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Resumen

Enterobacterales son bacterias de gran importancia en salud publica
debido a su capacidad de causar multiples infecciones asociadas a la
atenciéon de la salud y a la comunidad. Ademas, Enterobacterales
portadores de carbapenemasas son un serio problema de manejo
clinico, debido a que son resistentes a -lactamicos en general y a otros
grupos de antibiéticos, presentando fenotipos de multirresistencia
(MDR) o extrema resistencia (XDR), quedando pocas posibilidades de
tratamiento.

El presente trabajo colaborativo entre dos laboratorios de referencia del
Inciensa y el H. San Juan de Dios permitié la caracterizacion de
Enterobacterales portadores de carbapenemasa tipo MBL-NDM
asociados a un brote en pacientes de servicios diferentes de dicho
hospital, logrando un andlisis que incluye informacién epidemiolégica,
fenotipica y genotipica de las bacterias, mostrando la capacidad de
trabajo en conjunto y las posibilidades de uso de una herramienta como
la secuenciacion completa del genoma en apoyo al estudio de brotes
causados por organismos MDR y XDR.
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Antecedentes

El mecanismo de resistencia a B-lactamicos mas comun en Enterobacterales es la hidrélisis del
antibiético por medio de B-lactamasas. Dentro de las B-lactamasas de importancia clinica que se
recomienda detectar de rutina en el laboratorio clinico debido a su impacto en las decisiones de
tratamiento y las medidas de contencién, se encuentran las enzimas con capacidad de hidrolisis
de cefalosporinas de amplio espectro como son B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) y las
B-lactamasas tipo AmpC, ambas detectadas en Enterobacterales referidos por los laboratorios
de la Red Nacional de Laboratorios de Bacteriologia (RNLB) a través de la vigilancia de la
resistencia a los antimicrobianos (RAM) en el Centro Nacional de Referencia de Bacteriologia
(CNRB) (Tijerino, 2016 y datos no publicados). Ademas, de estas dos enzimas es necesario la
confirmacion de las carbapenemasas que en su mayoria presentan la capacidad hidrolitica sobre
la mayoria de B-lactamicos incluyendo los carbapenemes. Enzimas que deben ser diferenciadas
entre los diferentes grupos de carbapenemasas: clase A (por ej. KPC), clase B las metalo-$3-
lactamasas (MBL) como NDM, VIM o IMP y clase D (enzimas del tipo OXA) (Ambler, 1980;
Queenan 2007). A través de la vigilancia de la RAM en el CNRB, se ha determinado que las
carbapenemasas tipo MBL son las mas frecuentes en bacilos Gram negativos de importancia
clinica referidos por los miembros de la RNLB. Las MBL mas frecuentes en Psedomonas
aeruginosa son las del tipo IMP y VIM (Jiménez, 2018), mientras que en Acinetobacter y
Enterobacterales son las del tipo NDM, en Enterobacterales con frecuencia acompafnadas de la
presencia de BLEE tipo CTX-M (datos no publicados). Ademas de las carbapenemasas, los
bacilos Gram negativos que presentan este tipo de enzimas, por lo general son resistentes a
diferentes grupos de antibidticos siendo aislamientos multi-resistentes (MDR) o con resistencia
extrema (XDR), dejando pocas posibilidades de tratamiento.

En este informe se presenta el andlisis de 7 aislamientos de Enterobacterales NDM positivo,
incluyendo aislamientos de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Proteus mirabilis
referidos por el laboratorio clinico del Hospital San Juan de Dios (HSJD) para su confirmacion.
De los siete aislamientos, cuatro provienen de pacientes de la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI) Covid Criticos, un aislamiento de un paciente en el servicio de la Unidad de Emergencias
Quirargicas (UEQ) y un aislamiento de un paciente en ortopedia.
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Metodologia

Los aislamientos bacterianos fueron referidos al CNRB por el Laboratorio Clinico del HSJD.
Cada uno de los aislamientos venia acompafiado con la boleta Inciensa-R86 Solicitud de
Confirmacién Diagndstica, que incluye informacion demografica y clinica de los pacientes,
asi como los resultados de la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos (PSA) y de la
presencia de carbapenemasa NDM confirmada.

La Unidad de Vigilancia Epidemiolégica (UVE) del HSJD compartié con el CNRB el “Informe
de campo brote cepas NDM UCI COVID critico y otros servicios”, documento del que se
toma el niumero de caso y se mantiene para este informe.

En el CNRB se llevo a cabo la confirmacion de la identificacion de cada uno de los
aislamientos y del perfil de resistencia referido por el Laboratorio Clinico por medio de
Vitek®2 Compact. La PSA a meropenem, aztreonam, tigeciclina y fosfomicina se realizé
mediante la metodologia de referencia de difusién de disco. Ademas para meropenem se
determin6é la concentracién inhibitoria minima (CIM) por medio de E-test. Para la
interpretacion de la PSA se utilizé la CLSI M100 S31, 2021. Tigeciclina y fosfomicina se
interpretdé segln punto de corte establecido por el Laboratorio Regional de Referencia
como se indica en el consenso Latinoamericano de la publicacion (Jiménez, 2019). La PSA
a colistina se realiz6 por medio de la determinacién de la CIM utilizando el método
recomendado por CLSI y EUCAST, la microdilucién en caldo y se interpret6 con el punto
de corte de EUCAST 2021.

La confirmacion de los genes codificadores de MBL tipo NDM y de B-lactamasa de espectro
extendido tipo CTX-M se llevd a cabo por medio de PCR punto final con los protocolos
descritos por Nordmann, 2011 y Pagani, 2013.

En el laboratorio de gendmica y biologia molecular del Inciensa se realizé la
secuenciacién del genoma completo (WGS, whole genome sequencing) de cuatro
aislamientos de K. pneumoniae y uno de E. cloacace utilizando tecnologia lllumina y los
protocolos estandarizados de la red de subtipificacion molecular PulseNet LA&C
(OPS/OMS). Los estudios gendmicos comparativos se realizaron gen por gen, bajo el
esquema de wgMLST (whole genome MLST), basado en la identificacion de variaciones
alélicas a lo largo de todo el genoma bacteriano. Con el software Bionumeric 7.6.3 se
identificaron los alelos utilizando el motor de céalculo de Appliedmaths, el cual cuenta con
19 729 loci para K. pneumoniae (https://www.applied-maths.com/applications/wgmist). La
comparacion de los alelos reconocidos se hizo con el coeficiente de correlacién variables
categoricas y como método de construccion del dendograma de comparacion UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages).
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Resultados

La informacién de paciente y los nimeros de casos que se incluyen en este informe se tomaron
de la Boleta de confirmacién diagnostica referida con cada uno de los aislamientos bacterianos,
asi como del Informe de campo “brote cepas NDM UCI COVID critico y otros servicios” elaborado
por la UVE de HSJD. Por lo anterior y en un intento de mantener la estandarizacion con el informe
del HSJD, los numeros de caso utilizados en este documento corresponden al mismo numero
indicado en el informe antes mencionado, el que incluye ocho casos al 27 de marzo 2021. Los
casos 1, 2, 3, 4, 5y 8 corresponden a pacientes de UCI COVID critico, mientras que el caso 6
es de un paciente de UEQ y el caso 7 de ortopedia. Todos fueron reportados entre el 13 de enero
al 23 de febrero. En el CNRB se recibieron siete asilamientos correspondientes a seis de los
casos (caso 2, caso 3, caso 4, caso 6, caso 7 y caso 8).

De los aislamientos correspondientes a los cuatro casos de pacientes en UCI COVID critico, el
caso 2 proviene de una paciente femenina de la que se obtuvo un aislamiento de Klebsiella
pneumoniae recuperado de esputo, mientras que los otros tres provienen de pacientes
masculinos recuperados de esputo (caso 3, K. pneumoniae), sangre (caso 4, Enterobacter
cloacae) y orina (caso 8, K. pneumoniae). Para el caso 6 se recibieron dos aislamientos uno de
K. pneumoniae y uno de Proteus mirabilis obtenidos de un hematoma de una paciente femenina.
El caso 7 corresponde a K. pneumoniae de un paciente masculino y recuperado de orina (Cuadro
1). Todas las cepas fueron referidas por el laboratorio clinico del HSJD como positivas para la
MBL NDM, lo que fue confirmado por PCR en el CNRB. Ademas, todos los aislamientos, excepto
el de P. mirabilis, resultaron BLEE tipo CTX-M positivo, también por PCR.

Las MBL presentan la capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y cabapenemes, sin
capacidad de hidrélisis a aztreonam, ademas de ser resistentes a inhibidores de B-lactamasas
usados en el ambito clinico (Queenan, 2007). En el caso de las cepas bajo estudio, son
portadoras de BLEE CTX-M, enzima con capacidad hidrolitica a cefalosporinas en general y
monobactames como el aztreonam. Uno de los aspectos de importancia clinica en este tipo de
aislamientos es que cepas productoras de carbapenemasas suelen tener un perfil de multi-
resistencia o extrema resistencia incluyendo diferentes mecanismos de resistencia a diferentes
grupos de antibiéticos como los aminoglucésidos, fluoroquinolonas vy trimetoprima
sulfametoxazole entre otros. En el cuadro 1 se incluyen los resultados a diferentes tipos de
antibioticos evidenciando que todas las cepas analizadas presentan resistencia a diferentes
grupos. Al respecto, de acuerdo al consenso latinoamericano para definir, categorizar y notificar
patégenos multirresistentes (MDR), con resistencia extendida (XDR) o panresistentes (PDR)
(Jiménez, 2019), de los cinco aislamientos de K. pneumoniae analizados uno se cataloga como
MDR con sensibilidad a fosfomicina, tigeciclina y colistina. Los otros cuatro aislamientos se
clasifican como XDR, tres de ellos con sensibilidad a fosfomicina y colistina y uno con sensibilidad
Gnicamente a colistina. Estos resultados estan en coincidencia a lo que se describe en la
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literatura sobre Enterobacterales NDM positivo, en general sensibles GUnicamente a colistina y
tigeciclina (Kumarasamy, 2010). Para los aislamientos de E. cloacae y P. mirabilis ReLAVRA aln
no cuenta con definiciones para estos perfiles de resistencia, pero en el mismo cuadro se muestra
como ambos presentan resistencia a diferentes grupos de antibioticos que los identificarian como
al menos MDR.

Cuadro 1. Resumen de los 7 aislamientos referidos al CNRB relacionados a un brote en UCI

COVID critico y otros servicios, Hospital San Juan de Dios

caso 2 (F) caso 3 (M) caso 4 (M) caso 6 (F) caso 7 (M) caso 8 (M)
Anilisis Kpn 654221 Kpn 653146 Ecl 653273 Kpn 649958 | Pmir 649959 | Kpn 654332 Kpn 655909
ucl ucl ucl UEQ UEQ ortopedia ucl

Cefotaxima* > 64 >64 > 64 > 64 32 > 64 264
Ceftazidima* > 64 264 > 64 > 64 264 > 64 > 64
Cefepima* >64 >64 >64 >64 4 >64 >64
Aztreonam** 11 12 6 15 31 7 9
Meropeneme 8 16 1 4 232
Meropenem* >16 >16 216 216 >16 >16 216
Imipenem* 216 216 216 216 216 216 216
Amikacina* > 64 >64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64
Gentamicina* >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
Ciprofloxacina** 12 12 15 19 38 24 11
Acido nalididico** 10 11 15 16 21 18 10
Levofloxacina** 16 16 21 21 23 15
Trimetorpim

2320 2320 2320 >320 <20 <20 2320
sulfametoxazole*
Tigeciclina** 16 15 23 20 17 21 17
Fosfomicina** 21 20 21 26 36 25 16
Colistinat 0,5 1 0,5 0,5 RN 1 0,5
PCR NDM/CTX-M NDM+/CTXM+ | NDM+/CTXM+ [ NDM+/CTXM+ | NDM+/CTXM+| NDM+/CTXM-| NDM+/CTXM+ | NDM+/CTXM+
Perfil de resistencia XDR XDR SDE XDR SDE MDR XDR

Prueba de sensibilidad por *Vitek (ug/mL), ** difusién de disco (mm), *E-test (ug/mL), 'microdulicién en caldo
(ug/mL). F: femenino. M: masculino. Kpn: Klebsiella pneumoniae. Ecl: complejo Enterobacter cloacae. Pmir:
Proteus mirabilis. UCI: UCI COVID critico. UEQ: Unidad de Emergencias Quirdrgicas. RN: resistencia natural.
MDR: multi resistencia XDR: extrema resistencia SDE: sin definicion estandarizada en la region.

Fuente: Centro Nacional de Referencia de Bacteriologia, Inciensa

El aislamiento de P. mirabilis fue sensible a aztreonam y meropenem por punto de corte dando
la posibilidad de tratamiento para estos antibidticos, ademas presenté sensibilidad para
ciprofloxacina, trimetoprim sulfametoxazole y sensibilidad dosis dependiente para cefepima. En
cuanto a la CIM de meropenem por Vitek para este aislamiento y los otros aislamientos
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analizados, en el cuadro 1 se muestra que es = 16 pg/ml. Pero, por E-test los casos 2, 3,6y 7
muestran una CIM de 4 6 8 ug/ml y el caso 4 CIM de 16 pg/ml. El valor de la CIM de meropenem
es muy importante ya que podria indicar posibilidad de tratamiento en cepas productoras de
carbapenemasa. De esta forma si la cepa portadora de carbapenemasa presenta valores de
meropenem para CIM < 8 pg/ml, el carbapenem es apto para tratamiento combinado (requiere
alta dosis e infusion prolongada). En caso de que la CIM sea = 32 pg/ml, el carbapenem no es
apto para tratamiento combinado. Si la CIM es 16 pg/ml, se toma como indeterminado, en este
caso se requiere del analisis del contexto clinico del paciente en conjunto con la documentacion
microbiolégica de disponibilidad de otras opciones terapéuticas. Por lo anterior es importante
para el laboratorio clinico contar con una prueba alternativa para determinar la CIM de
meropenem para este tipo de aislamientos. Lo anterior se justifica debido a que estudios
publicados indican que la sobrevida de los pacientes infectados por Enterobacterales portadoras
de carbapenemasas puede verse beneficiada si se utilizan tratamientos combinados en los que
se pueden incluir carbapenemes, especificamente los que pueden ser aplicados en infusion
prolongada como meropenem y doripenem (Qureshi, 2012; Roberts, 2009). En este sentido, de
los aislamientos analizados en este informe, solo el caso 8 esté dentro del valor en donde no se
recomienda el antibiotico como posibilidad de tratamiento = 32 pug/ml.

Para los aislamientos de K. pneumoniae correspondientes a los casos 2, 3, 6 y 7 se corroboré la
presencia de los genes NDM y CTX-M detectados por PCR utilizando secuenciacién completa
del genoma (SCG), como se muestra en la figura 1, se confirmaron en los 4 aislamientos la
presencia del gen blanom-1 Y en tres de ellas el gen blacrx-m-ss, mientras que en el otro aislamiento
blacrx-m-139. Ademas, los cuatro asilamientos presentan todos o algunos de los genes codificantes
de otras B-lactamasas incluyendo blacwuy-s, blarem-1g, blasnv-so 0 blasnv-40 y blaoxa1. Otros genes
de resistencia detectados fueron rmtC que codifica para la 16S metiltransferasa que confiere
resistencia de alto nivel a aminoglicosidos (ej. amikacina y gentamicina) encontrado con
frecuencia en asilamientos de Enterobacterales NDM positivo, aac(6')-Ib-cr (variante génica que
puede producir resistencia simultanea contra aminoglucésidos y fluoroguinolonas), gnrB, ogxA y
0gxB (confieren resistencia a fluoroquinolonas mediada por plasmidos), y fosA (resistencia a
fosomicina), entre otros.

Ademas, por medio de SCG se realiz6 la comparacion por wgMLST determinandose que los
asilamientos de los pacientes en la UCI (casos 2 y 3) estan relacionados genéticamente, con una
similitud del 100 %, ambos pertenecientes al secuenciotipo ST50, mientras que los aislamientos
de los casos 6 y 7 relacionados a servicios diferentes a la UCI resultaron con una similitud de
99,8 %, ambos del secuenciotipo ST276. La similitud entre los dos cllsteres fue de 18,3 %,
mostrando que eran grupos diferentes (Figura 1). Este hallazgo es similar a lo reportado en otros
trabajos en los que se ha determinado que NDM-1 se encuentra en aislamientos de la misma
especie sin relacion clonal (Kumarasamy, 2010).
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Figura 1. Dendograma de similitud genética para K. pneumoniae por wgMLST, utilizando como
coeficiente de correlacién variables categéricas y como método de construccion UPGMA.
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wgMLST : whole genome multi locus sequence typing. RAM: resistencia a los antibiéticos. Cuadro rojo :
presencia del determinante de resistencia. Espacio en blanco : no se detecté el determinante de
resistencia. Key: identificador de la muestra. ST: secuenciotipo.

Fuente: Laboratorio de Gendémica y Biologia molecular del Centro Nacional de Referencia de Inocuidad de
Alimentos, Inciensa.

En lafigura 1 también se muestra que los dos clusteres identificados (ST50 y ST276) presentaron
plasmidos similares IncC y IncFIB(K), lo que podria sugerir que estos dos plasmidos son los
portadores de los genes de resistencia, sugiriendo ademas transferencia horizontal de genes
dentro de la misma especie entre grupos clonales diferentes.

También abre la hipotesis de transferencia de estos plasmidos a especies diferentes como P.
mirabilis y E. cloacae también relacionados a este brote (cuadro 1), lo que se ha demostrado en
diversos estudios (Hammerum, 2016; Borgia 2012). Esta hipotesis se refuerza con los resultados
de la SCG de la cepa de E. cloacae incluida en este informe. Por medio de este analisis se
detectd en este aislamiento de forma similar con K. pneumoniae los genes blanpm-1, blacwy-s,
blatem-1s, blaoxa-1, rmtC, aac(6")-Ib-cr, gnrB y fosA. También present6 el gen codificante de BLEE
CTX-M, la variante blacrx-m-15, ademas del gen gnrS. Debido a las limitaciones de la plataforma
lllumina utilizada para la secuenciacion de genomas, es imposible poder hacer una
caracterizacion detallada de los plasmidos presentes en los aislamientos secuenciados. Es por
eso que solo se sugiere la posibilidad de transferencia horizontal de los genes de resistencia.
Seria necesario el uso de una plataforma complementaria por ejemplo Oxford Nanopore o PacBio
para dilucidar este punto. Asi como para dilucidar mas informacién sobre la estructura y bagaje
genético del plasmido adicional IncFIl que contienen los dos aislamientos del secuenciotipo
ST50, relacionado a los casos de UCI.
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Conclusiones

Enterobacterales son organismos de importancia clinica causantes de infecciones tanto
asociadas a la atencion de la salud como a la comunidad, lo que se ha demostrado en Costa
Rica a través de la Estrategia para la Vigilancia de RAM de microorganismos de importancia en
salud publica, que incluye datos de cuatro de los hospitales de mayor complejidad dentro de los
que se encuentra el HSJD. El Informe de esta Estrategia muestra que, especies de
Enterobacterales como las analizadas en este documento, se encuentran dentro de los
organismos causantes de infecciones graves, como lo muestra la figura 1 y 2 del informe de la
Estrategia, en las que se incluyen aislamientos provenientes de liquido cefalorraquideo y sangre.
Ademas de ser frecuentes en infecciones urinarias, figura 7 del mismo informe (Jiménez y grupo
de trabajo de la Estrategia RAM, 2020). Por lo que, estudios colaborativos como este es relevante
para fortalecer la respuesta local con informacién en cuanto a la relacién genética de cepas
asociadas a un brote, en este caso provenientes de diferentes servicios del mismo
establecimiento de salud, en un mismo tiempo, demostrando que aislamientos de la misma
especie provenientes de pacientes en diferente servicios pertenecen a grupos clonales
diferentes. Aunque no fue posible definir la transmisién horizontal de la resistencia a través de
plasmidos conjugativos entre los clones de K. pneumoniae a otras especies involucradas en el
estudio, las similitudes fenotipicas y la presencia de plasmidos de los mismos grupos de
incompatibilidad abren esta posibilidad. Esta hipotesis podria ser corroborada mediante el uso
de plataformas de secuenciacion complementarias a la empleada en este estudio.

Otro aspecto a recalcar es que a través del analisis realizado se demuestra que, a pesar de que
vivimos un momento en el que las herramientas gendémicas parecen estar desplazando los
analisis fenotipicos, por el contrario, se trata de analisis complementarios. Lo anterior se pudo
ver con la determinacion de la CIM a meropenem por E-test, obteniendo seis aislamientos de
siete con valores de CIM que indican posibilidad de tratamiento con este carbapenem a pesar de
la presencia de carbapenemasa tipo NDM. Un dato que no puede ser obtenido por un analisis
genético.

Con lo anterior, se demostré la capacidad instalada a nivel local (HSJD) y de Referencia
(Inciensa) para la caracterizacion de organismos de importancia clinica MDR y XDR incluyendo
informacién epidemioldgica, fenotipo y genotipo. Esto permite mantener una perspectiva a futuro
cercano para utilizar este tipo de trabajos colaborativos en busca de una respuesta oportuna en
la deteccion temprana de brotes, dando informacién valiosa para la toma de decisiones para la
contencidn de la diseminacién de organismos MDR y XDR, ademas de poner a disposicion de la
seguridad social metodologias de comparacién apropiadas que contribuyen a establecer con
mayor exactitud la posible relacién epidemioldgica entre distintas cepas en diferentes servicios
de los establecimientos de salud. Esto, se traduce en informacién de apoyo al control de
infecciones del establecimiento de salud.
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