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Resumen 

INTRODUCCIÓN: Ralstonia mannitolilytica es un agente causal de infecciones asociadas 
al cuidado de la salud. Las especies del género Ralstonia son difíciles de identificar y 
diferenciar. Nuestro objetivo fue identificar y tipificar aislamientos de R. mannitolilytica 
obtenidos de hemocultivos de pacientes pediátricos. 
MATERIALES Y MÉTODOS: Colectamos 10 aislamientos de R. mannitolilytica identificados 
con un sistema automatizado, un sistema de espectrometría de masas con analizador 
de tiempo de vuelo y desorción mediante láser asistida por matriz (MALDI-TOF-MS, 
Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry) y análisis del 
gen 16S rRNA. Se determinó el perfil de resistencia y se tipificaron las carbapenemasas 
a través de PCR y secuenciación. Se estableció la relación clonal de los aislamientos 
mediante electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE). 
RESULTADOS: El sistema MALDI-TOF-MS y análisis del gen 16S rRNA identificaron a los 
aislamientos como R. mannitolilytica; todos pertenecieron a la misma clona y fueron 
resistentes a meropenem, se detectaron a las carbapenemasas OXA-443 y OXA-444 
en todos ellos. 
CONCLUSIONES: Este es el primer reporte de aislamientos de R. mannitolilytica con 
origen clonal y que poseen las carbapenemasas OXA-443 y OXA-444 en pacientes 
pediátricos mexicanos.
PALABRAS CLAVE: Ralstonia, bacteriemia, Pediatría, México,  Espectrometría de Masa 
por Láser de Matriz Asistida de Ionización Desorción, Farmacorresistencia Microbiana.

Abstract

INTRODUCTION: Ralstonia mannitolilytica is a causative agent of hospital-acquired 
infections. The species of the Ralstonia genus are difficult to identify and differentiate. 
Our objective was to identify and typify R. mannitolilytica isolates obtained from blood 
cultures of pediatric patients. 
METHODS: We collected 10 isolates that were identified with an automated system, a 
Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF-MS) system and 16S rRNA gene analysis. The resistance profile was determined and 
the carbapenemases were typed through PCR and sequencing. The clonal relationship 
of the isolates was established by Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). 
RESULTS: The MALDI-TOF-MS system and 16S rRNA gene analysis identified the isolates 
as R. mannitolilytica; all belonged to a single clone and were resistant to meropenem. 
The carbapenemases OXA-443 and OXA-444 were detected in all strains. 
CONCLUSIONS: This is the first report of R. mannitolilytica isolates with clonal origin and 
harboring the carbapenemases OXA-443 and OXA-444 in Mexican pediatric patients.
KEYWORDS: Ralstonia mannitolilytica, MALDI-MS, Pediatrics, Mexico, OXA carbapen-
emase.
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INTRODUCCIÓN 

El género Ralstonia se estableció en 1995, in-
cluye 13 especies que se caracterizan por ser 
bacilos Gram negativos aerobios no fermen-
tadores cuyo hábitat es el agua y suelo.1 Las 
especies de mayor importancia clínica son: 
Ralstonia picketti, Ralstonia insidiosa y Ralstonia 
mannitolilytica. R. mannitolilytica previamente 
conocida como Pseudomonas thomassi y R. 
pickettii biovar 3/thomasii.2 Estas infecciones 
se han asociado principalmente a soluciones 
parenterales o equipos contaminados.2,3

Este microorganismo es agente causal de bacte-
riemia,4 sepsis neonatal 5, meningitis 6, infección 
hemoperitoneal 7, exacerbación de enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica por infección aso-
ciada 8, infecciones en pacientes con trasplante 
renal 9, entre otras. También se ha aislado de 
pacientes con fibrosis quística;10 y frecuente-
mente se asocia con brotes intrahospitalarios.2, 11

Las especies del género Ralstonia son difíciles 
de identificar y diferenciar; ya que usando 
pruebas comerciales pueden confundirse con 
otras especies como Pseudomonas fluorescens 
y las del complejo de Burkholderia cepacia. R. 
mannitolilytica puede diferenciarse de otras es-
pecies de Ralstonia porque no reduce nitratos y 
por la asimilación de D-arabitol y manitol.4 Por 
otro lado, la tipificación del género Ralstonia se 
ha realizado usando diferentes técnicas como 
son: amplificación aleatoria de DNA polimórfico 
(amplification of polymorphic DNA, RAPD) y 
ribotipificación; sin embargo, la PFGE se consi-
dera aún el estándar de oro.1,11,12  El objetivo de 
este trabajo fue identificar y tipificar aislamientos 
de R. mannitolilytica obtenidos de hemocultivos 
durante un brote asociado a la atención de la 
salud en pacientes pediátricos. 

MATERIAL Y MÉTODOS

En un hospital pediátrico de tercer nivel de 
atención, durante el periodo del 26 de abril al 

10 de mayo de 2013, se documentaron 10 ca-
sos de bacteriemia con aislamiento de bacilos 
Gram negativos no fermentadores identificados 
inicialmente como Burkholderia spp./Ralstonia 
spp. Este trabajo formó parte del protocolo 
Detección etiológica temprana de bacteriemia 
y sepsis en pacientes pediátricos a través de es-
pectrometría de masa MALDI-TOF, con registro 
INP 052/2013.  Como parte del estudio de brote, 
se realizaron cultivos de manos del personal 
involucrado, así como cultivos ambientales y 
de las bolsas de nutrición parenteral.

Identificación	bacteriológica	por	un	método	au-
tomatizado. La identificación de los aislamientos 
y perfil de susceptibilidad se realizaron utilizan-
do el Sistema Automatizado para Microbiología 
BD Phoenix® (Becton Dickinson, USA) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Se realizaron 
pruebas bioquímicas para corroborar la espe-
cie de los aislamientos (D-arabitol, manitol y 
nitratos).5 La concentración mínima inhibitoria 
fue interpretada aplicando los puntos de corte 
del Clinical and Laboratory Standards Institute.13

Detección de carbapenemasas: Fenotípicamente 
en el antibiograma se documentó que todos los 
aislamientos presentaban resistencia a merope-
nem. La detección de beta-lactamasas se realizó 
a través de la amplificación por PCR de los genes 
blaVIM, blaIMP, blaNDM, blaKPC y blaOXA-48. En todas las 
reacciones utilizamos AmpliTaq Gold® 360 Mas-
terMix (Applied Biosystems, Foster City CA, USA) 
y el equipo GenAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystems). Los iniciadores y las condiciones de 
amplificación fueron descritos previamente.14–16 
Con el programa Primer-BLAST17 diseñamos ini-
ciadores para detectar los genes que codifican 
para las enzimas OXA-443 y OXA-444 utilizan-
do la secuencia de R. mannitolilytica SN83A39 
(número de acceso: NZ_BBUP00000000.1).18 
Se amplificó un fragmento  de 514 pb del gen 
blaOXA-443 utilizando los iniciadores OX443 direc-
to 5´-CTTCCTGAAAGACCCGCACA-3´ y OX443 
reverso 5´- GTAGGTCCGGCCTCCTTTCT-3´ 
y un fragmento de 550 pb del gen blaOXA-443 
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con los iniciadores OX444 directo 5´-GCGT-
GACGATCATGAAGTGC-3´ y OX444 reverso 
5´- GTCTCAGAGTACCGGCCACA-3´. El volu-
men final de la mezcla de reacción fue de 25 μL 
y estaba constituida de 200 nM de cada iniciador 
y 2 ng de DNA. La amplificación incluyó un 
ciclo inicial de desnaturalización 95°C por 2 
min, seguido de 30 ciclos 95°C por 15s, 60°C 
30s, 72°C 30s y un ciclo final 72°C 7 min. Los 
fragmentos fueron secuenciados con un méto-
do automatizado y se analizaron utilizando el 
programa BLAST del NCBI.19,20

Identificación	por	MALDI-TOF-MS.	Los aisla-
mientos se cultivaron en agar soya y tripticaseina 
durante 48 h a 37°C. Se tomó una colonia y se 
colocó en el portamuestra. Se cubrió con 1 μL de 
solución matriz HCCA. Se analizó en un equipo 
de espectrometría de masas MALDI Biotyper de 
Beckton Dickinson® (Becton Dickinson, USA). 
Los iones positivos se extrajeron con un voltaje 
de aceleración de 20 kV en modo lineal. El es-
pectro se analizó en un rango de m/z de 3,640 
a 20,000 y comparado con la base de datos.  La 
identificación se consideró válida siempre que 
el resultado tuviera un valor de puntuación ≥1.7.

Identificación	por	16S	rRNA. Los aislamientos 
se cultivaron durante 48 h en agar sangre de 
carnero 5% a 37°C. Se extrajo el DNA bacteriano 
usando el kit QIAamp® DNA Mini kit (QIAGEN, 
Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se amplificó un fragmento  de 920 pb 
del gen 16S RNA utilizando los iniciadores 16S 
directo (5´-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) y 16S 
reverso (5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´).21    
El volumen final de la mezcla de reacción fue 
de 25 μL y estaba constituida de 200 nM de 
cada iniciador y 2 ng de DNA. La amplificación 
incluyó un ciclo inicial de desnaturalización 
94°C por 1 min, seguido de 30 ciclos 94°C por 
40s, 60°C 40s, 72°C 60s y un ciclo final 72°C 7 
min.  Los fragmentos fueron secuenciados con un 
método automatizado y se analizaron utilizando 
el programa BLAST del NCBI. 

PFGE. Para la tipificación se siguió la técnica 
de Khattak y col. con algunas modificaciones.22 
Cada aislamiento se sembró en una placa de TSA 
por estría cruzada y se incubó a 37°C durante 
48h. Posteriormente, se preparó una suspensión 
bacteriana en amortiguador PIV (Tris 1M, NaCl 
1M, pH 7.6). Los bloques de agarosa se prepa-
raron en moldes con 150 μL de la suspensión 
bacteriana y 150 μL de agarosa de baja EEO 
al 1%. La extracción del DNA se realizó con 
proteinasa K (0.5 mg/mL) y ribonucleasa A (50 
μg/mL). Los bloques de agarosa fueron lavados 
con amortiguador TE (10mM Tris, 1mM EDTA, 
pH 8.0) con 1mM de fluoruro de fenilmetilsul-
fonilo (PMSF, phenylmethylsulphonyl fluoride). 
La restricción se realizó con 30 U de la enzima 
SpeI (New England Biolabs). Los fragmentos se 
separaron por PFGE en el equipo CHEF Mapper 
XA System® (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA) en un gel de agarosa al 1% en amortigua-
dor TBE 0.5X (45mM Tris borato, 1M EDTA, pH 
8.0). Las condiciones de la electroforesis fueron: 
14°C a 6 V/cm por 18-19 h con rango de pulso 
de 1 a 40s. Los patrones fueron interpretados 
utilizando los criterios de Tenover.23

RESULTADOS

Los pacientes tenían una mediana de edad de 10 
meses (4 días a 6 años), el 70% era menor de 1 
año, el 80% fueron de sexo femenino. El único 
síntoma común fue la fiebre (>38°C).  El 44% 
de los pacientes presentaron trombocitopenia y 
33% hipotensión arterial y taquicardia.  Los 10 
casos se presentaron en seis diferentes servicios 
del hospital, sin tener una relación epidemioló-
gica directa entre ellos. Cuatro de los casos se 
presentaron en la Unidad de Cuidados Intensivos 
Neonatal (UCI-N), dos en la Unidad de Cuidados 
Intensivos Pediátricos (UTIP), y un caso en cada 
uno de los siguientes servicios: cirugía, gastro-
nutrición, oncología y cardiología. Ante esto, al 
hacer el análisis epidemiológico del brote, no se 
detectó una relación espacial entre los casos; sin 
embargo, se identificó como factor de riesgo en 
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común, la aplicación de nutrición parenteral (NP) 
proveniente de un centro de mezclas extrahospi-
talario, que después de una suspensión temporal 
de la aplicación de la NP de dicho centro, no 
se registraron más casos. A pesar de que más de 
la mitad de los pacientes presentaron cuadros 
graves, todos los pacientes evolucionaron a la me-
joría después de la administración de trimetoprim/
sulfametoxazol y ciprofloxacino. Los cultivos de 
las manos de personal y ambientales resultaron 
negativos; de la solución de NP se obtuvo un 
aislamiento que correspondió a un bacilo Gram 
negativo no fermentador.

Debido a que los aislamientos, incluyendo al 
obtenido de la solución NP fueron identificados 
inicialmente por el sistema automatizado como 
Burkholderia spp. /Ralstonia spp. con un valor de 
confianza de 99%, fue necesario identificarlos a 
través de pruebas de bacteriología tradicional. 
No se detectó la reducción de nitratos en nin-
guno de ellos, y fueron positivas las pruebas de 
D-arabitol, manitol, glucosa, lactosa, maltosa, 
xilosa y citratos. Los aislamientos fueron sensi-
bles a ciprofloxacina, ceftazidima, piperacilina/
tazobactam, imipenem y trimetoprim/sulfame-
toxazol y resistentes a amikacina, gentamicina, 
meropenem y colistina. En ninguno se detectaron 
los genes blaVIM, blaIMP, blaNDM, blaKPC o blaOXA-48. 
Se amplificaron dos fragmentos que, de acuerdo 
con el análisis bioinformático, correspondieron 
a las carbapenemasas OXA-443 y OXA-444.  La 
identificación por el sistema MALDI Biotyper 
fue R. mannitolilytica con índices desde 1.966 
hasta 2.361. Los alineamientos realizados con 
el programa BLAST de los fragmentos del gen 
16S rRNA identificaron a todos los aislamientos 
como R. mannitolilytica. Todos los aislamientos 
fueron agrupados en una sola clona (figura	1). 

DISCUSIÓN

La identificación correcta de las especies del 
género Ralstonia es importante para un ade-
cuado control y manejo de infecciones, así 

como para el establecimiento de un tratamiento 
oportuno. Por sus características fenotípicas 
y perfil bioquímico, R. mannitolilytica, puede 
ser confundida con otras especies bacterianas 
como: R. picketti, P. fluorescens y B. cepacia1. 
Los métodos fenotípicos de identificación tienen 
ciertas limitaciones y su poder de discriminación 
es inferior al de los métodos genotípicos.11 La 
identificación por el sistema automatizado de 
microbiología como Burkholderia spp. /Ralsto-
nia spp. condujo a la necesidad de usar otras 
tecnologías para identificación de esta especie, 
como la MALDI-TOF-MS que ha demostrado ser 
una herramienta eficaz para la identificación de 
bacilos Gram negativos no fermentadores; como 
las especies del género Ralstonia.24–26 Asimismo, 
deben incluirse bioquímicas manuales básicas 
como: D-arabitol, manitol y reducción de ni-
tratos que pueden distinguir entre las especies. 

Se ha reportado que algunos aislamientos de 
R. mannitolilytica pueden mostrar resisten-
cia a carbapenémicos.1 La resistencia puede 

Figura 1. PFGE de los aislamientos de R. mannitolilytica. 
Carril 1. Marcador lambda. Carril 2-11: aislamientos de 
R. mannitolilytica obtenidos de pacientes con infección 
en torrente sanguíneo, Carril 12: aislamiento de R. 
mannitolilytica obtenido de bolsa de solución parenteral.
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presentarse solo a meropenem y mantener la 
sensibilidad a imipenem27,28 tal como los que 
describimos en este reporte. El conocimiento 
sobre los mecanismos de resistencia en esta 
especie es limitado; recientemente, se reportó la 
secuencia completa de una cepa de R. mannito-
lylitca resistente a carbapenémicos, el fenotipo 
de resistencia se asoció a la presencia de dos 
oxacilinasas: OXA-443 y OXA-444, localiza-
das en el cromosoma, pero no en elementos 
transponibles lo que señala que estos genes son 
especie-específicos.18 Nosotros encontramos los 
genes de ambas carbapenemasas lo que explica 
el perfil de resistencia a este grupo de antibióti-
cos. Adicionalmente, la resistencia a amikacina 
y gentamicina es reportada frecuentemente en 
esta especie.2 Esto señala que, sumado a vigilar 
la correcta identificación de esta especie, se 
debe considerar la caracterización de meca-
nismos de resistencia.

El análisis de PFGE demostró que los aislamien-
tos obtenidos de los 10 pacientes correspondían 
a una misma clona. La PFGE se ha considerado 
el estándar de oro para la tipificación de R. man-
nitolilytica;1,3,11,12,27,29 y en este trabajo se pudo 
establecer que todos los aislamientos tenían el 
mismo origen clonal.

CONCLUSIONES

Este es el primer reporte de un brote de bac-
teriemias por R. mannitolilytica en pacientes 
pediátricos en México. El sistema MALDI-TOF-
MS identificó a todos los aislamientos como R. 
mannitolilytica. Este método mostró los mismos 
resultados que los obtenidos a través de la se-
cuenciación del gen 16S rRNA. La resistencia 
a carbapenémicos se asoció a los genes de 
OXA-443 y OXA-444. También demostramos 
que todos los aislamientos tuvieron el mismo 
origen clonal.
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