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3. RESUMEN

El complejo Enterobacter cloacae (ECC) posee genes de resistencia
intrinsecos y puede adquirir determinantes que confieren resistencia a
antibiéticos de ultima linea, como los carbapenémicos. Esto ha favorecido su
prevalencia en paises como Estados Unidos y China fomentando su
incorporacion como patdégeno de prioridad critica por la OMS. En Chile, no
existen datos actualizados ni estudios exhaustivos sobre ECC productor de
carbapenemasas. Este estudio analizé la relacion genética entre cepas
productoras y no productoras de carbapenemasas en aislados chilenos
obtenidos entre 1998 y 2023.

Se estudiaron 187 cepas mediante antibiograma, Blue-Carba y PCR,
identificandose 15 cepas portadoras de genes de carbapenemasa. Mediante
rep-PCR y herramientas bioinformaticas, se compararon genéticamente con
cepas no productoras de carbapenemasa. Se concluyé que estas cepas estan
genéticamente relacionadas, que el gen de carbapenemasa pudo ser
adquirido mediante conjugacion y, ademas, se determind que la sinergia entre
ceftazdima/avibactam y aztreonam puede ser una alternativa para tratar
infecciones por estos microorganismos.

En resumen, estos resultados constituyen el primer analisis integral de ECC
productores de carbapenemasa en Chile, aportando datos esenciales para la

vigilancia epidemioldgica y terapéutica.



4. ABSTRACT

The Enterobacter cloacae complex (ECC) possesses intrinsic resistance
genes and can acquire determinants that confer resistance to last-line
antibiotics, such as carbapenems. This has contributed to its high prevalence
in countries like the United States and China and has led to its classification
as a critical-priority pathogen by the World Health Organization. In Chile,
there are no updated data or comprehensive studies on carbapenemase-
producing ECC. This study analyzes the genetic relationship between
carbapenemase-producing and non-producing ECC strains isolated in Chile
between 1998 and 2023.

A total of 187 ECC isolates were analyzed using antibiotic susceptibility
testing, Blue-Carba, and PCR, identifying 15 strains harboring
carbapenemase genes. These were genetically compared with non-
carbapenemase-producing strains using rep-PCR, whole-genome
sequencing, and bioinformatics tools. The results revealed a genetic
relationship between carbapenem-producing and non-producing isolates,
suggesting that the carbapenemase gene was acquired through conjugation.
Furthermore, synergy between ceftazidime/avibactam and aztreonam was
observed, indicating a potential therapeutic strategy against infections

caused by these multidrug-resistant pathogens.



In summary, these results constitute the first comprehensive analysis of
carbapenemase-producing ECCs in Chile, providing essential data for

epidemiological and therapeutic surveillance.
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5. MARCO TEORICO

La resistencia a antimicrobianos es una de las tematicas mas relevantes y
estudiadas en el area de la Microbiologia. Segun la Organizacién mundial de
la salud (OMS):

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se produce cuando bacterias,
virus, hongos y parasitos dejan de responder a los medicamentos
antimicrobianos. Como resultado de esta resistencia, los antibidticos y otros
medicamentos antimicrobianos se vuelven ineficaces y las infecciones se
vuelven dificiles o imposibles de tratar, lo que aumenta el riesgo de
propagacion de enfermedades, enfermedades graves, discapacidad y muerte
(OMS, 2023).

La resistencia a antimicrobianos puede ser intrinseca o adquirida. La
resistencia intrinseca es un fenémeno natural, independiente de la exposicion
a un antibidtico y universalmente encontrado en el genoma, generalmente el
cromosoma, de un grupo o especie bacteriana. La resistencia adquirida se da
principalmente por mutaciones en los genes del microorganismo o por
adquisicion de ADN exogeno (transferencia horizontal de genes) con genes
de resistencia y esta relacionada con la presién selectiva causada por el uso
excesivo de antibidticos (Morrison et al., 2020).

La transferencia horizontal de genes permite que las bacterias puedan adquirir
material genético fuera de su linaje clonal, lo que juega un rol importante en
la adquisicion, acumulacién y diseminacion de genes de resistencia a

antibidticos (Liu et al., 2022b). Existen 3 principales mecanismos de

transferencia horizontal de genes, la conjugacion, transformacién natural y
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transduccion. Sin embargo, en la actualidad, se considera que la secrecion de
vesiculas de membrana bacteriana seria un cuarto mecanismo de
transferencia horizontal de genes. (Johnston et al., 2023).

La resistencia a antimicrobianos no es un fenémeno exclusivo del ambiente
clinico, sino que también se produce en el ambiente. Este fendmeno se
produce generalmente en ambientes contaminados con antibiéticos (con
aguas servidas, por ejemplo) pero existen estudios donde se han encontrado
genes de resistencia en ambientes libres de antibiéticos (Aminov, 2009).
Estudios como el anteriormente citado destacaron la idea que la resistencia a
antibidticos es una problematica que afecta a la sociedad en general.

A raiz del énfasis que la comunidad cientifica dio a esta problematica, el
gobierno del Reino Unido, en el ano 2014, solicit6 a Jim O'neill y sus
colaboradores, la realizacion de diversos reportes evaluando el impacto de la
resistencia a antibidticos a la sociedad, siendo una de sus conclusiones mas
relevantes: “para 2050, 10 millones de vidas al afio y un acumulado de 100
billones USD de produccién econémica estan en riesgo debido al aumento de
infecciones resistentes a los medicamentos si no encontramos soluciones
proactivas ahora para frenar el aumento de la resistencia a los medicamentos”
(O'neill, 2016).

En los anos posteriores a la salida de este reporte, la comunidad cientifica y
la sociedad en general incentivaron el estudio de este fendmeno, generando
reportes como los descritos por Naghavi et al. (Naghavi et al., 2024) que reune

datos de infecciones asociadas a resistencia a antibiodticos de todo el mundo
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desde 1990 hasta 2021. Este trabajo prevé que “ en 2050 habra 1,91 millones
de muertes anuales atribuibles a la resistencia a antimicrobianos en todo el
mundo y 8,22 millones de muertes anuales seran asociadas a la resistencia a
antimicrobianos” (Naghavi et al., 2024).
En el estudio anteriormente citado se dio especial importancia a las
infecciones causadas por bacterias clasificadas como grupo critico segun la
OMS, en las que se encuentran:

- Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenémicos.

- Enterobacterales, resistentes a cefalosporinas de tercera generacion.

- Enterobacterales, resistentes a carbapenémicos (World Health

Organization. 2024)

Las bacterias clasificadas en el ultimo grupo comparten la cualidad de
presentar resistencia a los antibidticos carbapenémicos, medicamentos
considerados como tratamientos de Ultima linea para algunos
microorganismos (Meletis, 2016).
En cuanto a la resistencia a los carbapenémicos, el mecanismo mas relevante
es la produccion de carbapenemasas, enzimas capaces de hidrolizar estas
moléculas de antibidtico y que pueden ser constitutivas del microorganismo
(como por ejemplo OXA-51 en Acinetobacter spp), adquiridas del ambiente o
traspasadas por otros organismos similares. La capacidad de los genes
relacionados con la produccion de carbapenemasa para transferirse entre
diferentes microorganismos constituye un factor de especial relevancia en

comparacion con otros mecanismos de resistencia a carbapenémicos. Esta
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caracteristica facilita su propagacién entre diversos ambientes y su rapida
diseminacion geografica, como ha sido documentado en regiones especificas
del mundo, incluyendo Europa, Asia y América del Sur. (Codjoe & Donkor,
2017).

Dentro del grupo de Enterobacterales resistentes a carbapenémicos, se
puede encontrar a bacterias pertenecientes al género Enterobacter, las que
seran el foco de este estudio.

En el género Enterobacter se encuentran clasificadas diversas especies
bacterianas de origen tanto intrahospitalario como ambiental. Estos son
bacilos Gram negativos, fermentadores de glucosa y, en su mayoria
fermentadores de lactosa, sacarosa, moviles, indol negativo y VP positivos.
Una de las caracteristicas importantes de este género es que pertenece a un
grupo de bacterias que representan una amenaza global a la salud humana
(De Oliveira et al.,, 2020) clasificado como grupo ESKAPE, grupo que
comparte con Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 'y
Enterobacter spp. (Tiwari, 2018).

En los ultimos anos ha cobrado importancia el ECC, un complejo de bacterias
dentro del género Enterobacter compuesto por las siguientes especies: E.
cloacae subsp cloacae, E. asburiae, E. kobei, E. hormaechei, E. ludwigiiy E.
nimipressuralis (Mustafa et al., 2020). Las bacterias pertenecientes a este
complejo son fenotipicamente indistinguibles entre si, pero se pueden

diferenciar mediante técnicas como la clasificacidon en clusters por el analisis
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de la secuencia de la proteina Hsp60 (Akbari et al., 2016) o mediante PCR
multiplex (Ji et al., 2021) donde se pueden diferenciar las tres especies mas
prevalentes del complejo, E. Cloacae sub cloacae, E. Hormacheiy E. kobei.
Las bacterias pertenecientes a este complejo estan presentes en diferentes
medios, como, por ejemplo, E. cloacae que pertenece a la microbiota intestinal
humana, pero se ha aislado de muestras como sangre, esputo y orina, E.
hormachei en muestras de heridas, esputo y sangre, y E. kobei que se ha
aislado de sangre, esputo, orina y de infecciones intrabdominales (Davin-regli
et al.,, 2019). Es importante destacar que en el ambito clinico ECC,
especialmente las cepas resistentes a carbapenémicos, son considerados
patdgenos problematicos para las instituciones de salud en todo el mundo,
siendo constantemente reportado en infecciones nosocomiales o dificiles de
tratar. (Manandhar et al., 2022)

En el ECC existen descritos 1069 secuenciotipos (ST) (Liu et al., 2022a),
siendo el ST78 uno de los mas destacados en la literatura, estando
comunmente asociado a B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
resistencia a carbapenémicos (Annavajhala et al., 2019). También se describe
a ST171 como un clon importante de E. cloacae resistente a carbapenémicos
(CREC) con potencial epidémico en los Estados Unidos (Annavajhala et al.,
2019) y con doble portacion de carbapenemasas (Ghazawi et al., 2024).
Desafortunadamente, no se han encontrado estudios que describan la

epidemiologia de ST en Latinoamérica, incluido Chile.
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En cuanto a mecanismos de resistencia, el ECC es conocido por ser
intrinsecamente resistente a ampicilina, las combinaciones amoxicilina-acido
clavulanico, ampicilina-sulbactam, cefalosporinas de primera generacién y
cefamicinas (CLSI, 2025), debido a la presencia de una B-lactamasa
cromosomal de tipo AmpC, la cual puede producir un fenotipo inducible de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion (Liu et al., 2021a). Una de
las enzimas que mas destaca dentro del grupo anteriormente mencionado es
la ACT, ya que se ha demostrado que algunas variantes, como ACT-28, posee
una débil pero significativa actividad de carbapenemasa, y que, asociada a
defectos en la permeabilidad de membrana externa, puede generar
resistencia a carbapenémicos (Jousset et al., 2019).

Ademas del mecanismo intrinseco anteriormente mencionado, se ha descrito
en todo el mundo la adquisiciéon de genes, por parte de este complejo de
bacterias, que codifican para BLEE del tipo blatem, blasHv y blactx-m, entre otras
(Davin-Regli et al., 2019).

Otro de los mecanismos de resistencia que se ha reportado en cepas del ECC
es la produccidn de carbapenemasas. Estas enzimas tienen la capacidad de
hidrolizar antibidticos carbapenémicos, antimicrobianos considerados como
tratamiento de ultima linea para bacilos Gram negativos (Davin-Regli et al.,
2019). Hasta hace algunos anos, los aislados pertenecientes al complejo que
producian carbapenemasas eran relativamente raras pero existia
preocupacion sobre su aparicion y diseminacion (Mezzatesta et al., 2012). En

afos posteriores esta preocupaciéon demostré ser fundada, ya que datos
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epidemioldgicos informaron la aparicion y propagacion del ECC resistente a
los carbapenémicos, y se han planteado como una grave amenaza para la
salud humana en todo el mundo. (Liu et al., 2021b).

Por ejemplo, segun lo descrito por Annavajhala et al. Enterobacter spp., es la
segunda Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos (CRE) mas comun
en los Estados Unidos (Annavajhala et al., 2019), mientras que Chen et al
senala que, hasta la fecha, el ECC resistente a carbapenémicos (CREC) se
ha convertido en la tercera enterobacteria resistente a carbapenémicos (CRE)
mas comun en China (Chen et al., 2021).

Actualmente, se desconoce el mecanismo exacto mediante el cual el ECC
adquirid genes relacionados con la producciéon de carbapenemasas. Sin
embargo, se postula que cepas originalmente susceptibles incorporaron
plasmidos portadores de estos genes. Algunos estudios sugieren que
bacterias resistentes a antibioticos, como las del género Acinetobacter,
podrian haber actuado como intermediarias en la transferencia de genes
codificantes de carbapenemasas hacia miembros de la familia
Enterobacteriaceae (Wailan et al., 2016).

Como se menciono previamente, el proceso mediante el cual el ECC adquirié
estos genes sigue siendo incierto; no obstante, el primer reporte de una cepa
de Enterobacter cloacae productora de carbapenemasa data de 1986
(Medeiros & Hare, 1986) y fue referenciado posteriormente en el trabajo de

Nordmann et al. (Nordmann et al., 1993).
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A pesar de que las cepas del ECC son productoras de carbapenemasas, se
pueden encontrar en diversas partes del mundo, la prevalencia del tipo de
carbapenemasa que producen difiere. Esto se comprueba en los resultados
de un estudio que analizé 61 publicaciones con datos de diversos paises, el
cual informa que cepas que contienen blakec son las mas prevalentes en
Estados Unidos y Canada, pero también han sido informadas en Europa y
Sudamérica. Las cepas portadoras de blanom-1 son endémicas de la India, los
genes que codifican IMP han sido ampliamente descritos en el sudeste
asiatico, mientras que las variantes de VIM son mas prevalentes en Europa,
con escasos reportes en Sudamérica y el sudeste asiatico. Finalmente se han
informado carbapenemasas OXA-48-like en cepas de este complejo en
Turquia, Oriente Medio, el norte de Africa y Europa (Annavajhala et al., 2019).
Lamentablemente, no se han encontrado muchos estudios que informen
sobre las cepas productoras de carbapenemasas del ECC en aislados
chilenos ni datos epidemioldgicos que demuestren que estas cepas son un
problema en los centros de salud chilenos.

Con estos antecedentes, este estudio propone generar datos de cepas
aisladas en centros de salud chilenos, utilizando cepas almacenadas en
biorepositorio del Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos
(LIAA), que mantiene aislados del ECC desde el afio 1998 hasta 2023, para
asi poder determinar sus caracteristicas moleculares y presencia de

elementos genéticos moviles que permitan comparar la relacidon genética
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entre aislados portadores de genes que codifican para cabapenemasas y los
no portadores de genes codificantes de estas enzimas.

El objetivo de esta tesis es aportar datos epidemioldgicos sobre las cepas
chilenas del ECC, con el fin de contribuir a la identificacion de mejores
alternativas terapéuticas para el tratamiento de las infecciones actualmente
causadas por estos agentes, asi como para la preparacion ante posibles

brotes futuros en el pais.
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Pregunta de investigacion:

¢La aparicion del fenotipo de resistencia a carbapenémicos mediada por la
presencia de carbapenemasas en cepas del complejo Enterobacter cloacae
se debe a la adquisicion de elementos genéticos moviles, o corresponde a la
emergencia de nuevos clones distintos de aquellos que originalmente eran

susceptibles a carbapenémicos?

Hipotesis:

La aparicion del fenotipo de resistencia a carbapenémicos mediada por la
presencia de carbapenemasas en cepas del complejo Enterobacter cloacae
se debe a la adquisicion de elementos genéticos moviles por clones que

originalmente eran susceptibles a carbapenémicos

Objetivo General:
Comparar la relacion genética entre cepas portadoras y no portadoras de

carbapenemasas del complejo Enterobacter cloacae aisladas en Chile.

Objetivos especificos:

e Clasificar una coleccion historica de cepas del complejo Enterobacter
cloacae segun su perfil de resistencia a carbapenémicos y su capacidad de
producir carbapenemasas, e identificar el tipo especifico de

carbapenemasa presente en las cepas productoras.
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e Determinar la relacion genética entre las cepas productoras de
carbapenemasas, las resistentes a carbapenémicos sin produccién de
carbapenemasa y las cepas susceptibles a carbapenémicos.

e Determinar las caracteristicas moleculares de secuenciotipo y la presencia
de elementos genéticos moviles en los clones identificados del complejo

Enterobacter cloacae.
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6. METODOLOGIA

6.1. Cepas bacterianas:

Las cepas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de la coleccién de cepas
pertenecientes al biorepositorio del Laboratorio de Investigacion de Agentes
Antibacterianos (LIAA) de la Universidad de Concepcidn. Este cepario alberga
cepas del ECC aisladas desde el afo 1998 hasta el afio 2023 en varios
centros de salud de Chile, acumulando un total de 196 cepas. Las cepas estan
almacenadas en crioviales que conteniendo 700 pyL de caldo tripticasa de
soya, con la suspension de bacterias y 350 pL de glicerol al 50% v/v. Estas

cepas se almacenan a -80°C.

6.2. Recuperacion de las cepas bacterianas:

Las cepas utilizadas fueron traspasadas desde crioviales almacenados en el

biorepositorio del LIAA a un agar Tripticasa de soya (TSA) y se incubaron a

37 +/- 2°C, en aerobiosis por 24 h para evaluar su viabilidad y pureza.

6.3. Estudio de susceptibilidad a antibiéticos:

Para evaluar la susceptibilidad de las cepas en estudio, se llevo a cabo un
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antibiograma utilizando el método de difusion en disco de Kirby-Bauer

(CLSI, 2025). Los antibidticos seleccionados fueron: ceftazidima,

cefepime, meropenem, imipenem, gentamicina, amikacina,

ciprofloxacino y aztreonam. Estos antibiéticos fueron

seleccionados por estar dentro de las categorias 1y 2 de la guia M100 de

CLSI 2025 para Enterobacterales (CLSI, 2025), a excepcion de

ceftazidima y aztreonam que se afiadieron para evaluar su interaccion con

AmpC y Metalo- B-lactamasas, segun lo indicado por el CLSI. Los

criterios empleados para determinar la susceptibilidad o resistencia a los

agentes antimicrobianos siguieron los puntos de corte establecidos en la

guia CLSI M100 2025 (CLSI, 2025). Para las cepas productoras de

carbapenemasas, identificadas mediante PCR y seleccionadas para

secuenciacion, se realizé un antibiograma extendido con ertapenem,

tetraciclina, levofloxacino, cefotaxima, trimetoprim/sulfametoxazol,

piperacilina/tazobactam y ceftazidima/avibactam. Esta prueba también se

efectué mediante el método de difusién en disco de Kirby-Bauer,

siguiendo los mismos criterios de interpretacion mencionados
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anteriormente. Como controles se utilizaron las cepas de Escherichia coli

ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosaATCC 27853.

6.4. Deteccién de carbapenemasas:

Para confirmar la producciéon de carbapenemasas, se realizd una prueba
fenotipica (Blue-Carba) a las cepas que mostraron resistencia o resultados
intermedios frente a al menos un carbapenémico en el estudio de
susceptibilidad, siguiendo el protocolo de Pires et al. (Pires et al., 2013).
Aquellos resultados débiles o no concluyentes fueron sometidos a una prueba
fenotipica adicional, la prueba mCIM, conforme al protocolo del CLSI (CLSI,
2025). Se considero un resultado no concluyente como un cambio de color en
el tubo de reaccion de azul a verde claro, en un lapso de entre 90 y 120

minutos de reaccion, y el tubo control sin cambios de color.

6.5. Extraccion de ADN e identificacion de carbapenemasas:

La extraccion de ADN se realizé con el kit comercial InstaGene® segun el
protocolo del fabricante.

Por su parte, la identificacion de carbapenemasas se realiz6 a las cepas que
dieron un resultado positivo para la prueba de deteccion fenotipica. Este
estudio se realiz6 mediante un PCR multiplex con partidores para las enzimas

mas prevalentes en ECC, segun la informacion descrita por Davin-Regli et al.
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(Davin-regli et al., 2019), y por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP,
2018).
- De los genes indicados en el mencionado estudio se estudiaron los
siguientes:
- Clase A: blakec
- Clase B: blanom y blaviv
Los partidores y el programa de amplificacion utilizados para la deteccion de

estos genes se encuentran en las tabla 1y 2, respectivamente.

Tabla 1. Secuencias y tamafio de amplicon para la deteccidon de

carbapenemasa mediante PCR multiplex.

Gen Secuencia 'roducto Referencia
(pb)
blakrc F: ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893 Schechner et
R: TTTTCAGAGCCTTACTGCCC al., 2009
blanom F: 813 Ejaz et al., 2021

ATGGAATTGCCCAATATTATGCAC
R: TCAGCGCAGCTTGTCGGC

blaum F: CCGATGGTGTTTGGTCGCAT 391 Pérez et al.,
R: GAATGCGCAGCACCAGGAT 2008

Tabla 2. Perfil térmico para el PCR de identificacion de carbapenemasas.

Etapa N° ciclos Temperatura (°C) Tiempo
Inicial 1 95 9 min
Desnaturalizacion 95 30s
Hibridacion 35 58 40 s
Elongacién 72 50s
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Final 1 72 5 min

Los productos de PCR generados se sometieron a una electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% por 1 h a 100 V. Como controles se utilizaron las cepas
del biorepositorio del LIAA UC-318 de Klebsiella pneumoniae (blakec), UCO-
452 de Escherichia coli (blanom) y UC-236 de Pseudomonas aeruginosa

(blavim).

6.6. Agrupacion de las cepas:

Para los posteriores estudios, las cepas fueron agrupadas en 3 grupos segun
los resultados del estudio de susceptibilidad, deteccion e identificacién de
carbapenemasas:
e Grupo 1: cepas resistentes a los carbapenémicos por produccién de
carbapenemasas.
e Grupo 2: cepas no susceptibles a los carbapenémicos sin produccion de
carbapenemasas.

Grupo 3: cepas susceptibles a los carbapenémicos.

Del total de cepas analizadas se seleccionaron al azar un numero de muestras

representativas de cada uno de los 3 grupos para los estudios moleculares.
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6.7. Estudio de la relacion genética entre las cepas:

La relacion genética entre las cepas seleccionadas para el estudio se realizo

mediante rep-PCR, segun lo descrito por Castro-Alarcon, et al. (Castro-

Alarcon et al., 2009), utilizando los partidores de la tabla 3.

Tabla 3. Partidores utilizados para rep-PCR.

Primer Secuencia 5’23’
REP1 IIINCGNCGNCATCNGGC

REP2 NCGNCTTATCNGGCCTAC
N: Posicion degenerada, puede ser valida para A,C,T o G; I: Posicién

semidegenerada por inosina. Se une preferentemente para A Cy T, y en

menor medida para G.

Para evaluar el resultado del PCR se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 % a 70 V por 4 h. Posterior a esto, los resultados se
interpretaron utilizando la herramienta Geld en sus parametros por defecto
(version 1.0) (Heras et al., 2015). Los aislados que mostraron un resultado
mayor o igual al 92% fueron considerados genéticamente relacionados
(Castro-Alarcon et al., 2009) y los grupos de 3 o mas cepas genéticamente
relacionadas se consideraron como un cluster, segun los criterios establecidos

por el laboratorio.
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6.8. Seleccion de cepas para secuenciacion del genoma completo:

A partir de los resultados de relacion genética, para los siguientes estudios se
selecciond una cepa por cada cluster. Ademas, toda cepa fuera de los
clusteres con un resultado positivo para la identificacion de carbapenemasas
fue seleccionada para secuenciar. En total 12 cepas fueron seleccionadas
para secuenciar, siendo la cepa mas antigua aislada en el afio 1998 y la cepa

mas actual del ano 2023.

6.9. Secuenciacioén de cepas:

Las cepas seleccionadas para la secuenciacion se enviaron al laboratorio
externo SeqCenter para realizar la secuenciacion por tecnologia lllumina®. Se
utilizé el servidor Galaxy Australia (Abueg et al.,, 2024) para el analisis
bioinformatico y dentro de él, las herramientas Trimmomatic (version 0.36.6)
para eliminar las secuencias adaptadoras (Bolger et al., 2014), SPAdes
(version 4.2.0+galaxy0) (Antipov et al., 2016) para ensamblar el producto de
la secuenciacion obtenido y también FastQC (version 0.74+galaxy1)

(Andrews, s.f.) como herramienta de control de calidad.
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6.10. Analisis comparativo de la secuencia de las cepas:

Las secuencias obtenidas se analizaron en los servidores de Galaxy Australia
para obtener informacién respecto a sus genes de resistencia, secuenciotipo
y portacion de plasmidos. Para realizar dichos analisis se utilizaron las
siguientes herramientas:

Galaxy Australia:

- pubMLST (T, 2016) (version 2.22.0): Para obtener el secuenciotipo por
MLST.

- ABRicate (version 1.0.1): Utilizando la base de datos de Resfinder
(Bortolaia et al., 2020) (Camacho et al., 2009) para identificar genes de
resistencia a antibioticos,

- PlasmidFinder (Carattoli et al., 2014) (version 2.1.6+galaxy1) y MOB-
Recon (Robertson, s.f.) (version 3.1.9+galaxy0): Para identificacion y
tipificacion de plasmidos.

Finalmente, las cepas que presentaron variantes del gen blanom fueron
sometidas a un analisis comparativo con la herramienta Clinker (Gilchrist &
Chooi, 2021) (version 0.0.23+galaxy0). Este analisis consistiéo en comparar los
contigs asociados a genes de carbapenemasas (estén o no asociados a
plasmidos) con plasmidos portadores del gen blanom informados en el trabajo

de Liet al. (Li et al., 2023).
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6.11. Ensayo de conjugacion:

Se realizd un ensayo de conjugacion para comprobar la transferencia
horizontal de genes de carbapenemasas. Dicho ensayo fue realizado segun
lo descrito por Quezada-Aguiluz et al. (Quezada-Aguiluz et al., 2022) con
modificaciones como la utilizacion de 2 ug/mL de imipenem y 640 ug/mL de
rifampicina como antibidticos seleccionadores, y modificaciéon de las
temperaturas de incubacién a 30°C. Se utilizé como cepa donadora la cepa
Enterobacter cloacae T-176 y la cepa UCO 231 de E. coli K12 como receptora.
Se realizé un estudio de susceptibilidad a las cepas que incluyd rifampicina
mediante disco difusion e imipenem mediante epsilometria. Los resultados
fueron interpretados mediante los mismos criterios mencionados en el
apartado 6.3.

Para evidenciar la presencia de las carbapenemasasen la cepa
transconjugante se realiz6 una extraccion de ADN con el kit comercial
InstaGene (Bio-Rad) y PCR bajo las mismas condiciones expuestas en
apartados anteriores (tablas 1y 2).

Finalmente, para evaluar la relacién genética entre cepas transconjugantes,
donadora y receptora, se realizé un ERIC-PCR (Versalovic et al., 1991). Para

esto, se utilizaron los siguientes descritos en la tabla 4.

Tabla 4. Partidores utilizados para ERIC-PCR.

Primer Secuencia 5’23
ERIC1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
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Para ERIC-PCR, las muestras se sometieron al protocolo de la tabla 5.

Tabla 5. Perfil térmico ERIC-PCR.

Etapa N° Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
Inicial 1 95 7
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 30 52 1
Elongacion 65 8
Final 1 65 15

Los resultados se evidenciaron mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 1,5 % que se corrid por 3 h (con gel packs para controlar la temperatura) a
70 V. Los resultados de la electroforesis fueron interpretados visualmente, sin
la ayuda de software.

6.12. Sinergia ceftazidimal/avibactam + aztreonam:

El ensayo de sinergia se realizé segun lo descrito en el trabajo de Harris et al.
(Harris et al., 2023) para las 7 cepas secuenciadas que eran productoras de
carbapenemasa (T-192, T-189, T-183, T-181, T-177, T-176 y UDEC32). Para
el ensayo se generaron 4 tubos para cada cepa, conteniendo caldo Mueller
Hinton ajustado de cationes (CLSI, 2025) y un inéculo estandarizado de la
bacteria. El primer tubo no contenia antibiéticos, el segundo contenia un disco

de ceftazidima/avibactam, el tercero un disco de aztreonam y el cuarto un
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disco de cada antibidtico mencionado anteriormente. Los tubos se incubaron

a 35 °C +/- 2 °C, en aerobiosis por 16-20 h.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Analisis de la viabilidad de las cepas:

De las cepas almacenadas en el biorepositorio del LIAA, se logré recuperar

187 cepas viables para su posterior analisis. Estas cepas comprenden un

rango de fechas de aislamiento que va desde 1998 hasta 2023, y fueron

obtenidas a partir de diversas muestras clinicas, tales como infecciones de

piel y tejidos blandos, infecciones urinarias, entre otras. Las muestras fueron

recolectadas en centros clinicos ubicados en distintas ciudades de Chile, lo

que proporciona una representacion geograficamente diversa.

Tabla 6. Afno y procedencia de las cepas

Ano de N° de Procedenc N° de cepas por
aislamiento cepas ia procedencia
1998 1 Concepcién 1
2000 19 Concepcién 7
Santiago 11
Puerto 1
Montt
2001 6 Santiago 2
Iquique 4
2002 1 Talca 1
2008 66 Concepcion 14
Santiago 38
Valparaiso 1
Temuco 4
Puerto 8
Montt
No 1
disponible
2009 17 Santiago 9

33



Temuco 6
puerto 2
Montt
2012 8 Santiago 5
Puerto 3
Montt
2013 23 Santiago 12
Temuco 11
2014 2 Los 2
Angeles
2018 2 Talca 1
Santiago 1
2021 1 No 1
disponible
2022 15 Santiago 15
2023 1 Concepcién 1
Fecha no 30 Concepcién 3
disponible Santiago 13
Valparaiso 6
Temuco 7
Puerto 1
Montt
Total 192 Total 192

Informacién de las cepas estudiadas, incluyendo las 5 cepas que no se

lograron recuperar

En cuanto a su crecimiento en TSA, se observaron dos fenotipos
diferenciados con base en caracteristicas macroscoépicas. El fenotipo
predominante presentaba colonias de tamafio mediano, redondeadas, con
bordes irregulares, ligeramente convexas y de aspecto cremoso. El segundo
fenotipo, observado en aproximadamente cinco cepas, mostraba una

morfologia similar, aunque con una apariencia mucosa en lugar de cremosa.
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7.2. Estudio de susceptibilidad:
El estudio de susceptibilidad se realizé para 187 cepas, segun lo descrito en

la metodologia observando los siguientes resultados.

Estudio de susceptibilidad
180
157
140

5 120 112

167 170
g 108 105
) 95
71
60

56

60 51 5
46 41 41 38 46
34
40 29
20

20 I 10. 13 5 1
0

Imipenem Meropenem Cefepime Ceftazidima Aztreonam  Ciprofloxacino Gentamicina Amikacina

as

g

Namero de cep
[v2]
o

Antibidtico
Susceptible Intermedio/SDD W Resistente
Figura 1. Grafico de barras del estudio de susceptibilidad a antibiéticos. SDD:

susceptible dosis dependiente, rango que solo aplica para cefepime.

En relacién con los antibidticos evaluados, se observo que el mayor numero
de cepas resistentes se presentd frente a aztreonam, debido a que su B-
lactamasa cromosomal de clase C presenta una elevada afinidad por
aztreonam (Akhtar, 2022), seguido por ceftazidima con una diferencia de solo
tres cepas. Cabe destacar que mas de la mitad de las cepas mostraron
resistencia a cefepime, ceftazidima, aztreonam, ciprofloxacino y gentamicina.
Respecto de los carbapenémicos, 29 cepas evidenciaron resistencia a
imipenem y 20 cepas a meropenem, lo que posiciona a los carbapenémicos

como la clase de antibioticos con el mayor numero de cepas susceptibles. Sin
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embargo, en el caso de imipenem, 46 de 187 (24.6%) cepas mostraron un
valor intermedio.

Respecto a la resistencia a cefalosporinas, el resultado posiblemente se deba
a la portacion intrinseca de B-lactamasas tipo AmpC en las bacterias del
geénero Enterobacter, pero no seria concordante con las cepas que mostraron
un resultado susceptible a estas. Este fendmeno puede entenderse mejor al
considerar las recomendaciones de la guia CLSI M100, la cual advierte que,
aunque las cefalosporinas puedan aparecer como susceptibles en pruebas in
vitro, durante el tratamiento clinico puede desarrollarse resistencia debido a la
desrepresion de la enzima AmpC (CLSI, 2025). La desrepresion de esta -
lactamasa cromosomal conduce a una hiperexpresion de la enzima,
ampliando su espectro de hidrodlisis para incluir cefalosporinas de tercera
generacion (Seral et al., 2012) y monobactamicos (Mauri et al., 2021), lo que
explica la resistencia observada en estas familias de antibidticos.

Como se mencioné anteriormente, mas de la mitad de las cepas fueron
resistentes a ciprofloxacino y gentamicina. En contraste, la amikacina mostré
el menor numero de cepas resistentes, con excepcion de los carbapenémicos,
lo que sugiere que este amikacina podria ser una opcion terapéutica viable,
especialmente en aislamientos urinarios, donde su uso es mas comun.

El 41% (77) de las cepas mostraron un resultado de no susceptibilidad
(intermedio o resistente) a al menos uno de los carbapenémicos ensayados.
Las 77 cepas con un resultados de no susceptibilidad se utilizaran para los

estudios posteriores. Como los carbapenémicos son antibioticos utilizados
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como ultima linea de tratamiento en bacilos Gram negativos, es esperable que
no existan muchas cepas resistentes a estos y que las no susceptibles lo sean
por factores como impermeabilidad de membrana o perdida de porinas, mas
que por la presencia de carbapenemasas. El alto porcentaje de cepas que
muestran susceptibilidad, en comparacion con otros antibiéticos comunmente
utilizados en perfiles de antibiogramas rutinarios, puede llevar a que los
carbapenémicos se conviertan en la terapia de eleccion para los aislamientos
de esta especie. Sin embargo, el uso extendido de carbapenémicos podria
favorecer la seleccidn de cepas con mecanismos de resistencia a estos
antibioticos, que representan la ultima linea de tratamiento, lo que plantea un

desafio significativo para los sistemas de salud.

7.3. Deteccion e identificacion de carbapenemasas:

De las 77 cepas que fueron estudiadas el 75% (58) resultaron negativas a la
deteccion de carbapenemasas, mientras que el 19% (15) fueron positivas,
mientras que el 6% (4) de las cepas dieron resultados considerados como no
concluyentes. Al respecto, se definié un resultado no concluyente como el
cambio de color a verde/amarillento posterior a una hora de incubacion en la
prueba de Blue-Carba, tal como se observa en la Figura 2. Se realiz6 mCIM a
las 4 cepas con resultados no concluyentes y se obtuvieron halos de inhibicién
, siendo interpretables también como no concluyentes segun mCIM (CLSI,
2025). El método mCIM tiene una sensibilidad y especificidad de 99% para las

carbapenemasas KPC, NDM, VIM, IMP, IMI, SPM, SME vy tipo- OXA (CLSI,
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2025), por lo que con estas metodologias no puede confirmarse ni descartarse

la presencia de otras carbapenemasas distintas a las mencionadas para estos

4 aislados.

Figura 2. Resultados Blue-Carba. 1: Resultado negativo; 2: Resultado positivo

y 3: resultado No concluyente.

De acuerdo con los resultados obtenidos, unicamente 15 del total cepas
analizadas en este estudio resultaron portar alguin gen codificante de
carbapenemasa. De éstas, 14 cepas portaban el gen blanom, mostrando
resistencia tanto a meropenem como a imipenem. La cepa T-177, que resulto
positiva para el gen blaviv, presenté un resultado intermedio a imipenem y fue
susceptible a meropenem. Este hallazgo resalta la importancia de estudiar la
presencia de carbapenemasas en cepas con resultados de susceptibilidad
intermedia frente a al menos uno de los carbapenémicos analizados.

Es relevante destacar que ninguna de las cepas en las que se detecto la
presencia de una carbapenemasa portaba el gen blakrc. Este resultado

contrasta con los datos de vigilancia mas recientes en Chile (ISP, 2018), que
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reportan a blakec como el gen mas prevalente en cepas de Enterobacter
cloacae. Cabe mencionar que el estudio citado recopildé datos entre los afios
2014 y 2017, mientras que las cepas portadoras de carbapenemasas
identificadas en esta investigacion fueron aisladas entre 2018 y 2023. Esto
sugiere un posible cambio en la prevalencia de las carbapenemasas en las
cepas del ECC en Chile, lo cual subraya la necesidad de una actualizacion de

los datos epidemioldgicos en el pais.

Tabla 7. Portacion de genes que codifican carbapenemasas y resultados de

estudio de susceptibilidad.

Resultado antibiograma

N° de Carbapenema IM ME FE CA AZ CI GE AM
cepa sa P R P Z T P N K
T-192 NDM R R R R R R R S
T-191 NDM R R R R R R R R
T-190 NDM R R R R R R R R
T-189 NDM R R R R R R R S
T-188 NDM R R R R R R R S
T-187 NDM R R R R I R R S
T-186 NDM R R R R R I R S
T-184 NDM R R R R R R R S
T-183 NDM R R R R R R R S
T-181 NDM R R R R R R R S
T-180 NDM R R R R R R R S
T-179 NDM R R R R R R R S
T177 VIM I S R R R I R S
T-176 NDM R R R R R R R S
UDEC32 NDM R R R R R R R I
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R: resistente; I: intermedio; S: susceptible. IMP: imipenem; MER: meropenem;
FEP: cefepime; CAZ: ceftazidime; AZT: aztreonam; CIP: ciprofloxacino; GEN:
gentamicina y AMK: amikacina
7.4. Clasificaciéon de cepas:
Segun los resultados expuestos, las cepas se clasificaron en 3 grupos
- Grupo 1: Cepas resistentes a carbapenémicos por produccién de
carbapenemasa: 15
- Grupo 2: Cepas no susceptibles a carbapenémicos sin produccion de
carbapenemasa: 62 (incluye cepas con un resultado no concluyente
para la deteccion de carbapenemasas
- Grupo 3: Cepas susceptibles a carbapenémicos: 110
Para los siguientes estudios se seleccion6 al azar un numero de cepas de

cada grupo.

7.5. Analisis de la relacion genética entre cepas del complejo
Enterobacter cloacae:

Se seleccionaron 67 cepas desde los 3 grupos, 15 cepas del grupo 1, 33
cepas del grupo 2 y 19 cepas del grupo 3. El resultado del rep-PCR

realizado a algunas de estas cepas se expone como ejemplo en la figura
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Figura 3. Resultado rep-PCR. Gel correspondiente a rep-PCR donde se

observan distintos patrones de bandas generados por las cepas de interés.
Todas las cepas expuestas en la figura se clasificaron dentro del grupo 1 M:

Marcadores de pares de bases (1kb) de la marca Promega.

En ambos extremos de la imagen, rotulados con la letra "M” se observan los
marcadores de pares de bases y entre estos se encuentran las cepas con sus
patrones de bandas producidos luego del rep-PCR.

Los resultados producidos por rep-PCR y observados en las imagenes de
electroforesis fueron analizados mediante el software Geld con el que se

genero el dendograma de la Figura 4.
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Figura 4. Dendograma de relacion genética. En la imagen se observa el
numero de la cepa y el grupo al que pertenece. Grupo 1: Cepas resistentes a
carbapenémicos por produccion de carbapenemasa; Grupo 2: Cepas no
susceptibles a carbapenémicos sin produccion de carbapenemasa; Grupo 3:
Cepas susceptibles a carbapenémicos.

NDM: portacion del gen blanom; VIM: portacion del gen blavim. En numeros
romanos se observan los clusteres identificados. En el apartado anexos se

encuentra una la imagen ampliada y con mayor resolucion.

Los resultados de la amplificaciéon de las secuencias rep demostraron que
existe una relacidn genética entre cepas susceptibles a carbapenémicos
(grupo 3) y no susceptibles, pero sin portacion de carbapenemasas (grupo 2),
pero no se observa relacion entre estos dos grupos y las cepas productoras

de carbapenemasas (grupo 1).

Tabla 8. Informacion de cada cepa que componen cada cluster.

Cluster N° de cepa Procedencia Ano de aislamiento Grupo

| T-1 Concepcion 1998 3
T-18 Santiago 2000 2
T-19 Santiago 2000 2
T-21 Santiago 2001 3
T-22 lquique 2001 3
T-31 Santiago 2008 3
T-110 Santiago 2009 2
[l T-25 Iquique 2001 3
T-85 Santiago 2008 2
T-87 Santiago 2008 2
1] T-77 Santiago n.d. 2
T-111 Santiago 2009 2
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T-113 Santiago n.d. 2
T-114 Santiago 2009 2
T-116 Santiago 2009 2
T-133 Puerto Montt 2012 2
T-137 Temuco n.d. 2
v T-88 Concepcién 2008 3
T-136 Temuco n.d. 3
T-150 Temuco 2013 3
T-151 Temuco 2013 2
Vv T-183 Santiago 2022 1
T-184 Santiago 2022 1
T-186 Santiago 2022 1
VI T-187 Santiago 2022 1
T-188 Santiago 2022 1
T-189 Santiago 2022 1

n.d.: No disponible.

En relacion con los clusteres analizados (Tabla 8), no se evidencia una
tendencia definida respecto a su procedencia geografica, salvo en los
clusteres 5 y 6, cuyos aislamientos comparten un mismo origen. En cuanto al
afo de aislamiento, se observa una tendencia a la agrupacién de cepas
obtenidas en periodos temporales similares: las cepas mas antiguas se
agrupan en clusteres distintos a aquellos que contienen cepas mas recientes.
Este patron puede explicarse por la naturaleza de las secuencias rep, las
cuales estan asociadas a la insercidén de elementos genéticos moviles (Tobes
y Pareja, 2006). En consecuencia, el numero y disposicién de dichas
secuencias podrian variar significativamente entre cepas aisladas con varios

anos de diferencia.
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Respecto a la agrupacion basada en el perfil de susceptibilidad a
carbapenémicos, se evidencia una relacibn genética entre cepas
pertenecientes al grupo 2 (no susceptibles, pero sin produccion de
carbapenemasas) y al grupo 3 (susceptibles), como se observa en los
clusteres 1, 2 y 4. Por otro lado, el cluster 3 incluye exclusivamente cepas del
grupo 2, mientras que los clusteres 5y 6 agrupan unicamente cepas del grupo

1 (productoras de carbapenemasa).

En conjunto, los resultados obtenidos mediante la técnica de rep-PCR no
permiten confirmar de manera concluyente la hipétesis planteada en esta
investigacion, aunque sugieren posibles relaciones genéticas entre cepas con

distintos fenotipos de resistencia.

7.6. Analisis de resultados de secuenciacion:

Tabla 9. Perfil de resistencia fenotipico de las cepas secuenciadas.

Resultado antibiograma

N°decepa IMP MER FEP CAZ AZT CIP GEN AMK

UDEC32 R I
192
189
183
181
177
176
168
151
133
25
1
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nwwnun-—unaownao oo

A 000 W00 A0 A0 00
puiir vl il il vl vl
puiieviip il vl il vl vipo e
A 000 W0NAO—|0 00 00
A 00— WA 0000 00
A A00DONNNOOOOON
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R: resistente; I: intermedio; S: susceptible. IMP: imipenem; MER: meropenem;
FEP: cefepime; CAZ: ceftazidime; AZT: aztreonam; CIP: ciprofloxacino; GEN:
gentamicina y AMK: amikacina

Tabla 10. Secuenciotipos detectados mediante MLST y otros datos
epidemiologicos.

N° de ST Cluster Aio de Carbapenemasa Ciudad de
cepa aislamiento procedencia
T-1 - 1 1998 N/D Concepcién

T-25 ST88 N/D 2001 N/D Iquique
T-133 ST94 2 2012 N/D Puerto Montt
T-151 ST200 3 2013 N/D Temuco
T-168 - N/D 2013 N/D Santiago
T-176 ST683 N/D 2018 blanom Santiago
T-177 ST88 N/D 2021 blavim Concepcion
T-181 ST134 N/D 2022 blanom Santiago
T-183 ST134 4 2022 blanom Santiago
T-189 ST134 5 2022 blanom Santiago
T-192 ST134 N/D 2022 blanom Santiago
UDEC32 ST269 N/D 2023 blanom Concepcion

ST: secuenciotipo; -: sin secuenciotipo asignado; N/D: no detectado

Las 12 cepas secuenciadas se distribuyeron en 6 secuenciotipos segun
MLST. Las cepas que pertenecieron a un mismo secuenciotipo fueron T-25 y
T-177 (ST88), y las cepas T-181, T-183, T-189 y T-192 (ST134). Las cepas
que fueron unicas de la seleccion en su secuenciotipo fueron T-133 (ST94),
T-151 (ST200), UDEC32 (ST269) y T-176 (ST683). Para las cepas T-1y T-
168 no se pudo asignar a un secuenciotipo, de acuerdo con la informacion
registrada en pubMLST, por lo que se proyecta realizar analisis adicionales
para su asignacion. Las 4 cepas pertenecientes al ST134 fueron aisladas en

el mismo afo (2022) y en la misma ciudad de procedencia (Santiago), por lo
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que probablemente pertenecieron a un mismo brote. Esto podria dar cuenta
de un hecho alarmante, ya que las cepas son resistentes a antibioticos de
ultima linea para Enterobacterales y un brote de estos microrganismos puede
afectar significativamente a los pacientes de un establecimiento de salud. Un
hallazgo relevante es que, a pesar de que el analisis rep-PCR no mostré
relacion genética entre las cepas, las cepas T-25y T-177 (73%), aisladas con
20 anos de diferencia y en ciudades que se encuentran a mas de 2200
kilbmetros de distancia, pertenecen al mismo secuenciotipo ST88. La cepa T-
25 fue aislada el afio 2001 (lquique) y susceptible a carbapenémicos, mientras
que la cepa T-177 (Concepcion), fue aislada el afo 2021, y es portadora del
gen de carbapenemasa blaviv, siendo resistente a estos antibioticos. Esto
sugiere fuertemente que cepas relacionadas, que originalmente eran
susceptibles a los carbapenémicos, adquirieron genes de resistencia que las
hicieron resistentes a estos 3-lactamicos. La discrepancia observada entre los
resultados obtenidos mediante las metodologias rep-PCR y MLST puede
atribuirse a las diferencias fundamentales en sus principios de analisis
genomico. La técnica rep-PCR se basa en la amplificacion de secuencias
repetitivas palindrémicas extragénicas dispersas a lo largo del genoma, lo que
permite generar un patrén de bandas distintivo mediante electroforesis en
geles de agarosa. En contraste, el método MLST (Multilocus Sequence
Typing) se fundamenta en la secuenciacion de fragmentos de siete genes
housekeeping altamente conservados, lo que permite la asignacion precisa de

secuenciotipos.
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Ambos enfoques son metodolégicamente validos para estudios de tipificacion
genética. En este contexto, se consider6 que las cepas T-25 y T-177 estan
genéticamente relacionadas, a pesar de las diferencias detectadas entre
ambas técnicas. Estudios previos, como el de Viau et al. (Viau et al., 2017),
en los que se comparan distintas metodologias de tipificacion para ECC,
concluyen que, si bien MLST es superior frente a métodos como la
secuenciacion del gen hsp60, rep-PCR ofrece un mayor poder discriminativo

entre cepas.

Los elementos repetitivos utilizados en rep-PCR, conocidos como repetitive
extragenic palindromic sequences (REP), han sido ampliamente estudiados.
Investigaciones como la de Tobes y Pareja (Tobes & Pareja, 2006) han
demostrado que estas secuencias actuan como puntos de acceso
preferenciales (hot spots) para eventos de transposicion, y estan fuertemente
asociadas con procesos de plasticidad gendmica mediados por elementos

genéticos moviles.

Con base en esta evidencia, la divergencia entre los resultados de rep-PCR y
MLST podria explicarse por la adquisicion de material genético a lo largo del
tiempo, en cepas pertenecientes a un mismo secuenciotipo. Estos eventos de
adquisicion podrian incluir regiones que contienen secuencias REP, afectando

asi el perfil obtenido por rep-PCR. No obstante, los genes housekeeping
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empleados en MLST, debido a su caracter conservado, tienden a permanecer

estables en el tiempo, lo que los hace menos susceptibles a dichos cambios.

Un ejemplo de este fendmeno lo constituyen dos cepas del secuenciotipo
ST88, aisladas con una diferencia temporal de 20 afos, las cuales
presentaron perfiles divergentes mediante rep-PCR. Esto sugiere que las
variaciones genéticas acumuladas durante ese intervalo temporal fueron
suficientes para alterar los patrones generados por esta técnica, sin afectar

los loci utilizados en MLST.

En consecuencia, se propone que MLST constituye una herramienta mas
adecuada para evaluar la relacion genética entre cepas aisladas en intervalos
de tiempo prolongados, mientras que rep-PCR podria ser mas apropiada para
distinguir cepas aisladas en periodos mas cercanos. La validacion de este

fendmeno se plantea como una proyeccion para investigaciones futuras.

Tabla 11. Genes de resistencia a -lactamicos en cepas del ECC.

Genes de resistencia para B-lactamicos

N°de Carbapene BLEE AmpC Otras
cepa masas

T1 N/D blactx-m-177 blaacT-16 blatem-18, y blasco-1
T-25 N/D N/D blaact-7 blaper-2, blaoxa-101,

blasco-1y blatem-1

T-133 N/D blactx-m-2 blaact-7 blatem-18, y blaoxa-2
T-151 N/D blacTtx-m-177 blaact-16 N/D
T-168 N/D N/D blaact-7 N/D
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T-176 blanpm-7 blashv-12 blaact-14y blatem-18

blabHa-1
T-177 blavim-2 blashv-12 y blaact-7y blatem-18
blactx-m-30 blabHa-1
T-181 blanpm-7 blacTtx-m-30 blaact-7 blatem-18'y blaoxa-1
T-183 blanpwm-7 blactx-m-30 blaact-7 blatem-18'y blaoxa-1
T-189 blanpm-7 blacTx-m-30 blaact-7 blaoxa-1
T-192 blanpwm-7 blacTx-m-30 blaact-7 blatem-18'y blaoxa-1
UDEC blanpm-1 blactx-m-15 blaact-7 blatem-1a'y blaoxa-1

32

N/D: no detectado.

En todas las cepas se detectaron genes de resistencia a p-lactamicos. Todas
las cepas presentaron alguna variante de la B-lactamasa de tipo AmpC de la
familia ACT (blaact-7 blaact-16, blaacT-14), siendo la variante blaact-7 la que se
detectd en el mayor numero de cepas. La B-lactamasa tipo ACT es la mas
conservada de las B-lactamasas clase C de Ambler en Enterobacter y se ha
descrito que la variante de la enzima esta relacionada con la especie de ECC,
como ACT-2 y ACT-3 estan presentes solo en Enterobacter asburiae y ACT-
6, ACT-9 y ACT-12 solo en Enterobacter kobei (Dong et al., 2022). Respecto
a Enterobacter hormachei, la Unica especie a la que pertenecen las cepas
secuenciadas, no existe informacién respecto a prevalencia de cierto tipo de
variantes, pero este estudio sugiere que ACT-7 podria ser la variante
caracteristica en esta especie, aunque faltan estudios, principalmente que
incluyan un mayor numero de cepas, para sostener dicha afirmacion.

Es importante destacar a la cepa T-168, que es no susceptible a

carbapenémicos, y se clasific6 como resultado no concluyente segun Blue-
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Carba y mCIM. En esta cepa no se detectaron genes asociados a
carbepenemasas y la unica B-lactamasa detectada fue blaact7. Un caso
similar a este fue descrito en el trabajo de Jousset et al. (Jousset et al., 2019),
en el que trabajaron con una cepa de E. kobei clasificada como productora de
carbapenemasa segun técnicas de deteccidon y determinaron que esta cepa,
que solo producia ACT-28, generaba una hidrolisis leve del imipenem. Los
resultados no concluyentes de la cepa T-168 que porta el gen blaact-7, al igual
que en el trabajo anteriormente mencionado, podrian ser explicado por una
hidrdlisis enzimatica de baja intensidad sobre el imipenem. No obstante, la
confirmacion de la actividad hidrolitica de la enzima ACT-7 requeriria estudios
cinéticos detallados, los cuales exceden los objetivos y el alcance
experimental del presente trabajo.
Respecto de otras - lactamasas relevantes, se destaco la deteccion de genes
de:

- B- lactamasas de espectro extendido (BLEE) como las distintas

variantes blactx-v, blaper-2'y blasHv-12.
- B- lactamasas de amplio espectro (BLAE) como blatem-1ay blatem-1s.
- B- lactamasas de clase A no pertenecientes a BLEE ni BLAE como
blasco-1.
- B- lactamasas clase C, como variantes de blaact y blabHa-1
- B- lactamasas clase D como las distintas variantes de las tipo blaoxa
Finalmente, respecto a las carbapenemasas, solo se detectaron genes

relacionados a B-lactamasas de clase B, tal y como demuestran los resultados
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anteriores. Es importante destacar que estos genes de carbapenemasas solo
fueron detectados en cepas aisladas en afios mas recientes, lo que entrega

soporte a la hipotesis sobre la adquisicion de estos genes.

Tabla 12. Genes de resistencia a quinolonas en cepas del ECC.

N° de cepa Genes de resistencia a quinolonas

T1 0gxA 'y ogxB

T-25 0gxA, ogxB y mdf(A)
T-133 0gxA y ogxB
T-151 0gxA, ogxB 'y aac(6’)-Ib-cr
T-168 0gxA 'y ogxB
T-176 0gxA, ogxB 'y qnrB4
T177 0gxA oqxB, mdf(A) y qnrB4
T-181 0gxA, ogxB, qnrB1y aac(6°)-1b-cr
T-183 0gxA, ogxB, qnrB1y aac(6’)-1b-cr
T-189 0gxA, ogxB, qnrB1y aac(6°)-lb-cr
T-192 0gxA, ogxB, qnrB1y aac(6°)-Ib-cr

UDEC32 o0gxA, ogxB,mdf(A) qnrB1 y aac(6°)-Ib-cr

En cuanto a fluoroquinolonas, todas las cepas presentan el gen ogxA y 0gxB,
que esta relacionado a bombas de expulsion para estos compuestos. Las
cepas T-1, T-133 y T-168 solo presentaron los genes previamente
mencionados. Ademas, se encontraron distintas variantes del gen gnr en las
cepas T-176 (qnrB4) y T-183 (qnrB1), que esta relacionado con la proteccion
de la ADN girasa. También se encontro el gen aac(6°)-Ib-cr, relacionado con
la produccion de enzimas modificadoras de antibiéticos como aminoglicosidos
y quinolonas, en diversas cepas, donde se incluyen T-151 y T-192.

Finalmente, en las cepas T-25, T-177 y UDEC32 se encontr6 el gen mdf(A),
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relacionado con una bomba de expulsion que confiere resistencia a

quinolonas, tetraciclina, aminoglucdsidos, fenicoles y macrdlidos, entre otros

(Lewinson, 2003).

Tabla 13. Genes de resistencia a aminoglucdsidos, trimetoprim y colistina en
cepas del ECC.

Genes de resistencia para

Cepa Aminoglucésidos Trimetoprim Colistina
T-1 acc(3')-lla, acc(6°)-1q, aph(3)-1ay dfrA1 mcr-9.1
ant(3”)-1a
T-25 rmtD2, mdf(A), ant(3"")la'y acc(3)-lla dfrA1 N/D
T-133 acc(3')-lla, acc(6°)-1b, aadA1y dfrA12 N/D
aph(3’)-la
T-151 aac(6°)-Ib-cr dfrA1y mcr-9.1
dfrA12
T-168 N/D N/A N/D
T-176 aph(37')-Ib, aph(6)-Ib, acc(6)-lIc, dfrA19 mcr-9.1
T-177 mdf(A), acc(6’)-llc, acc(3')-1Ib, dfrA12y N/D
aph(3’)-la, aph(3~)-Ib, aph(6)-Id y dfrA19
aadA2
T-181 aac(6')-lb-cr, ant(3"')-1a, aph(3”°)-  dfrA14 N/D
Ib, aph(6)-1d y acc(3)-lla
T-183 aac(6’)-Ib-cr, ant(3"')-1a, aph(3”°)-  dfrA14 N/D
Ib, aph(6)-1d y acc(3)-lla
T-189 aac(6°)-Ib-cr, acc(3)-lla, ant(3")-la  dfrA14 N/D
T-192 aac(6’)-Ib-cr, ant(3"')-1a, aph(3”)-  dfrA14 N/D
Ib, aph(6)-1d y acc(3)-lla
UDEC32 aac(6')-Ib-cr, mdf(A),aph(3")-Ib, dfrA14 N/D

aph(6)-1d y acc(3)-lla

N/D: no detectado.
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En cuanto a los aminoglucésidos, las cepa T-168 no presentd ningun gen
asociado a mecanismos de resistencia, lo que concuerda con su
susceptibilidad a aminoglucésidos. El resto de las cepas mostraron genes
relacionados con diversos tipos y variantes de enzimas modificadoras de
aminoglucosidos (EMA), tales como acetilasas (acc), fosforilasas (aph),
adenilasas (aad) y nucleotidiltransferasas (ant). Entre estas, las acetilasas y
fosforilasas son las mas destacadas en cuanto a la resistencia a los
aminoglucosidos. Se detectd el gen rmtD2, asociado a una metilasa del ARN
ribosomal 16S que otorga resistencia a los principales aminoglucésidos
utilizados en terapias sistémicas (Bueno et al., 2016), el cual estuvo presente
unicamente en la cepa T-25. El gen rmtD2, reportado desde hace algunos
anos en plasmidos de cepas multirresistentes de Enterobacterales vy
Pseudomonas spp. (Bueno et al., 2016), ha sido informado en cepas de
Enterobacter spp. desde 1996 y sugiere que géneros como Enterobacter spp.
o Citrobacter spp. son el reservorio original de este gen (Tijet et al., 2011).
En todas las cepas, excepto en la cepa T-168, se encontraron variantes del
gen drfA, los cuales han sido relacionados con la expresion de proteinas
homodlogas de la proteina FolA, que no son inhibidas por el trimetoprim, el cual
es el blanco de este antibiotico.

En relacidon con la resistencia a la colistina, las cepas T-1, T-151 y T-176

presentaron el gen mcr-9.1, el cual esta relacionado con una fosfoetanolamina
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transferasa que modifica el lipido A de la membrana externa, reduciendo asi

la afinidad del antibiético colistina por su blanco.

Tabla 14. Genes de resistencia a fenicoles, fosfomicina, sulfonamidas,

tetraciclinas y macrolidos en cepas de ECC.

N° de Fenicole Fosfom Sulfona Tetracic

cepa s icina midas linas Macrolidos
T-1 catA1 fosA sult N/A N/A
T-25 mc;gg) Y NA sull  tet(G)  mdf(A)y ere(A)
T-133 catA2 N/A sul1 N/A mph(A)
T-151 N/A fosA sult N/A mph(A)
T-168 N/A N/A N/A N/A N/A
T-176 catA2 fosA sult N/A ere(A)
ram T W S e oo,
T-181 catA1 fosA sul2 tet(A) N/A
T-183 catA1 fosA sul2 tet(A) N/A
T-189 catA1 fosA N/A tet(A) N/A
T-192 catA1 fosA sul2 tet(A) N/A
U'gfc mdfid)  NIA sul2  tet(A) N/A

N/D: no detectado

Respecto a fenicoles, las cepas T-151 y T-168 no presentaron genes de
resistencia asociados. Ocho de las 12 cepas presentaron variantes de los
genes catA que se asocian con la expresion de una enzima cloranfenicol
acetiltransferasa que inactiva dicha droga. En la cepa T-25 se encontré el gen

floR que esta asociado a una bomba de expulsidon que otorga resistencia a
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florfenicol, un antibiético cuyo uso es principalmente veterinario, y también a
cloranfenicol. Como se mencioné anteriormente, las cepas T-25, T-177 y
UDEC32 presentaron el gen mdf(A) que también esta asociado a resistencia
a fenicoles.

En cuanto a fosfomicina, en las cepas T-1, T-151, T-176, T-181, T-183, T189
y T1-92, se encontrd el gen fosA asociado a la expresion de una enzima que
inactiva fosfomicina.

Todas las cepas portan genes de resistencia asociados a sulfonamidas, con
excepcion de T-168 y T-189, siendo estos genes sul? o sul2, y el unico caso
de portacion de ambos genes es T-177. Los genes sul1 y sul2 codifican para
una proteina homologa de la dihidropteroato sintasa que no son inhibidas por
sulfonamidas.

Respecto a tetraciclinas, la cepa T-25 porta el gen tet(G), T-177 el gen tet(D)
y las cepas T-181, T-183, T-189, T-192 y UDEC32 el gen tet(A). Los genes
encontrados han sido relacionados con bombas de expulsion para
tetraciclinas.

Finalmente, 5 de las 12 cepas portan genes de resistencia a macrolidos, pero
estos no seran descritos debido a su nula significancia clinica.

Considerando todos los genes de resistencia encontrados, todas las cepas,
excepto una (T-168), presentaron una notable cantidad y diversidad de genes.
La diferencia mas destacada fue la presencia de genes de carbapenemasas
en las cepas aisladas en 2018 y en adelante, lo cual podria atribuirse a la

presion selectiva derivada del mayor uso de carbapenémicos en los ultimos
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afios. La cepa mas antigua (T-1), aislada en 1998, portaba genes de f3-
lactamasas de espectro extendido (blacTtx-m-177) y de AmpC (blaact-16), lo que
le conferia resistencia a una amplia gama de antibidticos B-lactamicos,
dejando los antibidticos de ultima linea como unica opcidn terapéutica. Este
hecho pudo haber favorecido la seleccion de cepas resistentes, explicando la
emergencia de cepas portadoras de carbapenemasa en los afios mas
recientes.

Se observaron discrepancias entre la deteccion de genes de resistencia y los
resultados fenotipicos de susceptibilidad. Un ejemplo es la cepa T-168, que
posee genes asociados a resistencia a quinolonas, pero es susceptible a
ciprofloxacino. Este fendmeno podria explicarse por la funcién de estos genes,
que codifican bombas de expulsidbn capaces de conferir resistencia a
ciprofloxacino solo cuando se encuentran hiperexpresados (Albarri et al.,
2022). Es importante considerar que la resistencia a quinolonas se genera por
la mutacion de genes cromosomales, pero estas mutaciones por si solas no
confieren resistencia a fluoroquinolonas como ciprofloxacino, sino que, por la
combinacion de estas con genes de resistencia adquiridos en plasmidos. La
combinacion mutaciones en genes cromosomales (gyrA, gyrB, parC, parE), la
adquisicion de genes de resistencia contenidos en plasmidos que protegen a
las enzimas blanco de quinolonas (qnrB) o que contralan la expresién bombas
de expulsion (ogxA y 0gxB) y la presion selectiva del ambiente es lo que
genera la seleccién de cepas resistentes a fluoroquinolonas (Hooper &

Jacoby, 2015). En el caso de este estudio, se observa que las cepas que
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contienen una mayor diversidad de genes de resistencia asociados a

quinolonas son las que expresaron la resistencia fenotipica a ciprofloxacino,

lo que explicaria la discrepancia mencionada.

7.7. Deteccién de plasmidos:

Tabla 15. Identificacién de grupos de incompatibilidad de plasmidos.

N°de Grupos de incompatibilidad Grupos de incompatibilidad

cepa por PlasmidFinder por MOB-suite

T-1 IncFIB, IncHI2, IncHI2A e IncL/M IncFIB, IncHI2A, IncL/M e

Inc18
T-25 IncFIB, IncFll, IncHI2 e IncHI2A  IncFIB, IncFIC,IncFIl,
IncFIB,IncFll e IncHI2A

T-133  No detectado No detectado

T-151 IncFIB, IncHI2, IncHI2A e IncL/M IncHI2A, IncFIB e IncL/M

T-168  No detectado IncFIA,IncFlI

T-176 IncHI2, IncHI2A, IncL/M e IncX3 IncFIA,IncHI2A e IncL/M

T-177 IncFIl, IncHI2, IncHI2A e IncN3 IncHI2A, IncFIB,IncFll e IncN

T-181 IncFIB, IncFll, IncHI2, IncHI2A, IncHI2A, IncN, IncFIB e IncFlI
IncN3 e IncX3

T-183 IncFIB, IncFll, IncHI2, IncHI2A, IncHI2A, IncN, IncFIB e IncFlI
IncN3 e IncX3

T-189 IncFIB, IncFll, IncHI2, IncHI2A, IncHI2A, IncN, IncFIB e IncFlI
IncN3 e IncX3

T-192 IncFIB, IncFll, IncHI2, IncHI2A, IncHI2A, IncN, IncFIB e IncFlI
IncN3 e IncX3

UDEC  No detectado IncU

32
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Todas las cepas analizadas, con excepcion de T-133, presentaron plasmidos
pertenecientes a diversos grupos de incompatibilidad. El analisis de
PlasmidFinder de las cepas T-168 y UDEC32 no detecté grupos de
incompatibilidad pertenecientes a plasmidos, pero el analisis por MOB-suite si
los detecto, lo que demuestra la utilidad en el uso de mas de una herramienta
para este tipo de analisis. También se detectaron discrepancias como la
deteccion del grupo de incompatibilidad IncX3, que fue detectado en 5 cepas
por la herramientas PlasmidFinder pero en ninguna cepa por la herramienta
MOB-suite. Esta discrepancia se debe a que, tal y como se indica en el foro
de respuestas de MOB-suite, la herramienta detecta las secuencias asociadas
al grupo de incompatibilidad IncX3 como una secuencia de insercion y no
como un plasmido (jrober84, 2020), lo que apoya aun mas el uso de mas de
una herramienta para la deteccion de secuencias asociadas a grupos de
incompatibilidad de plasmidos.

El analisis por MOB-suite revelé que los contigs en los que detectd el gen
blaviv-2, en la cepa T-177, esta asociado a un plasmido. Lo mismo se detect6
en las cepas T-192, T-189, T-183 y T-181, que portan genes blanom-7. En el
caso de las cepas T-176 y UDEC32, los contigs en los cuales se detectaron
los genes blanom-7 y blanom-1, respectivamente, fueron reconocidos como
genes cromosomales, lo que no esta en acuerdo con la informacion descrita
en la literatura, ya que no se han reportado E. hormaechei que contengan el
gen blanom de manera cromosomal. Comparando la secuenciacion lllumina

con la secuenciacion hibrida, la primera, al generar fragmentos cortos, no
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genera una secuencia genomica completa (Zhang, 2021), lo que pudo
provocar que el contig donde se detectd blanom-1 no contuviera al plasmido
completo y por esto no fuera reconocido como tal por las herramientas.

Considerando lo anterior, se utilizd la herramienta clinker para evaluar el
entorno genético de los contigs donde se detectaron variantes del gen blanom
y se compararon con plasmidos portadores de blanom descritos en el trabajo

de Lietal. (Li et al., 2023).

NDM-7 T-181 contig 62 \ ©® 153000
contig_1:1-5618 4
ISAba125
IS5
® blaNDM
NDM-7 T189 contig 59 \ ® ble
contig_1:1-5618 !
® trpF
® DsbD
® cutA

NDM-7 T-183 contig 64_ \ gros
contig_1:1-5118 '

NDM-7 T-192 contig 64
contig_1 (reversed):5118-1

NDM-1 T-176 contig_45
contig_1:1-8959

Grupo 3 cluster 5 pNDM1_020049.
contig_1:1-54035

NDM-1 Udec32 contig_75.
contig_1 (reversed):5504-1

25kb 0 Identity (%) 100

Figura 5. Comparacion de los entornos genéticos entre contigs que contienen

el gen blanom de cepas de ECC y el plasmido pNDM1_020049.

El analisis de clinker demuestra similitud entre los elementos estudiados. La
similitud en el entorno genético entre el contig que contiene el gen blanpwm-1 en

la cepa T-176, con el plasmido portador de blanom y con las demas cepas de
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ECC que fueron detectadas como plasmidos segun MOB-suite, es indicativo
de que este gen efectivamente se encuentra dentro de un plasmido y no en el

cromosoma de la cepa.

7.8. Analisis de los resultados de conjugacion:
Las siguientes figuras, imagenes y tablas esquematizan el proceso de

conjugacion:

Donadora Receptora

Complejo Enterobacter
cloacae IMPFy RIFS

Escherichia coliK12
IMPes! }. RIF®!

Transconjugante

Escherichia coliK12
IMP11 y RIF®

Figura 6. Esquematizacion del proceso de conjugacion.

Tabla 16. Resultados del estudio de susceptibilidad a cepas de la
conjugacion.

Cepa Rifampicina Imipenem
Interpretacion CIM (ug/mL) Interpretacion
Donadora S 24 R
Receptora R 0,19 S
Transconjugante R 2 I
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S: Susceptible; I: Intermedio, R: Resistente y CIM: Concentracién minima

inhibitoria.

Se logré generar una cepa transconjugante a partir de una cepa donadora (T-
176) susceptible a rifampicina, pero resistente a imipenem (CIM 24 pg/mL)y
una cepa receptora de E. coli (UCO231) resistente a rifampicina, pero
susceptible a imipenem (CIM 0,19). La cepa transconjugante generada fue
resistente a rifampicina e intermedia a imipenem con una CIM (2 pg/mL) 7
magnitudes mas elevada al determinar la CIM con la tira epsilométrica

(BioMérieux).

Figura 7. Resultado del PCR para la deteccidon del gen blanom en cepas de la

conjugacion. Carril 1 marcador de tamafo de 100 pb (Promega); carril 2 E.
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coli K-12 UCO231 (cepa receptora); carril 3: ECC T-176 (cepa donadora),

carril 3: cepa T de transconjugante y carril 4: control positivo (C+).

La cepa receptora resulté negativa para la portacion del gen blanom, mientras
que la cepa donadora y la transconjugante resultaron positivas. Este resultado
demuestra que, el gen blanom fue adquirido por la cepa receptora durante el

proceso de conjugacion, generando asi la cepa transconjugante.
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Figura 8. Resultado de ERIC-PCR para las cepas de la conjugacion. M:
Marcador de pares de bases 1kb (Promega); D: Donadora: R: Receptora; T:

Transconjugante; C-: Control negativo

Para confirmar los resultados del ensayo de conjugacion, se llevo a cabo un
analisis mediante ERIC-PCR con el objetivo de evaluar la relacidén genética
entre las tres cepas utilizadas: T-176 (donadora), UCO231 (receptora) y la
transconjugante. En la imagen obtenida se observan dos patrones de bandas
distintos, uno correspondiente a la cepa donadora y otro compartido por la
cepa receptora y la transconjugante. Este analisis confirma que el proceso de
conjugacion fue exitoso y que, efectivamente, la cepa receptora adquirio el
material genético conjugable, transformandose en la cepa transconjugante.
La confirmacion de que, bajo las condiciones evaluadas, la cepa T-176,
perteneciente al ECC es capaz de transferir el gen blanom a otras especies de
bacilos Gram negativos de importancia clinica, como Escherichia coli, que
representa una preocupacién significativa desde la perspectiva de la salud
publica (Fuga et al., 2022). El ambiente hospitalario, caracterizado por una
elevada presidn selectiva debido al uso intensivo de antibiéticos, favorece la
seleccidén de cepas con una amplia gama de genes de resistencia, tal como
ocurre en la cepa T-176.

En caso de que se produzcan fallos en los protocolos de control en los centros
clinicos, cepas resistentes como T-176 o los genes que porta podrian

dispersarse a través de desechos hospitalarios o el lixiviado que se genera a
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partir de estos (Abosse et al., 2024), personas (ya sean personal de salud,
pacientes de hospitales o visitantes) (Ding et al., 2023), aguas residuales, aire,
animales de granja entre otros vectores, llegando a contaminar el ambiente
(Jian at al., 2021). Esto podria facilitar la propagacion de genes de resistencia
a antibidticos de ultima linea, lo que tendria un impacto devastador a nivel
ambiental, en la ganaderia y otros sectores. Dado que cepas del ECC han
sido detectadas en el ambiente, como en efluentes que desembocan en rios,
(Maikalu et al., 2023), la cepa T-176, al ser un patdégeno de origen hospitalario,
con resistencia a muchos antibidtico, y ser de una especie que puede ser
diseminada al ambiente, podria actuar como un puente ideal para la
transferencia de genes de resistencia entre el ambiente hospitalario y otros

ecosistemas, con potenciales consecuencias globales (Zhang et al., 2020).

7.9. Resultados del estudio de susceptibilidad extendido:

Tabla 17. Estudio de susceptibilidad extendido.

N°decepa CTX ETP CAZ/AVI PIPITAZO SXT LEV TET

T-192 R R R R R R R
T-189 R R R R R S R
T-183 R R R R R I R
T-181 R R R R R S R
T-177 R R R R R S R
T-176 R R R R R R S
UDEC32 R R R R R R R

CTX: Cefotaxima; ETP: Ertapenem; CAZ/AVI: Ceftazidima/avibactam;
PIP/TAZO: Piperacilina/tazobactam; SXT: Trimetoprim/sulfametoxazol; LEV:

Levofloxacino y TET: Tetraciclina.
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En este estudio, realizado para las cepas seleccionadas para secuenciacion
y que portaban carbapenemasas, se evaluaron antibiéticos en combinacién
con inhibidores de B-lactamasas, antibiéticos pertenecientes a familias que no
habian sido incluidas en el antibiograma original, asi como antibioticos de
familias previamente testeadas, y que por limitaciones de espacio, no fueron
incorporados, y antibiéticos en combinacion con inhibidores de B-lactamasas.
Las cepas mostraron resistencia a la mayoria de los antibioticos evaluados; la
cepa T-176 fue la Unica susceptible a tetraciclina, mientras que las cepas T-
189, T-181, T-177 fueron susceptibles a levofloxacina, y la cepa T-183
presentd susceptibilidad intermedia a este ultimo antibiético. Todas las cepas
fueron resistentes a las combinaciones de 3-lactamicos con inhibidores por la
accion de enzimas como ACT (clase C de Ambler), que no es inhibida por
tazobactam e hidrolizan aztreonam, y por carbapenemasas NDM o VIM (Clase
B de Ambler) que no se son inhibidas ni por tazobactam ni avibactam. Por el
hallazgo de cepas con portacion de B-lactamasas de clase B y C, se incluy6
una prueba de sinergia para ceftazidima/avibactam + aztreonam (CLSI, 2025)

para evaluar una posible opcion de tratamiento para estas cepas .

Comparando resultados de este antibiograma ampliado con los resultados de
genes de resistencia, se puede observar discrepancias en los resultados,
como el caso de la cepa T-181 que presenta un gen relacionado a resistencia
a quinolonas (qnrB1) (Dominguez-Herrera et al., 2013) pero en el estudio

fenotipico se observa resistente a ciprofloxacino, pero susceptible a
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levofloxacino. Este fendmeno probablemente se deba a que, para la deteccién
de resistencia producida por la expresion de variantes del gen qnr, se
recomienda utilizar metodologias cuantitativas y no disco difusion, y si se
utiliza disco difusion, ciprofloxacino es un mejor marcador de resistencia que

levofloxacino (Cavaco & Aarestrup, 2009).

7.10. sinergia ceftazidima/avibactam + aztreonam:

Considerando que existieron cepas que fueron resistentes a todos los
antibioticos ensayados, y que se evidencio la portacion de carbapenemasas
de clase B y de B-lactamasas tipo AmpC en algunas cepas, se considerd
realizar este ensayo como explorar una potencial alternativa terapéutica. La
prueba fue positiva para todas las cepas evaluadas, por lo que esta sinergia
entre antibidticos podria ser considerada una opcion terapéutica para
infecciones causadas por bacterias multirresistentes del ECC , tal como
lo han concluido estudios que lo evaluaron in vitro (Li et al., 2024) e in vivo

(Cairns et al., 2021).
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Figura 9. Resultado de la sinergia ceftazidima/avibactam + aztreonam. 1
control; 2: Aztreonam; 3: Ceftazidima/avibactam; y 4: Sinergia

ceftazidima/avibactam + aztreonam.
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8. Conclusion

Enterobacter cloacae complex (ECC) constituye un grupo bacteriano
heterogéneo; sin embargo, los resultados de este estudio sugieren una
mayor prevalencia en Chile de Enterobacter hormaechei en infecciones

clinicas humanas, lo que debe ser confirmado con futuros estudios.

Las cepas del ECC presentan resistencia a multiples familias de
antibidticos, principalmente a los B-lactamicos, debido a la produccion

cromosomica de la B-lactamasa AmpC y su posible desrepresion.

La caracterizacidn de la coleccion historica revelé un cambio en el perfil
de susceptibilidad a carbapenémicos del complejo Enterobacter
cloacae en Chile, transitando de cepas susceptibles (110 en la
coleccion historica) hacia la emergencia de fenotipos de resistencia. Se
identificd una transicién epidemioldgica relevante: mientras que los
aislamientos no susceptibles independientes de carbapenemasas (62)
han persistido desde el ano 2000, a partir de 2018 se evidencia la
aparicion de cepas productoras de estas enzimas (15). Este cambio
sugiere un desplazamiento en los mecanismos de resistencia,
evolucionando desde determinantes no enzimaticos (alteracion de la

permeabilidad de membrana o la hiperexpresion de sistemas de eflujo)
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hacia la adquisicion de carbapenemasas como principal impulsor de la

resistencia a carbapenémicos.

El analisis genético mediante rep-PCR no evidencié una relacion clonal
entre cepas productoras y no productoras de carbapenemasas. No
obstante, el analisis por MLST reveld una relacion genética entre dos

aislamientos separados por un intervalo temporal de 20 afios.

La deteccion de diferentes plasmidos asociados a genes de
carbapenemasas, junto con su capacidad de transferencia por
conjugacion, respalda la hipotesis de que clones originalmente
susceptibles pudieron adquirir estos determinantes de resistencia

mediante elementos genéticos moviles.

Este estudio demostré que el fenotipo de resistencia a carbapenémicos
surgid en cepas de ECC relacionadas genéticamente (ST88) por la
adquisicidn de elementos genéticos moviles que contienen genes que

codifican carbapenemasas.

La alternativa terapéutica basada en Ila combinacion
ceftazidima/avibactam + aztreonam representa una opcion eficaz frente

a cepas multirresistentes de ECC productoras de metalo-B-lactamasas.

Los resultados enfatizan la necesidad de mantener una vigilancia

epidemiologica y molecular continua, asi como de promover el uso
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racional de antibiéticos para prevenir la propagaciéon de fenotipos

multirresistentes.
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Dendrograma ampliado N°1.
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Anexo 2. Dendrograma ampliado N°2.
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Anexo 3. Dendrograma ampliado N°3.
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Anexo 4. Dendrograma ampliado N°4.
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