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Resumen

La disponibilidad de cepas bacteriana para el estudio de la resis-
tencia bacteriana es clave para los avances en la investigacion basica
y clinica respecto del tema. Existen pocos biorrepositorios o bancos
de bacterias con mecanismos de resistencia conocidos, aisladas de
infecciones clinicamente significativas. Una revision de la literatura
revela que solo en los Estados Unidos de América existe un biobanco
de aislados resistentes disponibles para estudios. En esta publicacion se
cuenta como se cred el primer biorrepositorio de bacterias resistentes
en Chile asociados a la Red de Laboratorios MICROB-R, con la par-
ticipacion de 11 centros distribuidos a lo largo del pais, que a la fecha
cuenta con mas de 3.500 aislados bacterianos estudiados fenotipica
y genotipicamente, disponibles para la comunidad cientifica chilena.
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Abstract

The availability of bacterial strains for the study of bacterial resis-
tance is key to advances in basic and clinical research. There are few
biobanks of bacteria with known resistance mechanisms, isolated from
clinically significant infections. A review of the literature reveals that
only in the United States of America is there a biobank of resistant
isolates. This publication shows the creation of the first biorepository
of resistant bacteria Chile associated with the MICROB-R Laboratory
Network, with the participation of 11 centers distributed throughout
the country, which to date has more than 3,500 bacterial isolates
studied phenotypically and genotypically, available to the Chilean
scientific community.

Keywords: biobanks; bacterial resistant isolates; laboratory net-
work; Chile.
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a resistencia bacteriana es un problema de salud

mundial que ha limitado el tratamiento efectivo de

las enfermedades infecciosas, llevando a un aumen-
to de la morbi-mortalidad y de los costos en salud'. Por
este motivo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha promovido que los paises desarrollen planes interdis-
ciplinarios para el control de la resistencia bacteriana’.
Siguiendo estas recomendaciones, en 2017, el Gobierno
de Chile formuld el Plan Nacional Contra la Resistencia
a los Antimicrobianos®. Este plan considera cinco pilares
de accion: 1) mejorar la concientizacion publica y forma-
cion profesional; ii) reforzar las redes de vigilancia de la
resistencia en humanos, animales y ambiente; iii) reducir
la incidencia de las infecciones asociadas a la atencion de
salud a través de prevencion y control; iv) utilizar de forma
eficaz los antimicrobianos en salud humana y animal; y v)
desarrollar investigacion relacionada con la emergencia,
diseminacion y tratamiento de bacterias resistentes. Res-
pecto de este ultimo punto, el avance en el conocimiento
y en la investigacion aplicada en resistencia bacteriana
depende, en gran parte, de la disponibilidad de aislados
bacterianos diversos y bien caracterizados, provenientes
de infecciones clinicamente significativas y portadores de
mecanismos de resistencia conocidos.

Existen muchas iniciativas destinadas a la creacion de
biorrepositorios o bancos de microorganismos, pues faci-
litan activamente avances en la investigacion biomédica,
ofreciendo oportunidades para vincular la investigacion de
laboratorio con las aplicaciones clinicas®. La gran mayoria
de los biorrepositorios disponibles en el mundo se rela-
cionan con la industria y contienen microorganismos am-
bientales o datos de secuencias microbianas. Sin embargo,
la disponibilidad de colecciones de bacterias resistentes
bien caracterizadas es escasa. Este tipo de colecciones es
fundamental para el desarrollo de métodos diagndsticos,
nuevas terapias y vacunas. Las agencias federales esta-
dounidenses CDC y FDA (del inglés, Centers for Disease
Control and Prevention 'y Food and Drug Administration)
crearon durante 2015 un banco de aislados resistentes a
los antimicrobianos® que se encuentra certificado segiin
la norma ISO 9001 y, a enero de 2022, cuenta con 1.012
bacterias resistentes, 3.513 solicitudes de cepas y 2.208
usuarios registrados. Por otra parte, en América Latina
(Federacion Latinoamericana de colecciones de cultivos)
y en Chile existen repositorios de bacterias ambientales.
En nuestro pais destaca la Coleccion Chilena de Recursos
Genéticos Microbianos (CChRGM) del Ministerio de
Agricultura y la Coleccion Chilena de Cultivos Tipo de
la Universidad de la Frontera (Tabla 1).

El Nucleo Milenio para la Investigacion Colaborativa
en Resistencia Antimicrobiana (MICROB-R, por sus
siglas en inglés), adjudicado en octubre 2018, se propuso
avanzar en el conocimiento sobre las bacterias resistentes
que circulan en nuestro pais, incluyendo aspectos como

su epidemiologia molecular y mecanismos de resisten-
cia. Para ello, se constituy6 una red de laboratorios de
microbiologia clinica distribuida a lo largo del pais y
destinada a la recoleccion de aislados resistentes a los
antimicrobianos de relevancia clinica en Medicina Huma-
na. Al alero de este esfuerzo, y con la finalidad de aportar
de manera significativa en la investigacion relacionada
a la resistencia bacteriana en Chile, se cre6 el primer
biorrepositorio nacional de bacterias multirresistentes,
el que se encuentra disponible en forma gratuita para la
comunidad cientifica del pais.

Entre los afios 2018 y 2021 se formo la Red de
Laboratorios MICROB-R, que actualmente cuenta con
11 centros terciarios de salud distribuidos desde Iquique
a Punta Arenas (Figura 1).

Todos los centros cuentan con la aprobacion de los co-
mités de ética respectivos, autorizandolos a la recoleccion,
estudio y almacenamiento de los aislados clinicos de interés.
Se incluyen todos los aislados, de forma consecutiva, prove-
nientes de muestras obtenidas de pacientes hospitalizados,
recuperados desde sangre, liquidos estériles o tejidos. Las
bacterias de interés corresponden a aquellas consideradas de
prioridad “Critica” o “Alta” por la OMS: Enterobacterales
resistentes a cefalosporinas de 3™ generacion susceptibles
y resistentes a carbapenémicos, Pseudomonas aeruginosa
resistentes a carbapenémicos, Acinetobacter baumannii
resistentes a carbapenémicos, Staphylococcus aureus resis-
tentes a meticilina (SARM) y Enterococcus spp. resistentes
a vancomicina (ERV) (Tabla 2).

La informacién demografica de cada cepa es anonimi-
zada e ingresada a una base de datos REDCap. Luego,
la cepa es transportada al laboratorio central del Grupo
de Gendmica & Resistencia Microbiana (GeRM), en la
Facultad de Medicina Clinica Alemana - Universidad del
Desarrollo, donde se confirma su perfil de susceptibili-
dad por medio de difusion en agar (segun CLSI M100)
(Tabla 3).

Ademas, todas las cepas son re-identificadas por
medio de la técnica de MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spec-
trometry) en el Laboratorio de Microbiologia de la Red
de Salud UC-CHRISTUS. Luego, se realiza la bisqueda
de diversos genes relacionados a los mecanismos de
resistencia mediante reaccion de la polimerasa en cadena
(RPC) multiple (Figura 2).

Los genes que se buscan varian de acuerdo con el tipo
de aislado bacteriano e incluyen las principales betalac-
tamasas de espectro extendido (BLEE) (bla .y ,,» blag,,
y bla, ), carbapenemasas (bla,,., bla,,, bl . bla,,,,
blayy, . blayy, s blag, ..y bla,,, ), mecA, SCCmec,
vanA'y vanB (Tabla 3). Todos los resultados obtenidos se
almacenan en una base de datos REDCap. Cada aislado es
conservado en duplicado a -80°C en el laboratorio GeRM
y en el Laboratorio de Microbiologia UC-CHRISTUS.

TEM KPC?
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Tabla 1. Descripcion de los biorrepositorios existentes, con sus links de acceso y contenido de bacterias

Nombre del Repositorio

National Collection of Industrial Microorganisms

Collection of industrial and environmentally-
relevant microorganisms

NCIMB bacteria database

DSMZ

Microbial strain information
Fungal biodiversity centre

Strain info: Reducing microbial data entropy

World federation for culture collections

Ribosomal database project

Global catalogue of microorganisms

ATCC: Bacterias

Richer metadata for microbial sequence

NCBI taxonomy browser

Prokaryotic names with standing in nomenclature

GOLD: Genomes online

List of biocatalysis biodegradation microorga-
nisms

Microbes online

World Federation for Culture Collections

The National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID)

The Walter Reed Army Institute of Research
(WRAIR)

The Antibacterial Resistance Leadership Group
(ARLG)

FDA-CDC Antimicrobial resistance Isolate Bank

Federacién Latinoamericana de colecciones de
cultivos (FELACQ)

Coleccion Chilena de Recursos Genéticos Micro-
bianos (CChRGM). Chile

Coleccién Chilena de Cultivos Tipo (CCCT). Univer-
sidad de la Frontera, Chile

Acceso

http://www.ncl-india.org/files/NCIM/

http://www.ncimb.com

http://www.cabri.org/CABRI/srs-doc/ncimb_bact.
info.html

http://www.dsmz.de

http://www.straininfo.net
https://wi.knaw.nl/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK92731/

http://www.wfcc.info/index.php/about/sites/
http://rdp.cme.msu.edu

http://gcm.wfcc.info

http://www.atcc.org/Products/Cells%20and%20
Microorganisms/Bacteria.aspx

http://www.standardsingenomics.org/index.php/
sigen/article/view/sigs.4851102/1109

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/
wwwtax.cgi

http://www.bacterio.net

http://genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi

http://umbbd.ethz.ch/servlets/pageservlet? pty-
pe=allmicros

http://www.microbesonline.org

www.wfcc.info

https://www.beiresources.org/

http://www.wrair.army.mil/OtherServices MRSN.
aspx#HowMRSNWorks.

https://arlg.org/laboratory-center-strain-access

https://www.cdc.gov/drugresistance/resis-
tance-bank/index.html.

http://felacc.cinvestav.mx/

https://web.inia.cl/blog/portfolio/coleccion-
chilena-de-recursos-geneticos-microbianos/

https:/bioren.ufro.cl/plataforma-tecnolgica/ccct/

Contenido

Coleccion de microorganismos no patégenos con fines indus-
triales.

Coleccion de microorganismos para aplicaciones industriales,
incluye bacterias patentadas.

Microorganismos industriales.

Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares. Aprox.
20.000 bacterias y 5.000 hongos.

Informacion sobre cepas microbianas.
Base de datos de hongos y bacterias de la clase actinomicetos.

Pagina web que describe las necesidades y disefios para recopilar
informacion sobre microorganismos.

Sitio que contiene enlaces a muchas colecciones en el mundo.

Secuencias de ARNr bacterianas y fingicas para uso en taxonomia
y en el andlisis de la estructura.

Sitio que tiene informacién sobre las colecciones globales.

La Coleccion Americana de Cultivos se especializa en microorga-
nismos Utiles para investigaciones médicas e industriales.

Proporciona datos completos sobre las cepas que acompanen a
las secuencias del genoma.

Proporciona informacion sobre todas las unidades taxondmicas,
incluidas bacterias y arqueas.

Informacion taxondémica para procariontes.

Contiene gran cantidad de informacién sobre genomas microbia-
nos y metadatos sobre cepas.

Se enumeran cepas en la base de datos de biocatdlisis y biodegra-
dacién de la U. de Minnesota.

Contiene informacién sobre genomas.

768 colecciones de cultivos de 76 paises registrados con WDCM-
CCINFO. 131 se han registrado con WFCC como miembros
afiliados de 49 paises.

Repositorio de Recursos de Investigacion de Biodefensa e Infeccio-
nes Emergentes (Recursos BEI).

Mantiene una coleccion de aislados a través de su red de vigilancia
y depdsito de organismos resistentes a multiples farmacos.

Web desde donde se pueden solicitar bacterias para el desarrollo
de pruebas de diagndstico, nuevos compuestos antimicrobianos
y estudios de mecanismos de resistencia.

29 paneles de bacterias resistentes con mecanismos de resistencia
conocidos, disponibles sin costo para los usuarios de E.U.A.

Microorganismos ambientales y de interés para la industria (67
colecciones publicas y privadas) de Argentina, Brasil, Colombia,
Cuba, Ecuador, México, Paraguay, Perd, Uruguay, Venezuela.

Banco de recursos genéticos bacterianos del ambiente dependien-
te del Instituto de Investigaciones agropecuarias (INIA).

Coleccion de bacterias, levaduras y hongos filamentosos, aislados
de diferentes sustratos provenientes de los diferentes biomas
chilenos.
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Regidén de Tarapaca: Hospital de Iquique

Region Metropolitana de Santiago: Hospitales Padre Hurtado, Clinico U. Catdlica,
Clinico U. Chile, La Florida, DIPRECA y Clinica Alemana

Regidn del Maule: Hospital de Talca

Region de La Araucania: Hospital de Temuco

Region de Los Lagos: Hospital de Puerto Montt

Region de Magallanes: Hospital de Punta Arenas

Figura 1. Red de laboratorio MICROB-R, con los hospitales participantes por region del pafs.

Tabla 2. Criterios de inclusion para las cepas de Biorrepositorio MICROB-R

Criterio Condicién

Forma de recoleccion Prospectiva y consecutiva

Localizacion de los pacientes  Hospitalizados

Muestras Sangre - liquidos estériles — tejidos — muestras obtenidas con

técnica estéril

Aislados bacterianos 1. Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de 3 generacién.
2. Enterobacterales no susceptibles a carbapenémicos.

3. Pseudomonas aeruginosa no susceptible a carbapenémicos.
4. Acinetobacter baumannii no susceptible a carbapenémicos.

5. Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

6. Enterococcus spp. resistente a vancomicina.

626 www.revinf.cl

A la fecha, se han recibido mas de 4.500 aislados de
bacterias multirresistentes, de los cuales 3.601 ya se en-
cuentran completamente caracterizados e incluidos en el
Biorrepositorio MICROB-R. De estos 3.601,un 73% (n=
2.623) corresponden a bacilos gramnegativos y 27% (n=
978) corresponden a cocos grampositivos (SARM n =498
y ERV n=480). Del total de bacilos gramnegativos, 1.076
(41%) corresponden a Enterobacterales no susceptibles
a cefalosporinas de 3™ generacion, 925 (35%) a Entero-
bacterales no susceptibles a carbapenémicos, 529 (20%)
a P. aeruginosa no susceptibles a carbapenémicos y 93
(4%) a A. baumannii no susceptibles a carbapenémicos.
Los mecanismos de resistencia encontrados se muestran
en la Tabla 4.

La creacion de la Red y Biorrepositorio MICROB-
R tiene por objeto servir como una plataforma de alto
estandar que facilite el acceso a cepas de bacterias mul-
tirresistentes bien caracterizadas y representativas de la
situacion de los hospitales del pais. Con este fin, se cred
el Directorio de la Red MICROB-R, junto a un grupo
de expertos en microbiologia y en temas regulatorios,
los que trabajaron en desarrollar los estandares éticos y
técnicos necesarios para cumplir con los objetivos antes
propuestos. La informacion respecto de la organica de
funcionamiento y estandares que sigue el Biorrepositorio
MICROB-R pueden ser encontrados en la pagina web
www.microb-r.org. Ademads, en esta misma pagina se
encuentra disponible el formulario de solicitud de cepas,
el que puede ser llenado por cualquier miembro de la co-
munidad cientifica del pais y a través del cual pondremos a
disposicion los aislados recolectados en el Biorrepositorio
MICROB-R. Cabe destacar que la solicitud de cepas no
tiene un costo asociado, excepto aquel que significa el
descongelamiento de las cepas y el traslado de estas al
centro solicitante, costo que debera ser financiado por la
institucion que las requiera.

En resumen, se ha logrado materializar en forma
exitosa el primer biorrepositorio nacional que, a la fecha,
contiene > 3.500 aislados bacterianos multirresistentes
bien caracterizados, los que se encuentran disponibles para
la comunidad cientifica del pais. La meta es continuar la
recoleccion de cepas para transformar este biorrepositorio
en una plataforma que aporte significativamente al estudio
de la resistencia antimicrobiana.

Actualmente, existen escasos biorrepositorios de
bacterias resistentes en el mundo, siendo atin menos
los que se encuentran disponibles de forma gratuita y
que cumplen con estandares internacionales. Esperamos
sinceramente que esta coleccion de cepas contribuya
a mejorar el conocimiento y control de la resistencia
bacteriana en nuestro pais y en la region. Por ultimo,
es necesario destacar que tanto el funcionamiento del
Biorrepositorio MICROB-R como su permanencia en el
tiempo, dependen del entusiasmo, generosidad y espiritu

Rev Chilena Infectol 2022; 39 (5): 623-629
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Tabla 3. Antimicrobianos evaluados mediante difusion en agar (contenido del antimicrobiano en los discos) y RPC muiltiples para la busqueda de genes

de resistencia en las distintas bacterias de interés

Bacterias de interés

Enterobacterales resistentes a Cefazolina (30 ug), ceftazidima (30 ug), ceftriaxona (30 ug), cefepime (30 ug), ertapenem (10 ug), bla, . blag,, y bla,,
cefalosporinas de 3% generacion, imipenem (10 ug), meropenem (10 ug), ampicilina/sulbactam (10/10 ug), piperacilina /tazobactam
susceptibles a carbapenémicos (100/10 pg), amikacina (30 ug), gentamicina (10 ug), ciprofloxacina (5 ug), cotrimoxazol

(1.25/23.75 ug) y fosfomicina (200 ug).
Enterobacterales no susceptibles a Cefazolina (30 ug), ceftazidima (30 ug), ceftriaxona (30 ug), cefepime (30 ug), ertapenem (10 ug),  bla,,, blag,, bla,, bla.
carbapenémicos imipenem (10 ug), meropenem (10 ug), ampicilina/sulbactam (10/10 ug), piperacilina /tazobactam bla,,,y bla,,,

Pseudomonas aeruginosa no
susceptible a carbapenémicos

Acinetobacter baumannii no Ceftazidima (30 ug), cefepime (30 ug), imipenem (10 ug), meropenem (10 wg), ampicilina/  blag, ;5 blag,, 5. Y blag,, o
susceptible a carbapenémicos sulbactam (10/10 ug), piperacilina/tazobactam (100/10 ug), amikacina (30 ug), gentamicina
(10 ug), ciprofloxacina (5 ug) y cotrimoxazol (1,25/23,75 ug).
Staphylococcus aureus resistente Cefoxitina (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), gentamicina (10 ug), eritromicina (15 pg), clindamicina mecA y SCCmec
a meticilina (2 ug), rifampicina (5 ug), cotrimoxazol (1,25/23,75 ug) y tetraciclina (30 ug).
Enterococcus spp. resistente a Ampicilina (10 ug), vancomicina (30 ug), teicoplanina (30 ug), eritromicina (15 ug), tetraciclina vanA y vanB

vancomicina

Antimicrobianos ensayados

(100/10 ug), amikacina (30 ug), gentamicina (10 ug), ciprofloxacina (5 ug), cotrimoxazol
(1.25/23.75 pg) y fosfomicina (200 ug).

Ceftazidima (30 ug), cefepime (30 ug), imipenem (10 ug), meropenem (10 ug), aztreonam
(30 ug), piperacilina/tazobactam (100/10 ug), amikacina (30 ug), gentamicina (10 ug) vy
ciprofloxacina (5 ug).

(30 ug), minociclina (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), rifampicina (5 ug), linezolid (30 ug),
gentamicina (500 ug) y estreptomicina (300 ug).

RPC multiples

blaKPC‘ b/aV\M y b/aww

RPC: reaccién de la polimerasa en cadena.

Cepa en
biorepositorio
GeRM-UC

Recoleccion de datos
clinicos

Figura 2.
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Tabla 4. Descripcion de los genes de resistencia estudiados en las bacterias de interés y disponibles en el Biorrepositorio MICRO-R para la comunidad.

Bacteria de interés

n de cepas estudiadas

Enterobacterales no susceptibles a 1.076
cefalosporinas de 3% generacién y susceptibles

a carbapenémicos

Enterobacterales no susceptibles a 925
carbapenémicos

P aeruginosa no susceptibles a carbapenémicos 529
A. baumannii no susceptibles a carbapenémicos 93
Enterococcus spp. resistentes a vancomicina 480

Genes especificos estudiados

por RPC detectados
bla, ., 875
blag,, 445
bla,, 342
bla_,,, 688
blag,, 531
bla,,,, 348
bla,, 125
bla,y,, 110
bla,,, 29
bla,, 46
bla,,, 167
blaoxmzz 1
blaoxmss 17
vanA 51
vanB 312
vanA/vanB 92

Numero de cepas con genes

RPC: reaccion de la polimerasa en cadena.
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de equipo de los miembros de la Red de Laboratorios
MICROB-R. Cada integrante contribuye con su tiempo
y esfuerzo en pos de un proyecto mucho mas grande que
la suma de cada una de sus partes. Al mismo tiempo,
agradecemos el apoyo y compromiso demostrado por
parte de las autoridades de salud y de las sociedades
cientificas involucradas en la contencion de esta pan-
demia silenciosa y mortal y dejamos este recurso a su
entera disposicion.
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Ramirez, Ignacio Rodriguez, Loriana Castillo.
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Valenzuela, Margareta Miihlhauser, Veronica Bus-
tamante.

8. Hospital Dr. Hernan Henriquez Aravena, Temuco:
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Avaria: Andrea Maripani, Moénica Pinto, Rodrigo
Mufioz.
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