminacion y persistencia de mecanismos enzimaticos asociados con la resistencia a
los carbapenemes con el propdsito de implementar estrategias de control y vigilancia

en nuestra region.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Enmarcado dentro del objetivo general, nos planteamos realizar el trabajo en
etapas: A) Describir en un contexto clinico y epidemiolégico intrahospitalario las
principales enterobacterias productoras de carbapenemasas en un hospital regional de
referencia; B) Realizar la caracterizacién molecular de los aislamientos recuperados y
describir la epidemiologia regional; C) Desarrollar un protocolo integral de vigilancia
activa para bacilos Gram negativos resistentes a carbapenemes en una Unidad de

Cuidados Intensivos.

OBIJETIVO A
Describir en un contexto clinico y epidemioldgico las principales enterobacterias

asociadas a carbapenemasas en un hospital regional de referencia.

- Evaluar las caracteristicas clinicas de pacientes con diagndstico de infeccién por
enterobacterias resistentes a carbapenemes (ERC), conocer la incidencia de estas
infecciones y su relacion con la mortalidad.

- Estudiar el perfil de sensibilidad/resistencia de enterobacterias intrahospitalarias
resistentes a Carbapenemes en el Hospital Angel Cruz Padilla.

- Confirmar por métodos fenotipicos la resistencia a carbapenemes de tipo enzimatica
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OBIJETIVO B
Realizar la caracterizacion molecular de los aislamientos recuperados y describir

la epidemiologia regional.

-Detectar los tipos de B-lactamasas implicadas por PCR. B-lactamasas de espectro
extendido (SHV, CTX-M) y carbapenemasas: serin-carbapenemasas (KPC), metalo--
lactamasas (IMP, VIM, SPM, NDM) y oxacilinasas (OXA-48like).

- Evaluar mediante PCR los principales factores de virulencia asociados a la
patogenicidad de aislamientos clinicos de K. pneumoniae resistentes a carbapenemes.
- Caracterizar los plasmidos involucrados en la diseminacion y persistencia de la
resistencia a los carbapenemes (IncN, IncF, IncFllk, IncL/M) vy las relaxasas asociadas a
pldsmidos transmisibles.

- Establecer la relacién clonal mediante Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE) en las
enterobacterias resistentes a carbapenemes predominantes.

- Estudiar el tipo clonal dominante de K. pneumoniae por Multilocus Sequence Typing

(MLST).

OBIJETIVO C
Desarrollar un protocolo integral de vigilancia activa para bacilos Gram negativos
resistentes a carbapenemes en pacientes internados en una Unidad de Cuidados

Intensivos (UCI).

- Implementar un programa de vigilancia activa basado en cultivo en una unidad de
cuidados intensivos.

- Evaluar la colonizacién por bacilos Gram negativos resistentes a carbapenemes en la
UCI a estudiar.

- Detectar los tipos de B-lactamasas implicadas por PCR: B-lactamasas de espectro
extendido (SHV, CTX-M) y carbapenemasas: serin-carbapenemasas (KPC), metalo-3-
lactamasas (IMP, VIM, SPM, NDM) y oxacilinasas (OXA-48like).

- ldentificar y caracterizar los clones implicados en la diseminacién y persistencia de

carbapenemasas dentro de la UCI.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Evaluacion clinico/epidemiolégica de Enterobacterales resistentes a

carbapenemes en pacientes admitidos en un hospital publico

4.1.1. Descripcion del ambito de estudio: caracteristicas del hospital seleccionado y

diseio

El Hospital Angel Cruz Padilla es un hospital polivalente destinado a la atencién
de pacientes adultos (mayores de 14 afios) en estado critico, principalmente con
patologias agudas. Ofrece multiples prestaciones, siendo pionero en neurologia dentro
de la regidn, funciona como centro de procuracidon de drganos y trasplantes, brinda
atencién en oncohematologia y seguimiento integral al enfermo cardiolégico. La
institucion cuenta con aproximadamente 500 camas distribuidas entre las diferentes
prestaciones, y anualmente admite en promedio 25.000 pacientes.

El nosocomio integra la red de prestadores del Sistema Provincial de Salud,
siendo una de las principales instituciones de tercer nivel de atencion. En el hospital,
considerado hospital escuela, se desarrollan actividades educativas coordinadas por un
Comité Docente, para asegurar la formacion continua de los profesionales de la salud

En el marco de un acta acuerdo entre la Catedra de Bacteriologia (Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional de Tucuman) y los servicios
de Infectologia y Bacteriologia del Hospital Angel C. Padilla, se realizé un estudio
observacional, descriptivo y prospectivo de vigilancia epidemioldgica, con variables
clinico-epidemioldgicas de pacientes con infecciones por Enterobacterales resistentes a
carbapenemes (ERC), con confirmacién molecular de mecanismos de resistencia.

La informacion clinica y epidemiolégica se obtuvo cumpliendo un protocolo

aprobado tanto por el Comité de Etica como el Comité de Docencia del hospital.

4.1.2. Poblacion objetivo: pacientes infectados por ERC, incidencia y relacion con la
mortalidad
La poblacién objetivo fueron todos los pacientes mayores de 14 afios, internados

en servicios y/o salas de especialidades clinicas, quirdrgicas, y de emergencias del
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Hospital Angel Cruz Padilla de la ciudad de San Miguel de Tucuman. Se inicid el
seguimiento de muestrasy el ingreso de pacientes desde el 01 de mayo al 31 de octubre
de 2014, y posteriormente se extendié hasta fines de noviembre del mismo afo para
valorar la variable de mortalidad a los 30 dias.

La informacién de relevancia clinico/epidemiolégica de los pacientes fue
recuperada consultando las historias clinicas, datos demograficos (edad y sexo) y
comorbilidades. Aquellos pacientes con infecciones por ERC que cumplieron
estrictamente los criterios de inclusion fueron seleccionados luego de firmar el

consentimiento informado.

Seleccidn de pacientes
La seleccidn de los pacientes que participaron en este estudio, se realizé en base
a los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

Se incluyeron todos los pacientes con infecciones por ERC internados en el

Hospital durante el periodo de estudio.

Criterios de exclusion:

- Se excluyeron a todos aquellos pacientes infectados con ERC adquiridas de
otro nosocomio o de origen comunitario.

- Se excluyeron aquellos pacientes que no cumplian con los criterios estrictos
de infeccion.

- Se excluyeron los casos de colonizacién por ERC.

En los pacientes admitidos en este estudio, se accedid a la historia clinica y se

registraron variables previamente consensuadas con los comités del hospital.

4.1.3. Definicion de variables clinico/epidemiolégicas

A continuacién, se encuentran detalladas aquellas variables incluidas en la ficha
clinico/epidemioldgica de cada paciente:

-Edad: intervalo de tiempo estimado o calculado entre el dia, mes y afo del

nacimiento, y el dia, mes y afio en que se realizd la toma del cultivo, medido en anos
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-Sexo: Se consigno el género que figura en el documento nacional de identidad
o su equivalente (masculino o femenino).

-Fecha de internacidn: La sefiald el dia, mes y afio del ingreso al Nosocomio.

-Fecha del cultivo: Se indicé el dia, mes y afio de realizada la toma de muestra.

-Lugar de probable adquisicion de la ERC: Se consigné el sitio del hospital donde
mas probablemente haya adquirido la ERC (UTI, Guardia, Salas, Quiréfano, otros).

-Tiempo de internacion previo: fueron sefalados el numero de dias
transcurridos entre el ingreso al nosocomio y el momento de la toma de muestra del
cultivo positivo.

-Paciente Inmunodeprimido: fueron considerados inmunodeprimidos aquellos
pacientes portadores del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en cualquier estadio,
pacientes con menos de 1000 neutrdfilos de cualquier etiologia, y aquellos con
tratamiento con drogas oncoldgicas o inmunosupresoras.

-Gravedad de la enfermedad: Para la evaluacién de la gravedad del paciente en
el momento de la toma de muestra de los cultivos se utilizd el score de Charlson
(Charlson et al., 2008). Esté indice permite evaluar la esperanza de vida de un paciente
considerando la edad en la que se lo evalla, y las comorbilidades identificadas. Consta
de 19 items, que, si estdn presentes, se ha comprobado que influyen de una forma
concreta en la esperanza de vida (Tabla 6). Este indice permite agrupar a los pacientes
en cuatro categorias: Ausencia de Comorbilidades (puntaje=0), indice Bajo (puntaje=1),
indice Moderado (puntaje=2) e indice Alto (puntaje >3). La estimacién del indice fue
realizada por el equipo médico al momento de evaluar las condiciones de cada paciente
y registrada en su correspondiente ficha.

-Tipo de tratamiento antibidtico utilizado: Se registré el nombre del antibiético
utilizado para el tratamiento empirico, es decir, el iniciado dentro de las 48 de tomados
los cultivos.

-Tratamiento antimicrobiano empirico apropiado: Se considero un tratamiento
apropiado, cuando al menos un antibidtico con actividad demostrada in vitro, se hubiera
administrado dentro de las 48 hs. de realizada la toma de muestra para cultivo; a dosis
e intervalos adecuados.

-Mortalidad global: fueron registradas todas aquellas muertes ocurridas luego

de los 30 dias de realizado el aislamiento del microorganismo, sin considerar la etiologia.
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-Mortalidad atribuible: se considerd mortalidad atribuible a aquella que ocurrid
en el contexto de evidencia clinica de infeccidn activa y cultivos positivos o en los 5 dias
posteriores al Ultimo cultivo positivo. También fueron incluidos en esta categoria a
aquellos casos en donde la causa de fallecimiento fue compromiso orgdnico secundario
a la infeccidén primaria.

Para complementar la informacidon clinica previamente detallada, fueron
documentados otros datos como posibles factores de riesgo (intervenciones médicas
previas, uso de dispositivos médicos), identificacién de dareas y servicios implicados,
motivo o causa de ingreso al registro de la institucion y tipo de muestra clinica en la que
se aislé el microorganismo.

Las patologias y la clasificacion de los diferentes tipos de infecciones, se
definieron utilizando los criterios establecidos por el CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) (Horan et al., 2008). A continuacion, se encuentran detallados los
criterios y clasificaciones empleados:

-Infeccidn del Tracto Urinario (ITU): el paciente presenta al menos uno de los
siguientes signos o sintomas: fiebre (>382C), tenesmo suprapubico, urgencia miccional
o disuria; y un cultivo de orina positivo con recuentos elevados de no mas de dos
especies de microorganismos y acompafiado de piuria.

-Infeccion de Sitio Quirurgico (1SQ): es aquella que se manifiesta antes de los 30
dias y posteriormente a un procedimiento quirdrgico e involucra sélo la piel y el tejido
subcutaneo en la zona de la incisién y ademds se acompafiia de alguno de los siguientes
signos/sintomas: a) drenaje purulento superficial de la zona de la incisidn; b) aislamiento
de un microorganismo tras la extraccién aséptica de fluido o tejido en la zona afectada.

-Bacteriemia: un paciente sospechoso de bacteriemia es aquel que cumple con
al menos dos de los siguientes criterios: a) Paciente con aislamiento de un patégeno
frecuentemente implicado (S. aureus, Enterococcus spp, E. coli, Pseudomonas spp,
Klebsiella spp, Candida spp, entre otros) en al menos una botella de hemocultivo y sin
documentacion de infeccidn en otro sitio anatéomico; b) Paciente febril con escalofrios o
hipotensién y dos hemocultivos positivos a microorganismos habituales de la piel
(Corynebacterium spp, Bacillus (no B. anthracis) spp, Propionibacterium spp, S.
epidermidis, Streptococcus grupo viridans, Micrococcus spp)) sin documentacién de

infeccion en otro sitio anatémico; c) Paciente menor de un ano, febril con escalofrios o
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hipotensién y un hemocultivo positivo a microorganismos habituales de la piel
(Corynebacterium spp, Bacillus (no B. anthracis) spp, Propionibacterium spp, S.
epidermidis, Streptococcus grupo viridans, Micrococcus spp)) sin documentaciéon de
infeccidn en otro sitio anatémico.

-Infecciones osteoarticulares: el paciente debe presentar al menos uno de los
siguientes criterios: a) Cultivo positivo de muestra de hueso y/o articulacion; b) Paciente
con evidencia de osteomielitis por examinacién directa durante intervencion quirdrgica
o examen histopatoldgico; c) Paciente con al menos 2 de los siguientes signos o sintomas
en caso de no identificarse la causa: febril y acompanado de temblores o drenaje
espontdneo del sitio de infeccidn ésea: d) Hemocultivo positivo a un microorganismo;
e) Test de antigenos positivo a H. influenzae, S. pneumoniae; f) Hallazgos radiolégicos
anormales como abscesos.

-Infecciones del Sistema Nervioso Central: el paciente debe cumplimentar por
lo menos uno de los siguientes criterios en caso de sospecha de infeccién intracraneal o
meningitis: a) Cultivo positivo de muestras de cerebro, duramadre y/o liquido
cefalorraquideo (LCR); b) Abscesos o evidencia de infeccion durante procesos
quirargicos intracraneales; c) Paciente febril con cefaleas e irritabilidad y al menos dos
de los siguientes criterios: 1) observacion microscépica de microorganismos en
muestras obtenidas por puncidn o biopsias; 2) Test de antigenos positivos en muestras
de liquido cefalorraquideo, sangre u orina a H. influenzae, S. pneumoniae.

-Infeccion del Tracto Respiratorio: las infecciones respiratorias suelen agruparse
anatdmicamente en Infecciones del Tracto Respiratorio Superior (ITRS) e Infecciones del
Tracto Respiratorio Inferior (ITRI). Las ITRS incluyen principalmente faringitis, otitis
media y sinusitis. El paciente suele presentar fiebre e inflamacidn perceptible de alguna
de las mucosas. Las ITRI son aquellas que afectan tejidos inferiores a la traquea como
los bronquios y alveolos. Un paciente con ITRI debe presentar al menos uno de los
siguientes criterios: a) Paciente febril con o sin incremento en la productividad de
esputo, y ronquidos o aspiraciones bruscas al auscultar con cultivo positivo de esputo o
muestras obtenidas quirdrgicamente; b) Paciente febril con o sin incremento en la
productividad de esputo, y ronquidos o aspiraciones bruscas al auscultar con test de
antigenos positivos a H. influenzae, S. pneumoniae, Legionella entre otros; c) Paciente

febril con o sin incremento en la productividad de esputo con evidencia radiolégica o
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quirurgica de abscesos y cultivo positivo de los mismos obtenidos por puncién
superficial o quirdrgicamente.

Adicionalmente, los criterios expuestos por el CDC (Horan et al., 2008) permiten
identificar a un paciente en el que se obtuvieron cultivos positivos para diferentes
muestras como paciente colonizado o infectado. Un paciente es considerado colonizado
por un microorganismo, por ejemplo, una enterobacteria productora de
carbapenemasas, cuando este microorganismo se recupera de una muestra de piel,
membrana mucosa, secrecidon o a través de un hisopado de vigilancia, sin evidencia
clinica (signos o sintomas) de estar implicado en un proceso infeccioso. En cambio, un
paciente es considerado infectado cuando la evidencia microbiolégica (aislamiento del
microorganismo a través del cultivo de muestras o demostracién de su presencia por
otras metodologias) se condice con la evidencia clinica.

Entre los factores de riesgo, se detallaron también los dias previos desde el
ingreso hasta el aislamiento de EPC en una muestra clinica. Fueron incluidos en la ficha
de cada paciente los antibiéticos utilizados en los tratamientos empiricos y dirigidos con
el fin de observar la eficacia de los mismos en los pacientes incluidos en el estudio.

Tanto la mortalidad global como la mortalidad global atribuible por EPC fueron
calculadas por el Servicio de Estadisticas del hospital. Para ello, se establecié la relacién
entre el nimero de defunciones totales y aquellas asociadas a infecciones por EPC con
el numero total de pacientes admitidos en el nosocomio durante el desarrollo del

estudio.
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Tabla 6. indice de Comorbilidad de Charlson. Pardmetros utilizados para definir el indice.

Edad del paciente:

Infarto de miocardio:

Insuficiencia cardiaca congestiva:
Enfermedad vascular periférica:
Enfermedad cerebrovascular:
Demencia:

Enfermedad pulmonar crénica:
Patologia del tejido conectivo:
Enfermedad ulcerosa:

Patologia hepdtica ligera:

Patologia hepdtica moderada o grave:
Diabetes:

Diabetes con lesion orgdnica:
Hemiplejia

Patologia Renal (moderada o grave)
Neoplasia:

Leucemia:

Linfomas malignos:

Metadstasis solida:

SIDA
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4.1.4. Identificacion bacteriana y estudio del perfil de sensibilidad/resistencia de ERC

Durante el desarrollo del estudio, se llevé a cabo una vigilancia epidemiolégica de los
cultivos ingresados al laboratorio, las muestras de los pacientes admitidos fueron
procesadas por el Servicio de Microbiologia del hospital siguiendo los lineamientos de

su manual de procedimientos interno.

Variables Microbioldgicas:

- Tipo de Microorganismo aislado: Se consignd género/especie de la bacteria

aislada.

- Antibiograma: Se registraron los resultados del antibiograma realizado,
colocando segun corresponda si los antibidticos fueron sensibles, resistentes
o con sensibilidad intermedia.

- Concentracién inhibitoria minima (CIM): Se consigno la CIM a Imipenem,

Meropenem pg/ml, datos obtenidos por el sistema automatizado Vitek 2°®.

- Mecanismos de resistencia: Se registraron los mecanismos de resistencia

enzimaticos presuntivos, mediante ubicacion estratégica de discos.

Seleccidon de aislamientos bacterianos

Se incluyeron en este estudio los siguientes aislamientos:
- El primer aislamiento de enterobacterias recuperadas de muestras clinicas
de pacientes incluidos en el estudio
- Enterobacterias con valores de CIM =1 para uno o ambos carbapenemes/

métodos presuntivos positivos.

4.1.4.1. Confirmacion de la identificacion bacteriana

Método automatizado Vitek 2®

En las enterobacterias incluidas en este estudio, se confirmd la identificacion a
nivel de especie, utilizando el método automatizado Vitek 2® (BioMerieux, Merci |'Etoile,
France) (Figura 13). Se procedid segun las instrucciones del fabricante Vitek 2® GN
(BioMérieux). A partir de un cultivo microbianos puro, se prepard un inéculo de una
densidad éptica ajustada (0.40- 0.65) para lo cual se utilizaron tubos de hemdlisis de

plastico no refractario. Este inoculo posteriormente se depositd en un soporte
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conteniendo tarjetas de identificacion registradas mediante un lector de cédigos y

colocadas a continuacion dentro del equipo (Figura 14).

Figura 13. Equipo Vitek 2® compact (BioMerieux, Merci |'Etoile, France).

Figura 14. Tarjetas Vitek 2® GN (BioMérieux) en soporte.

Espectrometria de Masas Acoplada a Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF)

Los aislamientos identificados por Vitek 2 fueron posteriormente analizados con
MALDI-TOF. La identificacidn se realizé a partir de una colonia aislada la que se colocd
sobre una placa de titanio punteada con una cuadricula. Tras secarse a temperatura
ambiente, se cubrido con 1 ul de matriz ionizante (dcido-ciano-4 hidroxicinaminico)

preparada al momento de realizar la técnica (Figura 15). Se empled el equipo
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MALDIBiotyper Realtime (Bruker Daltonics, Alemania) (Figura 16) y el espectro
resultante de cada cepa se analizé con el software FlexControl 3.0 comparandolo con la
base de datos actualizada del Hospital Ramon y Cajal (Madrid, Espafia).

Los resultados se expresaron como puntuaciones de 0 a 3, los valores <1,7 se
consideraron como identificacién no fiable; los valores entre 1,7-2 se correspondieron

con una identificacién de género; y finalmente los valores >2 una identificacion fiable a

nivel de especie.

Espectrometria de Masas: Descripcion del Proceso
(MALDI-TOF)

Adquisicion de perfil
protéico mediante
MALDI TOF

Colonia a identificar

H—m-
N\

Preparacién de ldmina de
identificacion

. -

e e w e b e

Identificacion mediante
comparacion con patrones
conocidos en base de datos

Figura 15. Descripcidon del procedimiento para identificacidon bacteriana con tecnologia

MALDI-TOF.
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Figura 16. MALDIBiotyper Realtime (Bruker Daltonics, Alemania)

4.1.4.2. Estudio del perfil de sensibilidad/resistencia de enterobacterias

En las enterobacterias seleccionadas, se utilizd la tecnologia Vitek 2® para
evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos. Se siguieron las indicaciones descriptas
previamente, reemplazando las tarjetas GN por las AST-243. El uso de esta metodologia
permitio determinar la CIM (Concentraciéon Inhibitoria Minima) a Meropenem e
Imipenem, en conjunto con los siguientes antimicrobianos: Amikacina,
Ampicilina/Sulbactam, Cefalotina, Cefazolina, Cefepime, Ceftazidima, Ceftriaxona,
Ciprofloxacina, Gentamicina, Imipenem, Meropenem y Trimetoprima/Sulfametoxazol.
La interpretacion de los valores obtenidos se realizd siguiendo las indicaciones del
Servicio Antimicrobianos (PROTOCOLO RED WHONET- INEI 2014). Los rangos de

concentraciones definidos para los carbapenemes incluyeron valores comprendidos
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entre 0,5y 32 mg/L, indicando <0,5 mg/L o0 232 mg/L cuando el valor de CIM estuviera

por debajo o por encima del limite indicado por el equipo, respectivamente.

4.1.5. Caracterizacion fenotipica y molecular de mecanismos de resistencia
4.1.5.1. Deteccion fenotipica de carbapenemasas

4.1.5.1.1. Test de doble difusion con discos

La produccidon de carbapenemasas se confirmd fenotipicamente empleando
pruebas de difusidn en agar. Considerando las indicaciones del documento M100 del
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (http://clsi.org/m100), a partir de una
colonia aislada en una placa de agar sangre de 18-24 hs, se prepard un indculo en NaCl
0,9% ajustado a una turbidez equivalente a 0,5 de la escala McFarland. La suspension se
agitdé durante 15-20 segundos y con un hisopo de algoddn estéril se sembro la superficie
de una placa de Mueller-Hinton agar (MHA).

Se utilizaron monodiscos de carbapenemes (Imipenem 10ug, Meropenem 10ug
y Ertapenem 10ug) y de los diferentes inhibidores de carbapenemasas recomendados
(Acido borénico 300 pg, EDTA 372 pg). Los monodiscos fueron retirados del freezer
(-209C) 30 minutos antes de ser utilizados para evitar la formacion de gotas de
condensacidon y se conservaron nuevamente en frio tras ser utilizados. Se utilizaron
como control de calidad cepas ATCC (de inglés, American Type Culture Collection) de
E. coli 25922 y P. aeruginosa 27853.

Una vez inoculadas las placas, se procedié a colocar los monodiscos de
carbapenemes e inhibidores de forma estratégica (Figura 17). Se consideré como
positivo el fendmeno de sinergia, al visualizar un claro agrandamiento del halo de

inhibicidn en las proximidades del monodisco conteniendo alguno de los inhibidores.
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Figura 17. Ubicacidn estratégica de monodiscos para investigacion de serin-

carbapenemasas.
Se colocaron discos de Meropenem (10 ug) e Imipenem (10 pg) a 20 mm de
distancia de Acido Bordnico (300 ug). La interpretacion tras el enfrentamiento con los

inhibidores de carbapenemasas se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7. Lectura e interpretacion de test fenotipico de doble disco para deteccion de

carbapenemasas.
Carbapenemes Sinergia con Sinergia con Tipo de
Acido Borodnico EDTA carbapenemasa

Imipenem y/o Meropenem + - Serin-carbapenemasa
Resistentes

Imipenem y/o Meropenem - + MBL
Resistentes

Imipenem y/o Meropenem - - Probable OXA
Resistentes

Imipenem y/o Meropenem + + Doble productor de
Resistentes serin-carbapenemasay

MBL
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4.1.5.1.2. Test de Hodge Modificado

Una vez evaluada la presencia de una carbapenemasa, se realizo el test de Hodge
modificado (THM) (Lee et al., 2010) en el que se utilizé una cepa control de E. coli ATCC
25922 sensible a los carbapenémicos carbapenemes. Para el desarrollo de esta prueba
se prepard una suspension bacteriana de la cepa control en solucién fisiolégica (NaCl
0.9%) ajustada al 0.5 de turbidez de McFarland. La suspensién se diluyé 1/10y se inoculd
en una placa de agar MH.

A continuacion, se colocé un disco de carbapenem (10 pg) en el centro y se
trazaron estrias con un ansa de siembra estéril desde el centro hacia los extremos de la
placa tanto con la cepa control como con las cepas en estudio. Es importante considerar
en esta técnica que el disco de carbapenem a utilizar varia entre los diferentes géneros
de Enterobacterales, recomendandose el uso de Meropenem para los géneros Klebsiella
y Enterobacter, y Ertapenem para los demads géneros.

Se incubd a 372C durante 18-24 hs. Se considerd positivo, es decir, presencia de
carbapenemasa, cuando el halo de inhibicidon del desarrollo de E. coli se distorsiond
formando una flecha, debajo de las estrias realizadas con las cepas en estudio (Figura

18).

Figura 18. Test de Hodge Modificado. 1- Control positivo de carbapenemasa; 2- Control
negativo de carbapenemasa; 3- Aislamiento clinico positivo para la produccidon de

carbapenemasas.
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4.1.6. Caracterizacion molecular de B-lactamasas

A partir de los aislamientos con confirmacién fenotipica de producir alguna
carbapenemasa, se procedié a la extraccién del ADN total para su caracterizaciéon
molecular.

La extraccion del ADN total se realizd con la técnica de boiling o “hervido de
colonias”. Una colonia pura tomada de un cultivo fresco (menos de 24 hs de desarrollo
en medio agarizado) fue colocada en un eppendorf con 300 pL de agua libre de RNAsas;
posteriormente, fue colocado en un Termoblock (Multiblock, Selecta) a 1002C por 10
minutos y luego en freezer (-202C) por 3 minutos. Tras retirarse del freezer, fue
centrifugado a 13.000 rpm 5 minutos. El sobrenadante fue separado en un eppendorf

estéril rotulado y conservado en freezer a -202C hasta su utilizacién.

4.1.6.1. Deteccion de genes bla de carbapenemasas

La amplificacidn de los genes se efectué mediante PCR. Fueron investigados los
genes blawp, blaviv, blanowm, blaxec, y blaoxa-as-ike por ser los tipos de carbapenemasas
predominantes implicados en brotes nosocomiales en Argentina. En la Tabla 8 se

detallan las secuencias de primers utilizadas y el tamafio de los fragmentos esperados.

Tabla 8. Descripcidn de primers utilizados para la investigacion de carbapenemasas en

aislamientos clinicos de Enterobacterales.

Genes Primers Secuencia de los cebadores 5'--3' Tamafio del fragmento
IMP IMP-UF1 GGY GTT TWT GTT CAT ACW TCKTTY GA 404 ob
IMP-UF2 GGY ARC CAAACC ACT ASGTTATCT P
VIM-F AGT GGT GAG TAT CCGACAG
VIM 261 pb
VIM-R ATG AAA GTG CGT GGA GAC
NDM-F AGC ACACTT CCT ATCTCG AC
NDM 512 pb
NDM-R GGC GTA GTG CTC AGT GTC
KPC-F AAC AAG GAATAT CGT TGATG
KPC 916 pb
KPC-R AGATGATTT TCA GAG CCTTA
. OXA-48F ATGCGTGTATTAGCCTTATCGG
OXA-48-like 775 pb
OXA-48R TGAGCACTTCTTTTGTGATG

La deteccién de carbapenemasas KPC y OXA-48-like se realizd por PCR simple de

punto final. La mezcla de PCR consistié en 17,6 pl de agua doble destilada purificada, 2,5
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ul de buffer PCR 10X; MgCl2 0,75 mM; 0,5 pl de mezcla dNTP 10 mM; 0,5 ul de cada uno
de los cebadores, 0,15 pl de Taq polimerasa (5U/ul) y 2,5 ul de templado para un
volumen final de reaccién de 25 pl.

En el caso de KPC, la mezcla se sometid a una desnaturalizacién inicial a 942C por
5 min y 29 ciclos de: 30 seg a 942C (desnaturalizacién), 30 seg a 502C (“annealing” o
hibridacién) y 60 seg a 722C (extension). Finalmente, la reaccion se completé con 10 min
a 729C. El producto de amplificacién se detectd por electroforesis en gel de agarosa al
1,8% en buffer TAE 1X. La corrida se llevé a cabo a 80 Volts durante 30 min (Pasteran et
al., 2008).

Para detectar OXA-48-like, la mezcla se sometid a una desnaturalizacion inicial a
942C por 5 min y luego 29 ciclos de: 30 seg a 942C (desnaturalizacién), 30 seg a 522C
(“annealing” o hibridacidn) y 60 seg a 722C (extensidn). Finalmente, la reaccion se
termind con 10 min a 7229C. El producto de amplificacion se detectd por electroforesis
en gel de agarosa al 1,8% en buffer TAE 1X. La corrida se llevé a cabo a 80 Volts durante
30 min (http://antimicrobianos.com.ar/category/protocolos-de-metodos-

moleculares/).

La deteccién de los genes de MBL se realizé por PCR Multiple utilizando los

primers descriptos en la Tabla 8. La mezcla de PCR consistié en 14,15 pl de agua doble
destilada purificada, 2,5 pl de buffer PCR 10X; MgCI2 0,75 mM; 0,5 ul de mezcla dNTP
10 mM; 0,5 ul de cada uno de los cebadores para detectar VIM y NDM, 1,2 ul de cada
primer para investigar IMP, 0,2 ul de Taq polimerasa (5U/ul) y 2,5 pl de templado para
un volumen final de reaccién de 25 pl. El producto de amplificacién se detecté por
electroforesis en gel de agarosa al 1,8% en buffer TAE 1X. La corrida se llevé a cabo a 80

Volts durante 30 min (http://antimicrobianos.com.ar/category/protocolos-de-

metodos-moleculares/).

En cada prueba de PCR realizada, se utilizaron como controles positivos de la
reaccion muestras de ADN total, extraido de cepas control cedidas por el Servicio de
Antimicrobianos del Instituto Carlos G. Malbran, como control negativo se utilizé el ADN
de la cepa E. coli ATCC 25922 (sin mecanismos de resistencia) y la mezcla de reaccién sin

templado se utilizé como control de reactivos.
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4.1.6.2. Deteccion de genes bla de BLEE

La amplificacion de los genes se efectué mediante PCR Multiple. Fueron
investigados los genes blatem, blasav y blactx-m por ser las BLEE implicadas en la
resistencia nosocomial y comunitaria a las cefalosporinas de tercera generacién
predominantes en Argentina. En la Tabla 9 se detallan las secuencias de primers

utilizadas y el tamafio de los fragmentos esperados.

Tabla 9. Descripcién de primers utilizados para la investigacién de BLEE en aislamientos
clinicos de Enterobacterales.
Genes Primers Secuencia de los cebadores 5’- -3’ Tamaiio del fragmento
TEM-F TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA

blarem 445 pb
TEM-R ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT

SHV-F ATGCGTTATATTCGCCTGTG
blasﬂv 747 pb
SHV-R TGCTTTGTTATTCGGGCCAA

CTX-M-F ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
blaCTx.M 593 pb
CTX-M-R TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG

La mezcla de PCR consistié en 15,55 ul de agua doble destilada purificada, 2,5 pl
de buffer PCR 10X; MgCl2 0,75 mM; 0,5 pl de mezcla dNTP 10 mM; 0,5 ul de cada uno
de los cebadores, 0,2 pl de Taqg polimerasa (5U/ul) y 2,5 pl de templado para un volumen
final de reaccidén de 25 pl. El producto de amplificacidn se detecté por electroforesis en
gel de agarosa al 1,8% en buffer TAE 1X. La corrida se llevé a cabo a 80 Volts durante 30

min (Monstein et al., 2007).

4.1.7. Transferencia horizontal de genes

4.1.7.1. Conjugacién en medio sélido

La transferencia in vitro de los genes bla asociados a produccién de
carbapenemasas se realizd por conjugacion en medio sdlido. La cepa utilizada como
receptora fue E. coli 153 (resistente a azida sddica, sensible a B-lactamicos, lactosa

positiva y libre de plasmidos). Esta metodologia fue desarrollada Unicamente para
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evaluar la transferencia de genes bla de K. pneumoniae por su predominio frente a otras
enterobacterias incluidas en este estudio.

Posteriormente a la reaccidon de conjugacién, la cepa receptora (E. coli J53) se
cultivdo en medio Agar Base con Azida (200 pg/l, Britanialab), comprobando
previamente que las cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenemes (cepas
dadoras) no desarrollaran a estas concentraciones de azida tras 48 hs de incubacién a
37°C en aerobiosis.

Partiendo de un cultivo puro de las cepas donante y receptora en MacConkey
Agar (Britanialab), se tomd una colonia, se inoculd un tubo con 10 ml de Caldo Cerebro
Corazén (BHI) y se incubo por 18 hs. Cumplida la incubacion se homogeneizé con vortex.
Posteriormente se pusieron en contacto las cepas donante y receptora en una
proporcion 1:2 en una placa de CLED (Cisteina Lactosa Electrolito Deficiente,
Britanialab). Las placas se incubaron por duplicado a 252C y 372C durante 18 horas.

Tras la incubacién, se resuspendié el desarrollo bacteriano en 2 ml de BHI y se
homogeneizd en vortex. Se inocularon 100 pL de la suspension en una placa de Agar
Base con Azida suplementada con 2 pg/ml de solucién de Meropenem (Accordpharma)
y se incubd a 372C por 18 hs. Utilizamos como controles de medios de cultivo a las cepas

receptoras y donante teniendo en cuenta lo expresado en la Tabla 10.

Tabla 10. Interpretacion de placas y viabilidad de la metodologia aplicada
Desarrollo en Agar Resistencia a Desarrollo en Agar Base Sangre con
Base Sangre con Azida carbapenemes Azida suplementado con Meropenem

E. coli J53

(Receptora)

Donante
Transconjugantes + +

+: desarrollo bacteriano; -: ausencia de desarrollo bacteriano.

Las colonias aisladas en las placas de Agar Base con Azida suplementadas con
Meropenem se identificaron como E. coli, demostraron fenotipicamente resistencia a

carbapenemes y resultaron positivas para los genes bla por PCR (apartado 4.1.6.1).
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Los aislamientos considerados transconjugantes fueron conservados en BHI

suplementado con glicerol 30% (agente crioprotector) a -20°C.

4.1.7.2. Tipificacion de plasmidos por PCR

Los plasmidos portadores de los genes bla se clasificaron en relacién a su grupo
de incompatibilidad (Inc) (Carattoli et al., 2009). Este esquema denominado PBRT (“PCR-
based replicon typing”) se basa en la identificacion mediante PCR de los replicones de
los principales grupos de incompatibilidad de los pldasmidos mas relacionados con
enterobacterias: FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I11-Ig, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F, y FlIA.
Los primers y condiciones que se utilizaron para la amplificacién de los 18 replicones se
muestran en la Tabla 11.

Los productos de amplificacion se detectaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1,8% en buffer TAE 1X. La corrida se llevé a cabo a 80 Volts durante 45

minutos.
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Tabla 11. Primers y condiciones de amplificacién de los 18 replicones descritos para pldsmidos de enterobacterias segln el esquema PBRT.

PCR Tipo de Cebadores Secuencia (5’-3’) Condiciones
plasmido
HI1-F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
PCR HI1 HI1-R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
MULTIPLE 1 HI2 HI2-F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
1 HI2-R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
11-F CGAAAGCCGGACGGCAGAA
11-R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
X-F AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
X X-R TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
PCB L/M L/M-F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG
MULTIPLE 2 N L/M-R CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
E:; g;géﬁigfg%??::gfff 1 cicllo de 5°min a 94‘—’C(;) 30 cicIo:s de
FIA-F CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 7; gng_'”e:tzi;ﬁ,;:g;:l Zign‘;li r:';zz c
FIA FIA-R GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG ’
PCB FIB FIB-F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG
MULTIPLE 3 W FIB-R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
W-F CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG
W-R GGTGCGCGGCATAGAACCGT
Y-F AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG
y Y-R GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
PCB p P-F CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA
MULTIPLE 4 e P-R TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
FIC-F GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG

FIC-R TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
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Tabla 11. Continuacion.

PCR

PCR
MULTIPLE 5

PCR SIMPLE
1

PCR SIMPLE
2

PCR SIMPLE
3

Tipo de

plasmido
A/C
T

FllAs

B/O

Cebadores

A/C-F
A/C-R
T-F
T-R
FllAs-F
FllAs-R
K-F
K-R

B/O-F
B/O-R

F-F
F-R

Secuencia (5’-3’)

GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA
ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT
CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC
CTGTCGTAAGCTGATGGC
CTCTGCCACAAACTTCAGC
GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC
TCTTTCACGAGCCCGCCAAA

GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC
TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA

TGATCGTTTAAGGAATTTTG
GAAGATCAGTCACACCATCC

Condiciones

1 ciclo de 5 min a 949C; 30 ciclos de 1 min a
942C, 30s a 609C, y 1 min a 72°C; extensién
final de 5 min a 722C

1 ciclo de 5 min a 949C; 30 ciclos de 1 min a
949(C, 30s a 602C, y 1 min a 722C; extensidn
final de 5 min a 722C
1 ciclo de 5 min a 949C; 30 ciclos de 1 min a
942°C, 30s a 52°C, y 1 min a 72°C; extensidn
final de 5 min a 722C
1 ciclo de 15 min a 959°C; 30 ciclosde 30 s a
942C, 90s a 609C, y 90 s a 729C; extensidn
final de 10 min a 72°C
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4.2. Caracterizacion molecular de los aislamientos recuperados y descripcion de la

epidemiologia regional

El segundo objetivo planteado consistié en determinar la estructura poblacional
de los aislamientos de K. pneumoniae productores de carbapenemasas empleando las
técnicas de PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis) y MLST (Multilocus sequence typing),
determinar la virulencia de los aislamientos mediante PCR e integrar esta informacién
con la informacidn clinica y epidemiolégica.

Adicionalmente, se evaludé la estructura poblacional de los aislamientos
recuperados de K. aerogenes resistentes a carbapenemes, segundo microorganismo en

frecuencia de aislamiento durante el desarrollo del estudio.

4.2.1. Estructura poblacional

4.2.1.1. Electroforesis de campo pulsado (Pulsed-field Gel Electrophoresis-
PFGE)

Para determinar la relacién clonal existente entre las diferentes cepas de una
misma especie, se realizé electroforesis de campo pulsado en geles de agarosa (PFGE)
mediante el protocolo propuesto por PulseNet (CDC 2017; Han et al., 2013) para
Enterobacterales con algunas modificaciones.

Las cepas se sembraron inicialmente en TSA (Britania Lab) y se incubaron a 379C,
durante 14 a 18 h. El desarrollo bacteriano de la zona de confluencia se recogié con un
hisopo estéril y se resuspendidé en 2 ml de buffer de suspensién celular (BSC, Tris 100
mM: EDTA 100 mM, pH 8) hasta alcanzar una densidad éptica entre 0,95y 1 a 620 nm.
Los tacos de agarosa se prepararon a partir de 400 pl de suspension celular
estandarizada con 400 pl de agarosa SeaKen Gold 1% fundida (SeakKen, FMC
Bioproducts, Maine, EEUU) y 20 ul de solucion de Proteinasa K [20 mg/ml (PB-L, Bernal,
Buenos Aires, Argentina)]. Las bacterias contenidas en los tacos de agarosa se lisaron
con un buffer de lisis celular [Tris 50 mM: EDTA 50 mM, pH 8; + Sarcosina (Sigma, Saint
Louis, EEUU) 1% y Proteinasa K (0.1 mg/ml)]. Posteriormente, se incubaron a 542C,
durante 2 hs con agitacion (120 rpm). Luego los tacos se lavaron dos veces con agua de

calidad molecular a 502C, con agitacion durante 10-15 minutos y 4 veces con buffer TE
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1X estéril (Tris 10 mMM:EDTA 1 mM, pH 8). Los tacos de agarosa se almacenaron en buffer
TE 1X a 4°C hasta realizar la restriccion enzimatica. Estos tacos conteniendo el ADN
bacteriano fueron almacenados hasta 3 meses a 49C, posteriormente fueron
descartados.

La digestidon del ADN contenido en los tacos se realizd con dos endonucleasas de
restriccion diferentes: Xbal (30 U) y Spel (300 U). Ambas se utilizaron en 200 ul del buffer
de restriccion 1X (provisto con la enzima), a 372C, durante 1,5 - 2 hs.

Una vez finalizada la digestidn, los tacos se colocaron en un gel de agarosa
SeaKem Gold 1% en buffer TBE 0,5X [Tris 5,4 g; acido bodrico (Sigma) 2,75 g; 2,0 ml EDTA
0,5 M] en un molde (BioRad) de 150 ml de 15 calles. La corrida electroforética se realizd
en el equipo CHEF DR Il (BioRad) utilizando las siguientes condiciones: pulso inicial: 5
seg; pulso final: 20 seg; voltaje: 6 V/cm; angulo: 120°; tiempo de corrida: 19 hs; con
temperatura de buffer de corrida (TBE 0,5X) de 142C. Se colocé el ADN de una cepa de
Salmonella Braenderup H9812, digerida por las mismas enzimas, en dos calles externas
y una central en cada gel, para permitir la normalizacidn de las bandas entre los geles.
Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio 0,1 pg/ml, durante 20 a 30 minutos a
temperatura ambiente en un agitador orbital (60 rpm), y luego se realizaron 3 lavados
con 400 ml de agua tridestilada en las mismas condiciones. Para la documentacién de
los resultados los geles fueron fotografiados en un transiluminador de UV (Slider Imager,
Maestrogen, Nevada, EEUU). Las imdagenes fueron registradas utilizando una camara
fotografica (Canon PowerShot G16, Tokio, Japén) y almacenadas en formato TIFF.

La presencia de bandas se determind visualmente y los patrones de PFGE
obtenidos fueron analizados manualmente siguiendo los criterios de Tenover (Tenover
et al., 1995) y con el programa BioNumerics versidon 4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Bélgica), utilizando el coeficiente de Dice y mediante UPGMA para generar un

dendrograma con 1,5% de valor de tolerancia.

4.2.1.2. Tipificacion Multilocus de secuencias (Multi locus sequence typing -
MLST).
Esta técnica consistié en amplificar y comparar las secuencias de siete genes

conservados (“housekeeping”) asignando un numero a cada alelo. Las diferentes
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combinaciones de alelos permitieron asignar un ST para cada microorganismo utilizando

la base de datos indicada (Instituto Pasteur, https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/).

Se utilizdé el esquema recomendado por el Instituto Pasteur (Diancourt et al.,

2005) basado en la amplificacion de los siguientes genes “housekeeping”: rpoB

(subunidad beta ARN polimerasa), gapA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), mdh

(malato deshidrogenasa), pgi (fosfoglucosaisomerasa), phoE (fosforina E), infB (factor

iniciador de la traduccion 2) y tonB (transductor de energia periplasmico). Los primersy

condiciones utilizados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Primers y condiciones utilizadas para la caracterizacién por MLST de

K. pneumoniae.

PCR

rpoB

gapA

mdh

pgi
phoE

infB

tonB

Primers

RpoF
RpoR

gapF
gapR

mdhF
mdhR
pgiF
pgiR
phoF
phoR
infF
infR

tonF
tonR

Secuencia

GGCGAAATGGCWGAGAACCA
GAGTCTTCGAAGTTGTAACC

TGAAATATGACTCCACTCACGG
CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT

CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG
CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC
CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT
ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG
TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
CTCGCTGCTGGACTATATTCG
CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT
ATTCGCCGGCTGRGCTGAGAG

Condiciones

1 ciclo de 10 min a 94¢9C; 35 ciclos
de 1 min a 949C, 1 min a
502C, 1 min a 722C; extension final
de 5 min a 722C.

1 ciclo de 10 min a 9429C; 35 ciclos
de 1 mina942C, 1 mina
602C, 1 min a 722C; extension final
de 5 min a 722C.

1 ciclo de 10 min a 94¢9C; 35 ciclos
de 1 min a 949C, 1 min a
509C, 1 min a 722C; extension final
de 5 min a 722C.

1 ciclo de 10 min a 94¢9C; 35 ciclos
de 1 min a 949C, 1 min a
45°C, 1 min a 729C; extension final
de 5 min a 729C.

Los productos de PCR fueron purificados con ExoSAP-IT® purification kit (USB

Corp., Cleveland, OH, EE.UU.), afadiendo 1 pl de reactivo y 1 pl de H20 ultrapura estéril

por cada 5 ul de producto de PCR, posteriormente se incubaron 15 minutos a 372Cy 15

minutos a 802C. El producto de PCR purificado fue posteriormente secuenciado en
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Macrogen Europe (Macrogen Inc., Amsterdam, TheNetherlands) en secuenciadores
Applied Biosystems 3730XL de alto rendimiento y ultima generacidn.

Las secuencias obtenidas se controlaron en forma manual utilizando el software
Chromas (Science Tools) y bases de datos alélicas del Instituto Pasteur para la asignacién

de cada alelo (Instituto Pasteur, https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/).

4.2.2. Factores de Virulencia

Existe un gran numero de genes descriptos que contribuyen a la virulencia de
aislamientos clinicos de K. pneumoniae. La diversidad de genes implicados en los
procesos de adhesidn, colonizacién, evasion de la respuesta inmune, citotoxinas,
obtencién de nutrientes, entre otros, otorgan a esta especie la capacidad de
comportarse como un patégeno oportunista vinculado frecuentemente a infecciones

nosocomiales.

4.2.2.1. Fenotipo Hipermucoviscoso

La hiperproduccién de capsula representa al fenotipo hipermucoviscoso y puede
visualizarse en diferentes medios sdlidos que habitualmente se utilizan para el
aislamiento de K. pneumoniae a partir de muestras clinicas.

El String Test (o “Prueba del filamento”) consiste en sembrar por agotamiento en
cinco estrias, un aislamiento de K. pneumoniae en un medio agarizado. Las cepas se
sembraron en Agar sangre, Mac Conkey y CLED, y tras incubar a 372C por 18 hs, se tocé
una colonia con un ansa de siembra estéril y se la levantd lentamente observando la
formacién de un filamento continuo desde la superficie de la colonia hasta una longitud

igual o mayor a 0,5 cm (Siu et al., 2012) (Figura 19).
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Figura 19. Fenotipo hipermucoviscoso (String Test) en dos cepas de K. pneumoniae

sembradas en Agar Sangre de Oveja 5%.

4.2.2.2. Deteccidn de genes asociados a la virulencia de K. pneumoniae

Se implementaron cuatro PCR multiples para detectar diferentes genes
asociados a la virulencia de aislamientos clinicos de K. pneumoniae (Candan et al., 2015).
En la Tabla 13 se describen los primers utilizados, tipo de factor de virulencia y tamano

de fragmento amplificacion.
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Tabla 13. Primers utilizados, tipo de factor de virulencia y tamafo de fragmento de amplificacion.

PCR Gen Primers Secuencia Tamaiio de Factor de virulencia
fragmento
magA-F  5’- GGTGCTCTTTACATCATTGC-3’
MAgA  agA-R  5-GCAATGGCCATTTGCGTTAG-3’ 1282 pb Serogrupo Ki.
. fimH-F  5-TGCTGCTGGGCTGGTCGATG-3’ . L
:I(I:l?lti e fimH - mHR  5-GGGAGGGTGACGGTGACATC-3' 688 pb Fimbria tipo |.
1 P Lge uge-F 5’-TCTTCACGCCTTCCTTCACT-3’ 534 bb Epimerasa
9¢  Uge-R  5-GATCATCCGGTCTCCCTGTA-3’ P P :
. iutA-F 5’-GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3’ . .
iutA iUtA-R 5. CGTCGGGAACGGGTAGAATCG-3 300 pb Aerobactina (Siderdforo).
wabG-F  5-ACCATCGGCCATTTGATAGA-3’
wabG wabG-R  5-CGGACTGGCAGATCCATATC.3/ 683 pb Componente de pared celular.
rmpA-F  5’-ACTGGGCTACCTCTGCTTCA-3’ Gen regulador plasmidico de
:/ft!:lti o MPA AR 5-CTTGCATGAGCCATCTTTCA-3’ >16 pb hipermucoviscosidad.
2 P enf-1 cnf-F 5’-AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3’ 498 bb Citotoxina
cnf-R 5’-CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT-3’ P '
ycf-F 5’-ATCAGCAGTCGGGTCAGC-3’
ycfM yef-R 5 CTTCTCCAGCATTCAGCG-3 160 pb Componente de pared celular.
hly hly-F 5’-AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT-3 1177 pb Hemolisina

hly-R 5’-ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA-3’

. iroN-F 5’-AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG-3’ . _—
:ﬁ;time iroN iroON-R  5'-GACGCCGACATTAAGACGCAG-3’ 665 pb Salmochelina (Sideréforo).

K2A-F  5-CAACCATGGTGGTCGATTAG-3’
2 kA \OAR  5-TGGTAGCCATATCCCTTTGG-3' S SR K

_p MkD-F  5-TTCTGCACAGCGGTCCC-3' 240 o6 ISR
mrkD-R  5-GATACCCGGCGTTTTCGTTAC-3’ P PO .
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Tabla 13. Continuacion

PCR Gen Primers

kpn-F

kpn kpn-R

PCR alls :“i:
Muiltiple

a entB entB-F

entB-R

wcaG-F

G
wea wcaG-R

Secuencia

5’-GTATGACTCGGGGAAGATTA-3’
5’-CAGAAGCAGCCACCACACG-3’
5’-CCGAAACATTACGCACCTTT-3’
5’-ATCACGAAGAGCCAGGTCAC-3
5-ATTTCCTCAACTTCTGGGGC-3’
5-AGCATCGGTGGCGGTGGTCA-3’
5-GGTTGGKTCAGCAATCGTA-3’
5’-ACTATTCCGCCAACTTTTGC-3’

Tamaiio de
fragmento

626 pb
508 pb
371 pb

169 pb

Factor de virulencia

Fimbria tipo I.
Metabolismo de alantoina.
Enterobactina (sideréforo).

Proteina de membrana externa.
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Las mezclas de PCR se conformaron con las mismas proporciones para cada PCR
multiple y sus cebadores. La mezcla consistiéo en 16,5 ul de agua doble o bidestilada
purificada, 2,5 pl de buffer PCR 10X; MgClI2 0,75 mM; 0,5 ul de mezcla dNTP 10 mM; 0,25
ul de cada uno de los primers, 0,25 pl de Taq polimerasa (5U/ul) y 2,5 ul de templado para
un volumen final de reaccion de 25 pl.

Las condiciones de amplificacion de cada PCR multiple fueron idénticas. Pre-
desnaturalizacion a 952C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de amplificacién:
desnaturalizacién a 942C 60 segundos, anneling a 582C por 60 segundos y elongacién a
722C por 60 segundos, un elongacion final de 10 minutos a 729C

Los productos de amplificacidn se detectaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1,8% en buffer TAE 1X. La corrida electroforética se llevd a cabo a 80 Volts durante 30
min.

El estudio exhaustivo del escenario epidemioldgico asociado a bacilos Gram
negativos resistentes a carbapenemes y desarrollado en los objetivos A y B de esta tesis

doctoral, constituyeron la base para plantear el objetivo C.

4.3. Implementacion de un programa de vigilancia activa para BRC

4.3.1. Sitio de implementacidn: descripcion edilicia y funcional

El estudio se desarrollé en la unidad de cuidados intensivos 1 (UCI 1) del Hospital
Angel Cruz Padilla, San Miguel de Tucuman. Dicha unidad cuenta con 22 camas, donde
son internados pacientes en estado critico, especialmente con diagndstico de politrauma
y accidentes cerebrovasculares. Se trabajé con la totalidad de los pacientes alli
internados. Este servicio cuenta con un cddigo interno de comportamiento para prevenir
accidentes, régimen de visita de familiares acotado y actividades formativas constantes
para todo el personal.

La UCI 1 cuenta con cuatro sectores diferenciados (Figura 20) con personal de
enfermeria asignado para desempefiar sus funciones en cada uno.

Cada sector cuenta con zonas indicadas para la eliminacién de residuos

potencialmente peligrosos con bolsas rojas reforzadas.
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Figura 20. Distribucion espacial de las camas y otros sectores de interés en UCI 1.

El sector A es aquel destinado al ingreso inmediato de nuevos pacientes en la
unidad. Esta conformado por 11 camas indicadas con numeracién consecutiva 1-11.
Posee acceso directo a zonas de descontaminacion e higiene de personal.

El sector B se encuentra destinado a pacientes con un mayor tiempo de
permanencia dentro de la instalacién. Cuenta con personal de enfermeria especifico con
turnos rotatorios de 8-16 horas. Entre el seco Ay B se encuentra una divisién fisica que
facilita la sectorizacidén. Cuenta con cinco camas numeradas consecutivamente de 12-16.

El sector C se encuentra destinado a pacientes con documentacidn microbioldgica
de algun microorganismo MDR. Estos microorganismos pueden encontrarse colonizando
al paciente o ser recuperados de muestras clinicas con documentacion infectoldgica. El
personal que desempefia sus funciones (interno y externo) sigue rigurosas medidas de
contacto, utilizando los EPP (Elementos de proteccidén personal) (Figura 21) indicados y
extremando las medidas higiénicas. Entre el sector B y C se encuentran ubicadas unas
mamparas moviles que sirven de separacion entre los sectores. Actualmente, cuenta con

4 camas identificadas consecutivamente de 17 a 20. Cada paciente en este sector cuenta
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con una tarjeta naranja que indica la condicion de colonizado o infectado por bacterias
MDR.

El sector D cuenta con 2 camas con aislamiento fisico. Este sector se encuentra
reservado a pacientes crénicos con patologias complicadas. El personal de este sector es

exclusivo del mismo, como también el material presente dentro de cada habitacién.

Figura 21. EPP disponibles para su uso y posterior descarte en UCI 1. De izquierda a

derecha: cubrebocas, guantes de latex, camisolin, cofia y cubrebotas.

4.3.2. Periodo de desarrollo del estudio

El estudio se desarrolld en tres etapas. Las etapas 1 y 3 consistieron en periodos
de nueve semanas de muestreo, mientras que el periodo 2 consistié en una etapa de
implementacién de mejoras y capacitacion del personal.

- Etapa 1 (Octubre-Diciembre 2018): Se realizé una revision del estado de
situacién de la sala UCI 1 y vigilancia basada en cultivo por nueve semanas
consecutivas para conocer los BRC colonizantes e infectantes en los pacientes
alli internados, sus perfiles de resistencia y los clones prevalentes en esta sala.

- Etapa 2 (Enero-Marzo 2019): Se implementaron acciones de mejora acorde a
los resultados obtenidos en la Etapa 1y se aplicaron normas y procedimientos
necesarios, en conjunto con los trabajadores sanitarios a cargo de estos
pacientes. En esta etapa se realizaron actividades formativas en conjunto con
el Comité de Control de Infecciones del hospital.

- Etapa 3 (Abril-Junio 2019): Se verificé el éxito de las acciones de mejora
implementadas; para ello, nuevamente se realizé una revisién del estado de
situacion 1y vigilancia basada en cultivo por nueve semanas consecutivas para

conocer la evolucién/situacién de los microorganismos colonizantes e
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infectantes en los pacientes internados, sus perfiles de resistencia y la

persistencia de clones previamente detectados en la sala UCI 1.

4.3.3. Diseiio del estudio

Se realizd un estudio observacional, descriptivo y prospectivo en el que se
analizaron variables clinico-epidemioldgicas, microbioldgicas y de biologia molecular de
los bacilos Gram negativos resistentes a carbapenemes aislados.

Para el desarrollo del estudio, fueron definidos los siguientes criterios:

- Criterios de Inclusion: se incluyeron todos aquellos pacientes internados en la

UCI 1 del Hospital Angel C. Padilla durante el periodo de estudio. El ingreso fue
registrado por el personal del nosocomio e inmediatamente notificado para
realizar la toma de muestra en conjunto con personal de enfermeria del
hospital.

- Criterios de exclusion: no fueron considerados en el desarrollo de este estudio

aquellos pacientes pertenecientes a otros servicios del hospital.

En cuanto a las variables clinicas y epidemiolégicas, fueron incluidos los siguientes
datos:

-Nombre y apellido: Se consignaron los nombres y apellidos de los pacientes que
figuren en el documento nacional de identidad, o en caso de no poseer uno, en la
documentacién que acredite la identidad del mismo.

-Edad: es el intervalo de tiempo estimado o calculado entre el dia, mes y afio del
nacimiento, y el dia, mes y afio en que se realizé la toma del cultivo, medido en aios.

-Sexo: se consignd el género que figura en el documento nacional de identidad
(masculino, femenino).

-Fecha de internacidn: la sefialard el dia, mes y afio del ingreso al servicio.

-Paciente Inmunodeprimido: Se consideré inmunodeprimido a aquellos pacientes
gue porten el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en cualquier estadio, pacientes
con menos de 1000 neutroéfilos de cualquier etiologia, que estén en tratamiento con
drogas inmunosupresoras o en pacientes oncolégicos.

-Causa de Ingreso: se registro el diagndstico que recibié el paciente al momento
de ingresar en al servicio.

Las variables microbioldgicas incluyeron:
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- Microorganismo aislado: se consignaron solo las bacterias.
- Mecanismos de resistencia.
- Variables de Biologia Molecular.

- Genes asociados a la resistencia bacteriana.

4.3.4. Consideraciones éticas

Previo a la realizacion del proyecto se solicité la autorizacion del Director del
Hospital, Comité de Docencia y Comité de Control de Infecciones.

El consentimiento informado no fue necesario para la inclusiéon de los pacientes

dadas las politicas de funcionamiento del nosocomio.

4.3.5. Estudio de portacién (Colonizacion)

Para realizar el estudio de portacion de BRC se definieron previamente cuales
serian las muestras representativas que aseguren la recuperacion de los microorganismos
a investigar (Miriagou et al., 2010). Las muestras consideradas aptas para este estudio
incluyeron:

- Hisopado rectal: para investigar la portacion/colonizacién de Enterobacterales y
A. baumannii resistentes a carbapenemes.

- Hisopado perianal: para investigar la portacidén/colonizacion de P. aeruginosa
resistente a carbapenemes.

Los hisopados rectales se tomaron en el momento de la auditoria para evaluar el
estado de situacion y luego en el protocolo de vigilancia activa en 3 momentos de la
hospitalizacidn del paciente: al ingresar a UCI 1, a las 48 horas de internacion y, en caso
de mantenerse negativos, semanalmente mientras permanecian en el servicio.

Estudios microbioldgicos: Las muestras recolectadas se enriquecieron en caldo
cerebro corazén (BHI) (BritaniaLlab®) con 2 pg/ml de Ertapenem por 6 hs; posteriormente,
se sembraron en placas con medio de cultivo cromogénico (CHROMagarTM
mSuperCARBATM base, Medica-Tec, Argentina) y se incubaron en aerobiosis a 372C por
24-48 horas. La morfologia de las colonias en mSuperCARBATM permitio orientar a la

identificacion de diferentes especies o grupos de microorganismos (Figura 22).
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E. coli Col:,ories Pseudomonas Acinetobacter

Figura 22. Medio de cultivo cromogénico CHROMagarTM mSuperCARBATM. El uso de

medios cromogénicos permite realizar la identificacidon presuntiva rdpida de diferentes

microorganismos.

A partir de las colonias desarrolladas en el medio cromogénico, se confirmé la
identificacidon bacteriana por MALDI-TOF (Bruker®); se aceptd su identificacidn con scores
superiores o iguales a 2.000.

El ADN bacteriano total se extrajo por Boiling de las colonias desarrolladas en el
medio cromogénico y posteriormente se conservé a -202C para caracterizar las B-
lactamasas implicadas como se detalla en el apartado 4.1.4. En los aislamientos de K.
pneumoniae fueron evaluados los factores de virulencia descriptos en el apartado 4.3.1.2.

Los aislamientos fueron conservados en BHI glicerol 30% a -202C para estudios de
genética poblacional posteriores. La clonalidad de los aislamientos de K. pneumoniae fue
evaluada siguiendo el protocolo descripto en el apartado 4.2.1.1. y la definicion del ST
utilizando el protocolo descripto en el apartado 4.2.1.2.

Para evaluar la clonalidad de los aislamientos de A. baumannii, el ADN gendmico
fue digerido con la endonucleasa de restriccién Apal (Promega) y los fragmentos
separados por electroforesis en un gel de agarosa preparado como ya fue descripto para
K. pneumoniae (4.2.1.1.), pero con una modificacion en los pulsos cada 5-35 seg por 24

horas (Garcia-Salguero et al., 2020).

4.3.6. Implementacion del programa de prevencion y control de infecciones

Se constituyd un equipo multidisciplinario con el cual trabajamos en forma
conjunta, conformado por infectélogos, microbidlogos, enfermeros, kinesiélogos y
personal de mantenimiento. Una vez finalizada la primera semana de muestreo (Auditoria
o Sala de Situacidn), durante la implementacion del protocolo de vigilancia activa y en los

3 meses posteriores a su finalizacion (enero-abril 2019), bajo la coordinacién del Comité
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de Control de Infecciones y el Servicio de Infectologia del nosocomio, se realizaron
actividades para optimizar las medidas de control de infecciones complementadas con
reuniones multidisciplinarias.

Se reforzaron los siguientes aspectos: a) higiene de manos (monitorizacién y
evaluaciéon de la adherencia al programa de lavado de manos), se suministré jabon
antibacteriano con triclosan al 0,4% p/v y solucién antiséptica con gluconato de
clorhexidina al 0,5% p/v, y alcohol isopropilico al 60% p/v delante de camas de UCI; b)
precauciones de contacto para pacientes colonizados por BRC, incluyendo cohorte
paciente y personal (designacién de personal de enfermeria para atender Unicamente a
los pacientes BRC positivos durante el mismo turno); c) limpieza ambiental, incluyé la
desinfeccion de las camas y su entorno (solucién de cloro para el suelo y paredes
adyacentes o compuestos de amonio cuaternario para monitores, ventiladores, etc.),
durante la hospitalizacion del paciente y después del alta; d) administraciéon restringida
de antimicrobianos (formulario restringido para carbapenemes, piperacilina/tazobactam,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, colistina y tigeciclina); y e) educacion del personal: se
realizaron reuniones periddicas y multidisciplinarias para impartir educacién y capacitar
al personal de la UCI (especial referencia a la diseminacién BGNCR y a la importancia de
aplicar la MCl para reducirla al minimo) (Karampatakis et al., 2018).

Finalmente, en la etapa 3 se verifico el éxito de las acciones de mejora
implementadas; para ello, nuevamente se realizd una revisién del estado de situacidon y
la vigilancia basada en cultivo, evaluando el impacto de este protocolo en la UCI

estudiada.
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5. RESULTADOS

5.1. Descripcion del contexto clinico y epidemioldgico de las principales Enterobacterias

asociadas a carbapenemasas en un hospital regional de referencia

5.1.1. Poblacién objetivo: pacientes infectados por ERC, incidencia y relacién con la

mortalidad

Durante el periodo mayo-octubre del 2014 fueron recuperados 126 aislamientos
bacterianos no duplicados compatibles con Enterobacterias resistentes a carbapenemes

de pacientes hospitalizados en el Hospital Angel C. Padilla.

Todos los aislamientos fueron identificados taxondmicamente utilizando Ia
tecnologia Vitek 2® (Biomerieux) y MALDI-TOF (Bruker) hasta la categoria de especie.
Considerando los criterios de inclusion y exclusién previamente descriptos, 69 pacientes
entre los 126 identificados inicialmente (54,76%) fueron incluidos en el estudio y sus
correspondientes aislamientos fueron posteriormente caracterizados. En la Figura 23 se
encuentran detalladas las especies bacterianas recuperadas de aquellos pacientes
infectados que cumplian con los criterios de inclusidn propuestos. La especies bacterianas

predominantes fueron K. pneumoniae, y en menor medida K. aerogenes.

3%

7%
6%

= K. pneumoniae = K. aerogenes = E. cloacae » E.coli = S. marcescens

Figura 23. Especies bacterianas resistentes a carbapenemes recuperadas de pacientes

infectados (n=69).
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Este estudio se centrd en los microorganismos recuperados de pacientes con
documentacion clinica de infecciéon, por lo que los 57 aislamientos considerados como

colonizantes no fueron incluidos en estudios posteriores.

Entre las 69 cepas incluidas en el estudio, K. pneumoniae resistente a los
carbapenemes fue el microorganismo con mayor frecuencia de aislamiento (69,56%;
48/69), seguido por K. aerogenes (14,49%; 10/69), E. coli (7,25%; 5/69), Enterobacter
grupo cloacae (5,79%; 4/69) y S. marcescens (2,89%; 2/69).

El rango de edad de los pacientes infectados con ERC fue de 20 a 90 afos, siendo
la edad promedio del grupo 50 ainos. No se encontraron diferencias significativas en la
edad de los pacientes entre los distintos servicios. El 66% (42/69) de los pacientes

infectados con EPC eran hombres.

Las infecciones mas frecuentes de donde se aislaron los patégenos fueron las del
tracto urinario (ITU) (30,43%; 21/69), seguidas en igual medida por infecciones de sitio
quirurgico (1SQ) e infecciones del tracto respiratorio inferior (ITRI) (20,29%; 14/69),
infecciones asociadas a catéteres e infecciones intraabdominales (8,69%; 6/69), infeccidn

osteoarticular (5,79; 4/69) y bacteriemias (5,79; 4/69).

La media de dias de ingreso fue de 30 dias para la adquisicién de una infeccion por
ERC con un rango de 3 a 160 dias. Esta variacidon se mantuvo entre las dreas médicas del
nosocomio y estuvo condicionada por la gravedad del paciente al momento de ingresar a
la institucién, y por la diversidad de procedimientos médicos a los cuales fueron

expuestos.

En la Figura 24 pueden observase las salas de adquisicion de las ERC. Los
aislamientos de ERC fueron recuperados principalmente de pacientes admitidos en UTI
(57,97%; 40/69) y Sala 3 (13,04; 9/69). El hospital cuenta con 4 unidades de cuidados
intensivos que no fueron diferenciadas al momento de registrar la procedencia de las

muestras y sus correspondientes aislamientos.
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= UTI
= Sala3
Quiréfano
Sala 10
= Sala 11
= Unidad de Terapia Intermedia
= Sala 8
= Sala 7
= Sala 9
= Sala 2

3 3
2

I — —
| —

Figura 24. Salas de adquisicién de Enterobacterales resistentes a carbapenemes en

pacientes infectados.

La media del Score de Charlson fue de 2,9. Este sistema evalta tanto la edad del
paciente como sus comorbilidades. Valores superiores o iguales a 2, son predictores de
mortalidad en los pacientes y severidad de los cuadros clinicos. Los pacientes con
comorbilidades representaron el 43,48% (30/69) de la poblacién incluida en el estudio;
entre ellos, el 43,33% (13/30) fueron pacientes con diabetes, 26,67% (8/30) con
neoplasias de érgano sélido, 23,33% (7/30) con insuficiencia renal y 6,67% (2/30) con

enfermedad reumatica.

Entre las causas de ingreso de los pacientes al nosocomio se destacaron los
politraumas (27/69; 39,13%), complicaciones asociadas a diabetes (10/69; 14,49%),
neoplasias de organo sodlido (8/6911,59%;), y accidentes cerebrovasculares
(8/6911,59%;), entre otros. Las causas de admisidn a la institucidn coincidieron con las

situaciones clinicas para las cuales se encuentra preparada la institucion (Tabla 14).
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas-epidemioldgicas de 69 pacientes incluidos en el estudio.

42 (66%)
27 (34%)

13 (18,9%)
8 (11.6%)
7 (10,1%)
2 (2,9%)
39 (56,5%)

40 (57,9%)
9 (13,0%)
5 (7,3%)

4 (5,9%)

3 (4,4%)

3 (4,4%)

2 (2,9%)
1(1,4%)
1(1,4%)
1(1,4%)

21 (30,4%)
14 (20,3%)
14 (20,3%)
6 (8,7%)
6 (8,7%)
4 (5,8%)
4 (5,8%)

27 (39,1%)
10 (14,5%)
8 (11,6%)
8 (11,6%)
16 (23,2%)

En la Figura 25 pueden observarse los porcentajes de resistencia de las especies
recuperadas con mayor frecuencia a los principales grupos de antibidticos. Con respecto
a las especies menos frecuentes, todos los aislamientos pertenecientes al complejo de

especie E. cloacae demostraron resistencia a carbapenemes, fluoroquinolonas, TMS vy
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gentamicina; y presentaron sensibilidad a amicacina, colistin y tigeciclina; mientras que
los aislamientos de S. marcescens fueron resistentes a los carbapenemes y colistin

(resistencia natural) y sensibles a las otras familias de antibiéticos evaluados.

Los esquemas de tratamiento antibiético, fueron definidos por el personal médico
del departamento de infectologia del nosocomio, los cuales fueron instaurados
considerando la epidemiologia local. En el caso de las infecciones por ERC, el 88% (60/69)
de los pacientes recibié un esquema empirico inadecuado. Este esquema se basaba en la
utilizacién de Piperacilina/tazobactam o quinolonas para los cuales los niveles de

resistencia de los patégenos fueron elevados.

La mortalidad global y atribuible, y el indice de infecciones por ERC fueron
calculados por el equipo de estadistica del nosocomio. La mortalidad global durante el
periodo de estudio fue del 31,88% (22/69); mientras que la mortalidad atribuida a
infecciones por ERC fue 21,74% (15/69). La incidencia de ERC en el hospital fue de 11,6

cada 1000 pacientes.
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Figura 25. Porcentaje de resistencia a las principales familias de antimicrobianos de las
especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia en el periodo de estudio. A: Perfil de
susceptibilidad de K. pneumoniae. B: Perfil de susceptibilidad de K. aerogenes. C: Perfil de

susceptibilidad de E. coli.
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5.1.2. Deteccidn de B-lactamasas y caracterizacion de plasmidos involucrados en

la diseminacidn y persistencia de la resistencia a los carbapenemes

Las 69 cepas resistentes a los carbapenemes aisladas durante el estudio fueron
caracterizadas por biologia molecular para evaluar el tipo de carbapenemasa implicada

en el fenotipo demostrado previamente in vitro.

5.1.2.1. Deteccién y secuenciacion de genes que codifican para las enzimas

carbapenemasas

Los genes asociados con la resistencia a los carbapenemes de mayor relevancia
clinica y epidemioldgica tales como blakec, blaoxa-as-ike, blavp, blavim y blanom fueron
identificados por PCR. Los 69 aislamientos fueron positivos al gen blakec. Por
secuenciacion se determind la presencia de la variante alélica KPC-2. Ningun aislamiento

fue productor de Oxacilinasas ni de MBL.

Los aislamientos correspondientes a las especies resistentes a carbapenemes
detectadas con mayor frecuencia fueron seleccionados para evaluar la presencia de BLEE

por PCR.

Los aislamientos de K. pneumoniae resistentes a carbapenemes, presentaron
ademas BLEE tipo CTX-M-2 (21/4845%;), tipo SHV-2 (14/4828,6%;) y asociaciones de CTX-
M-2/SHV-2 (7/4814.3%;).

Todos los aislamientos de K. aerogenes presentaron, ademas del gen blakpc-2, los

determinantes genéticos para las enzimas de tipo CTX-M-15 y SHV-2.
5.1.2.2. Ensayos de conjugacidn y caracterizacion molecular de plasmidos

Los ensayos de conjugacién en medio sélido fueron realizados con 35 aislamientos
de K. pneumoniae productores de KPC-2. En este ensayo se observé que 32 de los 35
aislamientos fueron capaces de trasnferir el material genético de resistencia antibidtica,
indicando su alta eficiencia de conjugacion. Las cepas de E. coli transconjugantes

resultaron resistentes a azida y a carbapenemes.

Todos los transconjugantes fueron confirmados como E. coli utilizando esquemas

de identificacidn convencionales, y confirmacién por PCR del gen blakpc.
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Los ensayos de conjugacién fueron realizados a dos temperaturas de contacto

(252C y 379C) y en ambas se recuperaron cepas transconjugantes. La eficiencia de

conjugacién a 372C fue mayor que a 252C, obteniéndose ocho y cuatro colonias en

promedio, respectivamente (Figura 26).

K. pneumoniae en TSA agar con 2ug/ml

de Meropenem

E. coli transconjugante en Medio Agar Base con Azida con 2ug/ml de Meropenem

Figura 26. Morfologia de colonias donantes, receptoras y transconjugantes observadas en

sus correspondientes medios de cultivo.
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Tras obtener los transconjugantes, se caracterizaron los grupos de
incompatibilidad (Inc) por PCR siguiendo el protocolo de Carattoli et al., 2009. Los
plasmidos identificados en todos los aislamientos de K. pneumoniae incluidos en el
estudio y los correspondientes transconjugantes en E. coli presentaron un producto de
amplificacién cuando se utilizaron los primers correspondientes al grupo de
incompatibilidad IncL/M. Mientras que los genes de relaxasas asociados a los grupos de
incompatibilidad HI1, HI2, 11, X, N, FIA, FIB, W, Y, P, FIC, A/C, T, FllAs, K, B/O 0 F, no fueron

detectados.

Se determind la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) a diferentes antibidticos
de todos los transconjugantes (E. coli blakec), la cepa dadora (E. coli J53) y los aislamientos
de K. pneumoniae sometidos al estudio. En |la Tabla 15 se encuentran detallados los

valores de CIM50 y CIM90 obtenidos para los distintos grupos de microorganismos.
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Tabla 15. Valores de CIM50 y CIM90 obtenidos para los distintos grupos de microorganismos.

K. pneumoniae Donantes E. coli Receptor E. coli Transconjugantes

CIMS0 (mg/L) CIM90 (mg/L) CIMS0 (mg/L) CIM90 (mg/L) CIM50 (mg/L) CIM90 (mg/L)

232 232 4 4 232 232
=232 232 4 4 232 232
128 128 1 1 128 128
264 264 1 1 264 264
64 264 0,064 0,064 32 264
1 16 02s 02s 16 16
16 216 0,064 0,064 16 216
232 264 o ouws ; ;

mipenem S 264 o ous ; ;

216 216 0,25 0,25 0,25 0,25
amicacra R : 02s 02s 02s 025
0 03 : : : :

2 2 0,015 0,015 0,015 0,015

Antibiodticos
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5.2. Caracterizacion molecular de aislamientos bacterianos recuperados, tipos clonales

y su implicancia epidemioldgica.

5.2.1. Estructura poblacional

Las técnicas de electroforesis en campo pulsado (PFGE) y “Multilocus Sequence
Typing” demostraron una elevada diversidad clonal entre los aislamientos de
K. pneumoniae y una estrecha relaciéon clonal entre las cepas de K. aerogenes

intrahospitalarias en el periodo de estudio.
5.2.1.1. Klebsiella pneumoniae

En la Figura 27 pueden observarse los diferentes pulsotipos generados tras la
digestion enzimatica con Xbal. Fueron identificados 20 pulsotipos diferentes entre los 35
aislamientos de K. pneumoniae productores de KPC-2 recuperados de pacientes
infectados los que se agruparon en clusters (A-S). Teniendo en cuenta los criterios de
agrupamiento definidos por Tenover, los aislamientos fueron considerados de un mismo
clon cuando presentaban una identidad genética > 70%, o menos de 4 fragmentos
diferentes en los perfiles de PFGE. Para contribuir al agrupamiento de los clusters se
definid un indice de Dice con optimizacidn 1% y tolerancia 1%, es decir, mayor homologia
entre las asociaciones de bandas pesadas y livianas representan mayor identidad

compartida.

Fueron seleccionados al menos dos representantes de cada pulsotipo para definir
el ST por MLST. El MLST es la metodologia de referencia para definir a que ST pertenece
un aislamiento y de esta forma evaluar su comportamiento epidemiolégico. Los
pulsotipos correspondieron a 10 STs, siendo predominante el ST25 (Cluster A-C; n=14);
dicho secuenciotipo es considerado emergente e hipervirulento debido a los factores de
virulencia con los cuales es asociado. Fueron ademas detectados otros ST minoritarios
como ST17 (Cluster D-F; n=5), ST629 (G-H; n=4), ST147 (J; n=2), ST268 (K; n=1), ST258 (L;
n=1), ST995 (I; n=1), ST111 (Q; n=1), ST133 (R; n=1), ST551 (S; n=1) y cuatro aislamientos
con combinaciones alélicas no descriptas previamente. En la Figura 27 se encuentran

detallados los pulsotipos y sus correspondientes ST.
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5.2.1.2. Klebsiella aerogenes

Fueron identificados 14 aislamientos de K. aerogenes resistentes a carbapenemes,

10 en pacientes con documentacion clinica de infeccidon y 4 en pacientes colonizados.

Por PFGE (Figura 28) pudo detectarse un clon mayoritario que incluia a 12 de los
14 aislamientos, mientras que las dos cepas restantes demostraban ligeras similitudes
entre ellas (Mds de 4 bandas de diferencia). Combinando la informacién clinica de los
pacientes de los cuales fueron recuperados los aislamientos previamente pudo evaluarse
la relacion epidemioldgica entre los aislamientos y concluir que se tratdé de un brote

(Figura 29).

El brote intrahospitalario se origind a mediados de junio entre pacientes ubicados
en las UCI del hospital (n=3) y la Sala 10 (n=1). Posteriormente, hasta fines de septiembre
fueron detectados aislamientos de K. aerogenes resistentes a carbapenemes en UCl y
otras salas. Se analizé la sensibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de K.
aerogenes obtenidos en este periodo (Tabla 16). Los aislamientos demostraron
resistencia a todos los B-lactdmicos (100%), quinolonas fluoradas (100%), fosfomicina
(100%), gentamicina (100%) y TMS (92,8%), y sensibilidad a amicacina y tigeciclina. El 28%
(4/14) de los aislamientos demostraron resistencia a polimixinas por mecanismos no
plasmidicos; fueron negativos para el gen mcr-1 por PCR (gen responsable de codificar la
resistencia plasmidica a polimixinas en Enterobacterales). Estos resultados demuestran la
importancia de identificar la dimesion del brote dentro del hospital ya que los
aislamientos presentaron elevados niveles de resistencia a los antimicrobianos y la

presencia de diferentes B-lactamasas simultdaneamente.
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Figura 28. Dendrograma de aislamientos de K. aerogenes KPC-2 recuperados de pacientes infectados. Referencias: P: paciente; UCI: unidad
de cuidados intensivos; UCIM: unidad de cuidados intermedios; HR: Hisopado rectal; Il: infeccidon intraabdominal; 1SQ: infecciéon de sitio
quirargico; ITRI: infeccidn del tracto respiratorio inferior; ITU: infeccion del tracto urinario; I0A: infeccidon osteoarticular; B: bacteriemia. A:

aislamiento recuperado de paciente colonziado; B: aislamiento resistente a colistin.
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Figura 29. Distribucidn de aislamientos de K. aerogenes productores de KPC-2. Referencias: P: paciente; S: sala UCI: unidad de cuidados

intensivos; UCIM: unidad de cuidados intermedios; *pacientes colonizados
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Tabla 16. Perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de

K. aerogenes productores de KPC-2.

Rango Susceptible Pul:::r(:e(c:l?:e Resistente cimM s0 cim 9o Numero de
(ug/ml) (ug/ml) (ng/ml) cepas R (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
AMP 32-128 <8 16 232 32 32 14 (100)
SAM 32-128 <8 16 232 32 32 14 (100)
PTAZ 128 - 256 <16 32 - 64 2128 128 128 14 (100)
CEF 16 - 128 <2 4 28 64 64 14 (100)
CTX 32 - 264 <1 2 24 64 64 14 (100)
CAZ 32-128 <4 8 216 64 64 14 (100)
CEP 2 - 264 <2 4-8 216 16 264 8 (57%)
IMP 16 - 64 <1 2 >4 216 216 14 (100)
MER 16 - 64 <1 2 >4 216 >16 14 (100)
AK <2-16 <16 32 >64 8 16 0(0)
GEN 16 - 32 <4 8 216 16 32 14 (100)
FOS* 32-128 <16 - 232 32 32 14 (100)
cIp 1-24 <0,5 = >1 24 >4 14 (100)
TGC* 0,125 - 0,25 <0,5 - 20,5 0,25 0,25 0(0)
coL 0,25 - 16 <2 = 24 2 16 4(28,6)
™S 40 - 2320 <40 - >80 2320 2320  13(92,8)

Referencias: R: Resistentes; AMP: ampicilina; SAM: ampicilina/sulbactam; PTAZ: piperacilina/tazobactam ;CEF:
cefalotina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CEP: cefepime; MER: meropenem; IMP: imipenem; GEN:
gentamicina; AK: amikacina; TMS: trimetoprima/sulfametoxazol; CIP: ciprofloxacina; TGC: tigeciclina; FOS:
fosfomicina; COL: colistina.

5.2.2. Factores de virulencia de aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae

resistentes a carbapenemes

Como se detalldé previamente, evaluamos la presencia de los principales factores
de virulencia descriptos en la literatura en los aislamientos de K. pneumoniae debido a su
marcado predominio. La evaluacién de los factores de virulencia se realizé por PCR
multiple para los genes: magA, fimH, uge, iutA, wabG, rmpA, cnf-1, ycfM, hly, iroN, k2A,
mrkD, kpn, allS, entB y wcaG.Entre los factores de virulencia investigados, los
predominantemente detectados fueron adhesinas (97,1%, 34/35), sideréforos (94,3%;
33/35) y elementos de resistencia a la fagocitosis (74,3% 26/35). El serotipo capsular K2
fue identificado en el 68,6% (24/35) de los aislamientos y no fue detectado el serogrupo
K1. Otros serogrupos no fueron investigados. En la Tabla 17 se encuentran detallados los
factores de virulencia detectados en cada aislamiento. No fueron detectados los genes
plasmidicos asociados al fenotipo hipermucoviscoso (rmpA), aunque todas las cepas
demostraron este fenotipo. La informacion recolectada permiti6 completar la

caracterizacion de los clones identificados.
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Tabla 17. B-lactamasas y genes virulencia detectados en aislamientos de K. pneumoniae.

ST/ Tipo Capsular Cepas Muestras Clinicas B-lactamasas Perfil de genes de Virulencia
1 Osea KPC-2, CTX-M-U, TEM uge,wabG,ycfM,iroN,mrkD,kpn,entB
3 Purulento KPC-2, CTX-M-U, TEM uge,iroN,mrkD,kpn,entB
4 Orina KPC-2, CTX-M-U, TEM Uge,ycfM,iroN,mrkD,kpn,entB
6 Orina KPC-2, CTX-M-U, TEM uge,wabG,ycfM,iroN,mrkD,kpn,entB
7 LCR KPC-2, TEM uge,mrkD,kpn,entB
9 Purulento KPC-2, CTX-M-U, TEM Uge,wabG,ycfM,iroN,kpn,entB
ST25/K2 10 Purulento KPC-2, TEM uge,wabG,iroN,kpn,entB
21 BAL KPC-2, CTX-M-U, TEM uge,ycfM,mrkD,kpn,entB
26 Orina KPC-2, CTX-M-U, SHV, TEM mrkD,kpn,entB
27 BAL KPC-2, CTX-M-U, SHV, TEM ycfM, mrkD,kpn,entB
28 Orina KPC-2, CTX-M-U, SHV, TEM ycfM, mrkD,kpn,entB
35 BAL KPC-2, CTX-M-U, TEM uge,wabG,ycfM,iroN,mrkD,kpn,entB
36 BAL KPC-2, CTX-M-U, TEM Uge,wabG,ycfM,iroN,kpn,entB
S25/NT 17 Lig. Abdominal KPC-2, CTX-M-U, TEM ycfM, kpn,entB
ST17/K2 8 BAL KPC-2, CTX-M-U, TEM Uge,ycfM,iroN,mrkD,kpn,entB
15 Orina KPC-2,SHV,TEM uge,wabG,ycfM,kpn,entB
23 BAL KPC-2,SHV,TEM -
ST17/NT .
24 Orina KPC-2, CTX-M-U, TEM kpn,etnB
25 Hemocultivo KPC-2, CTX-M-U, TEM mrkD,kpn,entB
16 BAL KPC-2, TEM wabG,ycfM,mrkD,kpn,entB
ST629/K2 30 BAL KPC-2,SHV,TEM uge,wabG,ycfM,iroN,mrkD,kpn,entB
34 BAL KPC-2, TEM ycfM, kpn,entB
ST629/NT 38 Purulento KPC-2,SHV,TEM uge,kpn,entB
ST995/K2 11 Orina KPC-2, CTX-M-U, TEM uge,mrkD,kpn,entB
ST147/NT 12 LCR KPC-2,SHV,TEM uge, kpn,entB
37 BAL KPC-2,SHV,TEM uge,mrkD,kpn,entB
ST258/K2 20 Orina KPC-2, CTX-M-U, TEM mrkD,kpn,entB
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Tabla 3. Continuacién.

ST268/K2
ST133/K2
ST111/NT
ST551/NT
Clon5/K2
Clon10/K2
Clon11/NT
Clon12/K2

Referencias: genes asociados con resistencia a fagocitosis (uge, ycfM, wca6), adhesinas (mrkD, kpn), elementos capsulares (magA, k2A), sideréforos (entB, iroN),

14
39
40
41
13
22
32
33

Orina
BAL
Hemocultivo
BAL
Orina
Orina
Orina
Purulento

KPC-2, CTX-M-U, SHV, TEM
KPC-2,SHV,TEM
KPC-2, CTX-M-U, SHV, TEM
KPC-2, CTX-M-U, TEM
KPC-2,SHV, TEM
KPC-2,SHV,TEM
KPC-2, CTX-M-U, TEM
KPC-2,SHV,TEM

uge,mrkD,kpn,entB
mrkD,kpn,entB
uge, kpn,entB
entB
kpn,etnB
magA,uge,ycfM,mrkD
uge,wabG,iroN,kpn,entB
uge,wabG,ycfM,iroN,mrkD,kpn,entB

asociados con la pared celular (wabG). K2: antigeno capsular 2. NT: no tipable. BAL: lavado broncoalveolar. LCR: liquido cefalorraquideo.
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5.3. Desarrollo de un protocolo integral de vigilancia activa para bacilos Gram negativos

resistentes a carbapenemes en una Unidad de Cuidados Intensivos

Nos propusimos desarrollar un protocolo integral basado en cultivo para evaluar
la presencia de bacilos Gram negativos resistentes a carbapenemes en pacientes
internados en una UCI. Para ello, conformamos un equipo multidisciplinario con la
finalidad de evaluar la presencia y diseminacién de estos microorganismos, y a su vez,

implementar medidas de control fundamentadas en evidencia microbiolégica.

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo de tesis detallan la
epidemiologia y diversidad de especies de Bacilos Gram negativos resistentes a
carbapenemasas (BRC) aislados en la UCI 1 del Hospital Angel C. Padilla durante el
desarrollo del programa de vigilancia activa. También se caracterizaron los genes de
resistencia y la diversidad clonal de las especies bacterianas predominantes a lo largo del

tiempo.

Se incluyeron en este estudio 169 pacientes internados en una UCI (denominada
UCI1 dentro del nosocomio). 37 pacientes fueron registrados durante las auditorias
(primera semana de muestreo de cada etapa; las auditorias permiten evaluar el status
sanitario para identificar pacientes colonizados y generar un punto de partida para la
toma de decisiones) correspondientes a la primera semana de cada etapa; y 132

participantes del programa de vigilancia activa (etapas 1y 3).

Evaluamos la distribucidn semanal de pacientes colonizados vs total de pacientes
muestreados a lo largo del estudio (Figura 30), ademas de los BRC aislados y las

carbapenemasas asociadas a estos (Figura 31).

En la auditoria correspondiente a la etapa 1 del desarrollo del protocolo, fueron
identificados un total de 18 pacientes. 7/18 pacientes (38,9%) presentaron colonizacidn
rectal por BRC: A. baumannii productor de IMP-1 (n=3), K. pneumoniae KPC-2 (n=1),
asociacion de diferentes especies (n=3), A. baumannii IMP-1 + K. pneumoniae KPC-2 (n=2)

y A. baumannii IMP-1 + P. aeruginosa VIM-2 (n=1). En la segunda auditoria, 6/19 pacientes
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resultaron colonizados (31,6%), con predominio de K. pneumoniae productor de KPC-2

(n=6). Ningun paciente presenté asociacion de BRC en esta auditoria.

Durante el periodo de vigilancia activa, 13 de los 68 pacientes (19%) que
participaron en la etapa 1 resultaron colonizados con BRC, 12 (92%) con K. pneumoniae
KPC-2 y un paciente (8%) simultdneamente con K. pneumoniae, E. coli y A. baumannii
productores de OXA-48-like. Posteriormente, en el segundo periodo de este programa
participaron 64 pacientes, de los cuales 8 demostraron estar colonizados con BRC (12%),
5 con K. pneumoniae KPC-2, 2 (25%) con A. baumannii OXA-48-like y VIM-1 y un paciente
(12%) con E. coli OXA-48-like (Figura 31).
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Figura 30. Distribucidon semanal de pacientes colonizados vs total de pacientes muestreados en UCI 1 durante la ejecucion del protocolo.
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B K.pneumoniae KPC-2 m A.baumannii IMP-1
m A.baumannii IMP-1 + P.aeruginosa VIM-2 A.baumannii IMP-1 + K.pneumoniae KPC-2
W E.coli OXA-48-like H A.baumannii OXA-48-like

B A.baumannii OXA-48-like + K.pneumoniae OXA-48-like+ E.coi OXA-48-like ®m A.baumanni VIM-2

12

(a2}
o~
— — — — — —

AUDITORIA 2018 V.A.E.1 AUDITORIA 2019 V.A.E.2

Figura 31. BRC aislados y carbapenemasas asociadas. Referencias. V.A.E.1: vigilancia activa etapa 1; V.A.E.2: vigilancia activa etapa 2.

pag. 115



RESULTADOS

Entre ambas etapas, auditorias/vigilancia activa, se implementaron mejoras y
capacitaciones en el servicio, como internacidn por cohorte de los pacientes colonizados
en un sector de la terapia; adhesién al procedimiento de lavado de manos y su correcta
realizacidon; compra de material apropiado para realizar la limpieza y divisién de tareas
entre el personal (limpieza-alimentacién-recoleccidn de residuos), restriccién del ingreso
de pacientes y alumnos al servicio; limitacién del flujo del personal por la unidad de
terapia intensiva; disminucion de la permanencia de pacientes colonizados; uso racional
de antibidticos; jornadas de capacitacidon para el personal perteneciente a la UCl y de
otros servicios asociados y reuniones multidisciplinarias para informar al equipo los
resultados obtenidos; de esta manera, se pusieron en relieve las deficiencias y los

problemas y se logré reforzar la aplicacién de una gestion integrada.

Para evaluar la efectividad del protocolo desarrollado, fueron considerados los
aislamientos recuperados de pacientes con mds 72 horas de permanencia en el servicio,
esta consideracion reviste importancia porque la adquisicién nosocomial de
microorganismos resistentes a los antimicrobianos se manifiesta luego de el periodo de
tiempo indicado. Teniendo en cuenta esta consideracidn, la incidencia global de BRC en
la etapa previa a implementar mejoras y capacitaciones fue del 16,92% vs. 9,67%. El

coeficiente arrojado fue X? = 0,014; lo que implicé diferencia significativa (X? < p=0,05).

Evaluamos por PFGE la estructura poblacional de A. baumannii y K. pneumoniae
por tratarse de las especies mas frecuentes aisladas durante el desarrollo del estudio.
Ademas, los aislamientos de K. pneumoniae fueron caracterizados por MLST y PCR

multiple para factores de virulencia siguiendo los protocolos anteriormente descriptos.

El andlisis de PFGE en A. baumannii individualizd 6 pulsotipos diferentes
designados del | al VI y agrupados en 3 clusters; ningun aislamiento fue productor de las
enzimas BLEE estudiadas. En la Figura 32 se detallan las caracteristicas clinicas y

moleculares asociadas a estos aislamientos.
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: $ e $ : ? Cepa Carbapenemasa Cuadro clinico Pulsotipo Cluster Afio Periodo
| l l " Ab2 blawp-1 TEC | A 2018 Auditoria 1
l I “ “ Ab3 blaive-1 Hemorragia aracnoidea | A 2018 Auditorial
‘ I l ' Abg? blavp-1 TEC 1 A 2018 Auditoria 1
l.‘l Abl blaivp-1 Hemicolectomia derecha Il A 2018 Auditorial
‘ l , l Ab58 blaivp-1 PLT 1] A 2018 Auditorial
Abg? blamp-1 TRM 1] A 2018 Auditorial
Ab7 blaoxa-4s-iike Shock séptico 1\ A 2019 VAAE.2
, ! ! u u Ab9 blavim-1 TRM Vv B 2019 VA.E.2
l : AbgC blaoxa-ag-iike PLT Vi c 2018 VA.E.1

Figura 32. Caracteristicas clinicas y estructura poblacional de A. baumannii resistentes a carbapenemes recuperados de pacientes internados
en UCI 1 durante el desarrollo del protocolo de vigilancia. Referencias. PLT: politraumatismo; TEC: traumatismo encéfalo-craneal; TRM:
traumatismo raquimedular; V.A.E.1: vigilancia activa etapa 1; V.A.E. 2: vigilancia activa etapa 2. *: coexistencia con P. aeruginosa VIM-2. 8:

coexistencia con K. pneumoniae KPC-2. ¢: coexistencia con K. pneumoniae OXA-48-like y E. coli OXA-48-like.
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En K. pneumoniae, el andlisis de PFGE individualizé 10 pulsotipos designados del |
al X y agrupados en 6 clusters correspondientes a 6 secuenciotipos: ST17 (n =5), ST86
(n=3), ST2256 (n=3), ST13 (n=3), ST353 (n=11) y un secuenciotipo no determinado NT
(n=1). En la Figura 33 se detallan las caracteristicas clinicas y moleculares asociadas a
estos. El protocolo implementado impacté en la ecologia de la UCI reduciendo no sélo el
numero de pulsotipos detectados, sino la reduccién de los factores de virulencia

asociados al clon ST353.

Todos los aislamientos fueron coproductores de BLEE pertenecientes a los grupos
SHV-2 y CTX-M-15 con excepcion de dos aislamientos. El aislamiento Kp2 recuperado de
la auditoria correspondiente a la primera etapa fue sélo productor de CTX-M-15, mientras
que el aislamiento Kp3B perteneciente a la segunda auditoria no fue productor de

ninguna de las BLEE investigadas.

Durante la primera etapa del protocolo (Auditoria 1 + Vigilancia Activa Etapa 1)
fueron detectados 5 clones: ST17 (n =5), ST86 (n=3), ST2256 (n=3), ST13 (n=3) y un
aislamiento perteneciente a un ST no identificado. Como puede observarse en la Figura
33, los aislamientos pertenecientes a un mismo ST se encontraron asociados perfiles de
virulencia idénticos, pero no necesariamente con el mismo tipo de carbapenemasa. Tras
implementar las mejoras y capacitaciones la diversidad clonal se demostré modificada
(Auditoria 2 + Vigilancia Activa Etapa 2), no sélo en el nimero de clones circulantes, sino
también en el ST identificado como predominante. Todos los aislamientos
correspondieron al ST353 productor de KPC-2, SHV-2 y CTX-M-15 y con un perfil de

virulencia idéntico.
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AvETUT ADITTOE
- Cepa Periodo B-lactamasas Cuadro clinico Pulsotipo Cluster ST FV
wl BB LT BT
Kpll V.ALE.1 OXA-48-like/SHV-2/CTX-M-15 PLT 1 A 17 yfem,entB, kpn
Kpld V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT-TEC 1 A 17 yfcm,entB, kpn
Kp7 V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 Linfoma | A 17 yfem,entB, kpn
Kp9® V.A.E.1 OXA-48-like/SHV-2/CTX-M-15 Postoperatorio ]| A 17 uge,yfcm,entB,kpn
Kp13 V.AE.1 OXA-48-like/SHV-2/CTX-M-15 PLT m A 17 uge,yfcm,entB,kpn
Kpl Auditorial KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT-TEC v B 86 K2A,entB,kpn
Kp2& Auditorial KPC-2/CTX-M-15 PLT 1\ B 86 K2A,entB,kpn
Kpl2 V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 Neumonia v B 86 K2A,entB,kpn
Kpl5  V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT v c 2256 yfem, iroN, entB,kpn
Kp6 V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 Esclerosis Lateral " C 2256 yfem,IroN,entB, kpn
Kp10 V.AE.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT-TEC v & 2256 yfem,IroN,entB,kpn
Ea— Kp17 V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 IRA Vi D NT entB,kpn
Kp3& Auditorial KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 TRM Vil E 13 ycfm,K2A,entB, kpn
| Kp5 V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT Vil E 13 yefm,K2A,entB, kpn
Kpa V.A.E.1 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 TEC Vil E 13 ycfm,K2A,entB,kpn
Kp3B  Auditoria2 KPC-2 Postoperatorio X F 353 entB,kpn
Kp9B  V.A.E.2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 TEC X F 353 entB,kpn
Kp2B Auditoria2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT-TEC X F 353 entB,kpn
KplB  Auditoria2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT-TEC X F 353 entB, kpn
Kp5B  Auditoria2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 Neumonia X F 353 entB,kpn
Kp4B Auditoria 2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT-TEC X F 353 entB,kpn
Kp78 V.A.E.2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 TEC X F 353 entB,kpn
Kp8B  V.A.E.2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 Postoperatorio X F 353 entB,kpn
Kp6B Auditoria2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 PLT-TEC X F 353 entB,kpn
KpllB V.A.E.2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 Sepsis X F 353 entB,kpn
Kpl0B V.A.E.2 KPC-2/SHV-2/CTX-M-15 Insuficiencia Respiratoria X F 353 entB, kpn

Figura 33. Caracteristicas clinicas y estructura poblacional de K. pneumoniae resistentes a carbapenemes recuperados de pacientes internados
en UCI 1 durante el desarrollo del protocolo de vigilancia. Referencias. V.A.E.1: vigilancia activa etapa 1; V.A.E.2: vigilancia activa etapa 2; NT: no
tipificable; IRA: insuficiencia renal aguda; PLT: politraumatismo; TEC: traumatismo encéfalo-craneal; TRM: traumatismo raquimedular; FV:

factores de virulencia. #: coexistencia con A. baumannii IMP-1; B: coexistencia con A. baumannii OXA-48-like y E. coli OXA-48-like.
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6. DISCUSION

Durante el desarrollo de la tesis doctoral logramos identificar y caracterizar
aquellos bacilos Gram negativos pertenecientes al orden Enterobacterales, que al ser
productores de carbapenemasas han logrado convirtirse en un verdadero problema de
salud publica por su dificil control y tratamiento. Con los resultados obtenidos, logramos
desarrollar un programa de vigilancia activa interdisciplinar basado en cultivo para una
UCI del hospital Angel C. Padilla ubicado en San Miguel de Tucuman.

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), considera a Argentina como
uno de los paises latinoaméricanos con mas especies "pandroga resistentes" en
aislamientos clinicos intrahospitalarios cuando se compara con otros paises de la regién
(OMS 2014).

En nuestro pais se vigila activamente en los hospitales adheridos a la red
WHONET la aparicién y proporcion de cepas de resistentes a carbapenemes
pertenecientes al orden Enterobacterales y otras especies de BGN. La diseminacién de
estas cepas asociada con resistencia a piperacilina/tazobactam, cefalosporinas de
tercera y cuarta generacién, fluoroquinolonas y aminoglucésidos es alarmante (Bowers
et al., 2015). En nuestro trabajo, las cepas de K. pneumoniae productoras de KPC-2
presentaron ademads resistencia a otros antibidticos de uso terapéutico como las
quinolonas fluoradas y la gentamicina, y sensibilidad a antimicrobianos de reserva como
colistina, tigeciclina y amicacina, situacidén previamente descripta en nuestro pais (Cejas
etal, 2019, Gomez et al., 2011).

En la primera parte del estudio, identificamos un elevado porcentaje de
pacientes con comorbilidades y factores de riesgo asociados a infecciones por
K. pneumoniae productora de KPC-2, como los periodos de internacién prolongados y
administracion previa de antimicrobianos; estos resultados son coincidentes con los
publicados por otros autores (Lee et al, 2016, Rodriguez-Bafio et a., 2011,
Schwaber et al., 2008) en los cuales también identificaron la presencia de
comorbilidades y el uso previo de antimicrobianos, principalmente cefalosporinas y
quinolonas, como factores de riesgo. En un estudio controlado, Falagas et al., 2006
demostraron que las fluoroquinolonas y penicilinas anti-pseudomonas como la

asociacion Piperacilina/Tazobactam fueron factores de riesgo independientes asociados
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a infecciones por K. pneumoniae resistentes a carbapenemes. Los pacientes incluidos en
la primera etapa del estudio habian sido tratados empiricamente con
Piperacilina/Tazobactam o quinolonas debido a su amplio espectro de actividad
antimicrobiana.

En promedio, el tiempo de internacidn previo a la documentacion clinica de los
cuadros infecciosos fue 30 dias, lo que denota la elevada permanencia hospitalaria
previa a la adquisicidon de la infeccidn, similar a lo informado por Cordova et al., 2012.

Las unidades de cuidados intensivos han sido identificadas como el sitio de
mayor frecuencia de adquisicion de K. pneumoniae productora de KPC
(Girmenia et al., 2016; Pravaker et al., 2012; Hayden et al., 2015; Zaragoza et al., 2020),
esta situacidn se encuentra favorecida por la mayor complejidad de los procedimientos
realizados a los pacientes, el uso mas frecuente de medidas invasivas vy la utilizacién de
antibidticos de amplio espectro, por lo cual en la tercera etapa de este trabajo de tesis
doctoral implementamos un protocolo de vigilancia activa basado en cultivo
microbioldgico en UCI. Implementar un programa de vigilancia activa de
microorganismos multirresistentes permite identificar a los pacientes colonizados, y
mediante protocolos de aislameinto de contacto y monitorizacién de los
microorganismos implicados pueden implementarse protocolos de uso racional de
antimicrobianos, mejorar el uso de recursos, entre otras medidas.

En un estudio multicéntrico realizado en siete hospitales de Bélgica (De Laveleye
et al., 2017) se reportaron tasas de resistencia a B-lactdmicos y quinolonas fluoradas
inferiores a las observados entre los aislamientos de K. pneumoniae productores de KPC-
2 caracterizados en este estudio. Por otra parte, la sensibilidad a amicacina y colistina
en nuestros aislamientos fue mayor a la descripta por De Laveleye et al., 2017, (100%
sensibles a ambos antibidticos) y la sensibilidad a tigeciclina (94%) resulto similar a la
descripta por el grupo de trabajo mencionado (95.4%).

Los tratamientos antimicrobianos empiricos aplicados a los pacientes admitidos
en el hospital e incluidos en el estudio apropiadamente fueron escasos (11.5%) por
multiples razones: multiresistencia de las cepas estudiadas, desconocimiento de la
magnitud del brote nosocomial por parte del personal médico y la falta de disponibilidad
de otras opciones terapéuticas (tigeciclina y fosfomicina) en la farmacia del hospital.

Recientemente, Zaragoza et al., 2020 han definido una estrategia basada en la necesidad
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de complementar la vigilancia activa de microorganismos multirresistentes con el uso
estratégico de antibidticos por sectores, esta modalidad permite optimizar la eficiencia
de estos tratamientos frente a las neumonias asociadas a ventilador incrementado su
adecuacion al 37%.

En las infecciones por K. pneumoniae productora de KPC-2 predominaron las
muestras respiratorias y Orina, seguidas por purulentos. Zheng et al., 2017 evaluaron 51
pacientes infectados por K. pneumoniae productora de KPC y encontraron que las
muestras predominantes fueron del tracto respiratorio (32/51, 62.7%) seguidas de
hemocultivo (5/51, 9.8%) e infecciones de tracto urinario (5/51, 9.8%), mientras que
otros estudios refieren bacteriemia e infecciones del tracto urinario como los principales
sitios de infeccién (Falagas et al.,, 2007). Al igual que otros autores, coincidimos en la
prevalencia de muestras respiratorias, aunque la frecuencia de aislamientos a partir de
hemocultivos fue escasa.

En Argentina no existen publicadas tasas regionales de incidencia de infecciones
por microorganismos multirresistentes. En comparacién a las tasas de incidencia de K.
pneumoniae productora de carbapenemasas de centros hospitalarios publicados por
otros paises, en nuestro estudio la misma fue de 0.290 cada 1000 pacientes
hospitalizados, mayor a la registrada en un estudio realizado en Bélgica donde la
incidencia promedio entre 9 hospitales fue de 0.223 cada 1000 pacientes (De Laveleye
etal., 2017) y con mayor diferencia respecto a Alemania en la que es significativamente
menor (0.047 cada 1000 pacientes) (Kaase et al., 2016).

Considerando la caracterizacion molecular de las cepas de este estudio,
encontramos la emergencia de BLEE en las cepas productoras de KPC con marcado
predominio de enzimas CTX-M, similar a lo detallado por Karlowsky et al., 2022 y Canton
et al.,, 2012. La principal BLEE detectada fue CTX-M-2 epidemioldgicamente
predominante en Argentina, mientras que en otros paises como Espafia predomina
CTX-M-15 (Canton et al., 2012); con respecto a las carbapenemasas, el 100% fueron
blakec-2 a diferencia de otros paises latinoamericanos que presentan KPC-2 y KPC-3
(Mathers et al., 2015; Mufioz-Price et al., 2015). No detectamos aislamientos
productores de metalo-B-lactamasas, a diferencia de otros paises Latinoamericanos

como Peru en el que habian sido reportadas junto con NDM u otros paises como Reino
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Unido donde predominan carbapenemasas mixtas como VIM y NDM, o India donde
predominan las de tipo NDM seguidas por OXA-48 (Mathers et al., 2015).

Entre los aislamientos de K. pneumoniae incluidos en el estudio identificamos un
total de 17 patrones de PFGE diferentes que se correspondieron con 10 secuenciotipos
y se observd un marcado predominio de ST25. En Latinoamérica, los tipos clonales ST11
y ST437, se encuentran asociados a la diseminacion de blakpec-2 y blakecz (Monteiro et al.,
2009; Andrade et al., 2011; Castanheira et al., 2021). En Argentina, se ha descripto como
tipo clonal dominante el ST258 (Gomez et al., 2011) en este trabajo de tesis sélo
detectamos un aislamiento perteneciente a dicho ST. En el afio 2019 se reportaron en
nuestro pais otros clones exitosos de K. pneumoniae como el ST25 asociado a KPC-2 y el
clon de alto riesgo ST307 asociado con KPC-3 (Cejas et al., 2019), también es importante
recalcar que estudios previos realizados en nuestra region indican que la circulacién de
estos clones de alto riesgo puede no estar presente o subestimarse frente a diferentes
tipos clonales (Jure et al., 2018; Vargas et al., 2019).

La importancia del complejo clonal 65 (el cual incluye al ST25 y ST65, entre otros)
ha sido previamente descripta por Brisse et al., 2009. Este complejo clonal comprende
aislamientos de K. pneumoniae productores de serin-carbapenemasas, como KPC-2 y
KPC-3, los que presentan ademads una gran diversidad de factores de virulencia y se
asocian principalmente al serogrupo capsular K2. Es importante recalcar que, en este
estudio, el tipo clonal ST25 se asocié con cepas productoras de KPC-2 y tipo capsular K2.
Desde la aparicion de variantes hipermucoviscosas de K. pneumoniae en el mundo,
muchos casos de infecciones invasivas causadas por estos patdgenos han sido descriptas
y la hipermucoviscosidad parecia estar asociada con esta forma de infeccion agresiva.
Actualmente estos términos no son sindnimos y sabemos que estos fenotipos son
completamente diferentes e independientes; asi un String Test negativo seria
insuficiente para concluir si una cepa es o no capaz de producir una infeccién invasiva
por si mismo (Russo et al., 2018). En este trabajo de tesis se estudiaron algunos genes
asociados a la virulencia en las cepas hipermucoviscosas causantes de procesos
infecciosos. Si bien en cepas hipervirulentas los tipos capsulares K1 y K2 fueron los mas
exhaustivamente descriptos, estd demostrado que las cepas de K. pneumoniae
causantes de infeccidén y no hipervirulentas también pueden presentar el serotipo K2;

en nuestro estudio se observd un elevado porcentaje de cepas K2 (68,6%).
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Entre los aislamientos de K. pneumoniae productores de KPC-2 recuperados en
la primera etapa del trabajo presentados, no fueron detectados aislamientos
conteniendo los genes iutA, fimH, romA, WcaG, cnf-1, hly o allS. Los genes magA
(mucoviscosidad asociada con el gen A y especifico del serotipo capsular K1) y k2A
(especifico del serotipo capsular K2) tienen un rol decisivo en la patogénesis del absceso
hepatico en aislamientos pertenecientes al serotipo K1 y K2 respectivamente (Yeh et al.,
2007; Brisse et al., 2009). El gen allS (asociado al metabolismo de la alantoina) ha sido
vinculado a la capacidad de aislamientos K1 de producir abscesos hepaticos en Asia y se
encuentra vinculado al CC23 (Yeh et al., 2007). La ausencia de los genes magA y allS se
correlaciona con el hecho de que no fueron recuperadas cepas de abscesos hepaticos
en este estudio.

Los genes asociados a la capsula (wabG, uge y ycfM) promueven la infeccién por
resistencia a la fagocitosis (Yu et al, 2008). Estos genes son encontrados
frecuentemente en aislamientos de K. pneumoniae, y son la base de su patogenicidad.
En este estudio, la frecuencia de deteccidn de estos elementos genéticos en las cepas
de K. pneumoniae fueron wabG (48.57%), uge (80%), ycfM (57.14%), codificando
capsula, lipoproteina y proteina de membrana externa respectivamente. Estas tasas son
consistentes con estudios previos reportando que aislamientos clinicos de
K. pneumoniae fueron productores de estos factores de virulencia, pero la frecuencia de
wabG y ycfM fue menor a la descripta por Candan et al., 2015.

Los aislamientos clinicos de K. pneumoniae expresan 2 tipos de adhesinas
fimbriales; fimbrias tipo 1 y tipo 3 (Candan et al., 2015; Yu et al., 2008). Mientras que las
fimbrias tipo 1, codificadas por fimH, juegan un papel importante en las infecciones de
tracto urinario, las fimbrias de tipo 3, codificadas por mrkD, promueven el desarrollo de
biofilm. En este estudio, las adhesinas fimbriales totales (mrkD y kpn) fueron detectadas
en el 97.14% de los aislamientos productores de carbapenemasas.

Los siderdforos codificados por entB, iutA y iroN son proteinas fijadoras de
hierro, y ademas juegan un rol como promotores de la formacidn de biofilm (Candan et
al., 2015; Yu et al., 2008). Detectamos sideroforos (entB y iroN) en el 33 aislamientos
(94.28%). Ningun aislamiento demostrd la presencia del gen iutA, este sideréforo
representa un marcador de aislamientos asociados a clones hipervirulentos (De Laveleye

etal., 2017).
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Los factores de virulencia y la resistencia antibidtica juegan un papel importante
en la patogénesis bacteriana. Numerosos estudios han demostrado que los factores de
virulencia estarian asociados con la resistencia antibidtica en bacterias patogenas (Brisse
etal., 2009; Yu et al., 2008), sin embargo, en el estudio realizado por Candan et al., 2015,
no hay correlacidon significativa entre los factores de virulencia, resistencia a
carbapenemes y tipos de infeccidn, resultados similares a los obtenidos en nuestro
estudio.

El rol de los elementos genéticos méviles, en la ecologia de los genes de
resistencia a los antimicrobianos con especial énfasis en plasmidos, y la capacidad de
algunos genes de virulencia de insertarse en los mismos ha generado preocupacién
sanitaria. Kopotsa et al., 2019 realizaron una revision evaluando carbapenemasas y BLEE
asociadas a diferentes tipos de pldsmidos de incompatibilidad, siendo los del grupo
IncL/M capaces de transportar genes de la familia bla como blakec, blasuv y blactx-m. La
evaluacidon de la capacidad conjugativa se realizd en 35 cepas de K. pneumoniae
productoras de KPC-2. El 91,42% de los aislamientos fue positivo al ensayo de
conjugacién siendo todos los transconjugantes positivos al tipo IncL/M. La produccion
de carbapenemasas ha sido descripta en multiples tipos de plasmidos de
incompatibilidad, siendo el mas prevalente en Enterobacterales el IncF, y en menor
medida otros como IncN, IncX, IncA/C, IncL/M, IncR, IncP, IncH, Incl y IncW (Kopotsa et
al., 2019).

Los plasmidos de incompatibilidad de tipo IncL/M se encuentran asociados
comunmente a serin-B-lactamasas como KPC, CTX-M y TEM y Oxacilinasas como OXA-
48; aunque también son capaces de incorporar a su estructura genes de resistencia a
otros antimicrobianos como quinolonas fluoradas y aminoglucésidos (Bedenié¢ et al.,
2018). En Argentina, los plasmidos del tipo de IncL/M se reportaron a nivel nacional
(Gébmez et al, 2011), describiendo la emergencia y posterior diseminacidon de
K. pneumoniae ST258 productora de KPC-2 asociada con plasmidos de incompatibilidad
IncL/M. Posteriormente, Jure et al., 2019 describié la circulacion en Tucuman de
diferentes clones de K. pneumoniae productores de KPC-2 asociados con plasmidos del
tipo IncL/M, ambos resultados coincidentes con los descriptos en este trabajo de Tesis

Doctoral.
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Los estudios orientados a aevaluar la epidemiologia molecular realizados en este
estudio demostraron que los aislamientos de K. aerogenes productores de KPC-2 se
encontraban en un contexto de brote intrahospitalario. En este evento, considerando
las caracteristicas de los pacientes, un elevado porcentaje tenia comorbilidades y
factores de riesgo como hospitalizacion prolongada y uso previo de antibidticos de
amplio espectro. El tiempo promedio de hospitalizacién fue de 16 dias, con un rango de
permanencia de 0 a 40 dias, lo que explicaria la adquisicién de estas superbacterias,
principalmente en la UCI (Unidad de Cuidados Intensivos) resultados coincidentes con
reportes previos (Malek et al., 2019; Cabral et al., 2017; Hao et al., 2019).

En el contexto del presente brote, los tratamientos antimicrobianos empiricos
aplicados fueron errdneos por multiples razones: multirresistencia de las cepas
estudiadas, escaso conocimiento del brote, y limitada disponibilidad de opciones
terapéuticas (Tigeciclina y Fosfomicina) en el hospital, resultados coincidentes con
Hao et al., 2019, quien también reporta tratamientos empiricos inapropiados y describe
factores de riesgo como pacientes criticos con comorbilidades y uso prolongado de
cefalosporinas y quinolonas fluoradas para el tratamiento.

Las infecciones mas frecuentes asociadas a K. aerogenes fueron las de tracto
urinario e infecciones de sitio quirurgico (30%), se obtuvieron muestras de liquido
abdominal solo en el 20%, de los pacientes, mientras que otros autores como Malek et
al., 2019 describen como muestras clinicas mas frecuentes, respiratorias y de sangre.

Los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana confirmaron la resistencia a
piperacilina/tazobactam, ciprofloxacina y carbapenemes en todos los aislamientos. Hao
et al., 2019 han reportado tasas de resistencia similares a piperacilina/tazobactam,
ciprofloxacina y carbapenemes, y tasas superiores al 75% a aminoglucésidos como
amicacina y gentamicina. A diferencia de Tavares et al, 2015 que reportaron
aproximadamente un 60% de aislamientos de K. aerogenes no susceptibles a tigeciclina,
en nuestro estudio todos los aislamientos fueron sensibles a este antimicrobiano.

Entre los 14 aislamientos incluidos en el estudio, cuatro (28,6%) demostraron
resistencia a colistina, valores similares a los reportados por Tavares et al, 2015
mientras que Hao et al., 2019 reportaron solo un aislamiento de K. aerogenes resistente
a colistina. Desde que la colistina es considerada un antimicrobiano “de reserva”, la

emergencia de cepas resistentes a esta molécula representa un llamado de atencién. En
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este trabajo realizamos el primer reporte de aislamientos de K. aerogenes resistentes
simultaneamente a carbapenemes y colistina en nuestra regidn. Todos los aislamientos
resistentes a colistina pertenecieron al clon predominante. Este es un hecho
preocupante y justifica el uso mas riguroso de este agente antimicrobiano.

Entre los aislamientos de K. aerogenes resistentes a carbapenemes, la resistencia
mediada por produccién de carbapenemasas y la combinacién de mutaciones que
afectan la permeabilidad de membrana con hiperproduccién de AmpC han sido los
mecanismos mayormente descriptos (Guh et al., 2015).

En el estudio de los mecanismos de resistencia asociados a K. aerogenes
resistentes a carbapenemes realizado por Szabé et al., 2006, indicaron que las bombas
de eflujo no estan involucradas en dicho fenotipo de resistencia a pesar de un informe
previo de su importante papel en la resistencia al carbapenemes y, ademas, la pérdida
en el numero o funcionalidad de las porinas probablemente no sea el principal
mecanismo de resistencia en estos aislamientos. En Brasil, las enzimas KPC han sido
reportadas en aislamientos clinicos de Klebsiella aerogenes y del complejo Enterobacter
cloacae (Dallenne et al., 2010) al igual que en nuestro estudio. Otros autores han
reportado ademas genes asociados con la produccién de otras carbapenemasas como
blaxpc-3, blaoxa-as, blanom-s, and blanwvc-a (Lee et al., 2015).

En este estudio, las principales BLEE caracterizadas en el 100% de los
aislamientos fueron CTX-M-15 y SHV-2, datos que difieren de otros publicados en
nuestro pais, que reportan CTX-M-2 como el subtipo mas comun asociado a
Enterobacterales aislados de pacientes hospitalizados (Karlowsky et al., 2020), Lee et al.,
2016), por otra parte, nuestros datos coinciden con datos reportados por Castanheira et
al., 2021.

Los niveles de resistencia observados entre los aislamientos productores de
carbapenemsas de K. pneumoniae y K. aerogenes fueron similares, con la excepcién de
gue los aislamientos de K. aerogenes fueron menos susceptibles a la polimixinas, un
antimicrobiano utilizado ampliamente en el tratamiento de infecciones por
microorganismos productores de carbapenemasas.

Las enterobacterias con resistencia extrema o superbacterias tienen una

extraordinaria capacidad de diseminacién a nivel global, la OMS considera necesario
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llevar a cabo estrategias especificas de vigilancia y control de los clones de alto riesgo
involucrados en la transferencia horizontal (OMS 2017).

El interés de la vigilancia especifica cobra aun mads fuerza con la reciente
introduccion de nuevas alternativas terapéuticas, como ceftazidima-avibactam,
Imipenem-relebactam y ceftolozano-tazobactam, cuya actividad frente a las cepas
MDR/XDR ha resultado prometedora.

El estudio exhaustivo del escenario epidemioldgico asociado a bacilos Gram
negativos resistentes a carbapenemes desarrollado en esta tesis doctoral, constituyd la
base para planteary desarrollar la Gltima etapa de este trabajo de investigacién aplicada
con transferencia al medio; es asi que se logré optimizar las estrategias de vigilancia y
control en una institucion de salud. La planificacién y ejecucién del programa de
vigilancia estuvo dirigido a conseguir un conocimiento precoz, holistico, integrador y de
alta calidad de la situacién y evolucion de la resistencia antimicrobiana dentro de la UCI,
como sugiere Oteo-lglesias 2019.

Los resultados del protocolo piloto de vigilancia activa permitieron determinar la
magnitud del problema respecto de la incidencia de colonizaciéon por bacilos Gram
negativos resistentes a carbapenemes (BGNCR) en pacientes hospitalizados en UCl y las
carencias en la ejecuciéon de un programa de control de infecciones adecuado en el
nosocomio. A partir de los resultados de los cultivos de vigilancia activa y la
epidemiologia molecular, se implementaron medidas de contingencia para controlar la
diseminacion de estos microorganismos y, finalmente, se demostré una disminucién en
la incidencia de colonizacidén, resultados coincidentes con Landman et al., 2012.

La emergencia y diseminacion de BGN productores de carbapenemasas, como
paradigma actual de la resistencia extrema y de la panresistencia a los antibidticos en el
ambito sanitario, es una grave amenaza para la salud de los pacientes y para la salud
publica.

El maximo impacto de esta problematica se debe a la diseminacién de cepas de
K. pneumoniae productoras de KPC-2 y otros BGN, como A. baumannii y P. aeruginosa,
productores de OXA-48-like y VIM-1, respectivamente. La capacidad de estas cepas para
extenderse de forma rdpida y eficaz hace necesaria la existencia de sistemas de alerta
precoz interconectados, que nos permitan detectarlas inmediatamente y conocer su

epidemiologia (Miriagou et al., 2010; Wernli et al, 2011). Numerosos autores
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consideran que la aplicacion de medidas de control de la infeccién es clave para el
control de la diseminacidn de microorganismos multirresistentes (Cantén y Bryan, 2012;
Carmeli et al., 2010) y requiere de un abordaje multidisciplinar, que incluya aspectos
relacionados con la vigilancia (deteccion precoz del caso indice y deteccidn activa de la
colonizacidn en pacientes). Ademas, la implementacién de precauciones estandar y de
contacto, incluso de medidas de cohorting si fuera necesario, ademds de la limpieza y
desinfeccion ambiental permiten controlar efectivamente la diseminacion de
mecanismos de resistencia y salvaguardar los antimicrobianos disponibles (Cantén y
Bryan, 2012; Carmeli et al, 2010). Estos procedimientos coinciden con los
implementados en este estudio, en el cual utilizamos un sistema de alerta precoz para
detectar inmediatamente los pacientes colonizados con estos patégenos, ejecutar un
aislamiento de cohorte en la UCl y aplicar los protocolos establecidos en el PCI.

En un estudio realizado en Nueva York en el que se comparaban las practicas de
control de infecciones entre 9 hospitales vecinos, se evidencid que los hospitales que
llevaban a cabo cultivos de vigilancia activa tuvieron mas éxito en la disminucidon de la
tasa de adquisicion de bacilos Gram negativos productores de KPC (Landman et al,,
2012) y reducciones en la estancia hospitalaria promedio de los pacientes internados.
Por otro lado, (Thatrimontrichai et al.,, 2020) y (Lledo et al., 2009) aseguran que la
deteccidn de portadores de BGNCR es beneficiosa en el control y la reduccién de casos
de infecciones asociadas, tanto en brotes como en situaciones no epidémicas,
impulsando de este modo a la vigilancia activa de pacientes criticos cuando sea posible.
La implementacidn de programas de optimizacién del uso de antimicrobianos es otra de
las medidas que puede ayudar a limitar la seleccion de cepas productoras de
carbapenemasas (Chen et al, 2021; Rodriguez-Baifo et al., 2011). Con nuestro
protocolo, los resultados obtenidos demostraron que las medidas adoptadas durante el
estudio, en un periodo acotado, en conjunto con la ejecucién del Programa de Uso
Racional de Antimicrobianos (PROA) y la vigilancia microbiolédgica sistematica de los
pacientes permitieron reducir significativamente la colonizacién global dentro de la
UCI1, del 16,92% al 9,67% (X? = 0,014).

Luego de implementar un programa multidisciplinario de Vvigilancia
epidemioldgica, Hayden et al., 2015, demostraron una reduccién significativa de los

casos de colonizacidn por Enterobacterales productores de KPC (50%) y de la frecuencia



DISCUSION

de infecciones asociadas a estos microorganismos (30%) en pacientes pertenecientes a
un hospital de estancia prolongada; dicho estudio no incorporé un programa de uso
racional de los antimicrobianos o, al menos, no se hace referencia a esto.

Algunos trabajos realizados en grupos poblacionales de riesgo, como pacientes
internados y neonatos, sefialan que el tiempo de hospitalizacion es una variable
asociada al riesgo de colonizacién por BGNCR (Chen et al., 2021; Rodriguez-Bafio et al.,
2011; Schwaber et al., 2008). En este sentido, Lin et al., 2013, aseguran que la
colonizacidn en centros sanitarios donde la internacion es prolongada es cercana al 30%,
contra un 3% en los centros con internaciones breves. Si bien nuestro estudio se
desarrollé solo en una UCI y el numero de pacientes estudiados es una limitante, el
protocolo implementado en cada etapa durante 9 semanas nos permitid observar
diferentes tiempos de colonizacidn en los pacientes admitidos. Santolin et al., 2017
consideran que la omision del cultivo de vigilancia realizado a las 48-72 h de la admisién
en la unidad incrementaria el nimero de pacientes colonizados por la rédpida
diseminacion horizontal de los BGNCR; en nuestro trabajo, solo 2 pacientes (uno
correspondiente a cada etapa muestral) positivizaron sus cultivos tras 48 hs de
permanencia en el servicio.

El estudio de epidemiologia molecular muestra diferentes patrones de
diseminacién de BGNCR en la UCI. Por una parte, la emergencia y diseminacién de
K. pneumoniae se produce a expensas de diversos clones, mayoritariamente portadores
de KPC-2 asociada con BLEE del tipo SHV-2 y CTX-M-15, lo que agrava el problema, por
presentar multiples resistencias a otros grupos de antimicrobianos. En nuestro hospital,
esta epidemiologia fue descripta anteriormente por el grupo de trabajo (Jure et al,,
2019; Vargas et al., 2019), por lo cual nuestros resultados confirman que, si bien no
existe la persistencia de un clon particular, el clon ST17 nuevamente se comporta como
uno de los prevalentes en la regién. En cuanto a la distribucidn geografica, ST17 también
fue descripto por Argente et al., 2019, en Espafia, asociado a la produccion de OXA-48,
y por Andrade et al., 2018, en Brasil; dicho clon fue asociado a KPC-2 y no fue reportado
en estudios epidemiolégicos recientes realizados en Argentina por Cejas et al., 2019. En
la base de datos del Instituto Pasteur (bigsdb.pasteur.fr) se encuentran registrados 103
aislamientos de K. pneumoniae ST17 procedentes de muestras de sangre, materia fecal,

esputo, orina, abscesos y respiratorias, de pacientes colonizados e infectados. En cuanto
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al tipo capsular, en este trabajo no se detectaron los tipos capsulares ensayados (K1 y
K2), previamente descriptos en nuestra regién por nuestro equipo de trabajo (Vargas et
al., 2019), donde informamos un aislamiento ST17 asociado al tipo capsular K2; estos
resultados difieren de los de Martin et al., 2016, quienes reportan ST17/ K23, y de los
de Andrade et al., 2018, quienes describen ST17/ K112.

Es importante recalcar que en el periodo 2, la poblaciéon policlonal de
K. pneumoniae descripta previamente en este hospital se ve sustituida por la presencia
de un unico clon, ST353. Analizando el perfil de sensibilidad, el corto periodo en el que
fueron obtenidas estas cepas, los perfiles de restriccion y secuenciotipos idénticos,
asumimos que nos encontrabamos epidemioldgicamente en una situacién de brote por
un secuenciotipo no descripto antes en nuestra regién y asociado a serin-
carbapenemasas del tipo KPC-2 y BLEE SHV-2 y CTX-M-15. Este secuenciotipo también
fue reportado por Thomas et al., 2013, quienes describen un brote por K. pneumoniae
ST353, coproductora de enzimas tipo OXA-48 y SHV, en pacientes colonizados.

En cuanto a la virulencia de las cepas de K. pneumoniae colonizantes,
demostramos la ausencia de genes asociados a hipervirulencia (rmpA, iutA) y a
elementos fimbriales tipo 3 (genes mrk) y la presencia de genes entB y kpn, ambos
ampliamente distribuidos en el género Klebsiella. Solo los aislamientos pertenecientes
a los secuenciotipos ST13 y ST86 estuvieron asociados al serogrupo capsular K2.

Los aislamientos de A. baumannii fueron mayoritariamente productores de
metalo-B-lactamasas IMP-1. El analisis de PFGE individualizé 6 pulsotipos agrupados en
3 clusters, con lo que podriamos asumir que la diseminacion en la UCI fue clonal, en
concordancia con otros estudios que demuestran la clonalidad de estas cepas

(Rodriguez et al., 2018).
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7. CONCLUSIONES

La vigilancia y control de la diseminacion de bacilos Gram negativos con
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos representa un desafio multifactorial
que implica la adopcién de medidas de control preventivas destinadas a restringir la
circulacion de clones exitosos multirresistentes y potencialmente virulentos, y ademas
detectar la emergencia de nuevos clones.

Este es el primer estudio de caracterizacidon de factores de virulencia en multiples
clones de K. pneumoniae hipermucoviscosas productoras de KPC-2 en nuestra region,
estos hallazgos indicarian que no existe una correlacién significativa entre la asociacién
de factores de virulencia, resistencia a carbapenemes, tipos de infeccién y tipo clonal en
las cepas estudiadas. Ademads, la existencia de multiples clones de K. pneumoniae
productoras de KPC-2 en un corto periodo de tiempo y la elevada incidencia observada,
contribuyen a explicar la gran diversidad genética y el alto poder de diseminacién de
enzimas KPC, lo que implica un verdadero problema de salud publica. Los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral constituyen la base cientifica para continuar la
vigilancia molecular de estos microorganismos y los mecanismos de resistencia ya
evaluados, como asi también profundizar en otros mecanismos asociados a la
resistencia antimicrobiana frente a otros grupos de antibiéticos como aminoglucésidos,
quinolonas fluoradas o polimixinas.

Logramos evidenciar la capacidad de los aislamientos de K. pneumoniae
productores de KPC de transferir por conjugacidon el gen blakec-2, y caracterizar el
plasmido de incompatibilidad (IncL/M) implicado en su diseminacién y persistencia. Es
necesario continuar con los estudios de caracterizacion sobre las cepas
transconjugantes para evaluar la coexistencia del gen blakpc-2 y genes responsables de la
produccién de BLEE.

En el transcurso de la Tesis Doctoral, K. pneumoniae ST258 productor de KPC
descripto como predominante de Argentina sélo fue recuperado de un paciente
(registros de infeccidn urinaria y tratamiento exitoso con amicacina), mientras que otros
clones como ST25 y ST17 ambos productores de KPC-2 y considerados clones

emergentes, fueron mas prevalentes. Estos datos refuerzan la necesidad de mantener
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la vigilancia molecular de los principales clones circulantes para profundizar en el
conocimiento de su comportamiento y continuar con la caracterizacién molecular de los
mismos.

Evaluamos las caracteristicas clinicas, epidemiolédgicas y moleculares asociadas a
un brote por K. aerogenes resistentes a carbapenemes. Si bien este microorganismo es
un agente implicado frecuentemente en infecciones nosocomiales, es escasa la
informacién publicada. Los pacientes de los cuales se aislaron estas cepas tuvieron una
mayor mortalidad atribuible a infecciones por el mismo en comparacién con otras
enterobacterias carbapenem resistentes recuperadas en el mismo periodo de estudio.

Este trabajo de Tesis Doctoral constituye un gran avance en la articulacién entre
la ciencia y el sector sanitario publico, los resultados obtenidos permitieron determinar
la diseminacién de carbapenemasas dentro de un nosocomio, y desarrollar

posteriormente una metodologia eficaz para controlarlas.

Desarrollar un protocolo multidisciplinario de vigilancia adaptado a una UCI
permitio evaluar el impacto en la incidencia de colonizacién por BGNCR y demostrar que
el cultivo de vigilancia activa en unidades de alto riesgo reduce significativamente la
colonizacidn de los pacientes por estos microorganismos; por lo tanto, el cumplimiento
riguroso de medidas de control de infecciones y de un protocolo de uso racional de
antimicrobianos monitorizado, son necesarios en entornos de alto riesgo para prevenir
brotes o infecciones invasivas por BGNCR. Fue posible detectar nuevos clones de K.
pneumoniae asociados a la produccion de KPC-2 y BLEE, como asi también detectar otras
carbapenemasas subestimadas como la familia OXA-48-like y metalo-B-lactamasas que
no habian sido reportadas previamente en la region, como IMP-1.

En el contexto del programa de vigilancia activa determinamos su eficiencia al
obtener una reduccién significativa de pacientes colonizados, en conjunto con una
disminucion de la diversidad de clones de K. pneumoniae productores de
carbapenemasas. Logramos identificar pacientes colonizados por mdas de un
microorganismo productor del mismo tipo de carbapenemasas e implementar medidas
de contencion frente a la deteccion precoz de los mismos.

Los resultados y conclusiones de esta Tesis ponen de manifiesto el complejo

panorama de los bacilos Gram negativos productores de carbapenemasas y la
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diseminacion eficaz de estas enzimas en un hospital regional de tercer nivel. Su
deteccion, caracterizacidn, seguimiento continuo y andlisis a diferentes niveles
constituye, tal y como sefialan los diferentes planes de lucha contra la resistencia a los

antimicrobianos, un pilar esencial para asegurar su contencién.
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El grupo de investigacion considera importante continuar trabajando de manera
conjunta entre los diferentes sectores de la provincia, ciencia, sector privado y entes
reguladores, con el fin de vigilar la circulacién de bacterias multirresistentes en nuestra

provincia.

Optimizar el protocolo de vigilancia desarrollado con el fin de incorporar al

mismo la investigacion de otras bacterias multirresistentes en pacientes hospitalizados.

Investigar la presencia de mecanismos de resistencia de interés clinico y
epidemioldgico que afecten otros grupos de antimicrobianos como quinolonas,

polimixinas y aminoglucdsidos.

Evaluar la patogenicidad de clones emergentes mediante secuenciacion de
genoma completo y la correlacidon de factores de virulencia con la patogenicidad en

modelos in vivo utilizando animales de experimentacion.

Profundizar la caracterizacion molecular de plasmidos y otros elementos

genéticos moviles, implicados en la diseminacidn y persistencia de carbapenemasas.

Contribuir a la creacion de un laboratorio certificado bajo la norma IRAM-ISO
9001:2015 en el cual se realicen metodologias validadas por normativas internacionales
utilizadas para la caracterizacidon de microorganismos multirresistentes en el contexto

de “una salud”.

Continuar trabajando en conjunto con organismos publicos, privados e
instituciones sanitarias para promover la prevenciéon y el control de la resistencia

bacteriana en nuestra region.
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