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RESUMEN

“DETERMINACION DE CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS DE
CARBAPENEMASAS EN EL HOSPITAL PEDIATRICO BACA ORTIZ DE QUITO EN EL ANO 2013.”

Objetivo: Analizar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Acinetobacter), sospechosas de presentar una
resistencia fenotipica a carbapenémicos, provenientes del Hospital Pediatrico Baca Ortiz
de la ciudad de Quito remitidas al INSPI, en el afio 2013.

Materiales y métodos: Se utilizaron las técnicas fenotipicas de Hodge (CLSI, 2014), test
de inhibicidon con EDTA, test de inhibicidn con acido bordnico, test en escalera y, como
técnica genotipica, dos multiplex para la investigacidn de los cinco genes mas
representativos (bla kec, bla imp, bla vim, bla nom, bla oxa-as) de las cepas que hayan sido
referidas desde el Hospital Pedidtrico Baca Ortiz en Quito en 2013 al Instituto Nacional de
Salud Publica e Investigacion. Se usé como controles positivos, material genético positivo
para cada una de las enzimas, provisto por la Universidad de Tecnologias de Dinamarca.

Resultados: Se logré recuperar 31 cepas, de las cuales el 61% fueron identificadas como
Klebsiella pneumoniae seguidas de Enterobacter cloacae con 10%. Las cepas analizadas
mediante las dos multiplex dieron un 67% positivo para bla kpc sin co-resistencias y
ninguna de las cepas estudiadas dio como positivo para los otros mecanismos de
resistencia (bla-npm, bla-OXA-14s, bla-vim, bla-ivp). La edad con mas prevalencia de
presentar resistencia a carbapenémicos fue de los menores de un afio (25,80%) vy el
servicio mas frecuente, la consulta externa (25%).

Conclusiones y recomendaciones: Un estudio complementario de la relacion clonal de las
cepas que fueron positivas para bla-xkpc mediante secuenciacion o estudios similares
(PFGE, MLST) ayudaria a establecer un probable origen del brote que continta dentro del
hospital, ademas de estudios multivariados en los que se pueda determinar la causa mas
probable de la diseminacidn de las carbapenemasas y la variable con mayor éxito para la
prevencion de la misma

Palabras clave: carbapenemasas, resistencia a antibidticos, KPC, hospital pediatrico.



ABSTRACT

FENOTIPIC AND GENOTIPIC CHARACTERISITCS OF CARBAPENEMASES IN A PEDIATRIC
HOSPITAL IN QUITO-ECUADOR DURING 2013.”

Objective: The aim of the study was to analyse the phenotypic and genotypic
characteristics of bacterial strains (Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Acinetobacter)
suspected to have a resistance to carbapenems, in a Paediatric Public Health Facility in
Quito-Ecuador in the year 2013 that were referred to the National Institute of Research
and Public Health.

Materials and methods: Using the CLSI recommended guidelines, the Modified Hodge
Test (MHT), differential disk combination of a carbapenem plus
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and phenyl boronic acid (PBA) with the
development a multiplex PCR for the detection of five main resistance genes (bla kpc, bla
imp, bla vim, bla nowm, bla oxa-as). All these procedures were made under a restricted budget
condition, and in house protocols were developed for each one of the methods. Positive
genetic controls were used thanks to help provided from The Technical University of
Denmark.

Results: Unfortunately only thirty one (31) bacterial strains could be retrieved and were
analysed. From these 61% were Klebsiella pneumoniae followed by Enterobacter
cloacae with 10%. The strains were analysed by the two multiplex PCR developed giving
as result 67% positive for bla kpc with no co-resistances found and none were positive
for the other four genes studied. Children under one year old were more frequent to
present resistance to carbapenems (25,80%) and the hospital ward with more strains
reported was External Consult.

Conclusions and recommendations: A complementary study that gives an insight in the
clonal relationship of the strains analysed and with a positive result for bla-kpc, could
help understand the origin of the outbreak that persists in the Hospital. Furthermore, a
multivariate study that analyses the most likely cause to the spread of carbapenemases
and the variable that succeeds the most in the control of the outbreak would give us a
better understanding of the local situation.

Key words: carbapenem resistant Enterobactericeae (CRE), antibiotic resistance,
carbapenemases, KPC, pediatric hospital.
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1. INTRODUCCION

Miembros de la familia Enterobacteriaceae son los agentes causales de varias
infecciones comunitarias e intrahospitalarias (Murray, 2006). El tratamiento de estas
infecciones ha provocado la seleccion de mecanismos de resistencia por parte de las
bacterias, como mecanismo de defensa, poco después de usar un antibiético como
tratamiento (Rodrigues, 2011). Este proceso ha ayudado a la creacién de nuevas
moléculas con accién terapéutica, que se derivan de la penicilina o también, que mejoren
su estructura para hacerla menos degradable por la bacteria, creando nuevos
medicamentos derivados de penicilinas, como en el caso de imipenem (Fresnadillo

Martinez et al, 2010).

De forma natural, Streptomyces cattleya produce thienamicina, que demostrd
propiedades antimicrobianas, en 1976, y que serviria para poder sintetizar imipenem,
ertapenem, meropenem y doripenem (Papp-Wallace et al, 2011). Papp-Wallace et al
(2011) describe la estructura de los carbapenems como un anillo B-lactaémico que en C-2
y C-3 lleva un doble enlace, un carbono en C-1, un grupo hidroxilo en R2 y un acilo en su

grupo radical, que le confieren propiedades quimicas para su actividad antimicrobiana.

Modificaciones posteriores generaron cambios a la molécula original, siendo un
carbapenem actualmente “un azobiciclo formado por la condensacién de un anillo B-
lactdmico y otro pirrolidinico de 5 miembros e insaturado” segun Fresnadillo Martinez et

al (2010). La estructura de estos antibidticos se encuentra graficada en la figura 1.

El uso de estos antibidticos en el tratamiento de las infecciones causadas por bacilos
Gram negativos ha generado la seleccion de cepas que expresan una enzima denominada
carbapenemasa, enzima que degrada o solubiliza las moléculas con anillos
carbapenémicos, por parte de las bacterias, sin que se descarte otras formas de
resistencia como pérdida de la permeabilidad y adquisicién de informacién genética de
resistencia por transposones o pldasmidos (Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)

Rationale, 2011).
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llustracion 1.- Estructura de carbapenémicos, tomado de (Papp-Wallace, Endimiani, Taracila, & Bonomo,
2011)

1.1 Planteamiento del problema

La primera cepa resistente a carbapenémicos fue identificada en 1996 y publicada en
2001 como blakPC-1, descrita en Carolina del Norte y su dispersién masiva se corroboré
apenas tres afios después, cuando el porcentaje de carbapenemasas positivas aumenté

de <1% en 2000 a 8% en 2007 (Hirsch, Tam; 2010).

A partir del afio 2005, en América Latina se empezd a reportar cepas de
enterobacterias con comportamientos cada vez mas resistentes a antibidticos, pero con
mas notoriedad a carbapenémicos (Villegas et al.; 2006). Los estudios de Marcano et al.
(2008), y de Villegas et al. (2006) reportaron modificaciones de estas enzimas,
encontrando la enzima de tipo metalo-Beta-lactamasa Verona codificada en un integrén
(Verona Integron-encoded-metallo-B-lactamase - VIM) y una enzima carbapenemasa de
Klebsiella pneumoniae (Klebsiella pneumoniae carbapenemase — KPC tipo 2),

respectivamente.



En nuestro pais, la primera cepa carbapenemasa positiva fue confirmada, a partir de
una cepa de Klebsiella pneumoniae proveniente de la provincia del Cafiar, por los
laboratorios Zurita y Zurita en 2002 (Zurita, 2012). A partir de esta informacion, se ha
realizado estudios de las dos familias de enzimas de carbapenemasas: KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa) y MBL (Metalo-Beta lactamasa). En el estudio realizado por
Gdémez (2009), fueron estudiados 434 aislados de cepas de diferentes Hospitales de la
ciudad de Quito, con sospecha de produccién de betalactamasa de espectro extendido.
Su analisis dio como resultado 6 cepas positivas para KPC y 1 para MBL mediante PCR
convencional (Gémez, 2010). Otro estudio enfocado a Pseudomonas aeruginosa, analizd
129 muestras en total, con 34,11% positivas para serin beta lactamasas; siete de las cuales

fueron positivas para la deteccién mediante PCR del gen bla krc (Ayala, 2011).

En el HBO, el andlisis de laboratorio informa como sospechosas de resistencia a
carbapenémicos a las cepas que asi analiza el sistema automatizado VITEK 2 que utiliza el
método de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) con referencia a los valores de corte
proporcionados por Biomerieux para el 2013. Todas las muestras que se consideran bajo
este corte como resistentes, son evaluadas para su confirmacién en el Instituto de Salud
Publica e Investigacidon para descartar la presencia de KPC Unicamente (Lcda. Adriana

Jativa, entrevista personal, HBO, 2013).

Para el aifio 2013, la cifra de cepas presuntamente resistentes a carbapenémicos
aumenté a 64, de 14 en el 2012 (Registros de Microbiologia, HBO, 2013). Este valor
cuadruplicado cumple con las caracteristicas de las cepas de enterobacterias resistentes
a carbapenem (Carbapenem Resistant Enterobacteriaceae - CRE) descritas en otros
estudios intrahospitalarios como el de Puerto Rico de Robledo et al (2011), donde el

aumento de cepas positivas para KPC aumentd de 11 en 2003 a 92 en 2009 (p=<0.01).

La facilidad con que estas cepas se pueden diseminar ha sido causa para que las
entidades estatales de salud en Estados Unidos (CDC, 2012) y Europa (ECDC, 2012) tomen
medidas de reconocimiento e identificacion rapida de las cepas, para poder establecer las
medidas de contencidn necesarias y, de ser posible, encontrar el origen de la infeccidn;

cambiar los protocolos de medicacidn por otros mas adecuados que favorezcan la
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recuperacién del paciente y una menor estancia hospitalaria, para evitar la diseminacién
progresiva, que sélo se consiguen con el estudio molecular y fenotipico de las muestras

gue tengan CIM reducidas para la familia de carbapenémicos.

1.1 Justificacidon

La resistencia bacteriana es un problema de salud publica que aqueja, a nivel global, a
diferentes casas de salud. Los primeros brotes de carbapenemasas empezaron en 1996
en la ciudad de New York (Yigit et al, 2001) y desde entonces el comportamiento de esta
resistencia ha ido pasando de pais a pais por la migracién de pacientes, portadores de
cepas que expresan una enzima que le confiere a la bacteria la capacidad de hidrolizar
las moléculas de antibidticos de la familia de carbapenems (ECDC, 2011). El problema
grave de esta clase de enzimas es la facil dispersién de las cepas positivas para estas
enzimas y que se encuentran no solo en el género Enterobacteriaceae sino también en
los bacilos gram negativos no fermentadores — Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.-
como lo muestran los estudios de Ayala (2011) y de Croughs et al (2012) en el que el

porcentaje de la resistencia a Imipinem aumento desde 6% en 1998 a 20,6 % en 2009.

La poblacién pediatrica se encuentra vulnerable a las infecciones por
Enterobactericeae que sean positivas para este mecanismo de resistencia bacteriana, que
suele ser de tipo nosocomial y que ataca a nifios y nifias prematuros, recién nacidos y
adolescentes (Maya et al, 2013). Esto conlleva tratamientos agresivos como la tigeciclina,
colistin, tetracilina, gentamicina y amikacina, para su resolucién (Hirsch, Tam; 2010), que
causan graves problemas a largo plazo, con estadias hospitalarias mas largas,
complicaciones en el tratamiento y la incomodidad del paciente y de sus familiares

responsables (incapacidad de laborar), como lo recoge el reporte de ECDC (2011).

Por esta razon se ha escogido al Hospital Baca Ortiz de Quito (HBO), cuyas cepas
productoras de carbapenemasas se han cuadruplicado desde 2012 en que reporté 14
cepas a 64 cepas en 2013 (Registro de microbiologia, HBO, 2013-2012). La poblacién mas
afectada es aquella menor a un afio de edad, con un porcentaje de 35.93% en 2013 y

42.85% en 2012 (Registro de microbiologia, HBO, 2013-2012).



El estudio de Nordmann, Naas y Poirel, en 2011, evalud cepas de Enterobacterias para
la presencia de la enzima Oxacilinasa (Oxacilinase, OXA) -entre otras enzimas- e insiste
en la dificultad para la evaluacién de la misma mediante ensayos fenotipicos solamente y
promueve el estudio de las enzimas presentes en cepas bacterianas sospechosas,
mediante métodos moleculares que pueden confirmar la existencia de la enzima; aunque,
muchas veces, sus caracteristicas fenotipicas no demuestran una baja reaccién hacia los
carbapenems in vitro. Por tanto, se vuelve de suma importancia analizar las cepas en sus
caracteristicas fenotipicas para saber la incidencia de la clase de carbapenemasa, sea
Klebsiella-Pneumoniae-Carbapenemasa (KPC) o Metalo-Beta-Lactamasa (MBL); y la
genotipificacidn, para poder evaluar la presencia de uno o mas tipos de resistencia que
estdn presentes en una misma cepa, sobre todo, la clase D que comprende a las enzimas

tipo OXA.

Este estudio se centra en la importancia de identificar las principales enzimas B-
lactamasas de tipo carbapenemasas mediante una técnica molecular que detecte cinco
de las principales enzimas de los grupos A, B y D segun la clasificacion de Ambler en un
hospital Pedidtrico y su previa identificacion fenotipica, debido al aumento de

mecanismos de resistencia a carbapenémicos que se ha expuesto.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Caracterizacion de las carbapenemasas detectadas en aislamientos bacterianos del

Hospital Baca Ortiz de Quito durante el afio 2013.

1.2.2 Objetivos especificos

1.- Clasificar y establecer la prevalencia de las enzimas carbapenemasa positivo
de acuerdo a los tipos de carbapenemasa Klebsiella Pneumoniae Carbapenemasa
(KPC) y Metalo-B-lactamasa (MBL) (ensayo fenotipico) mediante la técnica de Hodge,
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el test de EDTA, acido bordnico y en escalera, a partir de los aislados recuperados de

las muestras bioldgicas del Hospital Baca Ortiz Quito durante el afio 2013.

2.- Estandarizar un método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
multiplex para las enzimas: Metalo-beta-lactamasa codificado en integrén de tipo
Verona (Verona integron-encoded metallo-B-lactamase, VIM), KPC, metallo-beta-
lactamasa de Nueva Delhi (New Delhi metallo-Beta-lactamase, NDM), Imipenemasa
(Imipenemase, IMP), Oxacilinasa (Oxacilinase, OXA-48), desde los aislados de

muestras bioldgicas del Hospital Baca Ortiz Quito durante el afio 2013.

3.- Determinar la frecuencia de las clases de carbapenemasa presentes, el servicio, el
origen de la secrecion, la edad, la especie, a partir de los aislados de las muestras
bioldgicas obtenidas en el laboratorio del Servicio de Microbiologia del Hospital Baca

Ortiz Quito durante el afio 2013.

4.- Generar un cepario para el estudio molecular posterior de la Escuela de Bioanalisis

de la Pontificia Universidad del Ecuador.



2. CARBAPENEMASAS

Los B-lactamicos en general actuan en la pared de la membrana celular de las bacterias
uniéndose a las proteinas de unidn a penicilina (penicilin binding proteins, PBP) e
impidiendo la generacion de péptido glicanos que le dan rigidez a la membrana, vital para
la supervivencia de las bacterias; sin embargo, los anillos de carbapenem pueden ser
hidrolizados por las enzimas denominadas carbapenemasas, al hidrolizar
irreversiblemente la unién del grupo amida del anillo B-lactdmico (Perilli, Callenza,

Pellegrini y Amicosanto, 2012).

Las dos clasificaciones que se describe a continuacidn se basan en las caracteristicas
moleculares (aminoacidos y dominios conservados) de Ambler y en las caracteristicas
enzimaticas farmacoldgicas de importancia médica y microbioldgica de Bush y Jacoby

(2010).

2.1 Clasificacion

La clasificacion de Ambler divide a las enzimas segun el estudio de aminodacidos de las
proteinas y los motivos de aminoacidos conservados que las enzimas comparten (Bush,
2013). Los grupos A, C y D tienen un sitio activo que utiliza al aminodcido serina para
poder lograr la actividad hidrolitica necesaria; mientras que el grupo B (metalo-beta-
lactamasas) utiliza de uno a dos cationes de zinc (Zn+2) en su sitio activo para poder lograr

la hidrdlisis efectiva del antibiético (Perilli, Callenza, Pellegrini y Amicosanto, 2012).

La clasificacion de Bush y Jacoby (2010) se centra en las propiedades que exhiben las
enzimas a las familias de antibidticos y a los posibles agentes que pueden ser usados como
inhibidores para lograr una orientacion clinica:

- el grupo 1 corresponde a las cefalosporinasas
- el grupo 2, a las serina-beta-lactamasas

- el grupo 3, a las metalo-beta-lactamasas



Cada uno de estos grupos tiene subclasificaciones, nombradas por letras minusculas
gue varian dependiendo de la actividad de la enzima beta-lactamasa frente a inhibidores
enzimaticos (acido clavuldnico, tazobactam y sulbactam), ademas de la beta-lactamasa

correspondiente (Bush y Jacoby, 2010) y se encuentran resumidas en la Tabla 1.

Bush y Jacoby (2010) Clasificacion de Ambler Antibiético Inhibido por
Ac.Clav./ EDTA
Taz.

1 C Cefalosporinas X X
le C Cefalosporinas X X
22 A Penicilinas v X
2b A Penicilinas, primeras cefalosporinas v X

2be A Cefalosporinas de expectro extendido, v X
monobactams

2br A Penicilinas X X

2ber A Cefalosporinas de expectro extendido, X X
monobactams

2c A Carbenicilina v X

2ce A Carbenicilina, cefepime v X

2d D Cloxacilina Variable X

2de D Cefalosporinas de expectro extendido Variable X

2df D Carbapenemes Variable X

2e A Cefalosporinas de expectro extendido ' X

2f A Carbapenems Variable X
32 B1 (a,b), B3 B-lactamicos excepto monobactam X v
3b B2 Carbapenems X v

Tabla 1: Comparacion de la clasificacion de B-lactamasas segun Ambler y Bush y Jacoby

2.2 Mecanismo de accion

2.2.1 Serin carbapenemasas

Segun la clasificacion de Ambler, la familia de enzimas tipo serin carbapenemasas se
divide en tres categorias: A, Cy D. Este estudio se centra en las serin carbapenemasas KPC
(clasificaciéon de Ambler: A, y de Bush: 2f) y en la enzima OXA-48 (clasificacion de Ambler:

D, clasificacion de Bush: 2df).



2.2.1.1 Grupo A, KPC

En el primer estudio de Ambler en 1980, se identificd la secuencia de aminoacidos de
Staphylococcus aureus PC1, Bacillus licheniformis 728/C, Bacillus cereus 569/H B-
lactamasa | y Escherichia coli pBR322 y se alined las secuencias, para poder ver la
diferencia de aminoacidos que, para sorpresa del investigador, era cercana a ninguna
(Ambler, 1980). Estos motivos son repeticiones de aminodcidos que tiene un orden
establecido o que en cierta posicion se repiten, y estdn presentes en las enzimas de los

grupos A, Cy D de Ambler (Bush, 2013).

La estructura globular de las carbapenemasas clase A estd compuesta de dos
dominios, uno a y uno a/B, con el sitio activo ubicado en la unién de los dos dominios e
hidroliza las B-lactamasas mediante la acetilacién o desacetilacién de la molécula de
cabapenem (Perilli, Callenza, Pellegrini y Amicosanto, 2012) y se puede observar su
estructura en la llustracion 1, tomada de RCSB PDB, (Ke, Bethel, Thomson, Bonomo, &

van den Akker, 2007).

Se ha descubierto las doce (2-13) variantes de bla-xpc en fementadoras (Klebsiella spp,
Escherichia coli, etc) y no fermentadoras (Pseudomonas aeruginosas, Acinetobacter
baumanii) y su esparcimiento se debe primordialmente a la transmision de un plasmido
asociado al transposén Tn4401 con cinco variantes conocidas, las que también pueden
llevar consigo informacién de resistencia a fluoroquinolonas y aminoglucésidos (Patel y

Bonomo, 2013).



llustracion 2.- Carbapenemasa KPC

2.2.1.2 Grupo D, OXA-48

Pertenecen a este grupo de enzimas aquellas que presentan actividad frente a las
oxacilinasas, meticilina, aztreonam, cefalosporinas de primera generacién e inhibidores
de B-lactamasas, limitada actividad frente a cefalosporinas de espectro extendido, y una
actividad frente a carbapenemasas menor que en las MBL, de alli que es mas dificil que

sean detectadas (Patel y Bonomo, 2013).

Aunque la mayoria de enzimas tipo OXA son asociadas a Acinetobacter spp., OXA 48 se
ha aislado de Enterobacteriaceae, que proviene de un Unico plasmido transmisible que le
confiere a la bacteria este Unico mecanismo de resistencia y se encuentra en el
transposon Tn 1999, aislado primero en paises de Medio Oriente y luego extendido a
paises europeos, donde ahora se considera endémico (Poirel, Potron, Nordmann; 2012).
La enzima blaoxa-163 , identificada en Argentina, difiere en un solo aminoacido con respecto
de la enzima blaoxa-as y fue aislada de Klebsiella pneumoniae y de Enterobacter cloacae
(Patel y Bonomo, 2013). La representacion tridimensional de la misma se encuentra en la

llustracién 2 [tomado de RCSB PDB, (Docquier et al., 2009)].
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llustracion 3.- Estructura de OXA-48

Las enzimas de tipo C tienen 50 aminoacidos mas que las enzimas A y D; sin embargo,
siguen compartiendo dos motivos S—X—-X-K o S—-T-S-Ky K-S-G o K-T-G,
ademas de las variantes S3°—X-N, Y- X—-N, Y*-G- N que difieren en la posicién
de la serina en donde se ubican. La diferencia molecular del grupo A es un motivo E*® - X
—X~=L-N, el grupo D tiene un motivo S*8— X -V vy el grupo C no tiene ninglin motivo

adicional (Bush, 2013).

2.2.2 Metalo-8-lactamasas

Corresponden a este grupo las enzimas que consumen, dentro de su reaccidn
hidrolitica en su sitio activo, uno o dos iones de Zinc ( Zn?*): de alli que son dependientes
de metales. Sin la presencia de los iones de Zn?* o con el uso de agentes quimicos que
actien como agentes quelantes (EDTA, Thiol), las enzimas no logran modificar su sitio
activo y empezar la catdlisis. Las metalo-B-lactamasas, a diferencia de las enzimas tipo
serina, no son sensibles a inhibidores de B-lactamicos (acido clavulanico, tazobactam,
sulbactam) y permanecen sensibles a la familia de los monobactams (aztreonam) [Bush,
2012]. Este grupo de enzimas comparte una estructura proteica de dos dominios: uno aff
y otro Ba, en cuyo centro se encuentra el sitio activo para la unidn de una o dos moléculas
de Zn?* (Palzkill, 2013). En la clasificacién de las enzimas B-lactamasas, las tres clases de

enzimas B1, B2 y B3 se diferencian por la catdlisis de diversos antibidticos y sus perfiles
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de susceptibilidad, en la secuencia de aminoacidos que actian dentro del sitio activo, o la
presencia de uno o dos atomos de zinc para su activacién (Palzkill, 2013). Las enzimas
pertenecientes a este estudio corresponden a las de clase B1 que, aunque comparten
apenas el 10 % de secuencia de aminoacidos con las otras subclases (B2 y B3), usan para
la actividad catalitica enzimatica dos iones de Zinc y tienen un plegamiento similar en el
sitio de activacién usando moléculas de agua para la hidrdlisis del carbapenémico y otros

antibiodticos.

Las metalo-beta-lactamasas de tipo IMP fueron inicialmente identificadas a partir de
una Pseudomonas aeruginosa en Japon, en 1991 y mds tarde en un Acinetobacter
baumanii, en ltalia, y hasta ahora se ha identificado 26 variantes distintas de IMP (Bush,
2012) . En la llustracion se puede apreciar la estructura de la proteina de IMP con el

atomo de Zn?* (tomado de RCSB PDB, Yamaguchi et al., 2005).

llustracion 4: Estructura de Imipenemasa (IMP) en azul, Zn?* en gris.
La ilustracion permite ver la unién del sitio activo con dos de los dominios que estdn

presentes en todas las metalo-B-lactamasas: el sitio “HHH” His!®, His'!®, y His 1%, y el sitio

“DHH” Asp'?0, His'?!, and His?®® (Bebrone, 2014). Esta misma estructura se comparte en
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las enzimas VIM, NDM e IMP dado que las tres enzimas forman parte de las enzimas B1

que usan para su activacion la unién de dos moléculas de Zn?*.

Las enzimas de tipo NDM fueron detectadas en Suiza en 2008, a partir de un paciente
gue viajo a Nueva Delhi (Bush, 2013) - de alli su nombre, que en la actualidad se ha
esparcido a la mayoria de continentes excepto a América Latina y el Caribe (Gibb, 2011).
NDM también se ha encontrado en otras muestras ambientales y otros tipos de bacterias
en agua de llaves y de rios en India (Bush, 2013). Esta particularidad hace que las enzimas
NDM sean de especial cuidado, el gen blanom se puede desplazar entre diferentes especies
de bacterias conjuntamente con otros tipos de resistencia, que incluyen cefalosporinasas
mediadas por plasmidos, B-lactamasas de espectro extendido, metilasas de RNA 168,
resistencia a macrdlidos, rifampicinas y a sulfametoxazol (Nordmann, Naas, & Poirel,
2011). Debajo se puede apreciar los dos atomos de Zinc en gris y las sub unidades

(Tomado de RCSB PDB, Kim, n.d.).

llustracion 5.- Enzima NDM, en gis moléculas de Zn, en girs y rojo meropenem

hidrolizado.

Las enzimas de tipo VIM fueron identificadas en 1991 en Verona, Italia y luego fueron
identificadas en Francia en 1996 y, mas tarde, en Estados Unidos en 2010 (Queenan &

Bush, 2007). En la actualidad, www.lahey.org tiene registradas cuarenta y seis (46)

variantes de la enzima VIM (marzo del 2015). Las especies de Pseudomonas spp. y
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Acinetobacter spp. son las mas frecuentes en tener este plasmido, aunque las especies
de Enterobacterias se han vuelto mas frecuentes (Queenan & Bush, 2007). Las enzimas
VIM-1, VIM-2 (llustracién 5) y VIM-7 tienen modificaciones tanto en los giros de
conformacion de estructura como en ciertos aminodcidos, que les confieren catélisis
especificas a cefepime, cetazidima, ampicilina, imipenem y penicilinas (Meini, Llarrull, &
Vila, 2014). La ilustracion 5 permite ver la estructura de la enzima bla.yim (tomado de

Brem, n.d.).

llustracion 6.- Estructura de VIM 2, en gris redondo las moléculas de Zn**, ademds de un

atomo de sodio y dcido formico.

2.3 Mecanismos de transmision

Hemos establecido previamente que el mecanismo por el cual estas enzimas se
transmiten es a través de pldsmidos (elementos de ADN extra cromosémico); sin
embargo, existen varias formas en las que los elementos de ADN mdviles se pueden

transmitir entre las bacterias y se explica en los siguientes parrafos.

2.3.1 Transmision vertical
En estudios hechos en E. coli, la presidn selectiva para streptomicina se expresa en una

de cada 10° bacterias expuestas, dando lugar a la mutacién especifica que luego pasara a
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las siguientes bacterias “hijas” por fisién binaria escogiendo sdlo a las bacterias con la

nueva mutacién como viables (Todar, 2012).

2.3.2 Plasmidos

Aparte del material genético que puede estar dentro de la bacteria, un material
genético enrollado en si mismo puede estar presente dentro del citoplasma de la célulay
tener una replicacion individual que se autoregula; puede ser transmisible en las
divisiones sucesivas cargando consigo informacién viable para procesos metabdlicos,
resistencias, fertilidad y virulencia que incluso pueden integrarse al material genético de

la bacteria, denominandose episoma (Srivastava, 2013) .

A pesar de ser conocidos como particulas promiscuas de ADN, los pldsmidos tienen los
siguientes limitantes para su transmision, segun Sirvastava (Sirvastava, 2013} y Birge
(Brige, 2006):

- Notodos los plasmidos pueden transmitirse a las copias de la bacteria que la
posee (no conjugativo-no transmisible), otros pueden transmitir la
informacién pero no hacer el contacto con otra bacteria (plasmido
transmisible), y otros llevan por si solos todo el proceso (plasmidos
transmisibles por si mismos);

- Los plasmidos de una especie de bacteria no funcionan de la misma manera
en otra especie de bacteria (un pldsmido que tiene un origen replicativo en
E. coli debera perder una parte de su estructura para ser funcional en P.
aeruginosa);

- Se debe completar un proceso de transmisidon del plasmido que incluye:
contacto efectivo, movilizacién (preparacion para la transferencia), la
transferencia y la replicacidén y restauracion del plasmido en la célula hijay la

célula madre respectivamente.

Toda esta informacion se encuentra localizada en las partes que componen el
plasmido de aproximadamente 100 pb en alguno casos. Los plasmidos suelen tener un

origen de replicacién auténoma de la secuencia, llamado ori y otra regién que contiene
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repeticiones de pares de bases o proteinas terminales donde la replicaciéon auténoma

termina (Brige, 2006).

2.3.3 Elementos “transposables”

Desde los estudios de los genes “saltarines” en el maiz, de Barba McClintock, se ha
realizado estudios en las bacterias, debido a su resistencia a ciertos antibidticos,
encontrandose dos tipos de elementos mas pequeiios que los plasmidos, que pueden
transmitirse independientemente sea dentro del plasmido, el ADN cromosdémico o
individualmente (Griffith, Wessler, Camell, & Doebly, 2012). Se dividen en dos grandes
grupos que se diferencian por la informacién que llevan en si mismos:

- las secuencias de insercién pueden moverse de un lado a otro de la misma
region de ADN, a otra regidon o bien a otro ADN ajeno a su ubicacién y tienen
solamente la informacidn necesaria para poder movilizarse (activar la
transposasa) (Srivastava, 2013) con un tamano promedio de entre 800 y
2000 pb

- los transposones que pueden llevar consigo diferente informacion (sea una
resistencia o multiples resistencias) ademas de la informacién necesaria para

su traslado (Brige, 2006) y que varian entre 21,000 y 2500 pb

Este es el elemento gendmico que, con mayor frecuencia, es el responsable de las resistencias
bacterianas en Enterobacteriaceae y en otras especies de bacterias y pueden estar dentro de
pldsmidos o como elementos que forman parte del ADN cromosdmico de las bacterias. Para las
cepas con genes de resistencia tipo bla kpc-; llevan consigo el transposon Tn4401 de 10 kb que es
delimitada por secuencias invertidas repetidas en cada extremo de 39 pares de bases, en cuyo
centro se encuentra transposasas y revolvasas y dos secuencias de insercién conocidas como
ISKpn6 y ISKpn7 (Cuzon, Naas, Nordmann, 2011). Las tres isoformas de Tn4401: a, b, y c;
difieren en 100 a 200 pares de base en direccidon secuencia arriba pero secuencia abajo
los pares de bases se relacionan estrechamente dando a entender que las secuencias han

sido insertadas dentro de Tn4410 (Naas et al, 2008).

Los mecanismos de transferencia horizontal entre bacterias se resumen en el cuadro.
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Transformacion Transduccion

*Proceso mediante el cual *El ADN se encuentra eTransmision de
las células de un mismo regado en el medio informacion a través de
género se unen y pueden (producto de la lisis de bacteriéfagos (virus que
"transmitir" la otra bacteria) y puede afecta a bacteria) entre
informacioén a otra ser absorbido por las bacterias de géneros
células bacterias que circundan relacionados
el ambiente

Tomado y modificado de (Todar, 2012)
2.4 Mecanismos de deteccion en el laboratorio
2.4.1 Métodos convencionales
2.4.1.1. Difusion en disco

Siguiendo los lineamientos del CLSI (2014), la técnica de Kirby Bauer posibilita la
difusidon de un antibiético en un medio Mueller Hinton. Estos halos son medidos en
milimetros que luego son evaluados en términos de sensible, intermedio y resistente. A
continuacion se detallan los puntos de corte para los tres carbapenemes disponibles en

Ecuador, a una concentracion de 10 ug para CLSI (2014) y EUCAST (2015):

CLSI (2014) EUCAST (2015)

Antibiodtico Sensible Intermedio Resistente Sensible Resistente

Ertapenem 222 19-21 <18 225 <22
Meropenem 223 20-22 <19 222 <16
223 20-22 <19 222 <16
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2.4.1.2 Test de Hodge modificado

Segun los lineamientos del CLSI 2014, las cepas que correspondan a Intermedio y
Resistente deben ser evaluadas por otro método que permita la confirmacién de una cepa
productora de carbapenemasa. La técnica evaluada por el CDC (CDC, 2013) tiene como
principio identificar a una bacteria que pueda crecer en la presencia de carbapenems y
gue normalmente es susceptible a este pero que, con la presencia de la enzima

carbapenemasa, permite el crecimiento de la cepa susceptible a carbapenémicos.
2.4.1.3. Test en escalera

Se evalua la resistencia consistente de los tres carbapenémicos de uso comun
(imipenem, ertapenem y meropenem) para evaluar la posibilidad de una modificacién en
las porinas que pueda dar una impermeabilidad que sea correspondiente a una BLEE mas
que a una carbapenemasa. La evaluacién se da colocando discos de meropenem,
ertapenem e imipenem equidistantes, de tal manera que se pueda observar si es que los

halos son iguales o hay una selectividad de la resistencia (Birgy et al, 2012).

Imipenem Ertapenem Meropenem Imipenem  Ertapenem Meropenem

2.4.1.4 Test del dcido bordnico (diferenciacion de KPC)

Esta prueba se basa en la ampliacidn de halos que sea el momento de agregar acido bordnico
(fenil borénico- APB) en un disco en una concentracién de 10 ug, cerca de un disco con imipenem
o0 meropenem en la evaluacidn de difusién por disco. El criterio interpretativo es la apertura del
halo de imipenem o de meropenem hacia el lado donde se encuentra el disco de APB o el disco
combinado de imipenem + APB. Una diferencia de halos, entre el antibidtico solo y el disco

combinado, dara el criterio positivo de una cepa portadora de una carbapenemasa de tipo A

o serin-carbapenemasa tipo KPC (Maurer et al, 2015).
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2.4.1.5 Test de EDTA (diferenciacion de MBL)

En parrafos anteriores, hemos determinado que las enzimas de tipo metalo- B-
lactamasas requieren de uno a dos atomos de zinc, por lo que la adicién de un agente
guelante como el 4cido etilen-triaminotetraacético (EDTA) impide que los atomos de zinc
puedan llegar a su sitio activo y permitir la activacién enzimatica. De igual manera que en
el caso del test de APB, la diferencia de halos dada por los discos de imipenem y de
imipenem combinados o la apertura del halo (deformacién) hacia el disco impregnado

con EDTA (Mathers et al, 2013)

2.4.1.6 Métodos colorimétricos

Debido al aumento de casos de carbapenemasas, se ha desarrollado métodos de
rapida deteccién que permiten un resultado en un plazo de horas (menos de dos horas)
luego del aislamiento, sin necesidad de realizar las pruebas de deteccion mencionadas

anteriormente.

1. Carba NP: desarrollado por Patrice Nordmann y Laurent Poirel (Dortet, Poirel, &
Nordmann, 2012), el método utiliza al rojo fenol como indicador de pH cuando se
da la hidrdlisis del carbapenem, que se afiade al medio liquido en el que se

suspende una colonia con tratamiento previo.

2. Blue Carba: a diferencia del método anterior, éste utiliza azul de bromotimol como
indicado,r que tiene un ph adecuado para el funcionamiento de las enzimas (6.0-
7.6) (Pires, Novais, & Peixe, 2013). El principio de crecimiento es el mismo, aunque
los colores varien (negativo es azul y positivo, verde, amarillo) y los resultados se

dan en un plazo maximo de 2 horas.
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2.4.2. Métodos moleculares
2.4.2.1 PCR

La técnica mas especifica es, sin duda, el estudio molecular de las variantes de
enzimas. Varios métodos, tanto convencionales como multiplex y en tiempo real han
sido desarrollados para poder determinar la variante de serin-carbapenemasa y de

metalo-B-lactamasas.

El principio bésico de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es la obtencién
de varias copias de un material genético determinado, en cantidades exponenciales a
las concentraciones iniciales de reaccidén; por ejemplo: una copia se duplicara en el
primer ciclo, habran cuatro copias para el segundo ciclo y asi sucesivamente, hasta
obtener un numero determinado de copias en base al numero de ciclos del programa
(Joshi, 2010). Este método se divide en cuatro etapas fundamentales que se detallan a

continuacion:

Al Ul
’;i'r},m/ 1\ :m,_, w

e

TR a
=4 expuesta la secuencia buscada

Annealing

eUna vez expuesta la secuencia deseada, los primers pueden "pegarse" a
la region de pares de bases deseada

ela polimerasa utilizada cominmente es la Taq (Thermofilus aquaticus)
gue es mas estable a temperaturas elevadas

Extension

eUna vez que la polimerasa se une a la region deseada, empieza la
replicacion de bases, en sentido 5°-3° y en el sentido contrario
formando la horquilla 3°-5

eEste proceso se repite tantas veces se necesite, para obtener copias de
la region deseada, en forma exponencial

Tomado, traducido y modificado de (Degen, Deufel, Eisel, Griinewald-Janho, & Keesey, 2006)
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de estudio

Este estudio tiene caracter descriptivo, porque sus objetivos son identificar y analizar
las variables que dan a las carbapenemasas sus caracteristicas y no intenta identificar
causas o efectos o realizar generalizaciones de los comportamientos de las mismas. Es un

estudio transversal retrospectivo porque se lleva a cabo en el afio 2013.

3.2 Poblacién y muestra

3.2.1 Tamaio muestral

Este estudio pretende tomar la poblacidn total de cepas que ya han sido detectadas
como no sensibles o resistentes a carbapenémicos por parte del Servicio de Microbiologia
del Hospital Pediatrico Baca Ortiz, durante el afio 2013, mediante el equipo automatizado
Vitek 2, que determina la especie y la susceptibilidad a antibidticos a través de
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI o MIC- Minimum Inhibitory Concentration).
Por lo tanto, no se realizara el cdlculo de la muestra deseada, ya que la muestra es en

realidad la poblacion total.

El valor estimado de las muestras recolectadas para el 2013, hasta el 31 de octubre de
ese afio, fue de 39 muestras. Estas cepas son enviadas al Laboratorio de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacidn (INSPI) para su andlisis y de donde se
espera recuperarlas para su analisis.

3.2.2 Muestreo

La recoleccidon de las muestras deseadas para el estudio debe cumplir con los

siguientes criterios:
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3.2.2.1 Criterios de inclusion

- Se tomara como parte del estudio los aislados identificados dentro del servicio de
laboratorio del Hospital, sea de consulta externa o del servicio de hospitalizacién.

- Las muestras deben ser recogidas, procesadas, aisladas e identificadas en el
laboratorio de microbiologia dentro del afio 2013.

- Se aceptard todas las cepas que tengan la informaciéon completa (tipo de muestra,
nombres del paciente, edad, etc. (ver Anexo 2: Hoja de datos) y que se encuentren

registradas y preservadas en el Instituto de Salud Publica e Investigacidn.
3.2.2.2 Criterios de exclusion
Aquellas muestras que no tengan los datos solicitados en la encuesta, tengan
inconsistencias entre los nombres de registro del cepario y las cepas conservadas o, en su
defecto, no se encuentre el aislado, no seran tomadas como validas y no contardan como

parte de la poblacién de estudio.

3.3 Operacionalizacidn de la investigacion
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DEFINICION METODOLOGIA

OBIJETIVO VARIABLE(S) NATURALEZA OPERACIONAL DIMENSION INDICADOR / TECNICA/
INSTRUMENTO

Clasificar las Identifica una enzima
enzimas tipo KPC mediante

carbapenemasa carcteristicas fenotipicas
positivo de en ensayos de difusion #KPC 100
= — %
acuerdo a los tipos en disco con un test de # muestras
de carbapenemasa Hodge positivo y un test
KPCy MBL de acido bordnico con
_y < . : Test de Hodge,
mediante la ) halo inducido. ”

. . < test de acido
técnica de Hodge, S borénico. test
el test de EDTA, = Cuantitativa KPC on escaléra
acido boronico y o nominal Identifica una enzima MBL y

< ) i test de
en escalera a @ tipo MBL mediante . .,
. &< C . induccién con
partir de los g carcteristicas fenotipicas EDTA
aislados en ensayos de difusién AMBL oo
= — %k
recuperados de las en disco con un test de # muestras
muestras Hodge positivo y un test
bioldgicas del de EDTA con halo
Hospital Baca Ortiz inducido.

de Quito en el afio
2013.
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Identifica la presencia de
una enzima
correspondientes a las

Cualitativa - . # KPC
) familia KPC mediante la ="
KPC nominal ., . KPC # muestras 100
.. observacion o ausencia
dicotdmica
de una banda por la
técnica de PCR
Analizar la convencional.
fr.ecuen.aa 3‘:M Identifica la presencia de
enzimas tipo . R G
KPC, NDM, IMP, .
. o correspondientes a las
OXA-48 mediante Cualitativa - .
. . familia OXA-48 mediante #0XA
PCR convencional OXA nominal e OXA = %100 PCR
desde los aislados dicotdmica la observacion o - #muestras convencional
ez ausencia de una banda
b.elr’mfestr:sl por la técnica de PCR
|c'> ogicas de . convencional.
Hospital Baca Ortiz
de Quito en el afio
2013. Identifica la presencia de
uha enzima = wlll x 100
correspondientes a las fmuestras
Cualitativa i . VIM
. familia MBL mediante la
MBL AGITEL observacion o ausencia IMP =M 100
dicotémica NDM # muestras
de una banda por la
técnica de PCR 4 VIM
convencional. " # muestras *100
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NEFROLOGIA

NEUROLO-
GIA
Establecer la EMERGEN-
especie mas CIA
frecuente de PEDIATRIA
enterobacteria, el UROLOGIA
servicio en el que CONSULTA
se presenta una EXTERNA
mayor ocurrencia, GINCECO-
el origen de la AREA DE y— Clasifica el rea de LOGIA = #muisgli‘:;:;/ére“ *100 Hoja de
muestra bioldgica SERVICIO nominal servicio del Hospital Baca  UNIDAD DE recoleccion de
y la edad de los HOSPITA- sallidiiites Ortiz de donde proviene CUIDADOS .
pacientes a partir LARIO la muestra bioldgica INTENSIVOS
de los cuales se NEONATO-
aislaron las cepas, LOGIA
provenientes de NEUMO-
aislados obtenidos LOGIA
del Hospital Baca HEMATO-
Ortiz de Quito en LOGIA
el afio 2013. CIRUGIA
GENERAL
TRAUMA-
TOLOGIA
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ORIGEN DE
SECRECION

EDAD

Cualitativa
nominal
politémica

Cuantitativa
discreta

Clasifica a las muestras
por el tipo de secrecién
de donde provino el
material bioldgico.

Clasifica las muestras por
la edad bioldgica desde
la fecha de nacimiento.

LiQuipo

CEFALORA-

QUIDEO

SANGRE

ORINA __ #muestras de c/lugar
ESPUTO # muestras
ASPIRADO

TRAQUEAL

EXUDADO

(ARTICULAR,

ESTOMACAL,

DE CATETER)

*100

1 afo,
2 anos, _ #muestrasdec/edad
- # muestras

3 afos, etc.

Tabla 2.- Operacionalizacion de variables

100
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3.4 Obtencion de datos

Los datos se obtendran de los registros de hojas de envio de muestras del HBO y del

registro de cepas del INSPI.

3.5 Procedimientos de laboratorio

3.5.1 Materiales y equipos

3.5.1.1 Materiales

- pipeta calibrada Labnet de regulacion variable 1-10 ul

- pipeta calibrada Labnet de regulacién variable 10-100 ul

- pipeta calibrada Labnet de regulacién variable 100-1000 ul

- puntas de 10 ul AXYGEN (paquete de 1000)

- puntas de 20 ul AXYGEN (paquete de 1000)

- puntas de 1000ul AXYGEN (paquete de 1000)

- tubos eppendorf de 0.200 ml AXYGEN (paquete de 1000)

- crioviales de 1,5 ml AXYGEN (paquete de 500)

- papel absorbente

- papel parafinado PARAFILM

- fosforos

- cajas Petri

- guantes de nitrilo sin talco, talla Small

- material de vidrio (frascos con tapa de 500 ml, 100 ml, 50 ml; probetas de 1000
ml, 100 ml y 20 ml)

- hisopos de madera
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3.5.1.2 Equipos

camara de extraccion

autoclave All American

mechero

incubadora Memmert

refrigeradora con temperatura de -2 °C
termociclador Eppendorf Mastercycle (Gradient)
camara de electroféresis Hoeffer

camara de revelado, transiluminador UVP
balanza Acculab

fuente de poder Fisher llI

vortex

turbidimetro Micro Scan Siemens

3.5.1.3 Reactivos

agua bidestilada grado molecular

cocineta

agar Mc Conkey frasco de 500 gr, GIBCO

agar Mueller Hinton frasco de 500 gr, GIBCO

discos de imipenem, ertapenem, meropenem, imipenem

primers concentrados a 100 uM INVITROGEN forward y reverse para VIM, KPC,
IMP, OXA-48, NDM

Go Taq Hot Start master mix INVITROGEN para 100 reacciones

EDTA en solucion

acido bordénico

solucién de HCL al 0,5 %

marcador de peso molecular de 100 pares de bases para 100 reacciones Promega
agarosa ULTRA PURE paquete de 250 gramos

controles positivos para bla kec, bla nowm, bla vim, bla oxa-as, bla ivp
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Para todas las muestras que se encontraron

siguiente procedimiento:

en el cepario del INSPI se realizo el

Test en

escalera

3.5.2 Resiembra de cepas

Extraccion
de ADN
Prueba de
discos
combinados

Protocolo
de PCR
multiplex

(APBy
EDTA)

Cuantificaci
6n de ADN

Revelado de
electroforesis

La preparacion de los medios se hizo segun indicaciones del fabricante y se dispuso en

cajas monopetri en donde se inoculd bajo la técnica de agotamiento individualmente y se

las dejo en laincubadora durante 12 horas. Las cepas luego fueron examinadas por tincién

de gram para la confirmacidn de bacilos gram negativos, y luego se procedié a realizar las

demas técnicas.

Para la generacién del cepario, se tomd una colonia uUnica y se la diluyé en medio de

conservacion de leche, rotulada con el nimero de cepa que se tomd del cepario del INSPI,

para su posterior repique.

3.5.3 Prueba de Hodge

Se siguio el siguiente protocolo de trabajo que se puede apreciar en la Foto 1 (autora):
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e Preparar en 5 mL de caldo o solucién salina una concentracién 0,5 McFarland de una cepa de E. coli ATCC 25922

* Diluir la solucién previa en 4,5 mL de caldo o solucidn salina (dilucién 1:10)

e Realizar el estriado a partir de esta dilucidon en un agar Mueller Hintos y dejar secar de 3-5 minutos

¢ Colocar un disco de meropenem o ertapenem en la mitad de la zona de testeo

eInocular la(s) cepa(s) a investigar, desde el borde del disco hacia afuera, hasta el borde de la caja

eIncubar durante 16-24 horasa35+2°C

L W— S S S S

Tomado, traducido y modificado de ((CDC), 2013)

Foto 1.- Técnica de Hodge utilizada

3.5.4 Test en escalera

Relizar una dilucion 0,5 Mac Farland

I

e Estriar un medio Mueller Hinton

Colocar los discos de imipenem, meropenem y ertapenem a 2 cm de cada uno

eIncubar a 37 ° C durante 12 horas

Medir los halos y anotar

3.5.5. Test de dcido borénico



El procedimiento para la preparacién del acido bordnico se encuentra en el anexo.
Luego de la hilera del test en escalera, se colocé un disco de imipenem y uno de

meropenem a los que se afiadié diez (10) uL de la solucién de acido bordnico.

3.5.6 Test de EDTA

Se siguid la técnica de preparacion descrita por Bartolini et al. 2014 (Bartolini, Frasson,
Cavallaro, Richter, & Palu, 2014) y se colocd diez (10) uL de esta soluciéon en un disco de
imipenem. Esta caja, con ambos métodos se dejo durante doce (12) horas en incubadora

a 37 °Cy luego se procedid a leer los halos y a anotarlos.

Foto 2.- Modelos de test en escalera y discos combinados con inhibidores. Derecha, EDTA. Izquierda, dcido borénico

3.5.7 Extraccion de ADN

Se siguid el protocolo establecido por Newman (Newman, s.f.) que se detalla a

continuacion:
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eCon un asa, tomar de dos a tres colonias puras del agar sangre

eDisolver la colonia en 100 uL de agua estéril en un tubo
eppendorff de 1,5 mL

eMezclar usando un voértex
ePoner en bafio Maria (94°C) durante 15 minutos

eCentrifugar a 14 000 rpm durante diez minutos

e
«
ﬁ eRetirar el sobrenadante a un criovial de 1,5 ml

La cuantificacion de ADN se encuentra en el Anexo 1. Las alicuotas de ADN obtenidas
se encuentran guardadas conjuntamente con las cepas conservadas en leche para el

cepario.
3.5.8 Reaccion en cadena de la polimerasa
Este estudio propone la utilizacién de una técnica multiplex para la determinacion

de cinco genes: bla kpc, bla vim, bla nom, bla oxa-as, bla me. Los primers usados en este

estudio se resumen en la tabla a continuacion:

PRIMER SECUENCIA ENZIMA AMPLICON
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTC blawe 232
IMP-R TCGGTTTAAYAAAACAACCACC

VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA blavw 390
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG

OXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC blaoxas 438
OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG

NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC blanom 621
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC

KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG blayrc 798
KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

(Nordmann et al., 2011)

Se realizé un analisis de alineamiento de las secuencias de cada par de primers con
las variantes encontradas para cada una de las enzimas disponibles en

www.lahey.org/studies (acceso: 31 enero del 2014), utilizando el programa Mega 6

(Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar , 2013) (ver anexo 4). Dentro de los

ensayos de PCR, se intentd realizar una multiplex de los cinco primers; sin embargo, no
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se logroé diferenciar con claridad las bandas de VIM, OXA-48 Y NDM, por lo que se decidid

dividir las reacciones en dos y tener dos multiplex distintas. El protocolo de trabajo se

describe a continuacion:

Multiplex 1 Concentracion Volumen/reaccién
Agua molecular 9 ul
Go Tag Hot start 12 ul
Primer F KPC 10 uM lul
Primer R KPC 10 uM 1ulL

10 uM 1ul
Primer R IMP 10 uM 1 Ul
Primer F OXA-48 10 uM 1ul

Primer R OXA-48 10 uM 1lul
Volumen 24 uL
OD variable 1ulL
Volumen total 25 uL
Multiplex 2 Concentracion Volumen/reaccion
Agua molecular 8 ul
Go Tag Hot start 12 ul
Primer F VIM 10 uM 1ul
Primer R VIM 10 uM lul
10 uM 1ul
Primer R NDM 10 uM lul
Volumen 24 uL
OD variable 1lulL
Volumen total 25 uL
Con el siguiente protocolo de trabajo para el termociclador:
94°C 10 minutos 1
94°C 30 segundos
52,8°C 40 segundos 36
72°C 50 segundos
72°C 5 minutos 1
4°C Infinito 1

El revelado de los productos de PCR se realizé en un gel de agarosa al 2 %, a 110

voltios durante 90 minutos, con un control positivo y un control negativo por cada
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corrida y su respectivo marcador de peso molecular. El resultado de los controles

individuales y el ensayo de la multiplex con los cinco primers se muestra a continuacion:

900
800
700
600
500
400

300
200

100

Foto 3.- Controles individuales y multiplex de cinco

Foto 4.- PCR en gradiente de controles de multiplex 1 y multiplex 2

Los ensayos de sensibilidad se realizaron a partir de soluciones de primers individuales
a 20 ng/ulL, y luego diluciones seriadas dobladas para poder encontrar el limite de
deteccidn, que se encuentra ilustrado en la foto 5 para la multiplex 1 y en la foto 6 para

la multiplex 2.
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900
800
700
600
500
400
300
200
100

900
800
700
600
500
400
300
200
100

C+ 1:2 1:4 18 1:16  1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024

Foto 5.- Limite de deteccion con diluciones seriadas dobladas de controles de multiplex 1 (KPC, OXA-48, IMP)

Ladder

C+ 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024

N i

W“““w*-—u-w

Foto 6.- Limite de deteccidn de controles de multiplex 2 (VIM, NDM)
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4. RESULTADOS

Una vez que se inicid el proceso de trabajo el primer punto fue replicar el protocolo
de trabajo de Nordmann et a/ (2012) donde el set de cinco pares de primers era evaluado
en una sola multiplex. Sin embargo, las condiciones de corrida del gel no lo permitieron
de esa manera y se procedid al protocolo de trabajo de PCR dividida en dos sets de
multiplex, una con tres pares de primers (M1) y otro con dos pares de primers (M2).

Para la estandarizaciéon de la técnica molecular, se hizo una PCR en gradiente, que
permitio decidir la temperatura de annealing adecuada para los primers, tomando en
cuenta latemperatura sugerida por el estudio de Nordman et al. (Nordmann et al., 2011)
y partiendo de alli, el gradiente consistié en tomar dos grados de temperatura mayor y
dos grados de temperatura menor, resultados que se encuentran en la foto 4. Ahi se
observa que la temperatura ideal es la de 52,8 aunque el inconveniente presentado ha
permanecido en el amplicén de IMP que tiene poca visibilidad en otras temperaturas.
Todas las demas bandas de los amplicones estudiados son visibles a las demas
temperaturas, sin inconvenientes. Ambos ensayos (de gradiente y de multiplex de cinco,
se realizaron con los controles estandarizados por la Universidad Tecnoldgica de
Dinamarca). El revelado del gel se intentd, en primer lugar, con las recomendaciones del
autor original (Nordmann et al., 2011); sin embargo, el corrimiento del ladder hizo que
sea modificado el protocolo descrito previamente: 90 minutos a 110 voltios en la cdmara
electroforética utilizada. Una vez que los controles fueron observados con claridad, se
procedid a realizar el limite de deteccion por diluciones seriadas dobladas de las
multiplex respectivas con los controles, llegando a identificar hasta diluciones de 1:4 (5
ng/uL) partiendo de una concentracion de 20 ng/uL en cada multiplex. En las fotos 7y 8

se puede observar algunas muestras con los controles respectivos de cada multiplex.
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Ladder 314 287 317 278 289 163 281 264 295 274 C- C+ W

! OXA-48

IMP
Ao—

Foto 7.- Multiplex 1: Muestras y controles.

Ladder 314 287 317 278 289 163 281 264 295 274 C- C+

NDM
a VIM

Foto 8.- -Multiplex 2: muestras con controles.

La distribucidon de las cepas con sospecha de ser productoras de carbapenemasas

para el ano analizado, se encuentra a continuacion:

Género

B MASCULINO
FEMENINO

Grdfico 1.- Distribucion de cepas del HBO referidas al INSPI, distribuidas segun género para el 2013.
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DISTRIBUCION SEGUN SERVICIO HOSPITALARIO

Cirugia; 4; 6% Neonatologia; 3; 4%

Emergencia; 1; 2% I Lactantes; 7; 10%

Clinica de especialidades; 2; 3%
Cardiotoracica; 2; 3%

Infectologia; 2; 3%

Consulta Externa; 17; 25%

Traumatologia; 6; 9%

Oncohematologia; 7; 10%

Quemados; 3; 4%

UCI; 14; 21%

Grdfico 2.- Distribucion de cepas del HBO referidas al INSPI, en base a servicio hospitalario para el afio 2013.
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Distribucion de cepas estudiadas segtin tipo de muestra

H'5p3d03od/e femﬂ Secrecion de mediastino I
0

3%

Abceso |

Aspirado traqueal I 3%
6%

Pta. De cateter
10%

Sec. Bronquial I
3%

Sec. Cadera l
3%

Sec. Traqueal
7%

Piel
7%

Grdfico 3.- Distribucion de cepas del HBO referidas al INSPI y estudiadas, en base a tipo de muestra para el afio 2013.
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DISTRIBUCION SEGUN EDADES DE CEPAS ESTUDIADAD DEL HBO EN 2013

Grdfico 4.- Distribucion de cepas del HBO referidas al INSPI estudiadas segun edad de los pacientes en 2013.

Los resultados de las pruebas fenotipicas y genotipicas se resumen en la tabla 3 (véase Anexo 3).

W 13 anos

M 12 anos
11 afios
10 afos
9 afios
8 afios
7 anos
6 afos
5 afios
4 afhos

M 3 afios

M 2 afios
1 afo

menor a 1 afio
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No se encontraron MBL en las cepas estudiadas ni mecanismos de resistencia

combinados. La Unica resistencia encontrada fue la de KPC, con una prevalencia de 67%

en las cepas estudiadas.

PREVALENCIA DE KPC

Negaitvo

para KPC
33% s
POSITIVO m2

PARA KPC
67%

Grdfico 5.- Prevalencia de KPC en cepas estudiadas del HBO en 2013.

Mads de la mitad de las muestras estudiadas fueron Klebsiella pneumoniae (61%) como

se muestra en la Tabla 7, seguido de Enterobacter cloacae con 7% (tres muestras).

Pseudomonas aeruginosa Serratia
3% marcescens
7%

Citrobacter freundi
6%

Providencia
Acinetobacter rettgeri
baumanii 3%
3%
Enterobacter
cloacae
10%

Klebsiella oxytoca
7%
Klebsiella
pneumoniae
61%

DISTRIBUCION DE CEPAS ESTUDIADAS SEGUN ESPECIE

Grdfico 6.- Distribucion de cepas estudiadas del HBO en el 2013, segun especie identificada
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5. DISCUSION

El estudio tenia por objetivo estudiar las cepas provenientes del HBO que sean
referidas al INSPI durante el 2013, pero debido a que no todas las cepas se encontraron
viables (tres de ellas al resembrar eran cocos gram positivos y las demas no se
encontraron en el cepario) solo se llegd a analizar treinta y un muestras. Los controles
positivos son visibles en las bandas respectivas que el estudio de Nordmann et al. (2012)
describié y no ha habido interferencias siguiendo el protocolo aqui establecido con los

controles utilizados.

Las cepas estudiadas pueden ser categorizadas como negativas solamente para los
primers analizados, y no se descarta que haya otros tipos de resistencias; al igual que las
cepas que son positivas para KPC pueden ser positivas para otros mecanismos de
resistencia a antibidticos que no son contempladas en este estudio. De la misma manera,
aquellas muestras que no dieron un resultado positivo para las enzimas estudiadas y que,
sin embargo, presentan halos disminuidos para ertapenem, meropenem e imipenem,
podrian explicarse por una pérdida de porinas o algin otro mecanismo asociado a AMPc
o BLEE que no han sido cubiertos en este estudio y que podrian ser evaluados en otros

estudios.

Los estudios realizados en América Latina dan cuenta de que las carbapenemasas tipo
KPC tienen un indice de mortalidad superior y que aquellas que se muestran susceptibles
a carbapenémicos pero que, genotipicamente, son positivos para KPC dan fallas
terapéuticas que provocan la muerte del paciente por falta de una prueba acertada,
incluso en aquellos que han dado halos de sensibilidad dentro de los rangos de
susceptibilidad (Maya et al., 2013) que en el caso de los pacientes pediatricos se convierte
en un escenario mas critico. De alli que el screening de cepas para mecanismos de
resistencias que no se limiten exclusivamente a carbapenemasas es de gran utilidad para
el tratamiento y la recuperacion del paciente debido a que la terapéutica mejora una vez

que los perfiles de resistencia a antibiéticos se informan de manera oportuna.
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Esto se vuelve alin mas importante en las enzimas de tipo OXA-48 que pueden no
denotar las caracteristicas de resistencia a carbapenémicos y alli radica la importancia de
evaluar estas cepas y las de afios subsiguientes en busca de otro mecanismo de resistencia
o de co-resistencias, ademds del reciente anuncio de una cepa de NDM tipo 1 en la ciudad
de Guayaquil por parte de Zurita y Parra. En un estudio de Zurita et al (2013) se indica que
de 23 cepas estudiadas, todas Klebsiella pneumoniae, el 100% dio positivo para KPC-2 y
tres cepas fueron resistentes a la vez para VIM; lo que no se encontré en este estudio. Sin
embargo, la frecuencia de KPC entre ambos estudios es muy similar (19 cepas de 31, todas
positivas para KPC). Por lo que sigue siendo de relevancia los estudios como este que
permiten ver las caracteristicas genéticas o pesquisar posibles nuevos mecanismos de

resistencia todavia no descritos en el HBO.

La diferencia de halos entre los discos de imipenem con EDTA y de imipenem con
acido bordnico no dio el resultado que la bibliografia relata ((Tsakris et al., 2009), (Tsakris
et al., 2010), (Birgy et al., 2012)) por lo que estas técnicas in house deberian ser mejoradas
y puestas a prueba de nuevo para poder realizar estadisticas de sensibilidad y

especificidad.
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6. CONCLUSIONES

No se encontraron multiresistencias genéticas de carbapenemasas en las cepas
estudiadas en el afio 2013 en el HBO, como lo analizé Gdmez en 2011 en nueve
hospitales -donde apenas el 2% de las cepas presentaba un patrdn de resistencia
a carbapenémicos- (Gémez Jaramillo, 2011) sin encontrar muestras positivas para
bla vim, bla imp 0 bla ges en 42 muestras sospechosas de carbapenemasas.

Sin embargo, a diferencia del estudio de Gémez (Gédmez Jaramillo, 2011) donde
14,29% muestras fueron positivas para el bla kpc, este estudio encontré un 67% de
cepas positivas para el gen.

El estudio de Ayala (Ayala Sanchez, 2011) realizado en Pseudomonas aeruginosa
indica que existen cepas con resistencias multiples detectando IMP y VIM (cepas
429, 403, 16) conjuntamente, sin embargo, no se encontraron multiresistencias
en ninguna de las cepas estudiadas.

Un estudio adicional que podria realizarse es el andlisis clonal entre las cepas que
son KPC positivas, para poder encontrar un origen al brote y, de ser posible,
comparar éstas con otros brotes en hospitales publicos por técnicas moleculares
de genotipaje (Multi Locus Sequence Typying-MLST, secuenciacion).

Se deberia establecer un protocolo de respaldo de cepas para cada laboratorio,
para que estudios retrospectivos puedan ser llevados a cabo con el uso de nuevas
tecnologias y el mejor entendimiento de las transmisiones genéticas entre

bacterias.

44



7. RECOMENDACIONES

Debido a que las condiciones de esta investigacion no permitieron el desarrollo de
una multiplex de los cinco pares de primers, es recomendable que se desarrolle una
investigacion (tal vez con modificaciones de los pares de primers) para poder realizar el
screening de manera mas rapida en un mismo protocolo de trabajo e incluso se podria
lograr incluir otro set de primers (bla- cxm, bla- tem, bla- swy) para que el screening de
mecanismos de resistencia puedan ser mas eficientes, logrando resultados
epidemioldgicos mas rapidos y completos.

El desarrollo de técnicas moleculares como la que se describen en este estudio, son
de vital importancia para el desarrollo de otros estudios complementarios que incluyan
mas grupos de resistencias a otros antibidticos y de pérdidas de permeabilidad que
provocan la muerte del paciente o estadias innecesarias que pudieren ser evitadas con
tiempos de respuesta mas cortos y resultados moleculares relevantes.

El trabajo conjunto, la creacidon de redes de trabajo interinstitucional (privado y
publico) con la difusién de la informacién y de técnicas, hacen que las medidas en pro
del paciente mejoren; toda vez que se entienden los procesos de transmision y las
medidas preventivas que se pueden tomar en todas las instancias del sistema de salud

manejando los brotes epidemioldgicos de manera acertada
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9. ANEXOS

Anexo 1: Tabla de concentraciones de ADN de muestras y controles empleados, con

Nanodrop.

Sample ID Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor

Blank

oxa 48 96,9 ng/ul | 1,939 | 1,072 1,81 0,9 DNA 50
vim 25 ng/ul 0,499 0,276 1,81 0,9 DNA 50
kpc 3 29,8 ng/ul | 0,596 | 0,297 2,01 1,01 DNA 50
ndm 23,7 ng/ul 0,473 @ 0,235 2,02 1,49 DNA 50
imp 28,8 ng/ul | 0,576 | 0,272 2,12 1,73 DNA 50
kpc2 48,3 ng/ul 0,966 0,493 1,96 1,25 DNA 50
312 37,2 ng/ul | 0,745 | 0,404 1,84 0,95 DNA 50
269 31,9 ng/ul 0,638 0,378 1,69 0,61 DNA 50
266 21,4 ng/ul | 0,428 | 0,259 1,65 0,62 DNA 50
279 53,1 ng/ul 1,062 0,606 1,75 0,72 DNA 50
320 10,5 ng/ul | 0,209 | 0,114 1,83 0,53 DNA 50
282 44 ng/ul 0,88 0,506 1,74 0,64 DNA 50
288 41,3 ng/ul 0,825 0,5 1,65 0,59 DNA 50
267 32,3 ng/ul 0,646 0,407 1,59 0,48 DNA 50
313 13,4 ng/ul | 0,267 | 0,151 1,76 0,89 DNA 50
294 125,2 ng/ul 2,503 1,138 2,2 1,58 DNA 50
314 177,6 ng/ul | 3,551 1,801 1,97 1,22 DNA 50
287 162,7 ng/ul 3,254 1,555 2,09 1,24 DNA 50
317 71,5 ng/ul | 1,431 0,681 2,1 1,6 DNA 50
278 93,4 ng/ul 1,868 0,865 2,16 1,58 DNA 50
289 82,5 ng/ul 1,649 | 0,746 2,21 1,65 DNA 50
163 70,4 ng/ul 1,407 0,681 2,07 1,67 DNA 50
281 89,7 ng/ul | 1,793 | 0,983 1,82 1,12 DNA 50
264 122,4 ng/ul 2,447 1,172 2,09 1,58 DNA 50
295 110,8 ng/ul | 2,215 | 1,019 2,17 1,79 DNA 50
274 115,8 ng/ul 2,316 1,081 2,14 1,39 DNA 50
311 60,9 ng/ul | 1,219 0,76 1,6 0,86 DNA 50
270 30,3 ng/ul 0,606 0,372 1,63 1,07 DNA 50
190 11,5 ng/ul | 0,231 | 0,115 2,01 1,05 DNA 50
277 17,1 ng/ul 0,342 0,182 1,88 1,05 DNA 50
272 31,9 ng/ul 0,638 | 0,348 1,84 0,87 DNA 50
264 13,4 ng/ul 0,268 0,138 1,94 1,51 DNA 50
286 18,7 ng/ul | 0,375 | 0,208 1,8 1,1 DNA 50
273 17 ng/ul 0,34 0,174 1,95 1,17 DNA 50
309 22,4 ng/ul | 0,449 | 0,245 1,84 0,95 DNA 50
284 23 ng/ul 0,46 @ 0,241 1,9 0,96 DNA 50
276 30,6 ng/ul | 0,613 | 0,367 1,67 1,63 DNA 50
162 39,8 ng/ul 0,796 0,437 1,82 0,73 DNA 50
266 62,7 ng/ul | 1,254 | 0,699 1,79 0,75 DNA 50
280 15,8 ng/ul 0,317 0,162 1,95 0,93 DNA 50

Tabla 3.- Concentracion de ADN en muestras y controles
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Anexo 2: Técnica de preparacion de solucion de acido fenilborénico segun

www.antimicrobianos.com.ar

3-aminofenil

BORONICO

Sol madre (SM)
l3(.)() mg/ml

Solvente para la preparacion de la SM seg(n presentacién
quimica del APB:
APB hemisulfato (Boron Molecular, catalogo BM563; Sigma Aldrich
catalogo A71751,; Fluka catalogo 09198): agua
APB monohidrato (Boron Molecular, catalogo BM130; Sigma Aldrich
catalogo 287512): DMSO o N-N-dimetil-formamida
APB hidrocloridro (Sigma Aldrich catalogo 410705): agua

Conservar en feezer o refrigerado. Solucion exiemporanea. En lodas las presentaciones descriptas, la
pureza de APE supera of 57% por lo gque no es Necesario edeciuar comecciones

: 1
| l
Doble disco y Cim
Disco (agar dilucion):
combinado: R T
Diluir 110 SM en H,O con el ATB a ensayar y agregar
(cc. final 30 mg/mi = 30 pg/pl) cantidad suficiente de Mueller Hinton
Agregar 10 pl por disco agar hasta volumen final de 20 ml
(300 pg/disco) (cc. final 0.3 mg/mi = 300 pg/mi).

PREPARACION DE DISCOS Y CiM CON ACIDO J-AMNOFENIL-BORONICO
Servicio AntimicroDianos « INELANLS *Dr. Carlca G. Malbran™
Buenos Alres, Argentina. © 2010

Pasteran y ools Joumal Chnical Microbiology, 47 16311438, 2009
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Anexo 3: Tabla de resultados de pruebas fenotipicas y genotipicas de cepas del HBO referidas al INSPI en el aifio 2013.

CEPA

163
264
266
267
269
270
271/272
273

274

EDAD

7 afos

4 afnos

10 afios

9 meses

4 anos

1 afio

2 meses

3 afos

MUESTRA

Pta.
Catéter
Sangre
Orina
Piel
Orina
Sangre
Orina

Sangre

Orina

GENERO Y
ESPECIE

Providencia
rettgeri
Klebsiella
oxytoca
Klebsiella
Neumoniae
Entobacter
cloacae
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Enterobacter
cloacae
Acinetobacter
baumanii
Klebsiella
pneumoniae

Meropenem

N
(@)

[EY
w

18

12

18

10

Ertapenem

N
N

[EEY
S

10

16

Imipenem

N
o

=
o

21

11

11

10

15

11

IMI EDTA

22

13

28

18

15

13

17

16

IMI APB

22

16

23

15

18

14

18

14

MERO APB

w
w

N
w

20

18

16

17

17

21

11

HODGE

KPC

IMP

OXA-48

NDM

VIM
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276

277

278

279

280

281

282

284

286

287

288

289

294

295

2 meses

4 anos

11 dias

2 afos

4 anos

1 mes

12 afios

1 afio

12 anos

5anos

7 afos

6 anos

11
meses

Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Orina

Sec.
Traqueal
Pta.
Catéter
Sec.
Bronquial
Aspirado
traqueal
Sec.
Traqueal
Sec.
Cadera
Pta.
Catéter

Citrobacter
freundi
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Citrobacter
freundii
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Serratia
marcescens
Klebsiella
pneumoniae
Enterobacter
cloacae
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
klebsiella
oxytoca
Klebsiella
pneumoniae

20

14

10

17

17

26

17

30

13

13

30

10

15

14

16

17

18

16

27

10

11

30

10

14

17

10

10

19

18

22

19

26

14

10

18

30

10

17

13

15

22

20

26

20

33

16

18

19

29

13

21

12

16

22

19

23

23

36

17

19

19

30

13

23

16

16

20

19

28

22

37

17

19

17

32

14
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297

309

312

313

314

317

318

320

5 afos

2 afnos

7 anos

1 afio

3 meses

6 afos

16 dias

2 afnos

Aspirado
traqueal
Sangre

Piel
Absceso
Orina

Hisopado
de Fémur
Secrecion
de
mediastino
Sangre

Tabla 4.- Resultados de pruebas fenotipicas y genotipicas de cepas del HBO referidas al Inspi y estudiadas, del afio 2013.

Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Pseudomonas
Spp
Klebsiella
pneumoniae
Serratia
marcescens
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella
pneumoniae

14

30

27

11

28

6

10

25

26

12

24

10

15

26

22

10

28

10

17

18

23

30

22

14

30

17

16

19

33

22

12

34

12

16

19

35

27

14

33

15
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Anexo 4: Alineamientos de primers especificos con secuencia conocidas para cada una

de las enzimas

Alineamiento de primer KPC

Primer Reverse

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DSES @i W o'l | -Biexx BE an i 8H688 |

DNASequences |Trans|aled Protein Sequences ‘

[species/Abbry Eroun Name
1. Klebsiella pneumoniae ydrelyzing beta-1

2. Klebsiella pneumoni (KPC-Z) gene complete ©

3. Elebsiell ydrol beta-1

a. ter sp. E624 carl -hydrolyzing beta-lactamase

5. Pseudomonas seruginosa strain DRIB0 insertion saquence TS61
6. Klebsiells pneumonise strain Kp-421 beta-lactamass KPC-6 (b
7. Klebsiella pneumoniae carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase
8. Klebsiella pneumoniae strain SZKPS-1 beta-lactamase KPC-8 (
5. Escherichia coli strain P3000136 beta-lactamass KBC-9 (blak
10. b beta-l KPC-10 (KPC-10) gen
11. Klebsiella pneumoniae plasmid pEpl0-26 beta-lactamase KBC-
12 Klebsiella pneumonise strain 2J10620 beta-lactamase KPC-12
13. Entercbacter closcae strain EINO36 plasmid ECKECL2 carbapen
14. Klebsiella pneumoniae strain BR13048 plasmid pBR12048 puta
15. Klebsiella pneumoniae strain kplZ4l plasmid beta-lactamase
16. Klebsiella pneumonise strain MDREP-288 carbapenam-hydrolyz

17. Kebsiens stzain 2 v

18. EPC F

15 KPC R

< >
Site # [2072 T ®win O wioGaos

Primer Forward

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DEEY | T@H WY ol [~BiBX* nE o [aBHs \

DNASequences ‘ Translated Protein Sequences ‘

Soecies/Abbry Croun Name
1. Klebsiella i ydrolyzing beta-1

2. Klebsiella pneumonise carbapenemsse (KPC-2) gene complete o

3. Klebsiella yzing beta-1

4 sp. E624 yzing beta-1

S. Pseudomonas serugincss strsin PR280 insertion seguence ISE1
6. Flebsiells pneumonise strain Kp-4Z1 beta-lactsmase KBC-§ (b
7. Kleb:

ydrolyzing beta-1
8. Klebsiella pneumcniae strain SZKPE-1 beta-lactamase KBC-8 [
5. Escherichia coli strain P3000136 beta-lactamese KPC-9 (blak
10. Acinetobacter besumannii beta-lactamase KBC-10 (KPC-10) gen
11. Klebsiella pneumonice plasmid pKpl0-26€ beta-lactemase KBC-
12 Klebsiella pneumonice strain ZJ10620 beta-lactamase KBC-12
13. Enterchacter cloacae strain EN038 plasmid EcKPC12 carbapen
14 Klebsiella pneumoniae strain BK13046 plasmid pBK13048 puts
15. Klebsiella pneumonise strain kpl24l plasmid beta-lactamase
16. Klebsiella pneumonise strain MDRKD-288 carbapenem-hydrelyz
17. Klebsiella pneumonise strain MDRKP-205 carbapenem-hydrelyz
18. KEC F

15. KPC R
< >
Site # 2176 3 ®wih  © wio Gans
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Alineamiento para primers NDM

Primer Reverse
wo . MeAignmentBploer NOMmas) - 3§Ek%;&

Dats Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
D& | & W w Y oL SRR - IR Y L )

DMASequences | Translated Protein Sequences |

Soecies/Abbry Groun Name
1. Acinetobacter baumannii strain MK NDM-2 metallo-beta-lactam
2. Escherichia coli strain QECAUS plasmid pHS-NDM-3 NDM-3 meca
3. Escherichia coli strain IS metallo-beta-lactamase NDM-4 (bl
4. Escherichia coli strain EC205 NDM-§ metallo-beta-lactamase
S. Escherichia coli strain 1100101 plasmid NDM carbapenemase [
6. Escherichia coli strain N11-02566 plasmid pNDM-Ec112566 NDM
7. Escherichia coli plasmid pNDM-8 blaNDM-8 gene for NDM-8 met
5. Hlebsiella pneumsnize subsp. pneumsnize strain PPH1303 plas:
S. Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae strain kpn/78 metal
10. NDM R

11 NDM T

12. Flebsiella pneumcniae plasmid pKpANDM-1 sequence carrying :

< >

Site # 868 % ® with  © wio Gaps

Primer Forward

Dsta Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
0= | % @ Wil w s ek o By b X ¥ (mB a0 | B

DNASequences ‘ Translated Protein Sequencesl

Species/Abbry Groun Name
1. Acinetobacter baumannii strain ME NDM-Z metallo-beta-lactam
2. Escherichia coli strain QECAU2 plasmid pHS-NDM-3 NDM-3 meta
3. Zscherichia coli straim IS metallo-beta-lactamase NDM-4 (bl
. Escherichia coli strain EC405 NDM-5 metallo-beta-lactamase
5. Escherichia coli strain 1100101 plasmid NDM carbapenemase |
€. Escherichia coli strain N11-02566 plasmid pNDM-Ecl1256& NDM
7. Escherichia coli plasmid pNDM-8 blaNDM-& gene for NDM-8 met
5. Klebsiell ize subsp. pneumcnise strain PEH1303 plas
3. Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae strain kpn/78 metal
10. NDM F

11. NDM R

12. Klebsiella pneumoniae plasmid pEpANDM-1 sequence carrying

=

< 13

Site # 249 Dl ®with O wioGans
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Alineamiento para primers OXA-48

Primer Reverse
Display Help
[ mamX¥(mEap o HE#

Data Edit Search Alignment Web Sequencer

DE R (=i wi ol

DNASequences |Tran5\ated Proteinsaquencesl

Suecies/Abbry Group Name

1. Klebsiella pneumsnize strain 11378 insertion sequence 15133

2. OXA 48 F

3. OXA 48 R
< >
Site # 2875 §| ® with  © wio Gans

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

Primer Forward
cBmAEX¥ RE[Ar APHS

T o e aca B

EDBEBF‘ @ i WW‘IL

DMASequences |Translated Protemsaquences‘

Species/Abbry Grouo Name

1. Klebsiella pneumcnise strain 11978 insertion sequence 151359

I 0XR 4B F

3. 0xa 43 R
< >
Site # 2439 ® with O wio Gaps
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Alineamientos para primers IMP

Primer Reverse

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
[N = R I ATIE S B EX¥|(REB|ar A HHE

DNASequences ‘Trans\atedProteinsaquences‘

Soecies/Abbrv CGrouc Name
. Pseudomonas aeruginosa blaIMP-Z1 gene for metallo-beta-lact
. Pseudomonas fluorescens class I integron metallo-bete-lacta
. Serratia marcescens metallo-beta-lactamase IMP-24 (blaIMP-Z
. Pseudomonas zeruginosa strain KMPOT01 plasmid pRMPOTOL meta
. Pseudomonas aeruginosa strain DRZE420/08 integron metallo-b
. Proteus mirabilis svrain PmCBl metallo-beta-lactamase IMP-2
. Elebsiella oxytoca strain 11005 class 1 integrom partial se
. Klebsiella onytoca strain 11005 class 1 integronm parsial se
rugincsa class I integron DNA integrase IntIl

B e @ R

10. Pseudomonas aeruginosa strain NRZ-00156 metallo-beta-lacta
11. Klebsiella pneumonise strain KP-BNE-1 class 1 integron met
12 . Pseudomonas aeruginosa strain 85-7030A integrase (intIl) m
13. Klebsiella oxytoca strain MS5279 plasmid pROI-34 DNA integ
14 Pseudomonas aeruginosa strain 1876 class 1 integron metall
15. Dseudomonas seruginosa strain CNR 06-BRE metallo-beta-lact
16. Klebsiella pneumoniae isclate KPS plasmid pHNCS5Z99 metallo
17. Dseudomonas ceruginosa blaIMP-40 gene for metallo-bete-lac
18. Pseudomonas aeruginosa blaIMP-41 gene for metallo-beta-lac
13. Acinetobacter soli blaIMP-42 gene for metallo-beta-lactama

20. Pseudomonas seruginosa DNA class I integron partial sequen
21. Dseudomonas zeruginosa DNA class I incegron parsial sequen
22. IMP R

23. IHP T

24. IMP 23 IS ASSIGHED

25 IMP 36 IS RSSIGNED

26. IMP 33 IS ASSIGHED

< >

Site # 2601 ® with O wlo Gaps

Primer Forward

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
0S| @AW 0L v yREX ¥ RE| 0 | R 8

DNASequences |Trans\ated Protein Sequencesl

Species/Abbry Grouo Name
Pseudomonas asruginosa blaIMP-21 gene for metallo-beta-lact
Pseudomonas fluorescens class I integron metallo-beta-lacta:

rrati metallo-beta-1 IMP-2¢ (blaIMP-2
Pseudomonas aeruginosa strain KMPOTO1 plasmid pEKMPO70L meta
Pseudomonas asruginosa strain DRZ6420/08 integron metallo-b
Proteus mirabilis strain PuCBl metallo-beta-lactamase IME-2

Klebsiella oxytoca strain 11005 class 1 integron partial se
Klebsiella oxytoca strain 11005 class 1 integron partial se
P 3 i class I integron DNA integrase IntIl

W m a e e e

10. Pseudomonas aeruginosa strain NRZ-00156 metallo-beta-lacta:
11. Rlebsiella pneumoniae strain KP-ENK-1 class 1 integron met
12 Pseudomonas aeruginosa strain 85-7030A integrase (intIl) m
13. Klebsiella oxytoca strain M35275 plasmid pKOI-34 DNA integ
14. Dseudomonas aeruginosa strain 1876 class 1 integron metall
15. Pseudomonas seruginosa strain CNR 06-BRE metallo-beta-lact
1£. Rlebsiells pneumoniae isolate KPS plesmid pHNCS233 metallo
17. Pseudomonas aeruginosa blaIMP-40 gene for metallo-beta-lac
18. Dseudomonas aeruginosa blaIMP-41 gene for metallo-beta-lac
13. Acinetobacter soli blaIMP-42 gene for metallo-beta-lactama
0. Pseudomonas aeruginosa DNA class I integron partial sequen
DPseudomonas aeruginosa DN class I integron parsial sequen

4. TMP 23 IS ASSIGNED
5. IMP 36 IS ASSIGNED
€. IMP 35 IS ASSIGNED

2
Z
2
H

< >

Site # 2370 {5 ®with O wio Gaos
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Alineamientos para VIM

Primer Reverse

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DE WY S@m WY ot LT L R IKENTYILY

DNASequences ‘Trans\aled Protein Sequences|

Species/Abbrv Group Name
. Pseudomonas aeruginosa intIl blaVIM aach4 aphll5 aadRl and
i integron InSé incegrase (intIl) meta

. Pseudomonas =serugincss strain PS-26/00 metallo-beta-lactama
i class 1 integron metallo-beta-lactam

. Pseudomonas putida strain DUZ5165/00 metallo-beta-lactamase
. Pseudomonas aeruginosa integron containing blaVIM-7 gene fo
. Pseudomonas aeruginoss VIM-8 (blaVIM-8) gene complete cds.
. Pseudomonas aeruginosa VIM-3 (blaVIM-3) gene complete cds.
10. Pseudomonas aeruginosz VIM-10 (blaVIM-10) gene complete cd
11. Pseudomonas aeruginoss MS109 class 1 integron VIM-11 (blaV
12. Flebsiella pneumonize class I integron InhlZ IntIl (intI1)
13. Pseudomonas aeruginosa metallo-beta-lactamase VIM-13 (blaV

1
H
3
4.
5. Klebsiella pneumcniae metallo-beta-lactamase gene complete
3
u
8
E]

14. Pseudomonas aeruginosa isolate PAZ10 metallo-beta-lactamas
15. Pseudomonas aeruginosa isolate 9551 metallo-beta-lactamase
16. Pseudomonas aeruginosa isolate 166301 metallo-beta-lactama
17. Pseudomonas zeruginosa class 1 InS9.3 integron DNA integra
18. Pseudomonas zeruginosa blaVIM-18 gene for VIM-18 prosein i
15. Escherichiz coli strain DIH-1 metallo-beta-lactamase VIM-1
20. VIM R

1. VIK T

2. VIM 20 IS RSSIGNED

< >

®with O wio Gaps

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
CE Y S@wY ol B GBX¥ [ REr AHBE

DNASequences |Tran5\ated Protein Sequences‘

Site # 3728

Species/Abhry Groun Name
. Entercbacter cloacae gtrain 115-8196A metalle-beta-lactamas
. Klebsiella pneumcniae strain 5633 VIM-2¢ (blaVIM-24) gene c
. Proteus mirabilis strain P13 plasmid class I integron metal
. Klebsiella pneumonize partial class I integron strain U-606

1

2

3

4

5. Klebsiella pneumoniae strain EPnZ54B metallo-beta-lactamase
&. Pseudomonas aeruginosa strain PR 435 metallo-beta-lactamase
7. Escherichia coli strain 357 plasmid VIM-type beta-lactamase
8. Pseudomonas aeruginpsa strain 11-527 IntIl integron partial
9. Enterobacter cloacae strain 11236 integrase (intIl) gene pa
10. Klebsiella oxytoca strain C4618 class 1 integron Ingé54 par
11. Klebsiella pneumcnize strain Kp7.1l VIM-233 metalle-beta-la
12. Klebsiella pneumoniae strain K43 metallo-beta-lactamase VI
13. Klebsiella oxytoca strain 81-36520C metallo-beta-lactamase
14. Pseudomonas aeruginosa strain 131-40581C metallo-beta-lact
15. Pseudomonas aeruginosa strain 81-43486D metallo-beta-lactal
16. Pseudomonas aeruginosa strain BPZ metallo-beta-lactamase (0
17. VIM B

18. VIM F

13. VIM 35 IS ASSIGNED

20. VIM 40 IS ASSIGNED

21 VIM 2Z TS ASSIGMED

2Z. VIM Z1 IS ASSIGNED

< ¥

Site # 2089 % @yith ) wio Gans
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Primer Forward

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DEE% | S@M WY ol OB B X ¥ BB 0 | W HHE

DNASequences |Trans\aled Protein Sequences‘

Soecies/Abbrv Grour Hame
. Pseudomonas aeruginosa intIl blaVIM zach? aphAlS aadAl and
. Pseudomonas aeruginosa integron InSé integrase (intIl) meta
. Pseudomonas aeruginosa strain P5-26/00 metallo-beta-lactama
. Pseudomonas aeruginosa class 1 integron metallo-beta-lactam

. Pseudomonas putida strain DU25165/00 metallo-beta-lactamase
ruginosa i cntaining blaVIM-7 gene fo

. Pseudomonas aeruginosa VIM-8 (blaVIM-8) geme complete cds.
_ Pseudomonas aeruginosa VIM-3 (b1aVIM-3) gene complete cds.
10. Pseudomonas aeruginosa VIM-10 (blaVIM-10) gene complete cd
11. Pseudomonas aeruginosa M5109 class 1 integron VIM-11 (blaV
12. Klebsiell class I integron ImhlZ IntIl (intIl)
13. Pseudomonas aeruginosa metallo-beta-lactamase VIM-13 (blaV

1
H
]
4
5. Klebsiells pneumonize metallo-beta-lactamase gene complete
&
7
8
E]

14. Pseudomonas aeruginosa isclate PAZ10 metallo-beta-lactamas
15. Pseudomonas aeruginosa isolate 9551 metallo-beta-lactamase
16. Pseudomonas asruginosa isolate 166301 metallo-beta-lactams
17. Pseudomonas aeruginosa class 1 InS9.3 integron DNA integra
18. Pseudomonas aeruginosa blaVIM-18 gene for VIM-18 protein i
15. Escherichia coli strain DIH-1 mevallo-beta-lactamase VIM-1
20. VIM R

1. VIM T

2. VIM 20 IS ASSIGNED

£ 2

Site # 3400 % ® with U wib Gans

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DEE% SAH WY 1l cBRSEXK RE o AHEE

DNASequences |Trans\aled Protein Sequences‘

Svecies/Abbry Grouo Name
1. Enterobacter cloacae strain 115-6136R metallo-beta-lactamas
Z. Klebsiella pneumonize strain 5639 VIM-24 (blaVIM-Z4) gene c
3. Proteus mirabilis strain P13 plasmid class I integron metal
4. Klebsiells pneumonize partial class I integron strain U-606
5. Klebsiella pneumonize strain KPnZ54B metallo-betz-lactzmase
&. Pseudomonas aeruginosa strain PA 435 metalle-beta-lactamage
7. Escherichia coli strain 957 plasmid VIM-type beta-lactamase
8. Pseudomonas seruginose strain 11-527 IntIl integron partial
9. Entercbacter cloacae strain 1123¢ integrase (intIl) gene pa
10. Elebsiella oxytoca strain C4618 class 1 integron InéSd par
11. Elebsiella pneumoniae strain Kp7.11 VIM-33 metallo-beta-la
12. Elebsiella pneumoniaze strain K43 metallo-beta-lactamase VII
13. Elebsiella oxytoca strein 81-38520C metallo-betz-lactzmase
14. Dseudomonas aerugincsz strain 131-40581C metallo-betz-lact
15. Pseudomonas aeruginosa strain 81-43486D metallo-beta-lacta
16. Pseudomonas aeruginosa strain BPZ metallo-beta-lactamase (
17. VIM R

8. VIM F

13. VIM 33 IS ASSIGNED

20. VIM 40 I5 ASSIGNED

Z1. VIM 22 IS ASSIGNED

2Z. VIM 21 IS ASSIGNED

< >

Site # 1701 = ®with O wioGaos
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Anexo 5.- Carta de autorizacion del estudio




