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Resumen

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS), estan relacionadas con una elevada
morbilidad, mortalidad y un gasto econémico importante debido a la sobre estancia hospitalaria que
estas generan. Ademas, el uso generalizado e indiscriminado de antimicrobianos en el tratamiento
de estas infecciones promueve la seleccién y permanencia de cepas multidrogo resistentes (MDR)
que eventualmente pueden emerger o distribuirse en las unidades hospitalarias. El objetivo de este
estudio fue determinar la diversidad de la comunidad bacteriana en el area hospitalaria, asi como
identificar las bacterias causantes de infecciones nosocomiales en pacientes de las unidades de
cuidados intensivos neonatales (UCIN), y cuidados intensivos adultos (UCI), apoyado en el
desarrollo, estandarizacion y validacion de una técnica de diagnéstico rapido. Para ello, se realizé
la validacién analitica y clinica de 15 pruebas diagnésticas basadas en la amplificacion isotérmica
de acidos nucleicos (LAMP, por sus siglas en inglés) con 192 cultivos aislados a partir de muestras
biolégicas de pacientes con infecciones nosocomiales en UCIN y UCI, del HGZ1 IMSS de B.C.S.
Se desarrollaron, estandarizacién y validaron cuatro pruebas para la identificacién de:
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus, asi como 11 pruebas para identificar los genes involucrados en el mecanismo de
resistencia a antimicrobianos; Clase A B-lactamasas (ESBL): blarem, blaswy, blakec, clase B -
lactamasas: blayp, blaym, bfaNDM_ Clase D ,B-Iactamasas; blaoxa-23-iike ‘ blaoxa-24-iike . blaoxa-51-ike .
blagxsssixe ¥ mecA de S. aureus resistente a meticilina. Encontrando que la sensibilidad,
especificidad, Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) de las pruebas
diagnosticas es del 100%, en comparacién con el equipo automatizado Vitek 2 y la técnica de PCR
punto final. Ademas, se determin6 que la extensa resistencia a B-lactamicos en UCI es causada
por la produccién de @B-lactamasas de amplio espectro (ESBL) mediada principalmente por blarew y
blagyy en A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa. De esta manera, la aplicacion de las
técnicas de diagnéstico representan una alternativa para su uso rutinario en las instituciones de
salud, favoreciendo el acertado y oportuno diagnéstico de las infecciones nosocomiales. Como
medida preventiva de la propagacion de estos patdgenos en el ambiente hospitalario, se realizé la
deteccion prospectiva de potenciales patégenos en el aire mediante secuenciacion del gen16S del
RNA ribosomal a partir de ocho muestras ambientales colectadas de cinco areas del HGZ1 IMSS
de BCS. La diversidad de la comunidad bacteriana en el area hospitalaria se encontré dominada
principalmente por bacterias asociadas a la flora humana (Cutibacterium, Corynebacterium,
Streptococcus, Staphylococcus, Paracoccus, y Pseudomonas), sugiriendo que los humanos
participan como los vectores mas importantes para la transferencia de |las bacterias en el ambiente.
Las areas comunes de UCI y UCIN presentaron una notable riqueza y diversidad bacteriana en
comparacion con el resto de las areas hospitalarias, lo que sugiere que podrian estar fungiendo
como reservorios. Resaltando la necesidad de un estricto cumplimiento de las pautas de higiene
del personal, asi como un monitoreo a largo plazo de potenciales patégenos en el ambiente
hospitalario, como medidas preventivas para reducir las infecciones nosocomiales.

Palabras claves: Infecciones Asociadas a la Atencién de la Salud, Multidrogo Resistentes, LAMP,
ESBL.
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Abstract

Healthcare-associated infections (HAI) are a significant cause of morbidity, mortality and an
important economic burden due to the length of hospital stay. Also, the widespread and
indiscriminate use of antimicrobials in the treatment of these infections promotes the selection and
permanence of antimicrobial drug resistance (MDR) that may eventually emerge and spread in the
hospital units. The objective of this work was to analyze the diversity of bacterial communities in the
hospital facility, as well as to identify the bacteria that cause nosocomial infections in patients of the
neonatal intensive care units (NICU), and adult intensive care units (ICU), supported by the
development, standardization, and validation of rapid diagnostic assays. For this purpose, the
analytical and clinical validation of 15 diagnostic assays based on loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) was performed with 192 cultures isolated from biological samples of patients
with HAI infections in NICU and ICU, of the B.C.S. HGZ1 IMSS. Four assays were developed,
optimized and evaluated for the identification of Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus, as well as 11 tests to identify the genes
involved in the mechanism of antimicrobial resistance; Class A B-lactamases (ESBL): blaten, blasny,
bfaKpc, class B B-Iactamases: b!amp, b!‘avm, b’aNDm, Class D B~Iactamases: bfaox,q.za.“ke, b’acx;\-y.hke,
blagxa-si-ike, Plaoxa-ss.like and mecA of methicillin-resistant S. aureus. The LAMP assays showed a
higher detection rate and robust diagnosis performance in comparison to conventional PCR and
Vitek 2, with clinical sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and negative predictive
value (NPV) of 100%. Furthermore, our findings support that the extensive resistance to -lactams
in ICU is caused by the production of extended-spectrum B-lactamase (ESBL) mediated primarily
by blatem and blasuy in A. baumannii, K. pneumoniae and P. aeruginosa. The developed LAMP
assays are powerful tools that can be useful in local clinics and hospital facilities where costs and
equipment limitations are imperative. As a preventive measure of the spread of these pathogens in
the hospital environment, prospective detection of potential pathogens in the air was performed by
sequencing the 16S gene of the ribosomal RNA from eight environmental samples collected from
five areas of the B.C.S. HGZ1 IMSS. The diversity of the bacterial community in the hospital area
was mainly dominated by bacteria associated with human flora (Cutibacterium, Corynebacterium,
Streptococcus, Staphylococcus, Paracoccus, and Pseudomonas), suggesting that humans are the
most important vectors for the transfer of these bacteria in the environment. The common areas of
ICU and NICU presented a remarkable bacterial richness and diversity compared to the rest of the
hospital areas, suggesting that they could be functioning as reservoirs. Highlighting the need for
strict compliance with staff hygiene guidelines and long-term monitoring of potential pathogens in
the hospital environment as preventive measures to reduce this risk for Healthcare-associated
infections.

Keywords: 18S rRNA metagenomics, Healthcare-associated infection, antimicrobial drug

resistance, loop-mediated isothermal amplification.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales o IAAS (Infecciones Asociadas a la Atencién de la
Salud) ocasionan mas de la cuarta parte de las muertes en el mundo (Yang y
Rothman 2004; WHO, 2013). Estas infecciones son particularmente graves en las
unidades de cuidados intensivos (UCIl) en donde los pacientes son mas
susceptibles a la colonizacion y los microorganismos patégenos son comunmente
mas resistentes a los agentes antimicrobianos en comparacion con otros
ambientes. En estas areas confinadas, las infecciones del tracto respiratorio
inferior y del torrente sanguineo son las mas letales, siendo las infecciones del
tracto urinario las mas comunes. Las infecciones causadas por bacterias Gram-
negativas poseen caracteristicas que son de particular interés, debido a que estos
microrganismos son altamente eficientes para regular o adquirir genes que
codifican para mecanismos de resistencia a antimicrobianos, especialmente en la
presencia de presion selectiva (Llaca-Diaz et al., 2012). Ademas, los patdgenos
nosocomiales mas problematicos, pueden sobrevivir y persistir en las superficies
bidticas o abioticas por largos periodos de tiempo, lo que podria explicar su

supervivencia en UCI (Poza et al., 2012).

La creciente presencia de bacterias multidrogo resistentes (MDR) es un problema
multifacético que afecta el manejo de las infecciones nosocomiales. En la mayoria
de los casos, la presencia de una bacteria MDR como agente causal de una
infeccion, puede demorar el tratamiento de los agentes antimicrobianos
adecuados, conduciendo a importantes consecuencias clinicas en infecciones de
gravedad (Piskin et al.,, 2012). De esta manera, mientras mas rapido sean
obtenidos los resultados de las pruebas diagnésticas del patdgeno, asi como de
su perfil de resistencia a antimicrobianos, mas rapido se realizara el adecuado

tratamiento del paciente.



En los Ultimos afios se han desarrollado técnicas de diagndstico molecular
basadas en la amplificacion de &cidos nucleicos. La técnica de LAMP
(amplificacion isotérmica de acidos nucleicos, por sus siglas en inglés) detecta una
secuencia de ADN con sensibilidad y especificidad mayor a la de un PCR anidado,
con la ventaja de amplificarse a temperatura constante en corto tiempo y con
menor sensibilidad a sustancias inhibitorias presentes en muestras biolégicas
(Mori y Notomi, 2009). Ofreciendo ventajas sobre los métodos convencionales,
mediante la estandarizacion y automatizacion del diagnostico, permitiendo la
diferenciacion entre especies y la deteccion de resistencia a antimicrobianos.
LAMP ya ha sido utilizada exitosamente para la deteccion de bacterias y virus
como; Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma pneumoniae, especies del
genero Legionella, virus de la influenza tipo A, virus de la influenza H5, virus del

papiloma humano, entre otros (Mori et al., 2013).

Una de las mayores dificultades en la prevencion de las infecciones nosocomiales
es comprender las fuentes de los agentes infecciosos y sus potenciales rutas de
transmision en el ambiente hospitalario (Tang et al., 2015). Tradicionalmente, se
han utilizado métodos basados en cultivos para identificar la mayoria de los
agentes infecciosos después de la infeccion, sin embargo, en los Ultimos afios, los
avances en las tecnologias de secuenciacion han permitido a los investigadores la
capacidad de secuenciar comunidades microbianas enteras de forma masiva
(Posa et al., 2012). La aplicacion de la metagenomica en el contexto clinico afiade
informacién valiosa en el estudio del microbioma hospitalario y su efecto en los
pacientes. En este sentido, la deteccidn prospectiva de potenciales patégenos en
el aire, podria ser una medida complementaria en un enfoque integral para reducir

las infecciones nosocomiales.



2. ANTECEDENTES

Una infeccion se define como el ingreso y multiplicaciéon de microrganismos
patdbgenos, como bacterias, virus, parasitos u hongos en un huésped que puede
propagarse directa o indirectamente de una persona a otra ocasionando diversas
reacciones adversas. Si a consecuencia de la infeccion el huésped sufre algin
dafio o lesidn en sus tejidos se produce una enfermedad infecciosa (De la Rosa et
al., 2011; Romero 2007; Yang et al., 2004). Los mecanismos principales por los
gue los microorganismos ejercen su accidn nociva son el mecanismo invasor;
invasién con lesién tisular, el mecanismo toxigeno; acciones de toxinas
especificas producidas por algunas bacterias y el mecanismo inmunopatolégico; la

respuesta inmunitaria del huésped frente a la infeccion (Signore, 2013).

El conunto de eventos que se presentan en las enfermedades infecciosas,
mediante el cual se establece una dinamica entre el huésped y un microorganismo
en el medio ambiente se conoce como cadena de infeccidon. Esta cadena se forma
por una puerta de entrada que es el sitio por donde el patégeno ingresa al
huésped, como son las vias respiratorias superiores, las mucosas corporales, las
heridas, etc. En base a la wulnerabilidad del paciente se pueden clasificar como
patdgenos oportunistas a aquellos microorganismos de escasa virulencia que
aparecen en hospederos con mecanismos de defensa alterados,
inmunocomprometidos o que no poseen la inmunidad especifica suficiente para
combatir un agente infeccioso determinado, o en contraste, en patdgenos
primarios a aquellos microorganismos que son capaces de producir una
enfermedad en hospederos previamente sanos. Una vez que el patdgeno se ha
diseminado y establecido, busca una puerta de salida para infectar otros
huéspedes como son las vias respiratorias superiores, mucosas corporales, tracto
urinario, gastrointestinal, reproductor etc. La via de transmisioén es el medio que
utiliza el patdgeno para ir de un huésped o reservorio infectado hasta una entrada

apropiada. La transmision puede ser directa cuando la infeccion se presenta por



medio de secreciones respiratorias al toser o estornudar y secreciones corporales
de huésped a huésped o indirecta cuando es mediada por vectores como insectos,
artropodos o roedores, objetos contaminados o durante traumatismo o herida
quirargica (De la Rosa et al., 2011; Romero 2007).

2.1 Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales o IAAS (Infecciones Asociadas a la Atencion de la
Salud) se definen como cualquier enfermedad microbiolégica -clinicamente
reconocible que afecta al paciente como consecuencia de su admisién o
concurrencia a un hospital, o al personal del hospital como consecuencia de su
trabajo, con independencia de si los sintomas aparecen durante la permanencia
de la persona afectada en el hospital o después de su egreso (Garner, et al., 1988;
Malagon-Londofio 1999; Inweregbu et al., 2005). Para determinar si una infeccién
es nosocomial o adquirida en la comunidad, es importante considerar el periodo
de incubacion normal de la infeccion especifica, por lo que aquellas infecciones en
gue el periodo de incubacion se presente durante el tiempo de hospitalizacion,

deberan ser consideradas como intrahospitalarias.

El desarrollo de la infeccion clinica en los hospitales depende principalmente de
los microorganismos, el paciente y su susceptibilidad, el medio ambiente y el
tratamiento. Como se habia mencionado anteriormente, las infecciones
oportunistas ocurren en pacientes con alteraciones en las defensas y por lo
general son causadas por agentes que no provocan enfermedad en individuos
sanos; muchas de estas infecciones son ocasionadas por microrganismo de la
flora del paciente y con frecuencia resultan inevitables, por estar relacionadas con
defectos en las barreras mucosas y otras defensas del huésped y no con riesgos
ambientales que pueden prevenirse (Vincent, 2003; Malagon-Londofio 1999). Las

infecciones mas comunes como la neumonia y sepsis, generalmente se presentan



como consecuencia de intervenciones quirdrgicas, por el uso de aparatos de
ventilacion, aparatos intravasculares o catéteres en las unidades de terapia
intensiva (Horanet al., 1993; Rosenthal et al., 2004; Leblebicioglu et al., 2005).

Estas infecciones estan asociadas con una elevada morbilidad, mortalidad y un
gasto econémico importante debido al mayor tiempo de hospitalizacion. En 2010
fueron consideradas como la sexta causa de muerte en Estados Unidos y Europa
(Peleg y Hooper 2010), y para el afio 2013 se estimaron entre 10-15 millones de
infecciones anuales con una prevalencia de 1.4 millones de pacientes que
corresponde al 5-10% de hospitalizaciones, con un costo total de 30 Billones de
dolares por afio, que en promedio corresponde a 2 mil délares por dia, por
paciente infectado (CENAVECE 2013).

De acuerdo con la Red Hospitalaria De Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) en
México, para el afio 2012 el perfil estadistico de infecciones nosocomiales fue una
tasa del 6.4 por cada 100 egresos hospitalarios, con un total de 54,446 infecciones
registradas en 326 hospitales. Donde se observo la presencia de microorganismos
Gram-negativos en las infecciones, como: Pseudomonas aeruginosa (16%)
Escherichia coli (14%), Klebsiella pneumoniae (8%), Enterobacter spp. (6%) y
microorganismos Gram-positivos: Staphylococcus aureus (12%), Staphylococcus
epidermis (10%), con 25, 321 cultivos (CENAVECE, 2013).

Otro problema importante que se presenta en las infecciones hospitalarias, es la
resistencia a antimicrobianos. El uso generalizado de los antimicrobianos para el
tratamiento o profilaxis es la principal determinante de la resistencia, promoviendo
la seleccion y permanencia de cepas multidrogo resistentes (MDR) que
eventualmente pueden emerger o distribuirse en las unidades hospitalarias (WHO
2002; Eriksen et al., 2005).



2.1.1 Vias de transmision

En la Tabla 1. se describen las principales vias de transmisién de las infecciones
nosocomiales. La transmision por contacto es la forma méas frecuente de
transmision, y puede ser por contacto directo entre superficies corporales, o
indirecto con la participacién de un objeto inanimado. La transmision por contacto
y por gota ocurre Unicamente a corta distancia y por tanto, pueden ser prevenidas
con la aplicacion de un sistema preventivo de higiene. Asi mismo, la transmision
por vehiculo y por vector, aunque ocurren a largas distancias podrian ser
controladas considerando las mismas precauciones. La transmision por via aérea
puede mantenerse en el ambiente por largos periodos de tiempo y viajar largas
distancias, dificultando su control por los regimenes de higiene hospitalarios. Por
lo tanto, el adecuado manejo de la transmisidn por aire se convierte en un punto
critico después de que se hayan seguido otros regimenes de higiene (Instituto
Nacional de Pediatria, 2010; Lai et al., 2015).

Tabla |I. Principales vias de transmision de las infecciones nosocomiales
(Modificado de Lai et al., 2015).

Via Descripcion

Transmision porcontacto  El modo de transmisiéon mas importante y frecuente es por contacto directo.

La transmisién ocurre cuando gotas conteniendo microorganismos del paciente
infectado son propulsadas a una corta distancia por el aire y depositadas en el
cuerpo del hospedero. Las gotas son generadas al toser, estornudar, hablary
durante ciertos procedimientos (succidn, endoscopias, cirugia).

Este tipo de transmision ocurre por la diseminacién de ndcleos de gotas
(particulas de menos de 5pm) que contienen microorganismos y permanecen
suspendidas en el aire por largos periodos, o por particulas de polvo con
agentes infecciosos. Los microorganismos transportados de esta manera,
pueden diseminarse muy ampliamente por corrientes de aire y pueden ser
inhalados por pacientes susceptibles dentro del mismo cuarto o a largas
distancias. Por lo tanto, se requiere un manejo especial del aire y ventilacion
para prevenir este tipo de transmision.

Los microorganismos se transmiten al hospedero mediante objetos
contaminados como alimentos, agua, medicamentos, instrumentos yequipos.

Transmision por gota

Transmisién por via aérea

Transmision por vehiculo

Los microrganismos se transmiten mediante vectores como mosquitos,

Transmision por vector .
moscas, ratas, y otros animales.




El ambiente hospitalario es una mezcla de pacientes enfermos, infectados e
inmunocomprometidos compartiendo el mismo edificio, por ello, se han realizado
consideraciones de disefio como diferentes estrategias de ventilacion para cada
una de las areas y el mantenimiento de sistemas de ventilacion para limitar la
propagacion de las infecciones. Sin embargo, aunque estos sistemas se
encuentran implementados, la transmisién por via aérea sigue ocurriendo y es el

objeto de muchos grupos de investigacion.

Las infecciones nosocomiales transmisibles por via aérea son atribuidas a dos
categorias de microorganismos: patdgenos infecciosos y microorganismos
oportunistas ambientales. Estos Ultimos, afectan a los pacientes que se
encuentran inmunocomprometidos y a los empleados de las areas hospitalarias,
aungue no es tan virulenta como la primera categoria. Dichas categorias requieren
atencién y monitoreo de rutina ya que, si son ignoradas, podrian convertirse en
problemas letales. De esta manera, el control de las infecciones transmitidas por
via aérea esta directamente relacionado con el disefio del sistema de ventilacion,
los regimenes de limpieza y los eventos adversos en las areas hospitalarias
(Eames et al., 2009; Griffith et al., 2000; Lai et al., 2015).

Histéricamente, la ventilacion natural se veia como beneficiosa en las areas
hospitalarias y eran contempladas en el disefio del hospital. Con la llegada de los
grandes edificios y la ventilacion artificial, se desarrollaron salas con presion
negativa para alojar pacientes con infecciones faciles de transmitir por via aérea.
La propagacion de la tuberculosis en pacientes con VIH fue un ejemplo dramatico
del problema que representan las habitaciones aisladas. Para asegurar una
dilucién suficiente de la carga bacteriana alrededor de un paciente infectado, el
aire de la habitacion debe ser cambiado de 10-12 veces cada hora. Los cambios
de aire reales en las salas con presion negativa suelen estar por debajo de este
nivel debido a la falta de mantenimiento de los sistemas de ventilacién. En general

los cambios de aire en las salas hospitalarias pueden ser 8 por hora, pero mas



frecuentemente entre 4 y 6 por hora, 0 en ocasiones completamente ausentes en
areas comunes. En estas circunstancias se podrian desarrollar altos niveles de

contaminacion por aerosol (Eames et al., 2009).

S. aureus resistente a meticilina (MRSA) puede sobrevivir en superficies o
escamas de la piel por hasta 80 dias y las esporas de C. difficile pueden perdurar
aun mas. MRSA puede ser transmitida en el aire a partir de las vias respiratorias,
pero comunmente se adhiere a las escamas de la piel. La distancia de
desplazamiento depende del tamafio de las escamas de la piel, las mas grandes
caen al piso con una altura de entre 1-2 metros, las mas pequefias pueden viajar a
través de toda la sala del hospital. Se cree que las esporas de C. difficile se
propagan en el aire y pueden encontrarse cerca del paciente infectado con el
microorganismo, sin embargo, al contrario de MRSA rara vez han podido aislarse
a partir de muestras de aire (Roberts et al. 2008).

2.2 Patbégenos causantes de infecciones nosocomiales

La resistencia a antimicrobianos entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
ha ido aumentando en los dltimos afios. La presencia de patdgenos multidrogo
resistentes (MDR) se ha convertido en motivo de preocupacion con respecto a las
infecciones nosocomiales (Llaca-Diaz et al., 2012). Recientemente, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la resistencia a los
antimicrobianos como uno de los tres problemas de salud humana mas
importantes (Bassetti, et al.,, 2011). Los patégenos MDR mas comunes Yy
problematicos se han agrupado bajo el acronimo “ESKAPE”, que significa
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Aci
netobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp (Rice, 2008).
En este estudio nos enfocaremos en los patdgenos con mayor incidencia en el
area de estudio.



A. baumannii es un importante patégeno oportunista que causa una variedad de
infecciones nosocomiales asociadas con una morbilidad y mortalidad
significativas, representando una grave amenaza para los pacientes en unidades
de cuidados intensivos (UCI) (Dijkshoorn et al., 2007; Liang et al., 2018). EI éxito
de los aislamientos de A. baumannii se debe en gran parte a su capacidad para
adquirir rapidamente resistencia a las terapias de agentes antimicrobianos y su
capacidad para persistir en ambientes abiéticos o desinfectados. De esta manera,
este patégeno puede causar facilmente brotes de infecciones nosocomiales (Guo
y Li, 2019). A. baumannii se ha asociado a casos graves de infecciones
nosocomiales de las vias respiratorias en pacientes criticamente enfermos, la cual
ya ha pasado a formar parte de la microflora hospitalaria llegando a ser aislada en
equipos de ventilacion (Sevillano y Gallego, 2011). En un estudio europeo,
Acinetobacter spp. fue la octava causa mas comun de neumonia nosocomial (Fluit
et al., 2011). Las infecciones nosocomiales ocasionadas por este género de
bacterias se destacan por su alta resistencia a antimicrobianos incluyendo -
lactamasas y carbapenems de amplio espectro. Alrededor del 63% de
Acinetobacter spp. se consideran resistentes al menos a tres clases de
antimicrobianos. Aproximadamente el 2% de las infecciones nosocomiales
reportadas por la Red Nacional de Seguridad Sanitaria son causadas por este
género de bacterias, pero la proporcién es mayor entre los pacientes en estado
critico y que se encuentran bajo ventilacion mecéanica (alrededor del 7%) (Breviario
para la vigilancia epidemiologica, prevenciéon y control de infecciones
nosocomiales, IMSS 2014).

El patbgeno Gram-positivo mas comunmente aislado de UCI es S. aureus,
particularmente S. areus resistente a metilicina (MRSA), con una incidencia y
prevalencia que continua incrementandose rapidamente en muchas regiones del
mundo (Llaca-Diaz et al., 2012). La tasa de mortalidad asociada con infecciones
invasivas de MRSA es estimada en aproximadamente 20% (Klevens et al., 2007).

Ademas, las infecciones del torrente sanguineo ocasionadas por este patdogeno
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estan asociadas con una alta tasa de mortalidad y una prolongada estancia
hospitalaria (Kraker et al., 2011). Debido a que S. aureus habita en las mucosas y
la piel, puede penetrar en el torrente sanguineo a través de heridas quirdrgicas
ocasionando sepsis, ademas de otras enfermedades graves como osteomielitis,
meningitis, endocarditis y neumonia. Estudios recientes demostraron que S.
aureus es el microorganismo que causa el mayor nimero de infecciones en
pacientes hospitalizados (Lopez et al., 2009; Arbolaez 2012; Arbolaez et al., 2016).
Se ha estimado que las infecciones nosocomiales causadas por S. aureus
incrementan los costos por atencién hospitalaria hasta por 30,000 dolares por
paciente (Noskin et al., 2005), ademas de una sobre estancia hospitalaria de 10 a
20 dias (Mannien et al., 2011).

K. pneumoniae es otro importante patdgeno nosocomial miembro del grupo
“ESKAPE” que se esta extendiendo rapidamente en los hospitales de todo el
mundo, principalmente debido a la presencia de cepas MDR. Las infecciones
causadas por este patdogeno son dificiles de erradicar, ya que K. pneumoniae
posee genes de resistencia para la mayoria de los agentes antimicrobianos (Onori
et al., 2015). Este patdgeno es responsable de aproximadamente el 15% de las
infecciones por bacterias Gram-negativas en UCI (Lockhart et al., 2007), afectando
principalmente a pacientes inmunocomprometidos. En los Ultimos afios la
amenaza representada por K. pneumoniae ha aumentado notablemente con la
aparicion de cepas resistentes a carbapenems y su diseminacion mundial. Las
infecciones causadas por estas cepas poseen limitadas opciones para su
tratamiento y estan asociadas a tasas de mortalidad superiores al 50% (Ben-David
et al., 2012). Aligual que A. baumanni, también es propenso a causar brotes en el
area hospitalaria, debido a que su capacidad de resistencia a muditiples
antimicrobianos le ofrece una ventaja selectiva inherente, que le permite persistir
tanto en la flora de los pacientes hospitalizados como en el entorno hospitalario
(Asensio et al.,, 2000). Ademas, K. pneumoniae tiene la capacidad de colonizar

silenciosamente a los pacientes o el personal de la atencion de la salud, al
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establecerse en el tracto gastrointestinal sin causar ningun signo de infeccion. De
esta manera, los pacientes pueden ser portadores asintomaticos durante largos
periodos de tiempo, dificultando su deteccion para el control y contencién de
futuros brotes. También se ha reportado que puede sobrevivir durante varias horas
en las manos del personal de la atencién de la salud, lo que probablemente facilita

su diseminacion y transmision (Snitkin et al., 2012).

Por Ultimo, P. aeruginosa representa un importante problema de salud a nivel
mundial en donde el tratamiento de infecciones causadas por aislamientos MDR
contintia siendo un desafio. El éxito de estas infecciones esté relacionado con una
interaccion compleja entre la patogenicidad, epidemia y la resistencia a
antimicrobianos y, mas recientemente, una regulacion y asociacion entre los
mecanismos de resistencia y virulencia (De Oliveira Santos et al., 2019). P.
aeruginosa es causa comun de infecciones nosocomiales como sepsis,
infecciones de herida quirdrgica y neumonias. Se estima que 51,000 infecciones
se deben a esta bacteria de forma anual en Estados Unidos y mas de 6,000 son
MDR, con alrededor de 400 muertes al afio. Algunas cepas (13%) se han
encontrado resistentes a la mayoria de los antimicrobianos como
aminoglucésidos, cefalosporinas, fluoroquinolonas y carbapenems.
Aproximadamente el 8% de todas las infecciones nosocomiales reportadas a la
CDC (Center for Disease Control and Prevention, en Estados Unidos) por la red
nacional de seguridad sanitaria son causadas por este patogeno (Breviario para la
vigilancia epidemiolégica, prevencién y control de infecciones nosocomiales, IMSS
2014).



12

2.3 Resistencia a antimicrobianos

La extensa resistencia antimicrobiana es una de las mayores amenazas actuales
para la salud publica. Se estima que las muertes anuales debidas a la resistencia
a antimicrobianos alcanzaran los 10 millones al afio para el afio 2050 (Shin y Park,
2019). En las ultimas décadas, el tratamiento de las enfermedades infecciosas se
ha complicado debido a la habilidad de las bacterias de desarrollar resistencia a
diversos agentes antimicrobianos. La resistencia a antimicrobianos es un
fendbmeno biolégico natural ocasionado por las mutaciones y la gran capacidad de
las bacterias de transferir su material genético, existiendo una clara correlacion
entre el uso de antimicrobianos y la resistencia bacteriana, ya que el uso excesivo
de antimicrobianos ocasiona que las cepas con mutaciones que les confieren
resistencia, sobrevivan, matando aquellas cepas susceptibles y de esta manera
permitiendo a las nuevas cepas de bacterias resistentes sobrevivir y desarrollarse
(Tenover et al., 2006; Mosquito et al., 2011).

Las bacterias pueden adquirir resistencia por medio de la transferencia vertical u
horizontal de genes. La transferencia vertical se refiere a la resistencia adquirida,
desarrollada por mutaciones y seleccion cromosdmica que ocurre durante la
reproduccion. Por otro lado, la transferencia horizontal de genes es la adquisicion
de nuevo material genético por bacterias susceptibles a partir de cepas de
bacterias resistentes, y puede ocurrir entre cepas de bacterias de la misma
especie o entre diferentes especies y géneros (Kumar y Varela 2013).

Los mecanismos de intercambio genético son la conjugacion, transformaciéon y
transduccion, donde los transposones facilitan la incorporacion de mdltiples genes
resistentes en el genoma o plasmidos del huésped. Durante el proceso de
conjugacion, una bacteria Gram-negativa transfiere genes resistentes mediante
plasmidos a una bacteria adyacente, por medio de una estructura proteica

especializada denominada pilus que une a los dos microorganismos. La
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transformacion es el proceso mediante el cual una bacteria susceptible adquiere e
incorpora segmentos de ADN a partir de otra bacteria que ha liberado su ADN al
ambiente debido a lisis celular. Durante la transduccion, los genes de resistencia
son transferidos de una bacteria a otra mediante bacteriéfagos (McManus 1997;
Tenover et al., 2006).

Los principales mecanismos de resistencia adquiridos por las bacterias son: La
alteracion de la proteina de unién en donde el antibiético se une mediante la
modificacion o eliminacion del sitio de unién; La sintesis de enzimas que inactivan
el antibiético mediante degradacion o alteracion; La reduccion de la permeabilidad
de la membrana para la entrada del antibiotico mediante la alteracion de canales
protéicos de la membrana externa, y; promoviendo la sintesis de bombas de
expulsion que expulsan el antibiotico de la bacteria(Tabla I) (Tenover et al., 2006;
Mosquito et al., 2011).

Algunos ejemplos del mecanismo de resistencia por alteracion del sitio de unién
incluyen las modificaciones en la ADN girasa, blanco de las quinolonas, las ARN
polimerasas, blanco de la rifampcina, el ribosoma procariota, blanco de
tretraciclina y otros inhibidores de la sintesis protéica y los blancos de anti
metabolitos de antimicrobianos como las sulfonamidas. Un ejemplo clasico de las
modificaciones en las moléculas blanco de los antimicrobianos es el mecanismo
del Staphylococcus que altera de diversas formas la proteina de union de la
penicilina (PBP) que es el blanco de union de los antimicrobianos B-lactamicos.
Sthapylococcus aureus se vuelve resistente a estos antimicrobianos por la

mutacion o la adquisicion de nuevas PBP reduciendo la afinidad a la penicilina.

Otro ejemplo incluye la sustituciéon de aminoacidos en la regién que determina la
resistencia a las quinolonas (QRDR) de la ADN girasa y topoisomerasa IV,

resultando en una menor eficiencia de union de las quinolonas. Este mecanismo
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es el responsable de la ampliamente distribuida resistencia a quinolonas en las
Enterobacterias (Fabrega 2009; Mosquito et al., 2011).

El mecanismo de inactivacion del antibiotico por medio de enzimas se realiza por
hidrolisis enzimatica, transferencia de grupos funcionales o procesos redox
(Davies 1994). Uno de los mecanismos mas estudiados es la produccion de f -
lactamasas que hidrolizan el anillo B-lactamico de las penicilinas. Los genes que
codifican las B-lactamasas (bla) se encuentran en el cromosoma o en los
plasmidos, siendo las p-lactamasas TEM-1 las primeras en ser descubiertas en el
plasmido de una cepa de Escherichia coli. Después se descubrieron otras (-
lactamasas mediadas por plasmidos como SHV-1 (sitio activo variable de sulfidrilo,
por sus siglas en ingles) y las CTX-M enzimas degradadoras de cefotaximas. Las
enzimas TEM, SHV y CTX evolucionaron para hidrolizar una amplia variedad de
cefalosporinas de amplio espectro, por lo cual se les ha llamado B-lactamasas de

amplio espectro o ESBL (Livermore 1995; Kumar y Varela 2013).

Por medio del mecanismo de reduccion de la permeabilidad se crea otro fenotipo
de bacterias resistentes debido a la imposibilidad del antibiético de entrar a la
célula donde se encuentran los sitios blanco para su activacion. Un mecanismo
gue resulta en la reduccién de la permeabilidad en las bacterias son los
lipopolisacaridos (LPS) de la pared celular, las bacterias que albergan fracciones
de LPSs muestran resistencia a los macrdlidos: eritromicina, roxitromicina,
claritromicina y azitromicina en bacterias Gram-negativas como algunas cepas de

Pseudomonas aeruginosa, V. cholerae y S. entérica (Delcour 2009).

Finalmente, uno de los mecanismos mas comunes es el eflujo activo de los
antimicrobianos desde el interior de las células bacterianas. Las bacterias
resistentes albergan bombas de eflujo impulsadas por energia que expulsan los
antimicrobianos reduciendo de esa manera las concentraciones intracelulares a

niveles muy bajos de inhibicion o a una inhibicion nula. Existen muchos tipos de
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bombas de eflujo, el primer tipo son las de trasporte activo primario, que usa la

hidrolisis de ATP para activar las bombas de las células mientras que el segundo

tipo, llamas de transporte activo secundario, usa un gradiente de iones para el

eflujo (Kumar y Schweizer 2005).

Generalmente los antimicrobianos son clasificados de acuerdo a su mecanismo de

accion. Existen cuatro principales mecanismos, la interferencia con la sintesis de

la pared celular, inhibicién de la sintesis protéica, interferencia con la sintesis de

acidos nucleicos y la inhibicion de rutas metabdlicas (Tabla I) (Neu 1992).

Tabla Il. Principales mecanismos de resistencia antimicrobiana.

Tenover et al., 2006 y Mosquito etal., 2011).

(Modificado de

Familia de
Antimicrobianos

Mecanismo de accion

Mecanismo de resistencia

Genes implicados en el
mecanismo de
resistencia

Macrolidos

Actéan en la subunidad
ribosomal 50S, inhibiendo
la sintesis de proteinas.

Metilasas ybombas de
expulsién activa

Metilasas codificadas por
los genes erm (A, By C)
oermTR
Bombas de expulsion
activa codificadas por el
gen mefA

Quinolonas

Inhibe la accion de las
topoisomerasas yde la
ADNgirasa bacterianas

Mutaciones puntuales
en la enzima blanco del
antibiético
Sistemas de expulsion
Presencia de genes
plasmidicos
de resistencia antibiética

Mutaciones a nivel de
gyrAy parC, AcrAB-like y
familia de genes gnr (A,

B,C,DyS)

B-lactamicos

Interfiere en la sintesis del
peptidoglicano.

B-lactamasas: enzimas que
se caracterizan por hidrolizar
el enlace amida del ndcleo
B-lactdmico, inactivando de
esta manera el antibiético

Genes que codifican -
lactamasas:
blatewm, blasny, blaoxa,
blactx-my blaces

Trimetroprim-
sulfametoxazol

Inhibe la sintesis de las
enzimas:
dihidropteroatosintasa
(sulfametoxazol) y
dihidrofolatoreductasa
(trimetoprim).

Presencia de genes que
codifican formas mutantes de
la enzima blanco

Genes sull, sul2,y dfrD.

Tetraciclinas

Se unen al ribosoma
bacteriano, inhibiendo la
sintesis de proteinas

Presencia de bombas de eflujo

especificas para tetraciclinas

Genes tet que codifican
sistemas de eflujo

Aminoglucosidos

Actian en la subunidad
ribosomal 30S, inhibiendo
la sintesis de proteinas.

Presencia de enzimas
modificadoras: acetilacion,
adenilacion, y fosforilacion.

Genes aac, antyaph
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2.4 Deteccion de patdégenos

Actualmente la identificacion y deteccion de microorganismos patdégenos en los
laboratorios de analisis clinicos hospitalarios y privados, estd basada en
metodologias microbioldgicas y microscopicas clasicas, en algunos casos con la
ayuda de equipos de diagnostico, para realizar pruebas bioquimicas donde se
llega a la identificacion de los microrganismos a nivel de especie. Sin embargo,
dichas técnicas presentan numerosas desventajas, como el tiempo necesario de
incubacién de los cultivos para determinar un diagnostico acertado del agente
causal de las enfermedades infecciosas, ocasionando en muchos casos un
tratamiento empirico del paciente con diversos antimicrobianos fomentando la

resistencia a los mismos.

Ante la creciente disponibilidad de los genomas de patdgenos infecciosos en las
bases de datos, numerosos genes pueden ser utilizados como secuencias blanco
para su deteccion e identificacion, ofreciendo ventajas sobre los métodos
convencionales, mediante la estandarizacion y automatizacion del diagnostico,
permitiendo la diferenciacion entre especies y la deteccién de resistencia a

antimicrobianos.

En los Ultimos afios se han desarrollado técnicas de diagndstico molecular
basadas en la amplificacion de &cidos nucleicos. La técnica de LAMP
(amplificacion isotérmica de acidos nucleicos, por sus siglas en inglés) detecta una
secuencia de ADN con alta sensibilidad y mayor especificidad bajo condiciones
isotérmicas (Mori y Notomi, 2009). Utiliza una polimerasa con actividad de
desplazamiento de hebra, junto con dos primers internos (FIP, BIP) y primers
externos (F3, B3) que reconocen ocho regiones diferentes en una secuencia de
ADN. La amplificacion ocurre Unicamente cuando las seis regiones son

correctamente reconocidas por los primers haciendo a la técnica altamente
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especifica. Los primers del Loop (LF, LB) son adicionales para alinear las
estructuras del loop en los amplicones de LAMP, acelerando la sensibilidad de la
reaccion. Estas caracteristicas permiten reducir significativamente el tiempo
requerido para la generacion de resultados (menos de una hora) a una
temperatura constante, en un solo paso, con un resultado visible facil de
interpretar, en comparacion con la amplificacion por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) la cual requiere equipos especializados para la
reaccion (termociclador) y visualizacién de resultados (cAmaras de electroforesis y

fotodocumentador).

Ademas, LAMP ha demostrado una menor sensibilidad a sustancias inhibitorias
presentes en muestras bioldgicas (Kaneko et al., 2007), y ya ha sido utilizada
exitosamente para la deteccion de bacterias y virus como; Salmonella, Legionella,
Listeria, Escherichiacoli, Campylobacter, Cryptosporidiumoocysts, Vibrio cholerae,
norovirus, influenza, virus de la rubeola, virus del papiloma humano, virus de las
paperas, entre otros. También ha sido utilizada para identificar genes involucrados
en el mecanismo de resistencia a antimicrobianos como: mecA en S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) y KPC en K. pneumoniae productoras de

carbapenemasas (Koide et al., 2010; Nakano et al., 2015).

Estas caracteristicas pueden contribuir significativamente en la reduccion del
tiempo y costos requeridos para el procesamiento de muestras y el acertado
diagnéstico de microorganismos patdgenos. Asi mismo, la posibilidad de
diferenciar especies disminuira el desarrollo de la resistencia a antimicrobianos
debido a que la identificacion de las cepas resistentes permitird una intervencion

farmacoldgica precisa.
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2.5 Metagendmica

Una de las principales dificultades para prevenir las infecciones nosocomiales es
comprender las fuentes de los agentes infecciosos y sus vias de transmision.
Aunque los métodos tradicionales basados en cultivos se utilizan para identificar
diversos agentes infecciosos después de la infeccion, no es factible detectarlos a
priori utilizando técnicas basadas en cultivos. Las bacterias infecciosas pueden
provenir de diversas fuentes; como los individuos en el hospital, ya sean los
mismos pacientes, los trabajadores de la atencion de la salud, las superficies,
equipos e instrumentacion, etc., e incluso si fuera posible cultivar muestras de
todas estas fuentes, el cultivo puede fallar si no se conocen las condiciones de
crecimiento o si las muestras no son manejadas correctamente (Hewitt et al.,
2013).

Para superar las dificultades y limitaciones asociadas con estos meétodos de
cultivo, se han desarrollado métodos independientes del cultivo basados en la
amplificacion y secuenciacion de metagenomas bacterianos para identificar miles
de bacterias diferentes en una sola muestra con secuenciacién de ADN de alto
rendimiento, en donde cientos de muestras pueden analizarse simultaneamente
(Tringe et al., 2008; Schmieder y Edwards, 2012; Tang et al., 2015).

Este nuevo método cultivo-independiente emergié con el desarrollo de las
tecnologias de Secuenciacion de Nueva Generacién (NGS; Next Generation
Sequencing). Este tipo de secuenciadores tipicamente producen millones de
lecturas cortas (secuencias de 50 a 500 pb), que practicamente permiten
recuperar las secuencias de todos los genes presentes en la muestra, aunque de
manera desorganizada (Ruppé et al., 2015). Una vez realizada la secuenciacion,
se necesita aplicar conocimientos bioinformaticos para reconstruir y reordenar las
secuencias originales, mediante un proceso que se conoce como ensamblaje. Una

vez que las lecturas se encuentran ensambladas en contigs se puede determinar
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informacién relevante como la identificacion taxonémica de las especies presentes
(Hasman et al., 2014; Ruppé et al., 2015).

Las dos aproximaciones mas comunmente utilizadas en estudios de
metagenomica son los amplicones del 16S del RNA ribosomal y la metagenomica
funcional o “Whole-metagenome shotgun” (Jovel et al., 2016). La amplificacién por
PCR y secuenciacion del gen 16S del RNA ribosomal, es el enfoque molecular
mas comunmente utilizado para explorar la diversidad microbiana, al contener
regiones conservadas restringidas a bacterias y arqueas. Mediante esta
metodologia se han descubierto nuevos microorganismos sin condiciones de
crecimiento conocidas, cambiando dramaticamente el entendimiento de la
diversidad microbiana global (Kelley y Gilbert, 2013). Por otro lado, la
metagenomica por shotgun se refiere a la secuenciacion ilimitada de los genomas
de todos los microorganismos presentes en una muestra, proporcionando
clasificacion taxonémica y funcional de las secuencias, asi como la posibilidad del

descubrimiento de nuevos genes bacterianos y genomas (Franzosa et al., 2015).

La capacidad metabdlica de la comunidad se puede inferir o interpretar a partir de
librerias de 16S o librerias shotgun, respectivamente. ElI enfoque de genes
marcadores como el gen 16S se basa en la correlacion entre los arboles
filogenéticos y los clusters de genes compartidos entre los taxa. Mientras que la
metagenomica funcional, proporciona una evaluacion de los atributos funcionales
de la comunidad, aunque los resultados dependen de la profundidad de la

secuenciacion (Jovel et al., 2016).
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2.5.1 Aplicacion clinica

Los microorganismos patdgenos pueden propagarse grandes distancias por la via
aérea, y permanecer viables, aumentando la posibilidad de infecciones remotas
sin contacto directo con la fuente de infeccion. La deteccion prospectiva de
potenciales patdgenos en el aire podria ser una medida complementaria en un
enfoque integral para reducir las infecciones nosocomiales (Beggs et al., 2014). En
este sentido, la aplicacion de la metagenomica en el contexto clinico afiade
informacion valiosa en el estudio del microbioma hospitalario y su efecto en los
pacientes (King et al., 2016). Representando una gran oportunidad ya que no

existen limites en el nimero de especies que pueden ser consideradas.

Aungue los métodos de secuenciacion de ADN no pueden verificar la viabilidad de
ciertos microorganismos, pueden determinar los patrones tipicos y las fuentes de
la diversidad microbiana. Diversos estudios han demostrado que los patégenos
causantes de infecciones nosocomiales pueden persistir en las superficies
hospitalarias en estado viable durante meses, siendo las habitaciones
contaminadas un factor de riesgo significativo de infeccion (Kramer et al., 2006).
Recientemente, se ha demostrado que los pacientes expuestos a un ambiente
contaminado tienen mas probabilidades de contraer patbgenos nosocomiales, y
que las mejoras en la limpieza pueden reducir las tasas de infeccion de ciertos

patogenos (Hewitt et al., 2013).

Diversos estudios se han centrado en la diversidad bacteriana en ambientes
hospitalarios utilizando los amplicones del gen 16S del RNA ribosomal. La primera
investigacion enfocada en describir la diversidad bacteriana en un ambiente
hospitalario fue el de Poza et al,. (2012). Mediante pirosecuenciacion 454,
secuenciaron muestras de superficies inanimadas procedentes de UCI y las
compararon con areas abiertas dentro del hospital, encontrando que existe una

menor diversidad dentro de UCI debido a la presion selectiva causada por la
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resistencia antimicrobiana. Posteriormente, Oberauner et al., (2013) también utilizé
pirosecuenciacion para investigar el microbioma de superficies inanimadas de UCI
comparandolo con las técnicas tradicionales de cultivo, concluyendo que solo se
logré identificar de 2.5% de la diversidad bacteriana total. También Hewitt et al,.
(2013) investigd la diversidad bacteriana en dos UCI neonatales a partir de
muestras de superficies inanimadas, encontrando una composicion similar a otros
estudios reportados para edificios y muestras de aire, con la notable excepcion
que el ambiente hospitalario estaba en su mayoria compuesto por
Enterobacteriaceae. Finalmente, Tang et al. (2015) determiné la diversidad del
ambiente hospitalario inanimado en un centro de tratamiento de enfermedades
respiratorias en Taiwan. Encontrando una elevada diversidad de la comunidad
bacteriana para bacterias que se encuentran estrechamente relacionadas con la
flora humana, demostrando una posible via de transmision de los patdégenos de
los pacientes a su entorno. Estas investigaciones demuestran la potencial
aplicacion de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion para la
identificacion y el seguimiento de la diversidad bacteriana en entornos

hospitalarios.

3. JUSTIFICACION

Debido a la alta presencia de infecciones nosocomiales en pacientes susceptibles
como los de edad pediatrica y adultos en terapia intensiva, se hace necesario
determinar la diversidad de la comunidad bacteriana y los genes responsables de
la resistencia antimicrobiana en el area hospitalaria, para la prediccion de la futura
evolucion de la resistencia a antimicrobianos; asi como el desarrollo de
herramientas diagnésticas rapidas, especificas y sensibles en base a deteccion de

ADN bacteriano para contender con dichas enfermedades.
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4. HIPOTESIS

La determinacion del metagenoma asociado a areas hospitalarias y la
identificacion de las bacterias causantes de infecciones nosocomiales en
pacientes de terapia intensiva, permitiran identificar la diversidad de la comunidad
bacteriana y los genes responsables de la resistencia antimicrobiana en un

hospital General del Sector Salud.

5. OBJETIVOS

Determinar la diversidad de la comunidad bacteriana en el area hospitalaria, asi
como identificar las bacterias causantes de infecciones nosocomiales en pacientes
de las unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN), y cuidados intensivos
adultos (UCI), apoyado en el desarrollo, estandarizacion y validacion de una

técnica rapida de deteccion de ADN bacteriano.

5.1 Objetivos particulares

e Desarrollar, estandarizar y validar analiticamente una técnica de
diagnostico rapido, eficaz y sensible para la identificacion de:
Staphylococcus aureus, Acinetobacter Baumannii, Klebsiella pneumoniae, y
Pseudomonas aeruginosa, y sus genes de resistencia a antimicrobianos.

e Validar clinicamente la técnica de diagnostico rapido para la identificaciéon
de:Staphylococcus  aureus, Acinetobacter Baumannii, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, y sus genes de resistencia a
antimicrobianos, en pacientes de las unidades de cuidados intensivos
neonatales (UCIN), y cuidados intensivos adultos (UCI) en un hospital

General del Sector Salud.
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e Determinar la diversidad de la comunidad bacteriana en un hospital General
del Sector Salud.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivos bacteriolégicos

Para la recoleccion de cultivos bacteriolégicos de las areas de UCIN y UCI del
Hospital General de Zona 1 IMSS de B.C.S. y el desarrollo de la investigacion, se
obtuvo la aprobacién (mayo 2016) del proyecto sometido a la Comisiéon Nacional
de Investigacion Cientifica del IMSS con el nUmero de registro R-2016-785-047.
Donde se especifican los procedimientos para cumplir con los requerimientos y las

normas vigentes de acuerdo al comité de bioseguridad y ética.

6.2 Extraccion de ADN

El ADN gendémico de las cepas control y de los cultivos bacteriolégicos, fue
extraido mediante precipitacion con fenol-cloroformo-isoamil (Modificado de
Sambrook and Russell, 2001). De forma breve, se agregd buffer de extraccion
(Triton 100X 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM Tris HCL 10 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM) a
la biomasa resultante de 24 hrs de incubacion en medio liquido, para proceder a la
disrupcién celular mediante FastPrep a una velocidad de 5-6 m/s por 60 segundos.
Posteriormente se agreg6 proteinasa K a esta suspension permaneciendo a 60°C
por 1 hr. Las muestras fueron centrifugadas a 15000 rpm, el sobrenadante fue
mezclado con de fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico (PCI 25:24:1), y centrifugado
al5000 rpm. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se adiciono
isopropanol a -20°C, las muestras se almacenaron a -20°C toda la noche. Los
tubos fueron centrifugados a 11000 rpm vy el pellet fue resuspendido en agua Miliq

estéril mediante incubacién a 60°C por 1 hr. Se agregaron 5 pl de RNAsa y se
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incubaron a 37°C por 1 hr. Se agregaron 200 pl de cloroformo:alcohol isoamilico
(CIA 24:1) y se centrifugo a 11000 rpm. La fase acuosa fue transferida a un tubo
nuevo, se adicion6 acetato de amonio 7.5 mM y dos volimenes de etanol al 100%,
y se almacenaron a -20°C por 1 hr. Finalmente las muestras se centrifugaron a
11000 rpm, la pastila de ADN fue lavada dos veces con etanol al 70% vy
resuspendida en agua Miliqg estéril. Por dltimo, se cuantificd la concentracion de

ADN mediante el uso de un espectrofotometro (NanoDrop ND-100).

6.3 Primers para LAMP y condiciones de amplificacion.

Se seleccionaron los primers para la amplificacion de regiones conservadas en S.
aureus y P. aeruginosa, siguiendo las especificaciones de los autores Se realiz6 el
disefio de los primers para la deteccion de A. baumannii y K. pneumoniae, asi
como para la deteccion de los genes involucrados en la resistencia a

antimicrobianos (Tabla Il y V).

Tabla lll. Genes seleccionados para deteccion por LAMP.

Microorganismo Gen Referencia
A. baumannii blaoxa-51-iike Este estudio
S. aureus femA Xu et al., 2011
P. aeruginosa oprl Zhao et al., 2011

K. pneumoniae mdh Este estudio
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Tabla IV. Genes involucrados en el mecanismo de resistencia a antimicrobianos
seleccionados para deteccion por LAMP.

Genes de resistencia Referencia
Clase A B-lactamasas
(ESBL)
blateu Este estudio
bIaSHV
blakec,
Clase B B-lactamasas
blamp
blaym
blanpm
Clase D B-lactamasas
blaoxa-23-like
blaoxa-24-iike
blaoxa-ss-ike
MRSA
mecA

Este estudio

Este estudio

Este estudio

6.4 Validacion de la técnica rapida de deteccion.

En el area de bacteriologia del laboratorio clinico del HGZ1 IMSS, se realiz6 el
diagnostico microbiolégico y bioquimico de los cultivos bacteriolégicos por medio
del equipo automatizado Vitek 2, a partir de muestras biolégicas de los pacientes.
En CIBNOR se montaron las técnicas de diagnéstico rapido por LAMP para la
identificacion de las bacterias patdogenas y sus genes de resistencia a
antimicrobianos, asi mismo, se estandarizaron las condiciones para diagnostico
por medio de PCR punto final de las bacterias patdgenas (Tabla V). Los productos
amplificados se analizaran por secuenciacién y la secuencia serd comparada con

cada uno de los genes especificos reportados.
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Tabla V. Primers para deteccion por PCR punto final.

Tamaiio
. . Numero de : .
Microorganismo Gen Referencia amplicon
acceso
(pb)
. Turton, et
A. baumannii blaoxa-51-iike KC914881 al.. 2006 353
Strommeng
S. aureus SabAl - AF033191 er,etal, 107
g 2003
. Lavenir, et
P. aeruginosa ecfX DQY96551 al., 2007 528
. Sun, et al.,,
K. pneumoniae mdh AM051124 2008 364

6.4.1. Sensibilidad y especificidad

Los resultados obtenidos por las técnicas tradicionales de diagnéstico y PCR,
serdn comparados con aquellos obtenidos con la herramienta de diagndstico

molecular propuesta basada en la técnica de LAMP.

6.4.1.1 Analitica

Para establecer el limite de deteccion se realizaron diluciones seriadas del ADN
gendémico control con una concentracion inicial de 100.0 ngeuL-1. La especificidad
a nivel de género y de especie de LAMP fue evaluada con un nimero determinado

de cepas de referencia y otras especies distintas a la bacteria patdgena analizada.

6.4.1.2 Clinica

La sensibilidad y especificidad clinica de la técnica de LAMP para la deteccién de

las bacterias patdgenas estudiadas asi como sus genes de resistencia, fue
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evaluada tomando como estandar los métodos de cultivo tradicionales y la técnica
de PCR punto final. Para ello se realizO una tabla de contingencia 2x2 donde se
calcularon los Intervalos de confianza (IC) al 95%. La sensibilidad, especificidad,
Valor Predictivo Positivo (VPP) y el Valor Predictivo Negativo (VPN) de la técnica
de diagnéstico rapido por LAMP fueron calculadas de la siguiente manera:
Sensibilidad= (nimero de verdaderos positivos) / (nimero de verdaderos positivos
+ ndmero de falsos negativos), Especificidad= (nimero de verdaderos negativos) /
(nimero de verdaderos negativos + nimero de falsos positivos), VPP= (nimero de
verdaderos positivos) / (nUmero de verdaderos positivos + nimero de falsos
positivos) y VPN= (nimero de verdaderos negativos) / (nimero de verdaderos
negativos + falsos negativos) (Riegelman & Hirsch 1992; Sackett et al., 1998).

Con los datos obtenidos, se realizd una prueba de chi-cuadrada mediante el
software estadistico Minitab® (Minitab 18, Minitab Inc. State College, PA, USA).y
se estableci6 significancia estadistica cuando el valor fue P < 0.05.

6.5 Metagenomica del ambiente hospitalario

Se colectaron muestras ambientales en areas problematicas y representativas del
Hospital General de Zona 1 IMSS en B.C.S (Tabla VI). Para ello, se colocaron 8
soportes con filtros Millipore de 0.22 um en las unidades de manejo del aire
acondicionado integral del hospital, los cuales fueron recolectados después de 21

dias y almacenados a -80°C hasta el momento de su preparacion.

Los 8 filtros fueron divididos en tres partes iguales y procesados como replicas,
ademas se incluyd un filtro estéril como control negativo, dando un total de 25
muestras. Las muestras fueron colocadas en tubos estériles de 15 mL donde
fueron lavados con 1 mL de buffer de fosfatos (pH 7.4) con 0.05 de Tween 80.
Después de vortexear intensamente los tubos por una hora, se recuperd la

solucién y centrifigd por 10 min a 13 rpm en tubos de 1.5 mL (Be et al., 2015).
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La extraccion de ADN se realiz6 con el kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN) (Jiang et
al., 2015). Posteriormente, el ADN extraido fue amplificado utilizando el kit REPLI-
g Single Cell (QIAGEN) por 16 horas a 30°C. Las amplificaciones fueron
purificadas utilizando columnas del kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN) (Be et
al., 2015). Finalmente, las muestras fueron enviadas a la empresa GENEW!IZ para
la preparacion de librerias pareadas y secuenciacion de la region V3-V4 del gen

16S del RNA ribosomal por la plataforma de llumina MiSeq.

Tabla VI. Areas estudiadas dentro del hospital.

Areas
UCIN area comun
UCIN area aislada
UCI area comun
UCI area aislada
Cuneros
Hospitalizacion pasillo
Hospitalizacion
Urgencias

6.5.1. Analisis bioinformético y estadistico

Para el analisis bioinformatico se utiliz6 el servidor Biobacter del laboratorio de
Genomica Microbiana del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo,
A.C. de Mazatlan (Bruno Gémez Gil & Abraham Guerrero). Para la limpieza de las
lecturas se utilizd el script pair-end_cleaner v1.0.4, el cual elimina con CUTADAPT
v1.16 bases de baja calidad (< Q30), N's y remueve secuencias pareadas cortas
(<140 bases). Posterior a esta limpieza, ambas secuencias pareadas se
ensamblaron con PEAR 0.9.8, con una longitud minima de ensamblaje de 440 pb
y una longitud maxima de 480 pb para la region V3-V4 del gen 16S del RNA

ribosomal.
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Las lecturas resultantes fueron analizadas para eliminar secuencias quiméricas
utilizando el script Chimera_detector v1.4.2, comparando las secuencias con la
base de datos de Silva 132 mediante vsearch. Finalmente se utilizd el script
Metagenomic Sequence Classifier v1.8.1 para clusterizacion y clasificacién de las
secuencias representativas de cada cluster con vsearch, determinacién de la

diversidad de la comunidad bacteriana y asignacién taxonémica.

El paquete Phyloseq v1.22.3 en R v3.6.2 fue utilizado para la manipulacién de los
datos y construccién de graficos. Para determinar similitudes se realizaron graficos

de ordenacién mediante andlisis de coordenadas principales (PCoA).

7. RESULTADOS

7.1 Cultivos bacterioldgicos

Durante un periodo de 12 meses, se obtuvieron 192 cultivos bacteriol6gicos; 40
cultivos de S. aureus, 31 cultivos de A. baumannii, 75 cultivos de P. aeruginosa y
46 cultivos de K. pneumoniae, a partir de muestras biolégicas de pacientes con
infecciones nosocomiales en UCIy UCIN del HGZ1 IMSS de B.C.S., de acuerdo al
cbdigo de ética, manteniendo estricto control de la informacion del paciente.

El mayor nimero de cultivos aislados en UCI fue de P. aeruginosa (55), seguido
por S. aureus (32) y A. baumannii y K. pneumoniae ambos con 27 cultivos. En
UCIN, P. aeruginosa también presentd el mayor nimero de cultivos (20), seguido

por K. pneumoniae (19), S. aureus (8) y A. baumannii (4) (Figura 1).
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Figura 1. Cultivos bacteriol6gicos aislados en UCI y UCIN. Se aplico la prueba de
chi-cuadrada, con un valor de significancia estadistica P< 0.05.

En cuanto a los cultivos multidrogo resistentes (MDR) (Figura 2), A. baumannii
presento la mayor incidencia con 64.5%, seguido por P. aeruginosa con 61.3%, K.
pneumoniae con 60.8% y S. aureus con 12.5%. A. baumanni MDR fue registrado
Unicamente en UCI, donde incluso se presentaron cuatro cultivos extensamente
resistentes (XDR) (Figura 2A), de acuerdo a la propuesta de expertos para el
estadndar provisional de definiciones de resistencia adquirida declarados por
Magiorakos et al., (2011). S. aureus resistente a meticilina se presenté en UCly
UCIN, observando diferencias estadisticamente significativas entre ambas areas
para resistencia a fluoroquinolonas y lincosamidas (Figura 2B).

K. pneumoniae MDR presentd diferencias significativas entre UCI y UCIN para la
resistencia a fluoroquinolonas e inhibidores de la ruta de folato (Figura 2C). P.
aeruginosa MDR fue observada con diferencias significativas entre ambas areas
para todos los agentes antimicrobianos con excepcion de monobactamicos (Figura
2D). En el Anexo | se describe la informacién de sensibilidad a antimicrobianos

para cada uno de los cultivos mencionados.
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Figura 2. Cultivos bacteriolégicos MDR de A. baumannii (A), S.aureus (B), K.
pneumoniae (C) y P. aeruginosa (D) aislados de UCIy UCIN. Se aplicé la prueba

de chi-cuadrada, con un valor de significancia estadistica P< 0.05.
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7.2 Cepas control

Se adquirieron cepas como control positivo de S. aureus ATCC 11632 donada por
el Instituto Tecnologico de Sonora, A. baumannii y K. pneumoniae donadas por
HGZ1 IMSS de BCS y P.aeruginosa ATCC 27853 donada por INSP-CISEI. Asi
mismo, INSP-CISEI doné cepas de referencia que expresan diferentes
mecanismos de resistencia; A. baumannii 9001, A. baumannii 8400, A. baumannii
7811, P. aeruginosa 4899 and P. aeruginosa 6102, que producen OXA-23-like,
OXA-24-like, OXA-58-like, IMP y VIM respectivamente.

7.3 Estandarizacion de amplificacién por PCR punto final

Se establecieron las condiciones de amplificacion de PCR punto final para
S.aureus ATCC 11632, A. baumannii, K.pneumoniae y P. aeruginosa ATCC
27853. Las reacciones individuales se prepararon de acuerdo a la Tabla VII. En la

Figura 2 se muestran productos de PCR con los tamafios de amplicon esperados.

Tabla VII. Mezcla de reaccion de PCR punto final para estandarizacion de
amplificacion.

Reactivo Concentracion Vollilrlnen
H20 MQ Volumen final 25 ul 17.94
Buffer GoTaq 5x 25
MgCl, 25 mM 1.5
dNTP’s 10 mM 1
Primers 10uM 1
Taq 8 unidades/ul 0.06
polimerasa

Templado 100 ng/ul 1
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1000 pb —>

100 pb —> —

Figura 3. Amplificacion por PCR punto final. Gel de agarosa al 1% con los
productos de PCR. En donde, M: es el marcador de peso molecular de 1 kb plus,
1. A. baumannii (353 pb), 2: ddH20, 3: Pseudomonas aeruginosa (528 pb), 4:
ddH20, 5: K. pneumoniae (364 pb), 6: ddH20, 7: S. aureus (107 pb), 8: ddH20.

7.4 Disefio de primers

Se realiz6 el disefio de primers para la identificacion por LAMP de A. baumannii y
K. pneumoniae, mediante el programa PrimerExplorer V5

(https://primerexplorer.jp/e/). Se disefiaron 6 primers incluyendo primers internos

(FIP y BIP), externos (F3 y B3) y del loop (LF y LB), que reconocen 8 regiones
distintas en los genes intrinsecos blaoxa-siike Y mdh, en A. baumannii y K.
pneumoniae respectivamente (Tabla VIII).

Asi mismo, se diseflaron los primers para la identificacibn de los genes
involucrados en los mecanismos de resistencia a antimicrobianos para A.
baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosay S. aureus.

Se disefaron los primers para las Clase D B-lactamasas: blaOXA-23 (GenBank:
AJ132105.1), blaOXA-24 (GenBank: AJ239129.2), blaOXA-51 (GenBank:


https://primerexplorer.jp/e/
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AJ309734.2), y blaOXA-58 (GenBank: AY665723.1). Para K. pneumoniae
carbapenemasas (KPC), Metalo-B-lactamasas (MBL): Imipenemasas (IMP),
Verona integron Metalo-p-lactamasa (VIM) y New Delhi Metalo-B-lactamasa
(NDM), y las B-lactamasas de amplio espectro Sulfhidrilo variable (SHV) y
Temoneira (TEM), se realizaron alineamientos mdiltiples mediante Clustal con la
finalidad de identificar regiones conservadas en las secuencias mas actualizadas
de la base de datos: Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database
construida por NCBI.

(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/ipathogen/betalactamases/Allele.tab). También se realiz6

el disefio de los primers para la identificacion del gen mecA en S. aureus el cual le
confiere resistencia a meticilina. Asi mismo, se disefiaron primers para la
identificacion del gen mcr-1(GenBank: KP347127.1) que confiere resistencia a

colistina (Anexo 1I).

Tabla VIIl. Primers disefiados para la identificacion de A. baumannii y K.
pneumoniae por LAMP.

Primer 5'pos 3'pos Ta(r;s)no Tm Secuencia
Acinetobacter baumannii

F3 237 256 20 54.70 TTCGACCTTCAAAATGCTTA

B3 410 429 20 55.13 GAGTTCAAGTCCAATACGAC

EIp 38 GCCCGTCCCACTTAAATACT-
CTTTGATCGGCCTTGAGC

BIP 45 AGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAG-
AGCTAAATCTTGATAAACCGG

F2 260 277 18 5757 CTTTGATCGGCCTTGAGC

Flc 300 319 20 59.02 GCCCGTCCCACTTAAATACT

B2 388 408 21 55.26 AGCTAAATCTTGATAAACCGG

Blc 325 348 24 62.60 AGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAG

LF 278 297 20 61.5 TGTGGTGGTTGCCTTATGGT

LB 363 384 22 62.93 CGATGCTATGAAAGCTTCCGCT
Klebsiella pneumoniae

F3 311 328 18 60.34 AAGCCGGCGTGTACGATA



ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab
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B3 495 512 18 60.71 TCGGCCACTTCCTGATCG
AGCTCCGCCACAAAGGTATTGG-

FIP 42 AAACAAACTGTTCGGCGTGA
BIP a1 GGTCAATCGGCAACCGAGGTG-

CTGCGACAGTAAAGGCAGAA
F2 330 349 20 60.44 AAACAAACTGTTCGGCGTGA
Flc 371 392 22 64.98 AGCTCCGCCACAAAGGTATTGG
B2 455 474 20 59.73 CTGCGACAGTAAAGGCAGAA
Blc 397 417 21 65.43 GGTCAATCGGCAACCGAGGTG
LF 353 370 18 61.44 AGCGGATGATGTCCAGCG

LB 423 440 18 61.42 CCCGGTTATTGGCGGTCA

7.5 Estandarizacién de LAMP para bacterias patbgenas

Se estandarizo la técnica de LAMP para las bacterias: A. baumannii, S. aureus
ATCC 11632, K. pneumoniae y P. aeruginosa ATCC 27853 (Tabla IX). Se obtuvo
el patrén de bandeo caracteristico de la amplificacion resultante de ocho regiones
especificas para cada uno de los genes y se observd un cambio de color con

1,000X SYBR Green indicando una reaccion positiva (Figura 4).

Tabla IX. Mezcla de reaccién de LAMP para bacterias patégenas.

S. A. K. P.
Reactivo Concentracién aureus baumannii pneumoniae aeruginosa
H20 MQ Volumen final 8 8 8 9
25 pl

Termopol 10X 2.5 2.5 2.5 2.5
MgSO4 100 mM 15 1.5 1.5 1.5
dNTP’s 10 mM 3 4 3 4
FIP 40 uM 1 1 2 1
BIP 40 uM 1 1 2 1
F3 5uM 1 1 2 1
B3 5 uM 1 1 2 1
LF 20 uM 1 1 2 1
LB 20 uM 1 1 2 1
BST 8 unidades/ul 1 1 1 1

polimerasa
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Templado 100 ng/ul 2 1 1 1
Betaina 5M 1 1 1 -
SYBR 1,000X 2 1 1 1
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Figura 4. Amplificacién por medio de LAMP de bacterias patogenas. A. Productos
de LAMP detectados con 1,000X SYBR Green |. B. Productos de LAMP
detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% tefidos con
GelRed. Dénde: M: marcador de peso molecular 1 Kb plus. Tubo y carril 1: A.
baumannii, tubo y carril 2: control negativo (ADNg Salmonella sp.), tubo y carril 3:
ddH20, tubo y carril 4: S. aureus, tubo y carril 5: control negativo (ADNg
Salmonella sp.), tubo y carril 6: ddH20, tubo y carril 7: K. pneumoniae, tubo vy carril
8: control negativo (ADNg Salmonella sp.), tubo y carril 9: ddH20O, tubo y carril 10:
P. aeruginosa, tubo y carril 11: control negativo (ADNg Salmonella sp.), tubo y
carril 12: ddH20.

7.6. Estandarizacion de LAMP para genes de resistencia

Se realiz6 la estandarizacion de LAMP para la deteccion de los genes

involucrados en el mecanismo de resistencia de A. baumannii, S. aureus, K.
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pneumoniae y P. aeruginosa; Clase A B-lactamasas (ESBL): blargy, blasny, blakec,
Clase B B-lactamasas; blayp, blay, blanow, Clase D B-lactamasas; blaoxa-23-iike,

blaoxa-24-iike, blaoxa-ss-ike y mecA de MRSA (Tabla X) (Figura 5y 6).

Tabla X. Mezcla de reaccion de LAMP para genes de resistencia.

Reactivo Concentracién  0ldoxa2s.  blaoxa-  blaoxa. blaym blame
like 24-like 58-like
H20 MQ Volumen final 25 7 6 7 7 5
ul
Termopol 10X 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
MgSO4 100 mM 15 15 15 15 15
dNTP’s 10 mM 3 3 3 3 3
FIP 40 uM 1 1 1 1 1
BIP 40 uM 1 1 1 1 1
F3 5 uM 1 1 1 1 1
B3 5uM 1 1 1 1 1
LF 20 uM 1 1 1 1 1
LB 20 uM 1 1 1 1 1
BST 8 unidades/ul 1 1 1 1 1
polimerasa
Templado 100 ng/pl 1 1 2 1 2
Betaina 5M 1 2 - 1 2
SYBR 1,000X 1 1 1 1 1
Green
Reactivo Concentracion blakpc blanom blasny blaym mecA
Termopol 10X 2.5 25 25 25 6
MgSO4 100 mM 15 15 15 15 2.5
dNTP’s 10 mM 4 4 4 4 15
FIP 40 uM 1 1 1 1 3
BIP 40 uM 1 1 1 1 1
F3 5uM 1 1 1 1 1
B3 5uM 1 1 1 1 1
LF 20 pM - 1 1 1 1
LB 20 uM 1 1 1 1 1
BST 8 unidades/ul 1 1 1 1 1
polimerasa
Templado 100 ng/pl 1 1 1 1 1
Betaina 5M 1 1 1 1 1
SYBR 1,000X 1 1 1 1 2

Green
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Figura 5. Amplificacion por medio de LAMP de blaoxa-23-ike, blaoxa-24-iike, blaoxa-s1-
ike, Dlaoxa-ss-ike; Dlavim y blawp. A. Productos de LAMP detectados con 1,000X
SYBR Green I. B. Productos de LAMP detectados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2% tefiidos con GelRed. Donde: M: marcador de peso
molecular 1 Kb plus. Tubo y carril 1: blapxa-23-ike (A. baumannii AR0056), tubo y
carril 2: ddH20. Tubo y carril 3: blapxa-24-ike (A. baumannii AR0088), tubo y carril 4:
ddH20. Tubo y carril 5: blapxa-s1-ike (A.baumannii AR0101), tubo y carril 6: ddH20.
Tubo vy carril 7: blapxa-ss-ike (A. baumannii AR0063), tubo y carril 8: ddH20. Tubo y
carril 9: blaym (P. aeruginosa AR0230), tubo y carril 10: ddH20O. Tubo y carril 11:
blaye (P. aeruginosa AR0095), tubo y carril 12: ddH20.
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Figura 6. Amplificacion por medio de LAMP de blakpc, blanpm, blaspy vy blamew. A.
Productos de LAMP detectados con 1,000X SYBR Green I. B. Productos de LAMP
detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con
GelRed. Donde: M: marcador de peso molecular 1 Kb plus. Tubo y carril 1: ADNg
con presencia de blakpc, tubo y carril 2: ddH20. Tubo y carril 3: ADNg con
presencia de blanpy, tubo y carril 4. ddH20. Tubo y carril 5: ADNg con presencia
de blaspy, tubo y carril 6: ddH20O. Tubo y carril 7: ADNg con presencia de blartaw,
tubo y carril 8: ddH20.
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7.7 Sensibilidad y especificidad analitica

Se determiné la sensibilidad y especificidad analitica para la identificacién por
LAMP de A. baumannii, S. aureus, K. pneumonie y P. aeruginosa. Para ello, se
realizaron diluciones seriadas a partir de ADN gendémico desde 100 ngeuL-1 hasta
1 fgepL-1, y se realiz6 amplificacion por LAMP y PCR punto final para comparar

los limites de deteccidon de ambas técnicas (Figuras 7, 8, 9y 10).

La técnica de LAMP tuvo un limite de deteccién de 100 fgeuL-1 de templado para
A. baumannii, K. pneumonie y P. aeruginosa, y 10 fgeuL-1 de templado para S.
aureus (Figura 4B, Figura 5B, Figura 6B y Figura 7B), mientras que el PCR punto
final detect6 hasta 1 pgepL-1 para A. baumannii, K. pneumonie y P. aeruginosa, y
10 pgepL-1 S. aureus (Figura 7C, Figura 8C, Figura 9C, Figura 10C), estos
resultados sugieren que la detecciéon de A. baumannii, K. pneumonie y P.
aeruginosa por LAMP es hasta 10 veces mas sensible, mientras que la deteccion

de S. aureus es hasta 100 veces mayor que un PCR convencional.

La especificidad de LAMP para la deteccion de A. baumannii, S. aureus, K.
pneumonie y P. aeruginosa, se determind utilizando ADN genémico de siete
bacterias diferentes (Tabla Xl Tabla XIl, Tabla Xl y Tabla XIV). No se
presentaron falsos positivos indicando la factibilidad del uso de esta técnica para

la correcta identificacion del patdbgeno en cuestion.
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Figura 7. Evaluacién de la sensibilidad analitica de LAMP para identificar A.
baumannii. A. Productos de LAMP detectados con 1,000X SYBR Green |. B.
Productos de LAMP detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefidos con GelRed. Donde: M: marcador de peso molecular 1 Kb plus. C.
Productos de PCR detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefiidos con GelRed. Tubo y carril 1. ddH20, tubo y carril 2: control negativo
(ADNg Salmonella sp.), tubos y carriles 3-9: ADNg de Acinetobacter baumannii
100.0 ngepL-1, 10.0 ngepL-1, 1.0 ngeplL-1, 100 pgepL-1, 10 pgepL-1, 1 pgeulL-1, 100
fgeuL-1, respectivamente.
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Tabla XlI. Evaluacion de la especificidad analtica de LAMP para identificar
A.baumannii.

Amplificacion

Bacteria por LAMP?
A. baumannii ® +

A. Iwoffii ° -

A.juni® -

S. aureus ATCC 11632° -

S. lentus ® -
S. hominis ssp hominis ° -
E. coli O157:H7°¢ -

Campilobacter jejuni ;

Listeria monocitdgenes ATCC
7644°

Salmonella spp.© -

K. pneumoniae ® -

K. oxytocaP -

P. aeruginosa ATCC 27853° -
P. fluorescens ® -

P. putida -

&+ amplificacion observadadespués de unaincubacion de 60 minutos; -, amplificacion no observada después
de una incubaci6n de 60 minutos.

® procedencia: IMSS.

® Procedencia: Instituto Tecnoldgico de Sonora.

¢ procedencia: ISSSTE.

®Procedencia: INSP-CISEI
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Figura 8. Evaluacion de la sensibilidad analitica de LAMP para identificar S.
aureus. A. Productos de LAMP detectados con 1,000X SYBR Green | B.
Productos de LAMP detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefidos con GelRed. Donde: M: marcador de peso molecular 1 Kb plus. C.
Productos de PCR detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefiidos con GelRed. Tubo y carril 1: ddH,O, tubo y carril 2: control negativo (ADNg
Salmonella sp.), tubos y carriles 3-9: ADNg de S. aureus 100.0 ngepL?, 10.0
ngepl®, 1.0 ngeplL?, 100 pgepl™, 10 pgepl?, 1 pgepl?, 100 fgepL ™
respectivamente.



Tabla XIl. Evaluacion de la especificidad analiica de LAMP para identificar S.
aureus.

Amplificacion

S. aureus ATCC 11632°¢ +

S. lentus ® -
S. hominis ssp hominis ° -
E. coli O157:H7° -

Campilobacter jejuni -

Listeria monocitbgenes ATCC
7644°

Salmonella spp.© -

K. pneumoniae ® -

K. oxytoca” -

A. baumannii ® -

A. Iwoffii ° -

A.juni® -

P. aeruginosa ATCC 27853° -
P. fluorescens ” -

P. putida -

+ amplificacion observadadespués de unaincubacion de 60 minutos; -, amplificacion no observada después
de una incubacién de 60 minutos.

b procedencia: IMSS.

° Procedencia: Instituto Tecnoldgico de Sonora.

9 procedencia: ISSSTE.

®Procedencia: INSP-CISEI
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Figura 9. Evaluacion de la sensibilidad analitica de LAMP para identificar K.
pneumoniae. A. Productos de LAMP detectados con 1,000X SYBR Green I. B.
Productos de LAMP detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefiidos con GelRed. Dénde: M: marcador de peso molecular 1 Kb plus. C.
Productos de PCR detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefiidos con GelRed. Tubo y carril 1: ddH,O, tubo y carril 2: control negativo (ADNg
Salmonella sp.), tubos y carriles 3-9: ADNg de K. pneumoniae 100.0 ngeuL ™", 10.0
ngepL?, 1.0 ngepL?, 100 pgepl?, 10 pgepl™, 1 pgepl?, 100 fgepL™
respectivamente.
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Tabla XIll. Evaluacion de la especificidad analiica de LAMP para identificar K.
pneumoniae.

Amplificacion

Bacteria por LAMP?
K. pneumoniae ® +
K. oxytoca” -

S. aureus ATCC 11632°¢ -

S. lentus ® -
S. hominis ssp hominis ° -
E. coli O157:H7°¢ -

Campilobacter jejuni -

Listeria monocitbgenes ATCC
7644°

Salmonella spp.© -

A. baumannii ® -

A. Iwoffii ° -

A.juni® -

P. aeruginosa ATCC 27853° -
P. fluorescens ” -

P. putida -

+ amplificacion observadadespués de unaincubacion de 60 minutos; -, amplificacion no observada después
de una incubaci6n de 60 minutos.

® procedencia: IMSS.

¢ Procedencia: Instituto Tecnoldgico de Sonora.

9 procedencia: ISSSTE.

®Procedencia: INSP-CISEI
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Figura 10. Evaluacion de la sensibilidad analiica de LAMP para identificar P.
aeruginosa. A. Productos de LAMP detectados con 1,000X SYBR Green |. B.
Productos de LAMP detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefidos con GelRed. Donde: M: marcador de peso molecular 1 Kb plus. C.
Productos de PCR detectados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefildos con GelRed. Tubo y carril 1: ddHO, tubo y carril 2: control negativo (ADNg
Salmonella sp.), tubos y carriles 3-11: ADNg de P. aeruginosal00.0 ngepL™, 10.0
ngepLt, 1.0 ngepL™, 100 pgepL?, 10 pgepl™, 1 pgepL™, 100 fgepL ™ 10 fgepL?, 1
fgepL ! respectivamente.



48

Tabla XIV. Evaluacién de la especificidad analitica de LAMP para identificar P.

aeruginosa.

. Amplificacion
Bacteria por LAMP?

P. aeruginosa ATCC 27853° +
P. fluorescens ” -

P. putida ® -

S. aureus ATCC 11632° -

S. lentus ® -
S. hominis ssp hominis ° -
E. coli O157:H7°¢ -

Campilobacter jejuni -

Listeria monocitdgenes ATCC
7644°

Salmonella spp.© -
K. pneumoniae ® -
K. oxytoca” -
A. baumannii ® -
A. Ivoffii -

A.juni® -

%+ amplificacion observadadespués de unaincubacion de 60 minutos; -, amplificacion
de una incubaci6n de 60 minutos.

® procedencia: IMSS.

® Procedencia: Instituto Tecnoldgico de Sonora.

¢ procedencia: ISSSTE.

®Procedencia: INSP-CISEI

no observada después
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7.8. Sensibilidad y especificidad clinica

El calculo de la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del equipo automatizado
Vitek 2 y la técnica de diagnéstico rapido por medio de LAMP para la deteccion de,
A. baumannii, S. aureus K. pneumoniae y P. aeruginosa fue de 100% (Tabla XV).
Mientras que la sensibilidad de la técnica de PCR punto final para la deteccion de
A. baumannii y P. aeruginosa fue de 95.65 (IC95%:78.05-99.89) y 96.61
(IC95%:88.29-99.59) y el VPN fue de 98.28 (IC95%:95.27-99.89) y 98.06
(1IC95%:92.82-99.50), respectivamente.

Asi mismo, la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la técnica de diagndéstico
rapido por medio de LAMP para la deteccién de los genes involucrados con los
mecanismos de resistencia de dichas bacterias fue de 100% (Tabla XV, XVI, X VI
y XVII). La deteccion por medio de PCR mostré una sensibilidad para el caso de
blaTEM de 35.29% (IC95%:19.75-53.51) en K. pneumoniae (P < 0.05) y hasta de
65% (IC95%:40.78-84.61) en A. baumannii (P < 0.05). El VPN para el caso de
blaTEM, mostrd valores desde 30% (IC95%:19.08-43.78) en A. baumannii y hasta
de 98.21 (IC95%:90.97-99.67) en P. aeruginosa. La especificidad y VPP para la
deteccién de todos los genes de resistencia fue de 100% tanto para PCR como
LAMP (Tabla XVI, XVII, XVII y XIX).



Tabla XV. Evaluacion de Vitek 2, PCR y LAMP para identificar bacterias patégenas.
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No. de cultivos Sensibilidad IC Especificidad IC VPP IC VPN IC

Positivos  Negativos (%) (%) (%) (%) (%) (%) (90) (%)
A. baumanii
Vitek 31 161 100 88.78-100 100 97.73-100 100 - 100 -
PCR 30 162 96.77 83.30-99.92 100 97.73-100 100 - 99.38  95.90-99.91
LAMP 31 161 100 88.78-100 100 97.73-100 100 - 100 -
S. aureus
Vitek 40 152 100 91.19-100 100 97.60-100 100 - 100 -
PCR 40 152 100 91.19-100 100 97.60-100 100 - 100 -
LAMP 40 152 100 91.19-100 100 97.60-100 100 - 100 -
K. pneumoniae
Vitek 46 146 100 92.29-100 100 97.51-100 100 - 100 -
PCR 46 146 100 92.29-100 100 97.51-100 100 - 100 -
LAMP 46 146 100 92.29-100 100 97.51-100 100 - 100 -
P. aeruginosa
Vitek 75 117 100 95.20-100 100 96.90-100 100 - 100 -
PCR 73 119 97.33 90.70-99.68 100 96.90-100 100 - 98.32  93.71-99.57
LAMP 75 117 100 95.20-100 100 96.90-100 100 - 100 -

VPP, Valor Predictivo Positivo
VPN, Valor Predictivo Negativo
IC, Intervalo de Confianza (95%)

-, no aplica
n=192
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Tabla XVI. Evaluacion de PCRy LAMP para identificar genes de resistencia a antimicrobianos en A. baumannii.

LAMP VS PCR
No. de cultivos
Sensibilidad Cl Especificidad Cl VPP Cl VPN Cl
LAMP PR (%) (%) (%) (%) O (%)
S0
Fre%‘f/i)”c'a Positivo  Negativo Positivo  Negativo
15.81-100/ 88.06-100/
blaoxazziike 6.4 (2/31) 2 29 2 29 100/100 15.81-100 100/100 88.06-100 100100 -/~  100/100 -I-
2.50-100/ 88.43-100/
blavim 3.2 (1/31) 1 30 1 30 100/100 250-100 100/100 88.43-100 100100 -/~  100/100 -I-
a 87.66-100/ 29.24-100/
blatem 90.3(28/31) 28 3 21 10 100/75 55.13-89 31 100/100 29 24-100 100100  -/- 100/30  -/18.41-4487
VPP, Valor Predictivo Positivo; VPN, Valor Predictivo Negativo; IC, Intervalo de Confianza (95%); -, no aplica; n=31; *: Diferencia estadistica (P < 0.05);°: Frecuencia relativa dada por
LAMP.
Tabla XVII. Evaluacién de PCR y LAMP para identificar genes de resistencia a antimicrobianos en S. aureus.
LAMP VS PCR
No. de cultivos
Sensibilidad Cl Especificidad Cl VPP Cl VPN Cl
_ LAMP PCR (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fre(E(LJJAe))nma Positivo  Negativo Positivo  Negativo
mecA 10.0(4/40) 4 36 4 36 100/100 39.76-100/39.76-100 100/100 90.26-100/90.26-100 100/100  -/-  100/100 -/-

VPP, Valor Predictivo Positivo; VPN, Valor Predictivo Negativo; IC, Intervalo de Confianza (95%y; -, no aplica; n=40; °: Frecuencia relativa dada por LAMP.
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Tabla XVIII. Evaluacion de PCRy LAMP para identificar genes de resistencia a antimicrobianos en K. pneumoniae.

LAMP VS PCR
No. de cultivos
LAMP PCR Sensibilidad Cl EspeC|f|C|dad Cl VPP Cl VPN Cl
- . (%) (%) (%) (%) (%) (9 (%) (%)
rei(t)JAe))nua Positivo  Negativw Positivo  Negativo
39.76-1007 91.59-1007
blavim 8.7(4/46) 4 42 2 44 100/50 6.76-93 24 100/100 91.59-100 100/100 -/~ 100/95.45 -/88.74-98.24
a 90.26-100/ 69.15-100/
blatem 78.3(36/46) 36 10 24 22 100/66.67 49 03-81.44 100/100 69 15-100 100/100 -/~ 100/45.45 -/34.43-56.95
90.97-100/ 59.04-100/
blaskv 84.8(39/46) 39 7 35 11 100/89.74 75 78-97 13 100/100 59 04-100 100/100 -/~ 100/63.64 -/40.88-81.58
VPP, Valor Predictivo Positivo; VPN, Valor Predictivo Negativo; IC, Intervalo de Confianza (95%); -, no aplica; n=46; *: Diferencia estadistica (P < 0.05);": Frecuencia relativa dada por
LAMP.
Tabla XIX. Evaluacion de PCRy LAMP para identificar genes de resistencia a antimicrobianos en P.aeruginosa.
LAMP VS PCR
No. de cultivos
Sensibilidad Cl Especificidad Cl VPP Cl VPN Cl
LAMP PCR
- _ (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
re%l)J/‘(:)nma Positivo  Negatiw Positivo  Negativo
81.47-100/ 93.73-100/
blavim 24 (18/75) 18 57 16 59 100/88.89 65.29-98 62 100/100 93.73-100 100/100 -/~ 100/9661 -/88.53-99.06
15.81-100/ 95.07-100/
blakec 2.6 (2/75) 2 73 2 73 100/100 15.81-100 100/100 95.07-100 100/100 -/~ 100/100 -/-
90.75-100/ 90.51-100/
blatem 50.6 (38/75) 38 37 27 48 100/71.05 54.10-84 58 100/100 9051-100 100/100 -/~  100/77.08 -/67.15-84.70
86.77-100/ 92.75-100/
blashy 34.6 (26/75) 26 49 22 53 100/84.62 65.13-95 64 100/100 92.75-100 100/100 -/~ 100/9245 -/83.26-96.79

VPP, Valor Predictivo Positivo, VPN, Valor Predictivo Negativo; IC, Intervalo de Confianza (95%); -, no aplica; n=75; *: Frecuencia relativadada por LAMP.



7.9 Metagendmica del ambiente hospitalario

7.9.1 Extraccién de ADN de muestras ambientales
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Se obtuvieron 25 muestras; 3 réplicas bioldégicas por area y el control negativo,

con una concentracion y calidad de ADN dentro de los parametros adecuados

para ser enviadas a la empresa GENEWIZ donde ser realiz6 la preparacion de

librerias y secuenciacion la region V3-V4 del gen 16S del RNA ribosomal (Tabla

XX).

Tabla XX. Concentracion y calidad de las muestras ambientales.

Concentracion

Numero Muestra 260/280
(ng/uL)
1 UCIN area comun-1 355.7 1.88
2 UCIN area comun-2 365.0 1.89
3 UCIN area comun-3 425.9 1.89
4 UCIN area aislada-1 340.4 1.89
5 UCIN érea aislada-2 380.3 1.89
6 UCIN area aislada-3 386.5 1.89
7 UCI area comin-1 402.5 1.91
8 UCI area comin-2 412.6 1.90
9 UCI area comun-3 410.2 1.90
10 UCI area aislada-1 289.8 1.90
11 UCI area aislada-1 306.2 1.90
12 UCI area aislada-1 401.9 1.87
13 Cuneros-1 3384 1.90
14 Cuneros-2 354.7 1.91
15 Cuneros-3 232.4 1.91
16 Hospitalizacién pasillo-1 116.5 1.91
17 Hospitalizacién pasillo-2 412.3 1.88
18 Hospitalizacion pasillo-3 474.3 1.90
19 Hospitalizacion-1 424.8 1.90
20 Hospitalizacion-2 261.8 1.87
21 Hospitalizacion-3 435.4 1.89
22 Urgencias-1 158.2 1.89
23 Urgencias-2 437.0 1.89
24 Urgencias-3 293.3 1.88
25 Control Negativo 364.1 1.91
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7.9.2 Evaluacién de la comunidad bacteriana

El conjunto de datos crudos de las 25 muestras fue de 649,589 secuencias.
Posterior a la limpieza y ensamble, se obtuvieron 481,362 secuencias con un total
de 215 Unidades Taxondémicas Operativas (OTUs) asignadas; identificando 8
phyla, 75 familias y 126 géneros. En la Figura 11 se observan las curvas de
rarefaccion, que representan el niumero de OTUs que fueron obtenidos de acuerdo
al nimero de secuencias de cada muestra. El grado de cobertura alcanzado en la
secuenciaciéon fue éptimo y las muestras fueron bien representadas, debido a que las
curvas alcanzaron una asintota indicando que la secuenciacién cubri6 una parte
importante de la rigueza de las secuencias. Con excepcion de las réplicas CG12-4-3
y CG19-7-1 correspondientes al area comun de UCI vy hospitalizacion,

respectivamente.

1 €G25-9-1C615-5-3 CG09-3-3 CG21-7-3 CGO1-1-1€G03-1-3 _ CGO6-2-3  CG13-5-1
100 — — T3 ocoom CG11-4-2

=G0 AR0-00-7-2  (amssR2 C023-8-2 €G17-6-2 G186 =2 CG073-T
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Figura 11. Curvas de rarefaccion de las muestras ambientales.
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9.9.3 Estructura de lacomunidad bacteriana

Posterior a la normalizaciéon del nimero de lecturas para cada muestra utilizando
la profundidad de secuenciacion promedio, se determind la abundancia relativa a
nivel de phylum, familia y género en cada area. En las Figuras 12, 13 y 14 se
muestran las graficas de barras apiladas, donde la altura relativa representa el
porcentaje de lecturas que pueden ser asignadas a un nivel taxonémico de

phylum, familia o género.

De un total de ocho phyla bacterianas diferentes, especificamente: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes,
Patescibacteria y Proteobacteria, Firmicutes (33.53-70.28%) fue el phylum mas
abundante seguido por Actinobacteria (45.55-66.48%) y Proteobacteria (32.96-
63.51%). Actinobacteria fue el phylum méas abundante en el &rea de cuneros
(66.48%), seguido por el area aislada de UCIN (45.55%). EI phylum Firmicutes fue
el mas abundante en el area aislada de UCI (70.28%), el pasillo de hospitalizacion
(56.12%) y hospitalizacion (33.53%), y Proteobacteria fue el mas abundante en
UCI (63.51%) urgencias (55.37%), el control negativo (54.62%) y UCIN (32.96%).

A nivel de familia, un total de 12 familias se observaron en todas las areas con
diferencias en su distribucion. Moraxellaceae fue la mas abundante en urgencias
(67.51%) y UCIN (51.06%), Propionibacteriaceae en el area aislada de UCIN
(99.41%) y en el control negativo (100%), Prevotellaceae en UCI (80.14%),
Rhodobacteraceae en el area aislada de UCI (67.58%), Corynebacteriaceae en
cuneros (73.25%), Pseudomonadaceae en hospitalizacion (46.82%) vy
Staphylococcaceae en el pasillo de hospitalizacion (84.41%).

Las comunidades microbianas de todas las &reas estuvieron dominadas por
Enhydrobacter en urgencias (53.17%) y UCIN (44.14%), Prevotellaceae en UCI

(80.14%), Paracoccus en el area aislada de UCI (67.58%), Cutibacterium en el
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area aislada de UCIN (99.41%) y el control negativo (100%), Corynebacterium en
cuneros (44.37%), Pseudomonas en hospitalizacion (46.82%) y Staphylococcus

en el pasillo de hospitalizacién (84.41%)).
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Figura 12. Abundancia relativa a nivel de phyla.
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Genus

Acinetobacter
Alloprevotella
Corynebacterium
Corynebacterium_1
Cutibacterium
Enhydrobacter
Lactobacillus
Paracoccus
Phascolarctobacterium
Prevotellaceae_IUCG-001
Pseudomonas
Quadrisphaera
Salinimicrobium
Staphylococcus

Streptococcus



60

7.9.4 Diversidad bacteriana

Los indices de diversidad alfa, Chaol y Shannon, se utilizaron para evaluar la
riqueza y diversidad de las comunidades bacterianas en las distintas areas (Figura
15). De acuerdo con el indice de Chaol el area comun de UCIN (48) presento la
mayor riqueza, seguida por UCI (39) y el pasillo de hospitalizacion (35), mientras
gue el control negativo presentd la menor riqueza (3). En cuanto al indice de
Shannon, UCIN (2.91) y UCI (2.89) presentaron la mayor diversidad bacteriana,

mientras que el area aislada de UCIN (0.46) presento la menor diversidad.
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Figura 15. Alfa diversidad utilizando los indices de Chaol y Shannon.
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7.9.5 Network basadaen el indice de Jaccard

Para determinar las interacciones ecoldgicas entre las comunidades bacterianas
de las diversas areas, se realizd una red igraph basada en el indice de similaridad
de Jaccard con una distancia maxima de tres entre los nodos conectados (Figura
16). Se observd un solo modulo que incluye todos los nodos, con relaciones
cercanas entre algunas areas. Las distancias mas cercanas se observaron entre
UCI y UCIN, hospitalizacién y cuneros, las areas aisladas de UCIN y UCI y por

altimo urgencias con el control negativo.
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Figura 16. Igraph network basada en el indice de Jaccard.
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7.9.6 Andlisis de coordenadas principales (PCoA)

Como andlisis estadistico multivariado, se realizO un analisis de coordenadas
principales (PCoA) basado en la distancia de Bray Crutis de los OTUs, para
explorar las relaciones entre diferentes comunidades bacterianas en las areas de
muestreo (Figura 17). Los primeros dos componentes principales, que representan
el 30.1% de la varianza, clasificaron las nueve muestras en tres grupos. El primer
grupo incluye UCI y UCIN, el segundo grupo el area aislada de UCIy UCIN, el
pasillo de hospitalizacion, y el control negativo, el tercer grupo incluye
hospitalizacion, urgencias y cuneros. De manera interesante, dentro del segundo
grupo, el area aislada de UCIN y el pasillo de hospitalizacion se encontraron mas
estrechamente relacionados entre si a comparacion del resto de las muestras en

el grupo.

Area

ER

ICU
ICUlsolation
MegativeContral
Meanatal

MNICU
MICUlsolation

Axis.2 [14.3%)

SurgicalWard
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04 02 00 02 04
Axis 1 [15.8%]

Figura 17. Analisis PCoA basado en la distancia de Bray Curtis de los OTUs.
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8. DISCUSION

8.1 Patron de resistencia a antimicrobianos

De acuerdo a los cultivos bacteriolégicos multidrogo resistentes (MDR) aislados de
UCI y UCIN, A. baumannii, mostr6 una elevada resistencia especialmente a -
lactamicos, seguido por aminoglucosidos, fluoroquinolonas, e inhibidores de la ruta
de folatos. Numerosos estudios han determinado que la principal causa de la
resistencia a los agentes B-lactamicos en A. baumannii es la produccion de B-
lactamasas, en donde las carbapenemsaas son las mas importantes, ya que
generalmente confieren resistencia a los carbapenems y con frecuencia a todos
los B-lactamicos (Zavascki et al., 2010). Una de las causas mas importantes de las
tasas de morbilidad y mortalidad en pacientes en estado critico, es la infeccion
adquirida en cuidados intensivos, principalmente por patdgenos MDR como A.
baumannii resistente a carbapenems (CRAB) (Ben-Chetrit et al., 2018). En
informacién emitida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre
“patdgenos prioritarios” resistentes a antimicrobianos, se reporta a CRAB como un
patdgeno que debe ser ampliamente estudiado y para el cual se necesitan
desarrollar nuevos agentes antimicrobianos para su tratamiento. Informes del
Sistema Nacional de Vigilancia de la Resistencia a Antimicrobianos de China de
2015 a 2016, indicaron que el 69.8% de los aislamientos de A. baumannii eran
resistentes a imipenem y el 71.4% a meropenem (Yun et al., 2017). Ademas, la
tasa de resistencia a antimicrobianos fue un 20% mayor entre los aislados de A.
baumanni de UCI a diferencia de los aislados obtenidos fuera de terapia intensiva.
Asi mismo, los resultados de tres estudios de cohorte realizados en México de
2005 a 2012 documentaron un rango de tasas de resistencia para imipenem y
meropenem de 36-76% (Morfin-Otero et al., 2012; Garza-Gonzalez et al., 2010;
Llaca-Diaz et al., 2012).
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Por otro lado, los cultivos MDR de S. aureus tuvieron la menor incidencia (12.5%),
para los cuales la resistencia a fluoroquinolonas y lincosamidas fueron las mas
importantes. Esta tasa es menor a lo reportado en México (62%) (Llaca-Diaz et al.,
2012), Estados Unidos (55%) y Canada (22.3%) (Klevens et al., 2007) pero similar
a la reportada en Europa con un rango de >1-24% (Kraker et al., 2011). Se ha
demostrado que la resistencia a fluoroquinolonas, particularmente a ciprofloxacino,
es significativamente mayor en aislados de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) (Gade y Qazi, 2013). Resultados similares de mas del 90% de resistencia
también han sido reportados en India y Pakistan, en donde la resistencia ha
incrementado de 39% en 1992 a 68% en 1996 (Qureshi et al., 2004). Asi mismo,
se ha reportado un 100% de resistencia a fluoroquinolonas y un 97.22% a
lincosamidas en MRSA (Kaur y Chate, 2015).

Un factor importante que contribuye a la resistencia a antimicrobianos es la
produccion de pB-lactamasas de amplio espectro (ESBL) por especies de
Enterobacteriaceae, particularmente por K. pneumoniae (Lee et al., 2019). La
diseminacion de estos patdégenos productores de ESBL en el area hospitalaria es
considerado un problema global emergente que merece una consideracion
especial (Hawkey, 2008; Llaca-Diaz et al., 2012). En este estudio observamos una
alta prevalencia de resistencia a fluoroquinolonas, betalactdmicos e inhibidores de
la ruta de folato en cultivos de UCI y UCIN, coincidiendo con otros reportes en
donde se observa una mayor prevalencia de resistencia a fluoroquinolonas en

pacientes con infecciones por K. pneumoniae-ESBL (Lautenbach et al., 2001).

De igual manera, el rapido aumento de cultivos de P. aeruginosa productores de
ESBL también representan un riesgo para la salud publica. La mayoria de los
cultivos de P. aeruginosa son susceptibles a cefalosporinas y carbapenems; sin
embargo, en los Ultimos afio han adquirido resistencia a estos antimicrobianos. Se
ha demostrado que Ila prevalencia de P. aeruginosa productora de

carbapenemasas ha contribuido al aumento de cultivos MDR (De Oliveira Santos
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et al.,, 2019). En un estudio reciente, se observaron altas tasas de resistencia a
imipenem (77.1%), meropenem (46.9%) y amikacina (74.0%) (Bahrami et al.,
2018), coincidiendo con nuestros hallazgos en donde la resistencia a é&cidos
fosfonicos, aminoglucosidos, [B-lactamicos y fluoroquinolonas fueron los mas

frecuentes, y significativamente mayores en UCI que en UCIN.

8.2 Desarrollo, estandarizacién y validacion dela técnica de diagndstico
rapido

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de salud publica a nivel
mundial. Las implicaciones son mdltiples, desde el incremento de la morbilidad y
mortalidad, el incremento de costos por la sobre estancia hospitalaria y el
incremento de la resistencia de los microrganismos a los antimicrobianos. De ahi
que el estudio de la diversidad de la comunidad bacteriana y los genes
responsables de la resistencia antimicrobiana en el area hospitalaria, asi como el

desarrollo de herramientas diagndésticas constituyan un tema de interés.

A. baumannii, S. aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa son patdégenos
oportunistas multidrogo resistentes (MDR) que ocasionan infecciones
nosocomiales principalmente en terapia intensiva. Sin embargo, las técnicas de
diagndstico tradicionales utilizadas en la mayoria de las instituciones de salud
pueden prolongar la deteccién e identificacion de dichos patdégenos hasta 48
horas. Ademds, las técnicas de diagndstico clinico en base a &cidos nucleicos
siguen confinadas para su uso en laboratorios de referencia debido a los requisitos

de instrumentacién, equipo y personal especializado.

A diferencia del PCR la técnica de LAMP no requiere de una amplificacion ciclica,

ofreciendo simplicidad con muy alta sensibilidad y especificidad (Nagamine et al.,
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2002; Notomi et al., 2000). El unico equipo necesario para el uso rutinario de la

técnica es un thermo block o bafio maria, con una incubacion de 60 minutos.

Aunque tanto el PCR como LAMP requieren un paso previo de extraccion de ADN
para realizar la prueba, se ha establecido que LAMP es menos susceptible a
inhibidores que se encuentran comunmente en muestras clinicas (Kaneko et al.,
2007). Ademas, es posible realizar LAMP directamente de muestras biolégicas

como fue descrito por Bista et al. (2007) para la identificacion del virus BK.

En este estudio se estandarizd la técnica de LAMP para la deteccion e
identificacion de las bacterias patdgenas mas problematicas causantes de
infecciones nosocomiales, asi como sus genes involucrados en el mecanismo de
resistencia a B-lactamasas; Clase A B-lactamasas (ESBL): blarew, blasny, blakpec,
Clase B B-lactamasas; blamp, blayim, blanom, Clase D B-lactamasas; blaoxa-23-iikes

blaoxa-24-iike, blaoxa-ss-ike Yy mecA de MRSA.

La especificidad analitica para la deteccion de los patdgenos fue evaluada
utilizando los juegos de primers con una variedad de bacterias, lo que confirmo
que la técnica es 100% especifica. LAMP en comparacion con el PCR es
inherentemente especifico ya que se basa en 6 primers diferentes que reconocen
8 secuencias distintas en el gen blanco (Kim et al., 2012). Para determinar el limite
de deteccion de LAMP se realizaron diluciones seriadas de ADN gendémico y los
resultados fueron comparados con PCR convencional. Los resultados indicaron
gue LAMP es hasta 100 veces mas sensible que el PCR. Lo anterior, también fue
reportado por Xu et al. (2012), quienes obtuvieron un limite de deteccién 100 fg
DNA/tubo para la identificacion del género Staphylococcus.

Asi mismo, los resultados de sensibilidad y especificidad clinica de LAMP
comparados con PCR punto final y el equipo automatizado de identificacion, Vitek

2, confirman que LAMP representa una herramienta de diagnostico robusta con



67

mayor desempefio, al no presentar falsos positivos o falsos negativos en los
ensayos. Estos resultados también fueron observados por Li et al. (2015) en
donde la técnica de PCR presentd falsos negativos en la identificacion de A.
baumannii, lo cual confirma que en ocasiones la sensibilidad del PCR no es
satisfactoria y podria introducir errores en los resultados de las pruebas

diagnosticas.

En cuanto al andlisis molecular de los genes de resistencia realizado con LAMP,
se observo que en A. baumannii el gen mas abundante fue blarey con una tasa de
90.3%. blarev codifica una B-lactamasa de Clase A de amplio espectro (ESBL)
conocida por su capacidad para hidrolizar una amplia variedad de cefalosporinas.
En un estudio realizado en un hospital de Egipto por Al-Agamy et al. (2014)
también se observd una alta prevalencia de este gen con una tasa de 87.5%. El
segundo gen mas frecuente en los cultivos de A. baumannii fue blaoxa-23-iike (6.4%),
el cual codifica para una B-lactamasa de clase D que hidroliza carbapenems.
blaoxa-23-ike €S la carbapenemasa mas comunmente adquirida en A. baumannii y
su frecuencia se ha establecido desde 31% hasta 94% en algunos paises (Shoja
et al.,, 2016). Por ultimo, blay perteneciente a la clase B B-lactamasa, presento la
menor frecuencia (3.2%), estos resultados concuerdan con un estudio reciente en
donde se observo una frecuencia de 7.08% en cultivos de A. buamannii (Goudarzi
et al., 2019).

S. aureus resistente a meticilina (MRSA) se ha definido como S. aureus que posee
el gen mecA o0 que muestra una concentracion minima inhibitoria (MIC) de
oxacilina mayor a 4 mg/L (Hososaka et al., 2007). mecA codifica una proteina de
union a penicilina de baja afinidad (PBP2a) confiriéndole resistencia a todos los -
lactamicos (Stegger et al., 2012). En este estudio solo se observaron 4 cultivos
con este gen (10%), sugiriendo que la resistencia observada en los cultivos de S.

aureus en UCI y UCIN, se encuentra mediada por otros mecanismos de
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resistencia. Lo anterior concuerda con los patrones de resistencia observados, en

donde la mayor tasa de resistencia fue para fluoroquinolonas vy lincosamidas.

Cultivos productores de ESBL también han sido reportados ampliamente en
diversos generos de Enterobacteriaceae (Muro et al., 2012). En este estudio, K.
pneumoniae presentd una alta frecuencia para dos genes que codifican ESBL,
blasyy (84.8%) y blatem (78.3%). Llaca-Diaz et al. (2012) describié una tasa del
85.4% para cultivos de K. pneumoniae productores de ESBL aislados de pacientes

en UCI en México, en donde el gen predominante fue blaspy (51.5%).

En este estudio P. aeruginosa presento tres de los genes que codifican ESBL,
blatew (50.6%), blashy (34.6%) y blakec (2.6%), ademas también se observo a
blayim (24%). Asi mismo, Bahrami et al. (2018) observo una mayor prevalencia de
blatem (56.3%) seguido por blashy (26.05%) en cultivos de P. aeruginosa. Komijani
et al. 2018 encontré que el 81.98% de los cultivos eran ESBL positivos. Dado que
la resistencia de P. aeruginosa a cefalosporinas, monobactamicos y carbapenems
puede ser adquirida por la produccion de ESBL (Fazeli et al.,, 2014), estos
resultados podrian sugerir que la resistencia a B-lactamicos observada en estos

cultivos se debe en gran medida a la produccién de ESBL.

En conclusién, se observd una concordancia entre el patrén de resistencia a
antimicrobianos y los genes detectados mediante las técnicas de diagnostico
rapido desarrolladas. En donde, la extensa resistencia a B-lactamicos podria ser
causada por la produccion de ESBL en estos cultivos. Debido a que las opciones
terapéuticas para los patdgenos productores de ESBL son limitadas, esta alta tasa
de resistencia en UCI, resalta la necesidad de estrategias para la prevencion y
control de estas infecciones. Por lo tanto, la aplicacién de estas técnicas de
diagndstico representa una alternativa para su uso rutinario en las instituciones de
salud, favoreciendo el acertado y oportuno diagnéstico de las infecciones

nosocomiales.
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8.3 Metagendémica del ambiente hospitalario

Las bacterias patdgenas asociadas al ambiente hospitalario se caracterizan por
poseer una alta incidencia de resistencia a antimicrobianos, convirtiéndose en un
problema de salud publica. Debido a la limitada efectividad de los antimicrobianos
contra estos patdégenos, el control de las infecciones juega un papel importante en
la reduccién de las infecciones nosocomiales. EI monitoreo de patégenos
potenciales en las instituciones de salud es una medida importante para bloquear
la transmisién o erradicar estos patdgenos. Tradicionalmente, se han utilizado
métodos basados en cultivos para identificar la mayoria de los agentes infecciosos
después de la infeccién, sin embargo, estos métodos pueden fallar si no se
conocen las condiciones de crecimiento o si las muestras no son manejadas

correctamente (Tang et al., 2015).

En este sentido, los estudios metagenémicos abrieron nuevos campos de
investigacion al proporcionar el acceso a una mayor diversidad microbiana nunca
antes vista en una caja de Petri. En los Ultimos afios, los avances en las
tecnologias de secuenciacion han permitido a los investigadores la capacidad de
secuenciar comunidades microbianas enteras de forma masiva (Posa et al., 2012).
Las técnicas independientes de cultivo como la secuenciacion del gen 16S del
RNA ribosomal proporciona una perspectiva menos sesgada de los patégenos
ambientales debido a que la muestra es tomada directamente del ambiente,
permitiendo una profunda caracterizacion de comunidades bacterianas complejas
(Tringe et al., 2008). El gen 16S del RNAr bacteriano contiene nueve regiones
hipervariables (V1-V9) que presentan una diversidad de secuencias considerable
entre las distintas bacterias (Chakravortty et al., 2007). La combinacion de la union
de primers a sitios conservados y de secuencias variables, puede facilitar la

identificacion a nivel de género e incluso de especie (Kumar et al., 2011).
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Por lo anterior, en este estudio describimos la diversidad de la comunidad
bacteriana asociada al ambiente hospitalario del HGZ1 IMSS de B.C.S,
identificando  potenciales bacterias patdogenas causantes de infecciones

nosocomiales.

8.3.1 Estructura de lacomunidad bacteriana

Los phyla mas abundantes en el &rea hospitalaria fueron Firmicutes,
Actinobacteria y Proteobacteria. Estos hallazgos coinciden con previos resultados
obtenidos de comunidades microbianas encontradas en el cuerpo humano, lo que
podria explicarse en términos de la interaccion entre la microflora normal que vive
en los humanos y el entorno hospitalario (Qin etal., 2010).

El phylum Actinobacteria fue principalmente representado en el aérea aislada de
UCIN y en cuneros por las familias Propionibacteriaceae y Corynebacteriaceae,
respectivamente. Firmicutes fue representado en el area aislada de UCI y el
pasillo de hospitalizacidén por las familias Streptococcaceae y Staphylococcaceae,
respectivamente. Los géneros Cutibacterium  (lamado  anteriormente
Propionibacterium), Corynebacterium, Streptococcus y Staphylococcus son
patdgenos estrechamente asociados a la microbiota de la piel y se han encontrado
con anterioridad en equipos médicos y estaciones de trabajo dentro de ambientes
hospitalarios (Tang et al., 2015). Staphylococcus es un patdégeno oportunista que
habita normalmente en la piel y las mucosas, siendo S.aureus una de las
principales causas de infecciones nosocomiales (Poza et al., 2012). Streptococcus
un género diverso y versatil que causa una amplia gama de enfermedades, se
encontré Unicamente en el area aislada de UCI con una abundancia del (11.29%).
En los Ultimos afios, las cepas de Streptococcus resistentes a antimicrobianos han
comenzado a emerger y causar epidemias (Yao et al.,, 2011), lo que podria
explicar su presencia en el area aislada de UCI. El género Corynebacterium, de
igual manera forma parte de la flora normal de la piel y se encuentra en una

amplia variedad de habitats desde el suelo hasta fuentes marinas y animales.
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Durante los dltimos afios, se han descrito un nimero considerable de nuevas
especies causantes de enfermedades en huéspedes sanos e
inmunocomprometidos (Dragomirescu et al., 2020).

El phylum Proteobacteria se encontro representado en el area aislada de UCly en
hospitalizacion por la familia Rhodobacteraceae y Pseudomonadaceae,
respectivamente. Paracoccus, encontrado en el area aislada de UCI con la mayor
abundancia, se ha asociado a la comunidad microbiana de pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica (Kim et al., 2019), y también fue sobrerrepresentado en
muestras ambientales del pasillo de entrada en un hospital en Espafia (Poza et al.,
2012). Especificamente P. yeei es un patdgeno emergente que ha sido aislado de
heridas, drenajes de incision e infecciones oculares (Hassan et al., 2019). El
género Pseudomonas es un patégeno oportunista, siendo P. aeruginosa una de
las bacterias patdgenas mas importantes en el desarrollo de infecciones
nosocomiales como la neumonia asociada a ventilacion mecanica en UCI,
bacteremia, infecciones de tracto urinario e infeccion en personas con
guemaduras (Bahrami et al., 2018). Ademas, se ha encontrado abundantemente
en muestras ambientales en UCIN en dos hospitales de tercer nivel en Estados
Unidos (Hewitt etal., 2013).

El phylum Bacteroidetes representado por Prevotellaceae perteneciente a la
microbiota gastrointestinal humana, presenté la mayor abundancia en UCIL En un
estudio reciente, Prevotella fue uno de los géneros aislados con mayor frecuencia
en infecciones de heridas en un hospital de tercer nivel en Nigeria (Abdulrasheed
et al., 2019).

De manera general, la estructura de la comunidad bacteriana en el area
hospitalaria se encontr6 dominada por bacterias asociadas a la flora humana, las
cuales poseen caracteristicas facultativas y nosocomiales, sugiriendo que los
humanos participan como los vectores mas importantes para la transferencia de

las bacterias en el ambiente.
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8.3.2 Diversidad bacteriana

Aungue no se observaron diferencias significativas entre las areas hospitalarias en
términos de riqueza y diversidad, se observd una variacién notable en UCIly UCIN,
en comparaciéon con el resto. Estos resultados son contrastantes con otros
estudios donde se demuestra que la mayor riqgueza y diversidad dentro del
ambiente hospitalario es observada en los lugares con mayor transito de
personas, como la entrada y pasillo principal (Oberauner et al., 2013, Poza et al.
2012). Debido a que la microbiota observada en un ambiente interior es tan
diversa como sus ocupantes y sus estandares de higiene (King et al., 2016),
podemos sugerir que los pacientes y el personal de la atencién de la salud
contribuyen a la alta proporcion y uniformidad de las especies en estas areas, no
solo por su papel como vectores para la importacion y dispersion de bacterias,
sino también por su propia huella bacteriana que representa una combinacion
Unica de microbiomas, incluidos los patégenos (Tang et al., 2015).

De forma interesante, aunque el area aislada de UCIN presenta una riqueza
mayor que el éarea de hospitalizacion, presentdé la menor diversidad en
comparacioén con el resto de las &reas. Lo que sugiere que, a pesar de poseer un
nimero considerable de distintas especies, estas no se encuentran distribuidas de
manera equitativa, probablemente relacionado con su confinamiento y
consecuente presion selectiva. Estas condiciones promueven la seleccion de
bacterias que pueden desarrollar o adquirir mecanismos de resistencia que les
permiten sobrevivir en presencia de un amplio espectro de agentes
antimicrobianos (Poza et al., 2012).

En conjunto, estos resultados sugieren que las areas comunes de terapia intensiva
pudieran funcionar como reservorio de una diversa comunidad bacteriana, en
donde las principales vias de transmision podrian ser la via area, mediante las
unidades de manejo del aire acondicionado integral, y por contacto, en donde el

personal de la atencion de la salud juega un papel importante para la transmision
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debido a su capacidad de transitar a través de las distintas areas hospitalarias.
Resaltando la necesidad de un estricto cumplimiento de las pautas de higiene del
personal, la correcta desinfeccion de las &reas probleméticas, asi como un
monitoreo a largo plazo de potenciales patdgenos en el ambiente hospitalario,

como medidas para reducir las infecciones nosocomiales.

8.3.3 Relaciones entre los perfiles de la comunidad bacteriana

El andlisis de ordenacién PCoA segun Bray-Curtis y el indice de similaridad de
Jaccard mostraron un patrén similar de agrupamiento de la comunidad bacteriana.
Ambos criterios de andlisis composicional explicaron una relacion entre las areas
comunes de UCI-UCIN, las areas aisladas de UCI-UCIN-pasillo de hospitalizacion
y las areas de hospitalizacion-urgencias-cuneros.

Este patrén de agrupamiento coincide con la diversidad bacteriana encontrada en
las areas hospitalarias, en donde se representan tres agrupaciones, por un lado el
primer grupo conformado por UCI-UCIN con una alta diversidad, el segundo grupo
conformado por las areas aisladas de UCI-UCIN-pasillo de hospitalizacion con una
baja diversidad y en la tercera agrupacion las areas de hospitalizacién-urgencias-
cuneros con una diversidad intermedia en comparacion con las agrupaciones
anteriores.

En conclusion, se observaron agrupaciones de la comunidad bacteriana de
acuerdo al tipo de ambiente. De esta manera, la cercania de las agrupaciones de
terapia intensiva mostrd6 un grado de similitud composicional mayor entre si con
respecto a las comunidades de las areas abiertas (hospitalizacién-urgencias-
cuneros). Lo anterior también ha sido reportado por otros estudios en ambientes
hospitalarios como el de Hewitt et al. (2013) y Tang et al. (2015) en donde
observaron que las muestras pertenecientes a UCIN eran claramente divergentes

al resto de las areas de oficina, espacios abiertos y bafos.
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9. CONCLUSIONES

Se desarrollaron, estandarizaron y validaron técnicas de diagndstico rapido
especificas y sensibles basadas en la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos
(LAMP), para la identificacién de las bacterias patdgenas causantes de infecciones
nosocomiales en pacientes de UCI y UCIN; S. aureus, A. baumannii, K.
pneumoniae y P. aeruginosa, y sus genes de resistencia a antimicrobianos; Clase
A B-lactamasas (ESBL): blarey, blasny, blakee, Clase B B-lactamasas; blawp,
blaym, blanpw, Clase D B-lactamasas; blaoxa-23-ike; blaoxa-24-iike, blaoxa-ss-ike Y mecA
de MRSA.

La extensa resistencia a B-lactamicos en UCI es causada por la producciéon de
ESBL mediada principalmente por blatev y blasyy €n A. baumannii, K. pneumoniae
y P. aeruginosa, resaltando la necesidad de nuevas estrategias para el monitoreo
y control de estos patdogenos. Por lo tanto, la aplicacion de las técnicas de
diagnéstico desarrolladas representa una alternativa para su uso rutinario en las
instituciones de salud en donde los costos y restricciones de equipos son
imperativos, favoreciendo el acertado y oportuno diagnéstico de las infecciones

nosocomiales.

La diversidad de la comunidad bacteriana en el area hospitalaria se encontro
dominada principalmente por bacterias asociadas a la flora humana
(Cutibacterium, Corynebacterium, Streptococcus, Staphylococcus, Paracoccus, y
Pseudomonas), las cuales poseen caracteristicas facultativas y nosocomiales,
sugiriendo gque los humanos participan como los vectores mas importantes para la

transferencia de las bacterias en el ambiente.

Las areas comunes de UCI y UCIN presentaron una notable riqueza y diversidad
bacteriana en comparacion con el resto de las areas hospitalarias, lo que sugiere

que podrian estar fungiendo como reservorios. Las principales vias de transmision
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podrian ser la via area, mediante las unidades de manejo del aire acondicionado
integral, y por contacto, en donde el personal de la atencién de la salud juega un
papel importante para la transmisién debido a su capacidad de transitar a través
de las distintas areas hospitalarias. Resaltando la necesidad de un estricto
cumplimiento de las pautas de higiene del personal, la correcta desinfeccion de las
areas problematicas, asi como un monitoreo a largo plazo de potenciales
patdgenos en el ambiente hospitalario, como medidas preventivas para reducir las

infecciones nosocomiales.
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Anexo |. Cultivos bacteriologicos multidrogo resistentes. (A) A. buamanii, (B) S. aureus, (C) K. pneumoniae y (D) P.

aeruginosa.
A.
Clinical data MIC (mg/1)®
Isolation
No. Isolate .
Specimen date Gender SAM TZP CRO FEP MEM AMK GEN CIP SXT
(mo-yr)

1 Ab2 CT 08-2018 M >32 >128 >64 >64 >16 - >16 >4 >320
2 Ab4 Secretion 08-2018 M >32 >128 >64 >64 >16 - >16 >4 >320
3 Ab5 Expectoration 08-2018 F >32 >128 >64 >64 >16 32 - >4 >320
4 Ab6 Expectoration 08-2018 M 16 >128 >64 >64 >16 34 - >4 >320
5 Abll Blood 03-2019 M >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
6 Abl13 EXxpectoration 05-2019 M >32 - >64 >64 8 - >16 >4 >320
7 Abl14 Blood 05-2019 M >32 - >64 >64 >16 8 >16 >4 >320
8 Ab15 Urine 06-2019 M >32 - >64 >64 8 >16 >4 >320
9 Abl6 Urine 06-2019 M >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
10 Ab17 Urine 06-2019 M >32 - >64 32 4 - >16 >4 >320
11 Ab18 BS 06-2019 M >32 - >64 >64 8 >64 >16 >4 >320
12 Abl19 Unknown 06-2019 M >32 - >64 >64 8 >64 >16 >4 >320
13 Ab20 Blood 06-2019 M >32 - >64 32 8 - >16 >4 >320
14 Ab21 BA 06-2019 M >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
15 Ab22 Urine 06-2019 M >32 - >64 32 >16 - >16 >4 >320
16 Ab23 BS 06-2019 M >32 - >64 32 >16 - >16 >4 >320
17 Ab24 Urine 07-2019 F >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
18 Ab25 Urine 07-2019 M >32 - >64 >64 8 32 >16 >4 >320
19 Ab26 Urine 07-2019 F >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
20 Ab27 CT 07-2018 F >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
21 Ab28 PF 07-2019 M >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
22 Ab29 CT 07-2019 M >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320
23 Ab30 Urine 07-2019 M >32 - >64 >64 >16 >64 >16 >4 >320
24 Ab31 Secretion 07-2019 M >32 - >64 >64 >16 - >16 >4 >320

CT, cateter tip; BS, bronchial secretion; BA, bronchial aspirate; PF, peritoneal fluid.
# SAM, ampicillin-sulbactam; TZP, piperacillin-tazobactam; CRO, ceftriaxone; FEP, cefepime; MEM, meropenem; AMK, amikacin ; GEN, gentamicin; CIP, ciprofloxacin; SXT, trimethoprim-sulphamethoxazole.



B.
Clinical data MIC (mg/1)®
Isolation
No. | lsolate Specimen date Gender | OXA | GEN | cip | mxF | ERY | cui | TET | sxT
(mo-yr)
i 522 BS 08-2018 W = - =3 3 =8 =8 - :
2 Sad CF 082018 F . . 2 - - = | =16 | 160
3 Sa7 | Expectoration | 09-2018 M = - 3 % =3 = - -
4 5220 WS 122019 M = - =8 =8 =8 = 5 -
5 Sa32 Blood 052019 F >4 | =16 | =% =8 =8 > : 80

BS, bronchial secretion; CF, Cerebrospinal fluid; WS, wound secretion.

®0XA, oxacillin; GEN, gentamicin; CIP, ciprofloxacin; MXF, moxifloxacin; ERY, erythromycin; CLI, clindamycin; TET; tetracycline; SXT, trimethoprim-sulphamethoxazole.

89



Clinical data MIC (mg/I)?

No. Isolate . Isolation

Specimen date Gender AMP SAM TZP CzZF CRO FEP ATM GEN CIP TGC SXT

(mo-yr)

1 Kp3 TA 08-2018 M >32 >32 64 >64 >64 2 >64 >16 >4 4 >320
2 Kp4 Urine 08-2018 F >32 >32 16 >64 >64 2 16 - 2 - >320
3 Kp5 Blood 08-2018 M >32 >32 16 >64 >64 2 16 >16 - - >320
4 Kp7 Secretion 08-2018 F >32 >32 - >64 >64 2 >64 >16 >4 - >320
5 Kp8 Expectoration 08-2018 F >32 >32 16 >64 >64 2 16 - 2 - >320
6 Kp9 Stool 08-2018 M >32 - 16 >64 >64 2 - - 2 - >320
7 Kpl0 CT 08-2018 M >32 - 16 >64 >64 8 - - 2 - >320
8 Kpll CT 09-2018 M >32 >32 - >64 >64 >64 >64 >16 >4 >8 >320
9 Kpl3 Stool 10-2018 M >32 >32 - >64 >64 <1 >16 - - - >320
10 Kpl4 TS 10-2018 M >32 >32 16 >64 >64 - 16 >16 >4 - >320
11 Kpl5 BS 10-2018 M >32 >32 - >64 >64 >64 >64 - >4 - >320
12 Kpl7 VS 11-2018 F >32 >32 - >64 >64 2 16 >16 2 - >320
13 Kpl18 Blood 11-2018 M >32 >32 16 >64 >64 2 16 >16 2 - >320
14 Kpl9 Urine 11-2018 F >32 >32 - - - - - >16 - - -
15 Kp20 Blood 11-2018 M >32 >32 - >64 >64 2 16 >16 2 - >320
16 Kp22 Secretion 11-2018 F >32 >32 - >64 >64 8 >64 >16 >4 - >320
17 Kp23 Blood 11-2018 M >32 >32 - >64 >64 2 16 >16 >4 - >320
18 Kp29 Blood 01-2019 M >32 >32 - >64 >64 2 16 >16 2 - >320
19 Kp30 BS 01-2019 F >32 >32 32 >64 >64 >64 >64 >16 >4 - >320
20 Kp32 Expectoration 03-2019 F >32 >32 32 >64 >64 4 32 >16 >4 - >320
21 Kp33 Blood 03-2019 M >32 >32 - - >64 >64 - >16 - - -
22 Kp34 Secretion 04-2019 M >32 >32 - - >64 4 - >16 >4 - >320
23 Kp35 Blood 04-2019 M >32 >32 - - >64 4 - >16 2 - >320
24 Kp37 WS 04-2019 F >32 >32 - - >64 >64 - - >4 - >320
25 Kp41l BS 05-2019 M >32 >32 - - >64 >64 - >16 - - -
26 Kp42 BS 05-2019 M >32 >32 - - >64 >64 - >16 - - -
27 Kp44 Urine 06-2019 M >32 >32 - - >64 >64 B >16 - - -
28 Kp45 Secretion 06-2019 M >32 >32 - - >64 2 - >16 >4 - >320

TA, Tracheal aspirate; CT, cateter tip; TS, tracheal secretion; BS, bronchial secretion; VS, vaginal swab; WS, wound secretion.
& AMP, ampicillin; SAM, ampicillin-sulbactam; TZP, piperacillin-tazobactam; CFZ, cefazolin; CRO, ceftriaxone; FEP, cefepime; ATM, aztreonam; GEN, gentamicin; CIP, ciprofloxacin; TGC, tigecycline; SXT,
trimethoprim- sulphamethoxazole.
® All isolates were negative to blaoxazsike , blaoxa-2ike , blaoxasi-ike , blaoxass-ike, blame , blaec, blanow.



D.
Clinical data MIC (mg/I)
Isolation
No. | lsolate Specimen date Gender | FEP | ATM | MEM | AMK | GEN | cp | FoF
(mo-yr)

1 Pa3 CT 08-2018 F >64 - 8 >64 >16 - -

2 Pa4 WS 08-2019 M 32 - >16 >64 >64 - -

3 Pa7 BS 08-2019 M 32 32 8 - - - -

4 Pall CT 09-2018 M >64 - >16 >64 >16 >4 -

5 Pal4d CT 09-2018 F 16 16 4 - 8 -

6 Palb5 BS 11-2018 M 8 16 >16 >64 - >4 -

7 Pal9 Secretion 12-2018 M 16 >64 >16 >64 8 >4 -

8 Pa22 BS 12-2018 M 32 16 >16 >64 - >4 -

9 Pa24 MFE 01-2019 F >64 16 >16 >64 >16 >4 -
19 Pa26 BS 01-2019 M 32 32 >16 >64 - >4 -
20 Pa35 CT 02-2019 F >64 - >16 >64 8 >4 128
21 Pa39 CT 03-2019 M >64 - >16 >64 >16 >4 -
22 Padl CT 04-2019 F >64 - >16 32 >16 2 >256
23 Pa42 Blood 04-2019 F >64 - - 32 >16 <0.25 128
24 Pa44 CT 04-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 64
25 Pa45 CT 04-2019 M 8 - >16 >64 - >4 -
26 Pa46 CT 04-2019 M >64 - >16 >64 >16 2 >256
27 Pad7 Blood 04-2019 M >64 - >16 >64 >16 2 >256
28 Pa48 Blood 04-2019 F >64 - 8 >64 >16 - 128
29 Pa49 Blood 04-2019 F >64 - - >64 >16 - 128
30 Pa50 CT 04-2019 M >64 - >16 - - - >256
31 Pa55 Expectoration 05-2019 F >64 - >16 >64 8 >4 64
32 Pa56 BS 06-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 <16
33 Pa57 Blood 06-2019 M >64 - 8 >64 >16 >4 >256
34 Pa58 BS 06-2019 F >64 - >16 >64 8 >4 <16
35 Pa59 Blood 06-2019 F >64 - >16 >64 - >4 <16
36 Pa60 Blood 06-2019 F >64 - >16 >64 - >4 <16
37 Pa62 CT 06-2019 M >64 - >16 >64 >16 >4 32
38 Pa63 BS 06-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 <16
39 Pa66 BS 06-2019 F >64 - >16 >64 8 >4 <16
40 Pa67 BS 06-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 <16
41 Pa68 BS 07-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 <16
42 Pa69 Urine 07-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 <16
43 Pa70 CT 07-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 <16
44 Pa72 BS 07-2019 F >64 - >16 >64 8 >4 <16
45 Pa74 CT 07-2019 M >64 - >16 >64 >16 >4 >256
46 Pa75 Expectoration 07-2019 M >64 - >16 >64 8 >4 <16

CT, cateter tip; WS, wound secretion; BS, bronchial secretion; MF, mediastinal fluid.
®FEP, cefepime; ATM, aztreonam; MEM, meropenem; AMK, amikacin; GEN, gentamicin; CIP, ciprofloxacin; FOF, fosfomycin.

® All isolates were negative to blaoxa2s-iike , Dlaoxa2a-iike » Blaoxasitike , blaoxassike, blame , blanow.
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Primers para la identificacion de los genes involucrados en el
mecanismo de resistencia a antimicrobianos.

Primer 5'pos 3'pos Ta(rgg)no Tm Secuencia
blaoxa-23-like
F3 361 379 19 55.78 GAAGCCATGAAGCTTTCTG
B3 540 560 21 55.76 GTATGTGCTAATTGGGAAACA
FIp a4 ACCGAAACCAATACGTTTTACTTCT-
CAGTCCCAGTCTATCAGGA
BIP 42 CTGAAATTGGACAGCAGGTTGA-
CTCTACCTCTTGAATAGGCG
F2 380 398 19 56.58 CAGTCCCAGTCTATCAGGA
Filc 435 459 25 60.93 ACCGAAACCAATACGTTTTACTTCT
B2 518 537 20 56.27 CTCTACCTCTTGAATAGGCG
Blc 464 485 22 60.82 CTGAAATTGGACAGCAGGTTGA
LF 413 434 22 60.02 TTTTGCATGAGATCAAGACCGA
LB 494 516 23 60.21 GGTTGGTAGGACCATTAAAGGTT
blaoxa-24-like
F3 358 376 19 56.46 ACTTTAGGTGAGGCAATGG
B3 551 569 19 57.14 CGGTTATGTGCAAGGTCAT
EIp 38 TGCATTAGCTCTAGGCCAGT-
ATTGTCAGCAGTTCCAGT
BIP 47 GGAACACAGGTCGATAATITTTTGG-
CGGCAAAATTAACTTCTTGTACT
F2 378 395 18 55.33 ATTGTCAGCAGTTCCAGT
Fic 418 437 20 60.40 TGCATTAGCTCTAGGCCAGT
B2 528 550 23 57.28 CGGCAAAATTAACTTCTTGTACT
Blc 478 501 24 60.14 GGAACACAGGTCGATAATTITTGG
LF 398 417 20 60.11 CCGTCTTGCAAGCTCTTGAT
LB 507 527 21 60.09 TGGCCCCCTTAAAATTACACC
blaoxa-ss-like
F3 540 558 19 55.32 TGGCAATATGCAAATAGGC
B3 725 742 18 56.54 CCCAGCCACTTITTAGCAT
EIP 48 CCTTGGGCTAAATCATACACAAACT-
GGAAGTTGATCAATTTTGGTTGA
BIP 45 TTGCCTTTTAAACCTGAAGTTCAGC-
ATAGACGATTCTCCCCTCTG
F2 561 583 23 57.54 GGAAGTTGATCAATTTTGGTTGA
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Flc 620 644 25 61.37 CCTTGGGCTAAATCATACACAAACT

B2 705 724 20 57.28 ATAGACGATTCTCCCCTCTG

Blc 649 673 25 62.38 TTGCCTTTTAAACCTGAAGTTCAGC

LF 587 611 25 60.88 TGTATAGGTGTAATTGTCAAAGGCC

LB 680 704 25 60.54 TGAAAGAGATGTTGTATGTAGAGCG
blamp

F3 196 214 19 56.05 GCGTTGTTCCTAAACATGG

B3 396 417 22 55.77 TTGTTAATTCAGATGCATACGT

FIP 45 CTCCACAAACCAAGTGACTAACTTT-
GGTTCTTGTAAATGCTGAGG

BIP 43 AGGCAGCATTTCCTCTCATTTT-
AGATCGAGAATTAAGCCACTC

F2 221 240 20 55.76 GGTTCTTGTAAATGCTGAGG

Flc 281 305 25 61.37 CTCCACAAACCAAGTGACTAACTTT

B2 369 389 21 56.79 AGATCGAGAATTAAGCCACTC

Blc 323 344 22 60.44 AGGCAGCATTTCCTCTCATTTT

LF 255 279 25 60.41 CAGTATCTTTAGCCGTAAATGGAGT

LB 346 362 17 61.33 ATAGCGACAGCACGGGC
b|av||v|

F3 190 207 18 59.58 TGGTCGCATATCGCAACG

B3 396 413 18 59.89 GCCCGAAGGACATCAACG

EIP 39 TCGCACCCCACGCTGTATCA-
GGTCTACCCGTCCAATGGT

BIP 39 AACACAGCGGCACTTCTCGC-
TGAAAGTGCGTGGAGACTG

F2 225 243 19 60.54 GGTCTACCCGTCCAATGGT

Flc 279 298 20 65.81 TCGCACCCCACGCTGTATCA

B2 359 377 19 59.22 TGAAAGTGCGTGGAGACTG

Blc 301 320 20 65.40 AACACAGCGGCACTTCTCGC

LF 245 269 25 64.39 AACTCATCACCATCACGGACAATGA

LB 330 351 22 60.31 AAAGCAAATTGGACTTCCCGTA
mcr-1

F3 42 60 19 60.42 TCCGTTTGTTCTTGTGGCG

B3 216 235 20 59.60 CAGGCTTTAGCACATAGCGA

FIP a1 TCCGCGATGGGATAGGTTTGG-
GTGTTGCCGTTTTCTTGACC

BIP 42 AATCTCGGCTITGTGCTGACGA-
CGATGATAACAGCGTGGTGA

F2 62 81 20 59.53 GTGTTGCCGTTTTCTTGACC
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Flc 117 137 21 64.04 TCCGCGATGGGATAGGTTTGG

B2 194 213 20 59.52 CGATGATAACAGCGTGGTGA

Blc 139 160 22 64.49 AATCTCGGCTTTGTGCTGACGA

LF 83 103 21 60.50 AAAAGGTAAGATTGGCGGTCG

LB 162 180 19 63.59 CGCTGTCGTGCTCTTTGGC
blakpc

F3 54 70 17 59.36 TGGCTTTTCTGCCACCG

B3 232 247 16 61.86 TGCGAGCCAGCACAGC

FIP 37 TACACACCGATGGAGCCGCC-
CCTCGTCGCGGAACCAT

BIP 41 GGCTCAGGCGCAACTGTAAGT-
GCAGCAAGAAAGCCCTTGAA

F2 81 97 17 60.91 CCTCGTCGCGGAACCAT

Flc 121 140 20 66.41 TACACACCGATGGAGCCGCC

B2 211 230 20 60.99 GCAGCAAGAAAGCCCTTGAA

Blc 154 174 21 64.90 GGCTCAGGCGCAACTGTAAGT

LB 182 198 17 60.28 CTGAGGAGCGCTTCCCA
blanpm

F3 231 249 19 59.18 TTTGATCGTCAGGGATGGC

B3 420 437 18 59.75 TTCGACAACGCATTGGCA

EIP 40 GGCAGGTTGATCTCCTGCTTGA-
GGTCGATACCGCCTGGAC

BIP 35 CGGTGGTGACTCACGCGCA-
AGTCGCAATCCCCGCC

F2 264 281 18 61.08 GGTCGATACCGCCTGGAC

Flc 314 335 22 64.44 GGCAGGTTGATCTCCTGCTTGA

B2 402 417 16 60.98 AGTCGCAATCCCCGCC

Blc 347 365 19 67.09 CGGTGGTGACTCACGCGCA

LF 293 310 18 60.49 AGTTGAGGATCTGGGCGG

LB 366 383 18 60.78 TCAGGACAAGATGGGCGG
blasyy

F3 453 468 16 59.41 CGGCGACAACGTCACC

B3 634 649 16 60.68 TCAACGGTCCGGCGAC

EIP 35 ATGCTGGCCGGGGTAGTGG-
GCCTTGACCGCTGGGA

BIP 36 GACCCTGCGCAAGCTGCT-
CGTCCACCATCCACTGCA

F2 470 485 16 60.53 GCCTTGACCGCTGGGA

Flc 527 545 19 66.32 ATGCTGGCCGGGGTAGTGG
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B2 611 628 18 61.32 CGTCCACCATCCACTGCA

Blc 552 569 18 65.02 GACCCTGCGCAAGCTGCT

LF 487 505 19 62.27 GCGCCTCATTCAGTTCCGT

LB 570 586 17 60.52 GACCAGCCAGCGTCTGA
blarewm

F3 367 386 20 59.64 GCTGCCATAACCATGAGTGA

B3 564 583 20 59.43 CGCCAGTTAATAGTTTGCGC

FIp 42 ACATGATCCCCCATGTTGTGCA-
CTTCTGACAACGATCGGAGG

BIP 39 CGTTGGGAACCGGAGCTGAA-
AACGTTGTTGCCATTGCTG

F2 406 425 20 59.50 CTTCTGACAACGATCGGAGG

Flc 449 470 22 64.59 ACATGATCCCCCATGTTGTGCA

B2 545 563 19 59.16 AACGTTGTTGCCATTGCTG

Blc 484 503 20 64.42 CGTTGGGAACCGGAGCTGAA

LF 426 443 18 61.00 GCGGTTAGCTCCTTCGGT

LB 504 523 20 60.05 TGAAGCCATACCAAACGACG
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