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RESUMEN
Stenotrophomonas maltophilias un importante patdégeno nosocomial con alta

morbilidad y mortalidadPosee diversos factores de virulencia como la produccién de
biopelicula en superficies abidticas y bibdticas. Ademas, la resistenSianutophiliaa

los antibioticos complica la eleccion de tratamiento. Debido a la importancia de este
microorganismo en infecciones hospitalarias, el estudio de su epidemiologia molecular es
de alta importancia. Para el analisis de la diversidad genétiSa maltophiliase han

usado técnicas de tipificacion comunes tales como electroforesis en gel de campos
pulsados (PFGE, por sus siglas en inglés) y tipificacion multilocus de secuencia (MLST).
El objetivo de este trabajo fue determinar la diversidad clonal de aislamientos clinicos de
S. maltophiliaproductores de biopelicula. Los aislamientos fueron recolectados en un
periodo de enero 2007 a diciembre 2017 en dos hospitales de tercer nivel en México, con
un total de 235 aislamientos, 47% provenientes de Jalisco y 53% de Monterrey. Se
identificaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Se determind la
produccion de biopelicula de todos los aislamientos recolectados. Se seleccionaron 50
aislamientos para el analisis de PFGE y 14 aislamientos para el analisis de MLST. El 96%
(n=226) de los aislamientos fueron productores de biopelicula. Dentro de los aislamientos
productores, el 14% (n=34) fueron productores débiles, el 29% (n=67) moderados y 53%
(n=125) productores fuertes. El andlisis filogenético demostré solo una clona y alta
diversidad genética, donde se encontré 12 ST diferentes y solo uno (ST186) relacionado
a la Unica clona encontrada. En conclusion, los aislamien®saltophiliarecolectados

en un periodo de 7 afios en dos hospitales de tercer nivel del pais presentaron alta
produccion de biopelicula (96%) y en su mayoria se presentaron de origen respffatorio.
los aislamientos de pacientes hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos
presentaron baja clonalidad y alta diversidad genética, sugiriendo nula transmision de

infecciones dentro del hospital.

VI



ABSTRACT
Stenotrophomonas maltophili'ss an important nosocomial pathogen with high

morbidity and mortality. It has several virulence factors such as biofilm production on
abiotic and biotic surfaces. In addition, the resistanc8.afaltophiliato antibiotics
complicates the choice of treatment. Due to the importance of this microorganism in-
hospital infections, the study of its molecular epidemiology is of high importance. For the
analysis of the genetic diversity of S. maltophilia, common typing techniques such as
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST) have
been used. The objective of this work was to determine the clonal diversity of clinical
isolates of S. maltophilia biofilm producers. The isolates were collected in a period from
January 2007 to December 2017 in two third-level hospitals in Mexico, with a total of 235
isolates, 47% from Jalisco and 53% from Monterrey. They were identified by MALDI-
TOF mass spectrometry. The biofilm production of all the collected isolates was
determined. 50 isolates were selected for the PFGE analysis and 14 isolates for the MLST
analysis. 96% (n = 226) of the isolates were biofilm producers. Within the producer
isolates, 14% (n = 34) were weak producers, 29% (n = 67) moderate and 53% (n = 125)
strong producers. The phylogenetic analysis showed only one clone and high genetic
diversity, where 12 different STs were found and only one (ST186) related to the only
clone found. In conclusion, the isolates of S. maltophilia collected over a period of 7 years
in two third-level hospitals in the country had high biofilm production (96%) and were
mostly of respiratory origin. And the isolates of hospitalized patients in the intensive care
unit presented low clonality and high genetic diversity, suggesting no transmission of
infections within the hospital.
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1 Introduccion

Stenotrophomonas maltophilias un bacilo Gram negativo, aerobio, maovil, no
fermentador (Gilligan 2003). Se ha aislado a partir de ambientes acuosos, suelos y plantas.
Es un importante patdbgeno nosocomial, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos, que presentan neumonia, bacteriemia, o implantes médicos. La
colonizacion por este patdgeno en entornos hospitalarios se ha presentado en pacientes
con fibrosis quistica, tumores malignos, catéteres venosos, soluciones de irrigacion,
permanencia hospitalaria prolongada y con historial previo de antibioterapia (Falagas
al., 2009).S. maltophiliapresenta altas tasas de multifarmacorresistencia por Iswcual
tratamientoes complicado. En la actualidad, el tratamiento de primera eleccion es
trimetroprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) por la baja resistencia que presentan las cepas
deS. maltophilia(Lo et al.,2002).

Uno de los factores de virulencia 8e maltophiliaque favorece su colonizacion es
la formacién de biopeliculas en superficies abibticas y bidticas, la cual protege a la bacteria
de los antibidticos (Monroe 2007). En investigaciones asociaB8amaltophilia,se han
obtenido datos epidemioldgicos, fenotipicos y genotipicos a través de la caracterizacion
clonal para determinar si una o mas clonas estan involucradas en la relacién con algun
brote de infeccion (Shuedt al.,2013).

En México hay escasos reportes de casos de infecciones causadamalbophilia
y estudios sobre la caracterizacion y diversidad clon&. dwaltophiliaen el paispor
ejemplo, infecciones a nivel respiratorio, bacteriemia y heridas en pacientes
hospitalizados, destacando la produccién de biopelicula en aislamientos causantes de la
infeccidn (Flores-Trevinet al., 2014, Flores-Trevinet al.,2019), infeccion de tejidos
blandos (Espeet al.,2012)y endocarditis (LOpez Rodriguet al.,2003). Por lo tanto,
en este estudio se busca determinar la diversidad clonal de aislamientos clirBcos de

maltophilia, principalmente aquellos productores de biopelicula



2 Antecedentes

2.1 Generalidades deStenotrophomonas maltophilia

S. maltophiligpertenece al grupo Gammaproteobacteria, que en el medio ambiente
se puede encontrar en las rizosferas vegetales (Blyah, 2009). Como patdgeno
oportunista es causal de infecciones hospitalarias comunes en pacientes
inmunocomprometidos, con infecciones respiratorias, fibrosis quistica, endocarditis, y
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Caktaal.,2003). Ademas, se han reportado
altas tasas de mortalidad asociadas a la infeccion por este patégeno en diferentes paises
(Looney et al., 2009). la presencia de factores de virulencia como la produccién de
biopelicula le permiten una colonizacion rapida ademas de resistencia hacia los

antimicrobianos.

2.2 Caracteristicas microbioldgicas

S. maltophiliaes un bacilo Gram negativo, cuya morfologia puede ser recta o
ligeramente curvada, con un tamafo dentro de 0.5 a 1.5 pm. Presenta movilidad a través
de mudltiples flagelos polares. Crece a una temperatura o6ptima de 35°C y se inhibe a
temperaturas menores de 4°C y superiores a 41°C (Brooke H)1&ecimiento en
cultivo permite observar colonias de tamafo pequefo, elevadas y de forma circular; en
agar sangre son colonias verdosas, y en agar nutritivo y agar MacConkey las colonias son
opacas, grisaceas y amarillas (Abbetttal., 2011).S. maltophiliaes catalasa y lactosa
positivas, puede crecer en entorno de salinidad dentro de 1.5% y 3.0% y la produccion de
DNasa positiva (Adegoket al.,2017).

2.3 Epidemiologia

S. maltophiliaes un patégeno oportunista presente en todo el mundo; se ha
encontrado en plantas, suelo y agua (Abéiodl.,2015).Ege microorganismo es de gran
interés en el area hospitalaria debido a su rapida colonizacpacientes hospitalizados
y la capacidad de proteccion contra antibidticos de algunos factores de virulencia. La
transmision dé&. maltophiliapuede ocurrir por el contacto directo (Brooke 2012) y se ha
aislado en equipo médico como nebulizadores, soluciones desinfectantes, catéteres,

termOmetros, monitores, entre otros (Senol 2004). En Turquia, Alemania y Estados



Unidos se han reportado brotes epidemiolégienspacientes hospitalizados con
infecciones po6. maltophilia(Guveniret al.,2018, Gale®t al.,2019).

Un estudio de 11 afios comprendido de 1997 a 2008 por el Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY, revel6 tasas de recuperacion de este patdogeno de 3.3% en
Estados Unidos, 3.2% en Europa y 2.3% en Latinoamérica, en infecciones causantes de
neumonia bacteriana adquirida en el hospital y neumonia asociada a ventilacion mecénica
(Jones 2010). En México hasta la fecha hay escasos reportes de casos aislados de
infecciones causadas p8r maltophilia.Un estudio de nueve afios en dos hospitales de
tercer nivel en Nuevo Leon y Jalisco, con 196 aislamientos reveld 63.3% de infecciones
en tracto respiratorio y 17.3% de infecciones en sangre (Herrera-Heteia2017).

Otro reporte de siete afios con 119 aislamientos demostré una disminucién en infecciones
a nivel respiratorio con un 63.3% y un 16% en sangre (Flores-Tretamig 2014). Por

otro lado, un caso de ainfeccion en tejido blando en un paciente con anemia aplasica
(Esperet al.,2012)y otro caso dendocarditigCarrillo-Cordovaet al.,2012). También

se describi6 las caracteristicas clinicas de infecciones del torrente sanguineo y episodios
de neumonia en pacientes con cancer causad& pumaltophilia(Velazquez-Acostat

al., 2018).

2.4 Importancia clinica

S. maltophiliaen las ultimas décadas se ha convertido en un patégeno de gran
importancia debido a su capacidad de infectar a pacientes hospitalizados que se encuentran
en un estado inmunocomprometido (Abkettial.,2015). Las infecciones mas comunes
son en pacientes con fibrosis quistica y neumonia (Abbatt,2011). Ademas, presenta
una alta resistencia a muchos antimicrobianos como son carbapenémicos, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, entre otros.

Estudios posteriores han relacionado al patdégeno con la capacidad de producir
bacteriemia en los pacientes con problemas hematolégicos inmunocomprometidos
(Falagaset al., 2009). Ademas, se ha mostrado un aumento en la mortalidad por
bacteriemia pof. maltophiliadesde 2014 hasta 2017 (Osatal.,2018).



2.4.1 Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo en las infeccioneS. aealtophiliason estado
inmunologico comprometido, diferentes enfermedades respiratorias, cardiacas, neoplasias
hematoldgicas, presencia de dialisis, uso de catéteres venosos, aparatos de ventilacion y
una estancia prolongada durante la hospitalizacion. Los pacientes hospitalizados en la
unidad de cuidados intensivos (UCI) presentan un 4.3% de infeccion por bacterias Gram

negativas dentro de las cuales se encué&tmaaltophilialLockhartet al.,2007)

2.5 Manifestaciones clinicas

S. maltophilia causa diferentes afecciones como neumonia, bacteriemia,
endocarditis, meningitis, e infecciones de piel y tejidos. Las infecciones que se han
reportado con mas frecuencia por este microorganismo se generan en el sistema
respiratorio, areas con alguna cirugia reciente, tracto urinario, y sistema circulatorio (Madi
et al.,2016).

2.5.1 Neumonia

Uno de los sitios mas comunes doi&amaltophiliacausa infecciones es el tracto
respiratorio con una mortalidad del 20-30% (Aisenbetr@l., 2007). Las neumonias
causadas pofS. maltophiliase asocian con ventilacibn mecanica (Webdal., 2010,
Saugelet al.,2012).

2.5.2 Bacteriemia

La bacteriemia es también una infeccibn comun en presencta dwltophilia
adquirida en estancia prolongada hospitalaria, ya que se adhiere a aparatos médicos como
catéteres venosos y asi pasa a torrente sanguineo. Se ha reportado que la via de entrada
mas frecuente son los catéteres venosos centrales con 33% de pacientes que desarrollaban
bacteriemia, 15% con bacterienga pacientes con neumonia, y otro 20% de la cual la
fuente no se tienen datos (Nulketi al., 2010). Sin embargo, existen mas formas de
bacteriemia en estudios con porcentajes elevados de infecciones polimicrobiana donde se

ve involucrades. maltopiiia (Yeshururet al.,2010).



2.6 Tratamiento

La eleccion de un tratamiento eficaz coi@ranaltophilis:escomplicada debido que
el microorganismo cuenta con varios factores de virulencia, como la produccion de
biopelicula. Ademas, presenta alta resistencia a los antimicrobianos tanto intrinsecamente
como de forma adquirida. La resistencia adquirida se deistintos mecanismos
moleculares como bombas de eflujo. Esta resistencia principalmente es hacia
cefalosporinas, aminoglucésidos;lactamicos y fluoroquinolonas (Brooke 2012). El
farmaco de eleccion para tratar las infecciones por este patégeno con mas efectividad ha
sido la administracion de trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SXT).

Ademas, se han reportado diversos estudios de susceptibilidad que indican 90% de
susceptibilidad a TMP-SXT en pacientes ya recuperados después de la administracion del
farmaco (Al Johanket al., 2010). Por otro lado,eshan propuesto combinaciones de
antibioticos como ticarcilina y acido clavulanico, debido a su capacidad de irthibir
lactamasas eB. maltophilia,después de realizar pruebas de sensibilidad en pacientes
inmunocomprometidos, o con alguna enfermedad pulmonar, cardiovascular o con
infecciones relacionadas por este microorganismo, obteniendo 42% de susceptibilidad
(Barbier-Frebouet al.,2000).

2.7 Resistencia

La resistencia causada @@rmaltophiliaa los antibiéticos dificulta la eleccién de
tratamiento. Esta resistencia es causada por diversos mecanismos moleculares como la
transferencia de genes asociados a resistencia, como elementos ISCR gugenes
transposones y la presencia de bombas de eflujo, como SmeDEF, SmeABC (Rarbolla
al., 2004, Brooke 2012).

Las tasas de resistenad MP-SXT varian geograficamente y han ido en aumento
gradualmente en los ultimos afos. En paises asiaticos se ha reportado mas del 30% de
resistencia, principalmente en pacientes con fibrosis quistica (€hahg2015, Huet
al., 2016). Especificamente en México, se han reportado valores de hasta 32.8% de
resistencia en 2014 (Flores-Treviebal.,2014), y posteriormente una tasa de resistencia

del 25% en 2017 (Herretderediaet al., 2017). Sin embargo, en un estudio de cepas



asociadas a infecciones del torrente sanguineo en pacientes con cancer por un periodo de
16 afos, se reporta un 5.2% de resistencia a TMP-SXT (Velazquez-Ataki{a018).

2.8 Factores de virulencia

S. maltophiliaaiin no tiene bien definido por completo sus factores de virulencia.
Sin embargo, se cuenta con informacion que sugiere que entre los principales factores de
virulencia se encuentrala produccion de biopelicula, la participacion de enzimas
extracelulares, flagelos, fimbrias y un sistema de quorum sensing (QS) involucrado en la

sefalizacion célula-célula (Adegokeal.,2017).

2.8.1 Biopelicula

Una biopelicula es un conjunto de células bacterianas asociadas en una superficie
que esta dentro una matriz de sustancia extracelular (Donlan 2002). Es una caracteristica
principal de las cepas d& maltophilia con una capacidad de adherirse a superficies
bidticas y abiodticas, como el plastico y el vidrio. En infecciones de pacientes
inmunocomprometidos y afecciones respiratorias, la formacion de la biopelicula ayuda a
ejercer su colonizacion y asi modular su farmacorresistencia creando una gran importancia
dentro del entorno hospitalario debido a la cantidad de infecciones adquiridas (Di
Bonaventuraet al., 2004). A su vez,esha confirmado que dentro de la formacion de
biopeliculas en diferentes ambientes se ve favorecida la colonizacién de este patdégeno por
la motilidad de sus flagelos (Krzewingiial.,2001).

Se han realizado ensayos de mutantes de transposones para identificar los genes
involucrados en la formacion de biopelicula (Huahgl.,2006). Los genes asociados a
la produccién de biopelicula son el gefF y rmlA,asi como también el gespgM,con
actividad enzimatica fosfoglucomutasa y fosfomanomutasa (MeKaly,2003, Liawet
al., 2010). El gelbsmRregulador de la sefializacién de c-di-GMP también se ha asociado
a la produccion de biopelicula (Let al.,2017).

En otros estudios se ha identificado la participacién de un tipo de fimbria, SMF-1,
en S. maltophilia,con una alta afinidad hacia células epiteliales y la produccién de
biopelicula sobre éstas. Algunos ensayos inmunologicos con anticuerpos dirigidos han

demostrado que se inhibe la adherencia a células epiteliales y la formacion de bippelicula



por lo que es de gran interés debido a su relacién con las infecciones a nivel de sistema
respiratorio (de Oliveira-Garcet al.,2003).

A nivel ambiental, en la formacion de biopelicula se ven involucrados diversos
factores quimicos y fisicoquimicos como las concentraciones ricas en cloruro y fosfatos,
pH entre 7.5-8.5, y temperatura entre 30 - 32° C. Por lo general, la biopelicula se forma
en superficies humedas como lineas de plomerias, tubos de succion, grifos y llaves de
agua (Critchleyet al.,2003, Di Bonaventurat al.,2007).

Recientemente se han examinado con mas profundidad el efecto de varios
antibioticos en aislamientos clinicos 8emaltophiliaque puedan detener la formacion
de biopelicula. Algunas fluoroquinolonas (ciprofloxacina, moxifloxacina) demuestran una
reduccion en la produccion de biopelicula con hasta el 95% (Di Bonavehar,2004).

Se ha propuesto un estudio alternativo a nivel terapéutico en cepasdiophiliaen el
que el ADN extracelular sea atacado con DNAasa y D-aminoacidos para prevenir la
formacion de biopelicula (Kolodkin-Gat al.,2010).

2.9 Diversidad clonal

Dentro de la epidemiologia molecular e importancia de este microorganismo en
infecciones hospitalarias, se han empleado técnicas de tipificaciones moleculares para la
obtencion de datos sobre diversidad genética correspondintaealtophilia con el uso
de metodologias de tipificacion comunes tales como electroforesis en gel de campos
pulsados (PFGE, por sus siglas en inglés) y tipificacién multilocus de secuencia (MLST)
(Dentonet al.,1998, Foleyet al.,2009).

Diferentes hospitales alrededor del mundo estan realizando dichos estudios con la
finalidad de obtener datos acerca de las relaciones fenotipicas y genéticas del
microorganismo; varios de ellos en pacientes con fibrosis quistica. Un estudio en Serbia
serealiz6 la caracterizacion de cepas entre pacientes pediatricos con fibrosis quistica
contra un grupo control que no presentaban fibrosis quistica. Dicha identificacion se
realizd a partir de la secuenciacion del gen 16sRNA y se encontré una asociacion entre
los aislamientos del 95% y 99%. A su vez, un conjunto de pulsotipos relacionados con
otros aislamientos fueron encontrados y analizados por MLST (Kadia&r2009, Madi

et al., 2016). Otros reportes similares revelan una alta diversidad genética con ejemplos



de pulsotipos asociados con pacientes con o sin fibrosis quistica mediante la adquisicion
de una fuente en comun detectadas en cuatro cepas (Pa@hplli@011).

Ademas, estudios de restricciones enzimaticaXbahpermitieron obtener un mejor
rastreo de las cepas, junto a la diversidad en diferentes ambientes con el uso de la
restriccion deDral detectando una relacion entre aislamientos nosocomiales (Metcuri
al., 2002).

En México sélo se cuenta con un reporte de un estudio que analiza la diversidad clonal
en aislamientos clinicos & maltophiliaen 2014, basado en la produccién de biopelicula
y resistencia antimicrobiana. Los resultados indicaron que hubo una alta diversidad clonal
y los autores sugieren que cada aislamiento fue adquirido independientemente y no se

trataba de una transmision relacionada (Flores-Treatiah,2014).



3 Justificacion

Stenotrophomonas maltophiles un patdégeno oportunista causante de una alta tasa
de infecciones intrahospitalarias con alta morbilidad y mortalidad. Su alta
multifarmacorresistencia complica el tratamiento actual. Diversos factores de virulencia
se han reportado en este patégeno, incluyendo la produccion de biopelicula. Ademas, se
ha reportado una alta diversidad clonal en cep&S. aealtophiliaaisladas de distintos
hospitales.

En México, existen pocos estudios respecto a la determinacion de la diversidad clonal
de este patodgeno, al igual que el analisis de los factores de virulencia, principalmente la
produccion de biopelicula.



4 Hipoétesis
Existe alta diversidad clonal en los aislamientosSdenaltophiliaproductores de

biopelicula obtenidos de dos hospitales de tercer nivel del pais.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar la diversidad clonal de aislamientos clinicosStotrophomonas

maltophiliaproductores de biopelicula.

5.2 Obijetivos especificos
1. Identificar aislamientos clinicos & maltophiliagproductores de biopelicula.
2. Determinar la diversidad clonal & maltophiliaproductores de biopelicula.

3. Determinar los tipos ST d& maltophiliaproductores de biopelicula.
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6 Material y métodos

6.1 Obtencion de los aislamientos

Se recolectaron aislamientos clinicos $le maltophiliaa partir de muestras de
pacientes que presentaron alguna infecciorsparaltophiliaen un periodo de diez afios,
comprendido del 2007 al 2017. Las cepas fueron obtenidas de dos hospitales de tercer
nivel en México, el Hospital UniversitarioDr. José Eleuterio Gonzéalézde la
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn localizado en el estado de Nuevo Leon vy el
+RVSLWDO &LYLO GH *XDGDO Dd¢ WUbivérsiddd \deb@iAdRaEpraR $O F L
localizado en el estado de Jalisco

6.2 Identificacion de los aislamientos d&. maltophilia

La identificacion de los aislamientos de los aislamientos se realiz6 mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF (desorcidn/ionizacion laser asistida por una matriz
con deteccion de masas por tiempo de vuelo) con (sistema Microflex LT, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania).

Se utilizé la técnica de extraccion directa de colonias; la muestra se obtuvo de un
cultivo puro previo con 24 h de incubacion. Se coloc6 una capa delgada de la colonia
dentro del objetivo del portaobjetos (una placa de acero inoxidable con 96 pozos), se dejo
secar a temperatura ambiente, se afiadid 1L de &cido férmico ay AQfogde matriz
Acido 2-ciano-3-hidroxifenil) acrilico (HCCA). Se coloco la placa dentro del
espectrofotdmetro para su lectura de manera automatizada a través del software del equipo
y andlisis de los picos logaritmicos para establecer género y especie del microrganismo
dentro de los pardmetros de identificacion: alta probabilidad (2.300-3.00), Identificacion
de genero segura, probable identificacion de especie (2.000-2.299), probable
identificacibn de género (1.700-1.999) e identificacion no confiable (0.000-1.699)
(Levesqueet al., 2015).El criterio de corte utilizado para la identificacion a nivel de

género fue un score entre 2.000-2.299 y 28@DO para su clasificacion a nivel especie.

6.3 Determinacion de la formacion de biopelicula
Para determinar la formacién de biopelicula se realiz6 tinciéon con cristal violeta,

previamente descrita (Di Bonaventuet al., 2004). Para ello, se sembraron los

12



aislamientos d&. maltophiliaen agar sangre durante 24 h a una temperatura entre 35° C
y 37° C. Se realizaron in6culos en solucion salina seglestésdares de turbidez de 1.0
en la escala de McFarland. En la placa de microtitulacion se colocaron los inGculos con
una dilucion previa 1:100, con 200uL de TSB, jumtm control de BB estéril. Se incubo
nuevamente durante 24 h en8®® C y 37° C, luego del sobrenadante se transfirieron
100pL a una placa nueva para medir su absorbancia a 600nm. Se realizaron ®favados
los pocillos una vez eliminado el sobrenadante, afiadiendo 250uL de PBS estéril pH 7.3,
posteriormente se dejé secando. Cada biopelicul@Geon 100uL de cristal violeta
0.5% durante 5 min a temperatura ambiente, para luego realizar 5 lavados utilizando
150puL de PBS estéril y volver a secar. Para desteiiir las muestras se utilizé 150uL de acido
acético al 33% durante 15 min en constante agitacion.

Basado en la clasificacion por (Stepanctial.,2007)los rangos de produccion de
biopelicula se establecieron de la siguiente manera de acuerdo con los valores de densidad
optca 1R SURGXFWRU ” B0J R G.20F madefadds p.E3-G24 y

produccion fuerte:

6.4 Determinacion de la diversidad clonal

Se realiz6é una seleccién de un total de 50 aislamientos de pacientes hospitalizados
dentro de la Unidad de Cuidados Intensivos, de los dos hospitales tanto Jalisco como
Nuevo Lebn. A partir de un cultivo puro en agar soya tripticaseina se inoculé una asada
de una sola colonia en 5 mL de caldo triptona soya. Se incubé hasta fase exponencial (16-
18 h) a 3. Posteriormente se transfirieron 2 mL del cultivo liquido a un tubo Eppendorf
y se centrifug6 por 5 min a 14,000 rpm, se eliminé todo el sobrenadante sin reanover |
pastilla y se afiadié 1 mL de PIV frio, se mezclé6 empleando el vértex hasta disolver
totalmente y se centrifug6 por 5 min a 14,000 rpm, se descarté el PIV de cada tubo y se
afadieron 410R. de PIV a cada muestra y se mezcld en vortex para disolver la pastilla.
Se fundi6 agarosa al 1.5% (Agarosa Certificada para Campos Pulsados, Bio-Rad, Inc.,
CA, E.U.A)) con buffer TBE 0.5X en microondas y se mantuvo entre ¥D-btediante
calentamiento en bafo de agua. Se colocarom186 la agarosa fundida en cada tubo y
se mezclo utilizando el vortex, esto se realizd una muestra a la vez para evitar que

solidificara la agarosa, previo a la preparacion de los discos. Para preparar un disco de
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agarosa se colocaron B5de la mezcla con agarosa sobre un portaobjetos estéril forrado
con papel Parafilm y se dejaron solidificar a temperatura ambiente por 5 min y se
transfirieron a un tubo Falcon estéril de 15 mL. Se prepar6 la solucion para la lisis celular
(EC-lisis) al adicionar 0.1mg de lisozima (Biotech, Bio Basic, Inc., Ontario, Canada) y
10pL ARNsa de una concentracion de 5mg/mL al buffer EC que cambia a EC-lisis, se
afadio 1 mL de EC-lisis a cada tubo que contenia los discos y se llevaron al fondo y se
incubaron por 3 h a 3. S elimind el EC-lisis empleando una gasa estéril y se preparé

la soluciéon ESP al adicionar 1mg de proteinasa K a 1 mL de solucion ES, se afiadiéo 1 mL
de la solucién ESP a cada tubo y se incub6 toda la noch€drifimo 17 h). Después

la solucién se elimind con una gasa estéril y se agregaron 13 mL de TE 1X a cada tubo y
se agitaron por inversion durante 1 h, posteriormente se eliminé el TE 1X de cada tubo y
se adicion6 nuevamente 13 mL, este paso se repitié cuatro veces mas; posterior a estos
lavados los discos se colocaron en un tubo Eppendorf con 1mL de TE 1X y se ocuparon
inmediatamente para la restriccion enzimética o de no ser asi fueron almacenaron a 4°C.
Al dia siguiente se transfirié con pinzas un solo disco a un tubo Eppendorf estéril de 2 mL

y se afiadieron 4R del buffer de restriccién con la enzima Xbal (Applied Biological
Materials) los discos se incubaron toda la noche a 37°C. Se limpi6 el equipo BRHEF-

[Il Pulsed Field Electrophoresis Systems, Bio-Rad) con agua destilada estéril que se dejo
circulando por 20 min, se elimin6 el agua y se agregaron 3 L de TBE 0.5X estéril y se
dejé en el recirculador hasta que el equipo alcanz§.18e sacaron los discos de
incubacién y se prepar6 un gel de agarosa al 1% con 150 mL de buffer. Los discos de
agarosa se colocaron en el gel, y los pocillos se cubrieron con el excedente de agarosa. El
gel se coloco en el equipo y se programaron las siguientes condiciones: T inicial 0.5 s, T
final 35s, tiempo de corrida 20 h, voltaje 6 V y temperatura de 14°C Al concluir la corrida,

se retird el gel del equipo y se tifid con GelRed Nuecleic Acid Stain (Biotium) 10 miny

se lavo con agua destilada. Por altimo, el analisis del patron de bandas se realizé de manera
visual, con ello se credé una base de datos la cual se analiz6 empleando el programa
estadistico SPSSversion 25, utilizando el método de conglomeracién del vecino mas
préximo con la medida binaria de Jaccard y como resultado final se obtuvo un dendograma

con el objetivo de establecer los porcentajes de similitud entre los patrones de restriccion
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de los aislamientos para poder determinar la presencia de clonas. Se definié como clona a
aquel aislamiento con un 100%.

6.5 Determinacion de las secuencias tipo (ST)

La tipificacion multilocus de secuencias (MLST) se realiz6 en los aislamientos
seleccionados mediante la amplificacion y secuenciacion de siete genes conservados:
atpD, gapA guaA mutM nuoD, ppsA y recA para obtener los tipos secuencias (ST)

especificos.

6.5.1 Obtencion de DNA gendémico

Los aislamientos fueron sembrados en agar sangre e incubados a 35°C + 2°C
durante 18 h (Incubadotaab Cli-Micro, modelo0166. Se tomaron 3 a 4 colonias y se
reVXVSHQGLHURQ HQ YLDOHV GH eftérilF &eQnezclaran@H DJXD
un agitador tipo vortexdeluxe modeloS822() hasta obtener una solucidn homogénea.
Posteriormente los viales fueron calentados a una temperatura de 95°C en un bafio seco
(Labnet InternationglmodeloD1200 durante 15 min. Una vez transcurrido el tiempo,
los viales se centrifugaron por 5 min a 13,500 rpec Microelite modelo RF). Se
colectaron los sobrenadantes en viales de 0.5 mL y finalmente se congelaron a -20°C hasta

Su posterior uso.

6.5.2 Amplificacion de genes conservados

Para la mezcla de PCR de cada uno de los siete genes que se estudiaron se afiadio
de 1-3 puL de ADN a 25 pL de una mezcla de reaccion compuesta por: 1 ul DNA; 0.5 ul
primer forward (25 pM), 0.5 ul primer reverse (25 puM), 0.5 pl; 25 mM dNTP; 1.5 pl
MgClz; 2.5 pl 10x PCR-Buffer I, 1 ul Tag-DNA-Polimerasa; 17.5 pl Aqua para.PCR
Las condiciones de amplificacion para los geneS.dmaltophiliafueron las siguientes:
activacion inicial de la Tag&dDN-polimerasa durante 9 minutos a 95 ° C, seguida de 30
ciclos de desnaturalizacion de 20 segundos a 94 ° C, alineamiento durante 1 minuto a la
temperatura apropiada gf'y una extension por 50 segundos a 72 ° C. Y extension final

de 5 minutos a 72 ° C.
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Tabla 1. Secuencias de los primers y tamafio de los genes para el analisis de ML

Gen Primer Secuencia (5 - T Producto
alineamiento (pb)

atpD Forward ATGAGTCAGGGCAAGATCGTTC 62 858
Reverse TCCTGCAGGACGCCCATTTC

gapA Forward TGGCAATCAAGGTTGGTATCAAC 62 800
Reverse TTCGCTCTGTGCCTTCACTTC

guaA Forward AACGAAGAAAAGCGCTGGTA 62 704
Reverse ACGGATGGCGGTAGACCAT

mutM  Forward AACTGCCCGAAGTCGAAAC 62 614
Reverse GAGGATCTCCTTCACCGCATC

nuoD Forward TTCGCAACTACACCATGAAC 48 514
Reverse CAGCGCGACTCCTTGTACTT

ppsA Forward CAAGGCGATCCGCATGGTGTATTC 62 635
Reverse CCTTCGTAGATGAACCGGTTC

recA Forward ATGGACGAGAACAAGAAGCGC 62 807
Reverse CCTGCAGGCCCATCGCC

6.5.3 Purificacién de productos de PCR

Para cada producto de PCR se preparidino de 1.5 mL con Etanol absoluto 2.33
pl por volumen de muestra \banoF 116.5pl) y se pipetearon los productos de PCR en
la mezcla etanol. Se agité por inversion y se mantuvo a 20°C por 30 o 40 min. Se
centrifugd a 14,000 rpm por 20 min, y se descartd el sobrenadardaed $ert 300uL de
etanol al 70% (agitando en vortex), se centrifugd por 10 min en frio a 14,000 rpm y se
descart6 el sobrenadante. Se dej6 secar el sedimento toda la noche y se régsrspend

50 pL de agua.

6.5.4 Secuenciacion de genes conservados

Los productos fueron enviados a secuenciacion a una empresa de biotecnologia de
Corea del Sur, Macrogen dedicada a la secuenciacién del genoma, la cual utiliza la
secuenciacion agranescddaHVDUUROODGD SRU 3$SSOLHG %LRV\VWH
Las secuencias se ensamblaron en el programa BLAST (NCBI) y se sometieron a la base

de datos en http://pubmist.org/smaltophilia/ para determinar los ST.
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6.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 en el programa SPSS 25.0 (IBM Corporation,
Somers, NY). Los patrones de bandas fueron generados con el software Labworks 4.5,
con 1% de tolerancia. Los coeficientes de similitud se generaron de una matriz de similitud

calculada con el coeficiente de Jaccard.
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7 Resultados
7.1 Identificacion de los aislamientos dé&tenotrophomonas maltophilia

Se recolectaron 235 aislamientos clinicos previamente identificados &omo
maltophilia de enero 2007 a enero de 2017. Los aislamientos fueron olstemics
Hospital Universitario®r. José Eleuterio Gonzéaléde la Universidad Autbnoma de
Nuevo Leon localizado en el estado de Nuevo Leodn y el Hospital Civil de Guadalajara
3I)YUD\ $QWRQL & hWQREAIGH de Guadalajara localizado en el estado de
Jalisco

El 47% de los aislamientos provenian de Jalisco y 53% de Monterrey, de los cuales
el 22% (n=51) de los aislamientos obtenidos fue de la Unidad de Cuidados Intensivos, el
15% (n=35) prevenian del area de Medicina Interna, el 11% (n=25) del area de Pediatria,
mientras que el 52% restante fue obtenido de 4reas como Cardiologia, Gastroenterologia,
Trasplantes, Ortopedia, entre otras.

El 78% (n=182) de los aislamientos provenia de muestras de vias respiratorias, 12%
(n=29) de muestras sanguineas, 5% (n=12) de tejidos blandos, 2% (n=4) de orina, 1%
(n=3) de liquido cefalorraquideo, 1% (n=2) de abscesos y 1% (n=3) provenientes de
liquido peritoneal. El 94.5% (n=222) fueron pacientes hospitalizados y 62.5% (n=147)

masculino, con un rango de edad desde el primer mes de nacimiento hasta 96 afnos.

7.2 Determinacion de la produccion de biopelicula

La mayor parte de los aislamientos clinicosSdenaltophiliafueron productores
de biopelicula (96%), de los cuales 4% (n=9) fueron no productores de biopelicula, 14%
(n=34) productores délkd 29% (n=67) productes moderados y 53% (n=125)

productores fuertes (Figura 1).
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Figura 1. Produccién de biopelicula de aislamientos clinicoS.dmaaltophilia(n=235).

7.3 Diversidad clonal

El andlisis de PFGE de 50 aislamientos clinico$ dealtophiliapreviamente
seleccionados Unicamente de pacientes hospitalizados en la UCI de los dos hospitales en
el estudio. El porcentaje de similitud de los aislamientos analizados se encuentran en un
rango entre el 75% al 100%. Se demostrd 49 patrones distintos y dos aislamientos con
patrones idénticos (Clona A), los cuales fueron obtenidos de Jalisco, de muestras de
secrecion bronquial, de dos pacientes ferraia primera de 26 afos y la segunda de 44

anos.
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Figura 2. Analisis filogenético de aislamientos clinicos 8ie maltophilia(n=50). El
analisis por PFGE con restriccidibd muestra 49 patrones distintos y dos aislamientos
con patrones idénticos (C170919 y 171926), la cual sera considerada como Clona A.
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7.4 Tipos ST deS. maltophilia

En base a los resultados de PFGE, se seleccionaron 14 aislamientos para el analisis
de MLST que mostrd 12 tipos de secuencia diferentes y dos aislamientos que pertenecen
al ST186, aislamientos correspondientes a la Unica clona encontrada en el andlisis de
PFGE (Tabla 2). Las secuencias tipo fueron determinadas mediante la basesde dato
MLST.

Tabla 2. Perfil alélico y secuencia tipo encontrados en los aislamientos clini&s de
maltophilia

Aislamiento Alelo genico ST
atpD gapA guaA mutM nuoD ppsA recA
12029 13 69 188 116 30 143 115 255
13396 93 100 93 59 63 69 94 224
13397 10 29 21 21 32 32 10 15

13-1111 120 8 236 126 4 163 131 307
13-1761 89 95 124 81 90 107 87 182
14-0053 81 89 320 73 72 98 79 381
14-1226 74 79 97 62 74 88 70 124
14-2780 28 70 83 33 18 15 16 85
15-1566 2 134 213 127 63 69 5 282
15-2743 81 136 215 79 72 85 135 296
16-1117 13 90 113 74 6 99 80 143
17-0676 3 1 82 3 25 4 62 84
17-0919 13 98 127 83 89 111 80 186
17-1926 13 99 127 83 89 111 80 186
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8 Discusion

S. maltophiliacomo patdgeno oportunista es de gran importancia en entornos
hospitalarios, presentes en pacientes inmunocomprometidos éCalz2003, Falagas
et al.,2009, Looneyet al.,2009, Abbottet al.,2015). Estas infecciones son aisladas con
mas frecuencia en sistema respiratorio, areas con alguna cirugia reciente, tracto urinario,
y sistema circulatorio (Madit al.,2016). Lo anterior concuerda con nuestros resultados,
ya que se encontro una frecuencia del 78% en vias respiratorias.

Uno de los principales factores de virulencia de esta bacteria es la producciéon de
biopelicula, con capacidad de adherirse a superficies bibticas y abidticas. Estas superficies
se pueden encontrar en contacto directo con los pacientes como: tubos riespilatar
manos camas con humedad, catéteres y lineas intravenosas. En infecciones de pacientes
inmunocomprometidos y afecciones respiratorias, esta formacion de la biopelicula ayuda
a ejercer su colonizacién y asi modular su farmacorresistencia creando una gran
importancia dentro del entorno hospitalario hasta con un 65% debido a la cantidad de
infecciones adquiridas (Krzewinski al., 2001, Donlan 2002, Di Bonaventuea al.,

2004). En nuestro estudio la produccién de biopelicula se encuentra presente en la mayoria
de los aislamientos clinicos 8e maltophiliacon un 96%, y un 30% del total en pacientes

con infecciones a nivel respiratorid que concuerda con otros estudios dofde
maltophiliademuestra una alta produccion de biopelicula y la correlacion entre pacientes
con infecciones a nivel respiratorio (Pompéibal.,2016, Wanggt al.,2019). Ademas,

se demostré un muy bajo porcentaje de aislamientos no productores de biopelicula (4%)
y un porcentaje alto de produccién fuerte de biopelicula (53%) dentro de los aislamientos
clinicos obtenidos para el estudio, lo que concuerda con lo reportado en estudios de
aislamientos clinicos obtenidos de unidades hospitalarias, reportando porcentajes de 88%
a 100% (Di Bonaventuret al.,2004, Flores-Trevinet al.,2014).

Sehan empleado técnicas de tipificaciones moleculares para la obtenciénsde dato
sobre diversidad genética, en donde diferentes hospitales alrededor del mundo realizan
estos estudios con la finalidad de obtener datos acerca de las relaciones fenotipicas y
genéticas del microorganismo y su transmision hospitalaria (Deh&n1998, Foleyet
al., 2009, Yunet al.,2016). En el presente estudio se obtuvo un porcentaje muy bajo de

clonalidad del 1% presente en aislamientos clinicos del mismo afio y de pacientes
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hospitalizados en el area de UCI. Un estudio similar muestra resultados que concuerdan
con los nuestros en donde se detect6 baja clonalidad con solo 11 pulsotipos similares los
cuales fueron analizados posteriormente por MLST (Mtdl.,2016). Existen estudios
similares donde revelan alta diversidad genética en aislamientos clinBosdkophilia
(Marchenayet al.,2015), asi como un mayor porcentaje de clonalidad del 21.6% (Flores-
Trevino et al.,2014).Ademas, existen estudios que concuerdan con nuestros resultados
donde se reporta alta diversidad genética en aislamientos clinicos con un porcentaje del
70.7% (Pompio et al., 2011), y 62.5% de diversidad genética en aislamientos de
pacientes con fibrosis quistica (Marzuilo al., 2009). Ademas, los patrones de PFGE
tienen un 75% al 100% de similitud en comparacion con 28% al 80% reportado
previamente (Valdezatet al.,2004). Por otro lado, existen publicaciones con resultados

de aislamientos genotipicamente relacionados comparados de entornos medio ambientales
e infecciones hospitalarias y se reporta un porcentaje del 6% con pacientes en infecciones
respiratorias (Heiralket al.,2016).

Los métodos de tipificacion han sido utilizados con éxito dentro del estudio
molecular, como MLST, que se enfoca en secuencias de fragmentos de siete genes de
mantenimiento (Kaiseet al.,2009, Corloueet al.,2017). En este estudio se realizo el
andlisis de MLST para determinar la diversidad genética de 14 aislamientos clirBcos de
maltophilia de pacientes que se encontraban hospitalizados dentro de la Unidad de
Cuidados Intensivos. Los resultados mostraron 12 tipos de secuencia diferentes y dos
aislamientos con el mismo perfil alélico, que corresponden al ST186. Los ST84, ST182y
ST186 se reportaron previamente en un estudio de 12 afios en aislamientos relacionados
a pacientes con fibrosis quistica en un hospital de Roma, Italia (Esgtadit@017). Del
mismo modo, los ST84 $T85 fueron por primera vez reportados en 66 aislamientos
recolectados en 2005 en un hospital en Japdén (Tanimoto 2013). Por otrerado,
aislamientos clinicos procedentes de un hospital de tercer nivel en Corea, y en
aislamientos de pacientes con y sin fibrosis quistica de un hospital pediatrico se reportaron
los ST5,ST28, y ST31 (Kaiseet al.,2009, Choet al.,2012, Madiet al.,2016). Porel
contrario, en otro estudio no existe un predominio del ST5 en aislamientos con pacientes

con fibrosis quistica (Corlouet al.,2017).
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En conclusién,en este trabajo se confirmd una alta tasa de produccion de
biopelicula en cepas obtenidas dentro de entornos hospitalarios principalmente
relacionado a infecciones respiratorias, junto a una alta diversidad genética de

aislamientos clinicos d&. maltophilia
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9 Conclusiones
Los aislamientos d&. maltophiliarecolectados en un periodo de 7 aflos en dos
hospitales de tercer nivel del pais presentaron alta produccion de biopelicula (96%) y en
Su mayoria se presentaron de origen respiratorio.
Los aislamientos de pacientes hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos
presentaron baja clonalidad y alta diversidad genética, con solo una clona y 12 tipos ST
diferentes dentro de ellos los ST84, ST85, ST182 y ST186 previamente ya reportados

sugiriendo nula transmision de infecciones dentro del hospital.
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11 ANEXO I
11.1 Preparacion de reactivos y soluciones

Buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.4Disolver 0.4267 g de KIPOy, 0.3470 g de KEPOs

en agua destilada, ajustar pH a 7.2 y aforar a 500 mL.

EDTA 500 mM. Disolver 18.62 g de EDTA en 100 mL de agua destilada y ajustar el pH
a 8.0.

ESDisolver 93.1 g de EDTA en 400 ml de agua destilada, afiadir 0.5 g de sarcosyl y aforar
en 500 ml de agua destilada ajustando el pH a 9.0. Esterilizar en autoclave
ESPAgregar 1 ml de ES por muestray 1 mg de Proteinasa K.

EC Disolver 29.2 g de NaCl, 1 g de Deoxicolato de sodio, 2.5 g de Brij, 5 ml de Trsi 1M
y 100 ml de EDTA 0.5 M y aforar en 500 ml de agua destilada. Esterilizar en autoclave
Gel agarosa al 2% Disolver 4 g de agarosa en 200 mL de TBE 1X, calentar en
microondas hasta fundir, agregando .20de bromuro de etidio 2g/mL y vaciar en la
camara de electroforesis.

Jugo azul 5X (Buffer de carga para electroforesisPisolver 25 mg de azul de
bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3 mL de glicerol en TE IX pH 8 y aforar a 10 mL.
PIV Disolver 29.22 g de NaCl en 5 ml de Tris base 1M y aforar en 500 ml de agua
destilada ajustando el pH a 8.0. Esterilizar en autoclave

TBE 10X. Disolver 27 g de Tris-base, 13.7 g de acido borico, 10 mL de EDTA 0.5 M pH
8 en agua destilada, ajustar a pH 8 y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave.

TBE 0.5X. Medir 50 mL de TBE 10X y aforar a 1L con agua destilada.
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12 ANEXO Il
12.1 Caracteristicas de los aislamientos clinicos y produccién de biopelicula 8enotrophomonas maltophiliancluidos en este

estudio.
Relacion ST
Aislamiento  Origen Fecha Sala Espécimen Biopelicula clonal

3388 MTY 26/02/2007 Otros Catéter PD NR NA
3546 MTY 14/03/2007 Otros LBA PD NR NA
3772 MTY 24/04/2007 Otros Orina PD NR NA
11704 MTY 15/12/2011 UCIA Traquea PD NR NA
12437 MTY 30/05/2012 UCIPQX Traquea PF NR NA
13331 MTY 01/10/2012  Gastroenterologia Esputo PF NR NA
13396 MTY 03/10/2012 UCIA Lavado bronquial PD NR 224
13397 MTY 03/10/2012 UCIPQ Sangre PF NR 15
13963 MTY 04/01/2013 UCIA Traquea PD NR NA
12029 MTY 14/03/2012 UCIPQ Sangre PF NR 255
131111 MTY 05/08/2013 UCIA Traquea PM NR 307
131161 MTY 09/08/2013 UCIA Sangre PM NR 182
131318 MTY 23/08/2013 Nefrologia Liquido peritoneal PM NR NA
131319 MTY 23/08/2013 Cx Plastica Absceso PM NR NA
131320 MTY 23/08/2013 Cx Plastica Herida PM NR NA
131725 MTY 26/09/2013 UCIPQX Traquea PM NR NA
132052 MTY 04/11/2013 M. Interna Esputo PM NR NA
13-840 MTY 10/07/2013  Ginecoobstetricia Catéter PM NR NA
14-0053 MTY 08/01/2014 UCIPQ Traquea PM NR 381
141035 MTY 04/04/2014 M. Interna Il Traquea PM NR NA
141075 MTY 09/04/2014 UCIA Traquea PM NR NA
141226 MTY 02/05/2014 UCIA Traquea PM NR 124
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14-130
14-1342
14-1582
14-1706
14-1889
14-1930
14-1957
14-2013

13-339

13-449

13-450
14-2046
14-2152
14-2346
14-2376
14-2456
14-3113
14-3231
14-3282
14-3432

14-927
151176
151231
151395
151548
151552
151560
151561

MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
GDL
GDL
GDL
GDL

15/01/2014
14/05/2014
06/06/2014
25/06/2014
10/07/2014
15/07/2014
17/07/2014
24/07/2014
22/05/2013
23/05/2013
23/05/2013
30/07/2014
14/08/2014
03/09/2014
08/09/2014
19/09/2014
19/11/2014
25/11/2014
27/11/2014
21/11/2014
25/03/2014
20/05/2015
27/05/2015
15/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015

UCIPQ
M. Interna ll
Neurologia

UCIPQX

UCIA

Externo

PENS
M. Interna ll
Cardiologia

UCIPQ
Neurologia
M. Interna lll

UCIA

UCIPQ
M. Interna
M. Interna

UCIA
M. Interna ll

UCIA

Otros

Otros
M. Interna lll

PQx
M. Interna |
Infectologia
Trasplantes
Neurologia
Trasplantes

Traquea

Liquido pleural

Traquea
Traquea
Sangre
Herida
Esputo
Esputo
Sangre
Traquea
Traquea
Esputo
Sangre
LBA
LBA
Esputo
Traquea
LBA
LBA
Secrecion
Catéter
Esputo
LBA
Sangre
ND
Sangre
LCR
Bronquial
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PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA



151679
151843
151847
151849
14-2365
151935
151949
152026
152068
15-2428
152743
14-298
15436
15534
15615
14-3230
15709
13-1537
13-1538
13-1577
13-1698
13-1746
131761
13-1888
13-1917
13-2148
14-1219
14-1907

MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
GDL
GDL
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY

08/07/2015
27/07/2015
23/07/2015
23/07/2015
05/09/2014
31/07/2015
03/08/2015
12/08/2015
14/08/2015
21/09/2015
19/10/2015
04/02/2014
27/02/2015
11/03/2015
19/03/2015
25/11/2014
26/03/2015
10/09/2013
10/09/2013
21/09/2013
24/09/2013
27/09/2013
02/10/2013
16/10/2013
21/10/2013
13/11/2013
30/04/2014
11/07/2014

UCIA
M. Interna ll
UCIA
PQx
CXP
M. Interna lll
UCIA
M. Interna lll
PQx
Otros
Trasplantes
UCIPQ
P Qx
UCIA
UCIA
UCIPQ
Externo
UCIA
Otros
UCIA
M. Interna Il
Cx General
UCIA
UCIA
M. Interna
Otros
UCIA
M. Interna |

Traquea
LBA
LBA

Traquea

Sangre
Esputo
Esputo
Esputo
LBA
Ulcera

Traquea

Traquea
Orina

Traquea
LBA
LBA
LBA

Sangre
Sangre
Traquea
Traquea
Esputo

LBA
Traquea
Sangre

Traquea

Traquea

Catéter
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PM
PM
PM
PM
PF
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PM
PD
PM
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA



14-2123
14-2419
14-3038
151121
151547
151550
151551
151554
151557
15-1558
151564
151566
151568
151848
152172
152426
152430
152744
151598
131112
13-2231
13-2401
13-2648
14-1227
14-1239
14-143
14-2139
14-2249

MTY
MTY
MTY
MTY
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
MTY
MTY
GDL
GDL
GDL
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY

06/08/2014
12/09/2014
12/11/2014
18/05/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
25/06/2015
23/07/2015
25/08/2015
21/09/2015
21/09/2015
19/10/2015
01/07/2015
05/08/2013
21/11/2013
26/11/2013
30/12/2013
02/05/2014
02/05/2014
16/01/2014
07/08/2014
25/08/2014

Cx General
UCIPQX
M. Interna
Ginecologia
Proctologia
Nefrologia
M. Interna
Cx. General
Infectologia
Nefrologia
Infectologia
Trasplante
M. Interna
Externo
PQx
Otros
Hematologia
Trasplante
M. Interna Il
M. Interna
Otros
Otros
UCIPQX
M. Interna ll
Otros
UcCliQ
UCIPQX
UCIA

Traquea
Catéter
Traquea
Sangre
Otros
Otros
Liquido pleural
Otros
Sangre
Secrecion
Herida
Traquea
Sangre
Traquea
LBA
Esputo
Pierna
Bronquial
Esputo
Traquea
Piel
lavado bronquial
Traquea
Absceso
Tejido
Traquea
LBA
Traquea
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PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PD
PD
PD
PD
PD
PD
PD
PD
PD

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
282
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA



14-2454
14-2780
14-3142
14-974
152743
151031
151122
152928
152940
153010
153034
15-3056
15-3080
15-3081
15-3082
15-3083
15-3084
15-3085
15-3087
15-3088
153194
153195
153196
15-3198
15-3216
153217
153218
151250

MTY
MTY
MTY
MTY
GDL
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
MTY

19/09/2014
15/10/2014
24/11/2014
28/03/2014
19/10/2015
06/05/2015
18/05/2015
05/11/2015
09/11/2015
17/11/2015
19/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
20/11/2015
15/11/2015
20/11/2015
19/11/2015
21/11/2015
27/11/2015
27/11/2015
01/12/2015
01/06/2015

Cx General
UCIPQX
UCIA
M. Interna ll
Trasplante
Cx General
Otros
uIP
UCIA
Cx General
Cx General
Ortopedia
Oncologia
M. Interna
Nefrologia
ucCl
UCl
ucCl
UCIP
Ortopedia
Hematologia

Urgencias pediatria

UCINEX

Urgencias pediatria

Infectologia
M. Interna

Urgencias pediatria

Cx General

Herida
Traquea
Traquea

LBA
LBA
Liquido pleural
Sangre
Lavado bronquial
Lavado bronquial
LBA
LBA
Herida quirargica
Sangre
Orina
Abdomen
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Hemocultivo
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Faringeo
LBA
Traquea
Secrecién bronquial
Catéter venoso centra
Catéter venoso centra
Hemocultivo
Esputo
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PD
PD
PD
PD
PF
PD
PD
PF
PD
PF
PF
PF
PF
PF
PF
NP
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PD

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NA
85
NA
NA
296
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA



151549
151559
15169
151691
152164
15434
15435
15914
16-0035
16-0066
16-0123
16-0125
16-0127
16-0136
16-0258
16-0259
16-0300
16-0310
16-0561
16-0599
16-0601
16-0692
16-0736
16-0748
16-0749
16-0750
16-0751
160771

GDL
GDL
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
MTY
GDL
GDL
GDL
GDL
MTY

25/06/2015
25/06/2015
08/07/2015
09/07/2015
16/08/2015
27/02/2015
27/02/2015
24/04/2015
11/01/2016
14/01/2016
19/01/2016
19/01/2016
20/01/2016
21/01/2016
10/02/2016
10/02/2016
16/02/2016
17/02/2016
18/03/2016
31/03/2016
31/03/2016
20/04/2016
26/04/2016
28/04/2016
28/04/2016
28/04/2016
28/04/2016
29/04/2016

Infectologia
Infectologia
M. Interna |
Cx General
M. Interna |
Externo
M. Interna Il
M. Interna ll
PQx
PQx
UCIP
UCIP
PQx
M. Interna
M interna
UCIP
UCIN
Pediatria
UCIA
PENS
Cx. General
UCIA
SME
Transplante
UCINEX
UCIP
UCIN
NEURO

Otros
Secrecion
Secrecion bronquial
Traquea
Orina
Esputo
Esputo
Catéter
Traquea
Hx Qx
Secrecién bronquial
Secrecién bronquial
Traquea
LBA
Esputo
Faringeo
lavado bronquial
LCR
Liquido peritoneal
esputo
Traquea
Traquea
LBA
Hemocultivo
Vias respiratorias baja
Hemocultivo
Vias respiratorias baja
Esputo
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PD
PD
PD
PD
PD
PD
PD
PD
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PM
NP
PF
NP
PM
PM
NP
PM
PF

NP

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA



16-0820
16-0821
16-0822
16-0823
16-0923
16-1048
16-1065
16-1096
16-1097
16-1102
16-1117
16-1118
16-1119
16-1120
16-1162
16-1291
16-1292
16-1347
16-1348
16-1349
16-1366
16-1497
16-1498
16-1581
16-1607
16-1610
16-1612
16-1684

GDL
GDL
GDL
GDL
MTY
MTY
MTY
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL

09/05/2016
09/05/2016
09/05/2016
09/05/2016
25/05/2016
14/06/2016
20/06/2016
30/06/2016
30/06/2016
30/06/2016
04/07/2016
04/07/2016
04/07/2016
04/07/2016
07/07/2016
26/07/2016
26/07/2016
08/08/2016
08/08/2016
08/08/2016
11/08/2016
07/09/2016
07/09/2016
14/09/2016
28/09/2016
28/09/2016
28/09/2016
05/10/2016

Transplante
Infectologia
UCIN
UCIN
CXP
Cx General
UCIP
Infectologia
M. Interna
UTIA
UCIA
Pediatria
Pediatria
Infecto
Trasplantes
Ortopedia
UCIN
Dermatologia
Neurologia
Neurologia
Gastroenterologia
Nefrologia
Nefrologia
Infectologia
Hematologia
UTIA
Externo
Ortopedia

Hemocultivo
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Tejido
Traquea
Lavado bronquial
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Hemocultivo
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Herida Quirdrgica
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Hemocultivo
Vias respiratorias baja
Esputo
Catéter
Herida Quirdrgica
Herida Quirargica
Secrecién
Secrecién
Vias respiratorias baja
Herida Quirargica
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PM
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PM
PF
PF
PF
PD
PF
PF
PF
PM
PM
PF
PF
PM
NP
PF
PM
PF
PF
PM
PF
PF

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
143
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA



16-1686
16-1687
16-1688
16-1690
16-1739
16-1743
16-1796
16-1817
16-1934
16-1937
16-2004
16-2011
16-2012
16-2078
17-0095
17-0139
17-0311
17-0312
17-0676
17-0919
17-0927
17-1076
17-1078
17-1122
17-1129
17-1174
17-1177
17-1178

GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL
GDL

05/10/2016
05/10/2016
05/10/2016
05/10/2016
21/10/2016
21/10/2016
24/10/2016
26/10/2016
14/11/2016
14/11/2016
29/11/2016
01/12/2016
01/12/2016
01/12/2016
20/01/2017
09/02/2017
23/02/2017
23/02/2017
02/05/2017
08/06/2017
08/06/2017
03/07/2017
03/07/2017
06/07/2017
06/07/2017
13/07/2017
13/07/2017
13/07/2017

Neurologia
UCIN

Nef.Pediatrico

Externo
Neurologia
Neurologia
Cx. General

Externo

UCl
INFECTO
UCIP
Infectologia
Neurologia
M. Interna
Obstetricia
Ginecologia
Trasplante
Neurologia

UCIA

UCIA
Cx pléstica

Urgencias pediatria

Geriatria
Cardiologia
Ortopedia
Otros
UCIN
Otros

Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Esputo
Sangre
Vias respiratorias baja
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Esputo
Esputo
Vias respiratorias baja
Esputo
Catéter
Esputo
lavado bronquial
Herida
Secrecion
Secrecion
Catéter
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Vias respiratorias baja
Secrecién
Secrecion
Secrecién
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PF
PF
PF
PF
PF
PF
NP
PF
PF
PM
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
NP
PF
PD
PF
PF
PF
PF

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
84
186
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA



17-1184 GDL 13/07/2017 Geriatria Vias respiratorias baja PF NR NA
17-1193 GDL 13/07/2017 Urgencias pediatria Vias respiratorias baja PF NR NA
17-1259 GDL 20/07/2017  Cirugia plastica Hemocultivo PF NR NA
17-1488 GDL 07/08/2017 Nefrologia Vias respiratorias baja PF NR NA
17-1500 GDL 07/08/2017 M. Interna Hemocultivo PF NR NA
17-1501 GDL 07/08/2017 M. Interna Hemocultivo PF NR NA
17-1502 GDL 07/08/2017 Externo Herida Quirdrgica PF NR NA
17-1611 GDL 24/08/2017 UCINP Herida Quirdrgica PF NR NA
17-1771 GDL 28/09/2017 Otros Secrecion PF NR NA
17-1801 GDL 05/10/2017 M. Legal Liquido peritoneal NP NR NA
17-1802 GDL 05/10/2017 Infectologia Secrecién PF NR NA
17-1926 GDL 26/10/2017 UCIN Secrecion bronquial PF A 186
17-1928 GDL 26/10/2017 Neurologia LCR PF NR NA
17-1960 GDL 03/11/2017 Nefrologia Punta de catéter PF NR NA
17-1966 GDL 03/11/2017 M. Interna Liquido pleural PF NR NA
17-2049 GDL 04/12/2017 Nefrologia Sangre PF NR NA
17-2053 GDL 04/12/2017 Proctologia Secrecién PF NR NA

A: Clona A, Cx: Cirugia, CXP: Cirugia pediatria, GDL: Guadalajara, LBA: Liquido Bronquio Alvetl@R: liquido cefalorraquideo,
MTY: Monterrey, NA: No aplica, NR: No relacionado, NP: No productor, PD: Produd#bit, PENS: Pensionados, PF: Produccién
fuerte, PM: Produccién moderada, PQx: Post-quirargico, SME: Servicio de medicina externa,Ud@ldd de Cuidados Intensivos
Adultos, UCINEX: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales Externos, UCIPQ: UnidaitldddSuntensivos post-quirdrgico, UCIPQ:
Unidad de Cuidados Intensivos Quiréfan, UCIPQX: Unidad de Cuidados Intensivos Postcirugia.

43



