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RESUMEN

El problema de la resistencia a los antimicrobianos supone una amenaza a la
medicina moderna a nivel mundial y a la sostenibilidad de una respuesta eficaz
de la salud publica frente a las enfermedades infecciosas. El tratamiento de las
infecciones provocadas por Klebsiella pneumoniae productora de la

carbapenemasa de tipo KPC ha sido reportado como un problema global.

El objetivo de la presente investigacion fue la tipificacion de 19 aislamientos de
Klebsiella pneumoniae productores de la carbapenemasa KPC-2, provenientes
del Hospital Aleman de la Ciudad de Buenos Aires, Argentina, utilizando
enfoques fenotipicos y genotipicos. A su vez, este trabajo buscaba conocer el
estado actual de las unidades relacionadas con la verificacion de la resistencia
bacteriana en centros de salud o investigacion de San Salvador, a través de una
entrevista, para indagar las metodologias utilizadas en la tipificacion de

aislamientos con posible resistencia antimicrobiana.

Los resultados obtenidos demostraron la produccion de la B-lactamasas de tipo
KPC detectada fenotipicamente en los 19 aislamientos y desde el punto de vista
genotipico los resultados obtenidos de los aislamientos productores de KPC-2 no
correspondieron a un unico tipo clonal, el secuenciotipo 258 (ST258) ademas de
detectarse nuevos secuenciotipos mas virulentos como el ST25y ST11 y clones
de alto riesgo como el ST307. Se identifico el transposén 4401 (Tn4401) como el
elemento genético involucrado en la diseminacion horizontal de blakpc2. Se
observd que en los centros de salud o investigacion de El Salvador no pueden
realizarse todas las técnicas debido a la falta de recursos.

En ese sentido se concluye la importancia de realizar y poder mejorar la
epidemiologia regional y los procesos de verificacion de resistencia bacteriana

para diversos patégenos.
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1.0 INTRODUCCION

El problema de la multiresistencia antimicrobiana se ha convertido en un
fendmeno a nivel mundial y constituye uno de los temas prioritarios para la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la cual ha solicitado elaborar planes de
accion que refuercen los sistemas de salud y de vigilancia, de modo que puedan
prevenir y gestionar la resistencia antimicrobiana. Klebsiella pneumoniae
productora de la carbapenemasa de tipo KPC ha sido reportada a nivel mundial
y el tratamiento de las infecciones provocadas por dicho patégeno se ha

establecido como un problema global.

Segun la Red Latinoamericana de Vigilancia de las Resistencias a los
Antimicrobianos (RELAVRA), en su “Informe anual de Ila red de
monitoreo/vigilancia de la resistencia a los antibioticos y de infecciones asociadas
a la atencion de la salud — 2014” reportd para El Salvador en 2013, un 0.4% de
resistencia a imipenem (IPM) y un 0.5% de resistencia a meropenem (MEM) en
aislamientos de microorganismos hospitalarios. Para el mismo afio, en Argentina
se reportaba un 9.0% de resistencia a IPM y un 8.0% de resistencia a MEM en

aislamientos de microorganismos hospitalarios.

Razon por la cual desde el afio 2017 Klebsiella pneumoniae se encuentra entre
los patégenos criticos definidos por la OMS que marco una pauta para iniciar una
investigacion mas profunda sobre el tema de resistencia antimicrobiana, y
especificamente la resistencia a los carbapenemes producida por enzimas del
tipo KPC, puesto que los carbapenemes son antibiéticos que constituyen uno de
los tratamientos de ultimo recurso en pacientes hospitalizados con infecciones

por microorganismos multirresistentes.
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Se tipificaron 19 aislamientos de Klebsiella pneumoniae recuperados de
infecciones nosocomiales o de cultivos de vigilancia en el Hospital Aleméan de la
Ciudad de Buenos Aires, Argentina durante el periodo de noviembre de 2016 a
febrero de 2017. Los porcentajes de prevalencia de KPC en Klebsiella
pneumoniae para los 3 dltimos afios previos a la investigacion en el Hospital
Aleméan fueron los siguientes: 18.3% (2016); 37.0% (2017); 25.0% (2018) en
aislamientos de pacientes hospitalarios. (Datos proporcionados por CONICET,
septiembre 2018)

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en dos fases, la primera fase
comprendio la tipificacion de los 19 aislamientos de Klebsiella pneumoniae antes
mencionados, donde se utilizaron técnicas de tipificacion fenotipicas como
antibiograma, determinacion de la sensibilidad por sistema automatizado y
prueba de confirmacion de doble disco; ademas de técnicas con enfoque
genotipico para detectar B-lactamasas de tipo KPC mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), la utilizacion de enzimas de restriccién del
genoma (Xbal) seguido por electroforesis de campo pulsado (PFGE) y el estudio
de tipificacion multilocus de secuencias (Multilocus sequence typing, MLST) para
determinar el secuencio tipo, y por ultimo la caracterizacidén del entorno genético

de blakpc-2 Y la tipificacion de los plasmidos portadores de blakpc

La segunda fase de la investigacion se baso6 en el diagndstico en los centros de
investigacion y salud encargados de realizar el monitoreo de la resistencia
bacteriana en El Salvador, mediante una entrevista a los jefes de departamentos
de dichos centros. Los resultados de este estudio se dieron a conocer a los
centros y laboratorios de investigacion y vigilancia epidemioldgica de El Salvador
con el objetivo de proponer dichas técnicas para futuras investigaciones en las
que se evalle la resistencia antimicrobiana de patdgenos frecuentes en El

Salvador.
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2.1

2.2

2.0 OBJETIVOS

Objetivo General

Tipificar con enfoques fenotipicos y genotipicos aislamientos hospitalarios

de Klebsiella pneumoniae productores de la carbapenemasa KPC-2.

Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

Identificar fenotipicamente la presencia de B-lactamasas de tipo

KPC mediante ensayos de difusion en medio sélido.

Detectar los genes codificantes de KPC (blakpc) en los aislamientos
en estudio mediante la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Establecer posibles relaciones de clonalidad entre los
microorganismos productores de KPC, mediante la utilizacion de
enzimas de restriccion del genoma en conjunto con electroforesis
de campo pulsado (PFGE) y por medio de tipificacion multilocus de

secuencias (MLST).

Determinar los elementos genéticos involucrados en la
diseminacién horizontal de resistencia, a través del estudio de la
asociacion a elementos genéticos moéviles como transposones y la

tipificacion de los plasmidos portadores de blakpc-2

Realizar una entrevista en las unidades relacionadas con la
verificacion de la resistencia bacteriana en centros de salud o

investigacion en el departamento de San Salvador.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae son bacilos gram negativos de 0.3 a 1 um ancho y
de 1-6 um de largo, de bordes redondeados, no formadores de endoesporas,
pueden ser moviles (gracias a sus flagelos peritricos) o inmoviles, encapsulados
0 no, catalasa positivos y oxidasa negativos. Tienen poca exigencia nutricional lo
cual permite que sean faciles de cultivar en medios comunes de siembra primaria,
crecen en una temperatura optima entre 25°C y 37°C. Son anaerobios
facultativos. Su metabolismo es respiratorio y fermentativo. Muchos de ellos

pueden encontrarse en el intestino de los humanos y animales. (2, 27, 2s)

Esta familia comprende un amplio grupo de microorganismos que son
potencialmente patdégenos, entre ellos: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y
Serratia.

Las infecciones que pueden ser causadas por enterobacterias se localizan
principalmente en el tracto gastrointestinal y urinario. Las infecciones
extraintestinales en algunos casos ocurren en pacientes con algun tipo de

compromiso del sistema inmune convirtiéndose en patdgenos oportunistas. (so

3.2 Klebsiella pneumoniae

El género fue llamado asi en honor a Edwin Klebs, un microbidlogo aleman de
finales del siglo XIX. Dentro del género Klebsiella las especies relacionadas con
infecciones humanas son cinco: K. oxytoca, K. ozaenae, K. ornithinolytica, K.
pneunomiae y K. rhinoscleromatis. Las especies de Klebsiella producen

infecciones urinarias y extraintestinales, también pueden producir cuadros
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septicémicos, respiratorios e infecciones de heridas, siendo las mas comunes K.

pneumoniae y K. oxytoca.

K. pneumoniae se ubica dentro de los diez principales microorganismos
asociados a infecciones nosocomiales. Se define como un patégeno oportunista

ya que causa infecciones graves en pacientes comprometidos. w9

Su asociacion frecuente como causa de infecciones al cuidado de la salud y la

comunidad se debe a la presencia de los siguientes factores de virulencia:

- Cépsula, que le permite evadir el sistema inmune.

- Estructuras especializadas, que le permiten adherirse a las células del
hospedero (pilis).

- Sideroéforos, que le permiten obtener el hierro necesario para su desarrollo.

Ademas, las cepas silvestres de esta especie poseen una resistencia natural a
las aminopenicilinas debido a la presencia de una -lactamasa cromosdmica
(S HV- 1)(27, 34, 59)

La resistencia de Klebsiella pneumoniae a los antimicrobianos ha evolucionado
de acuerdo con la aparicion y uso de estas moléculas, siendo cada vez mas
amplio el espectro que abarcan, pasando por la produccién de las B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE), que degradan las cefalosporinas de ultimas
generaciones y el aztreonam hasta las enzimas del tipo KPC, que degradan a los

carbapenemes (imipenem, meropenem y ertapenem). ss es)

Estos antibioticos pueden ser ineficaces para tratar enterobacterias en
infecciones con bacterias productoras de KPC que son, ademas, resistentes a
muchas otras moléculas que no son [B-lactdmicos, dejando pocas opciones

terapéuticas disponibles. s



20

3.3  Antibi6ticos

El término antibidtico se refiere al subgrupo de antimicrobianos con actividad
antibacteriana. Los antibioticos conforman un grupo heterogéneo de sustancias

con diferente comportamiento farmacocinético y farmacodinamico.

a) Bactericidas: su accion es letal. Algunos de ellos producen la lisis bacteriana.
b) Bacteriostaticos: a las concentraciones que alcanzan en el suero o tejidos
impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin llegar a destruir las

células.

Con base a sus mecanismos de accion se dividen en: inhibidores de la formacién
de la pared bacteriana (como los B-lactamicos), inhibidores de la sintesis
proteica, inhibidores de la duplicaciéon del ADN, inhibidores de la membrana

citoplasmatica, inhibidores de vias metabdlicas (Ver figura N°1). (21, s6)

3.4  Antibidticos B-lactamicos

Los B-lactamicos son un grupo de antibiéticos de origen natural semisintético o
sintético que se caracterizan por poseer en su estructura un anillo B-lactamico

como se puede observar en la figura N°2.

Existen diferentes grupos dentro de esta familia: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemes, monobactames e inhibidores de las B-lactamasas. (Ver tabla
N°l).(40, 56, 61)

Actuan inhibiendo la ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana.
Constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la

practica clinica.
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Mecanismo de accion
de antik

Sintesis de la pared celular Sintesis de acidos nucleicos

Beta lactamicos .
DNA girasa

Penicilinas '
Cefalosporinas Quinolonas
Carbapenémicos
Wienotactam RNA polimerasa
Rifampicina
Vancomicina
Bacitracin
Subunidad 50S
Membrana celular Macré!iqos
Polimixinas Clindamicina
Linezolid
Cloranfenicol
Subunidad 30S Estreptograminas
Tetraciclinas : )
Aminoglucésidos Sintesis de proteinas

Figura N° 1 Sitios de accion de los antibidticos. ()

Se trata de compuestos de accion bactericida lenta, relativamente independiente
de la concentracion plasmatica, que presentan escasa toxicidad y poseen un

amplio margen terapéutico. (o, 61)

Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de
nuevas moléculas con mayor actividad frente a los bacilos gram negativos; sin
embargo, la progresiva aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su uso

empirico y su eficacia en determinadas situaciones. (se)



Tabla N° 1 Resumen de antibidticos 3-Lactamicos. Autoria propia.

Antibiético

Definicidn e integrantes

Penicilinas

Son un grupo de antibiéticos de origen natural y semisintético que
contienen el nucleo de acido 6-aminopenicilanico, que consiste en un
anillo B-lactamico unido a un anillo tiazolidinico.

Dentro de las origen natural se encuentran:

-Bencilpenicilina o penicilina G

-Bencilpenicilina procaina o penicilina G procaina
-Bencilpenicilina benzatinica o penicilina G benzatinica
-Fenoximetilpenicilina o penicilina V

Y en las semisintéticas se encuentran:

-Resistentes a penicilinasas: cloxacilina, oxacilina, meticilina
-Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina
-Carboxipenicilinas: carbenicilina, ticarcilina

-Ureidopenicilinas: piperacilina, mezlocilina

Cefalosporinas

Son productos de origen natural derivados de productos de la
fermentacion del Cephalosporium acremonium. Contienen un nucleo
constituido por &cido 7-aminocefalosporanico formado por un anillo 3-
lactamico unido a un anillo de dihidrotiazino.

Se definen cuatro generaciones de cefalosporinas como, por ejemplo:
-12 generacion: cefazolina, cefalotina
-22 generacion: cefuroxima, cefoxitina, cefotetan, cefaclor, cefamandol

-32 generacion: cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefixima,
cefpodoxima
-42 generacion: cefepima, cefpiroma

Monobactamicos

Es un B-lactamico sintético, posee una excelente actividad sobre
bacterias gram negativas aerobias y facultativas. Por el contrario,
carece de actividad frente a grampositivos y bacterias anaerobias

Es el Unico monobactamico disponible para uso clinico: Aztreonam

Carbapenemes

Son una clase Unica de B-lactamicos que presentan el mayor espectro
de actividad conocido dentro de este grupo de antibiticos y se
consideran la opcién terapéutica frente a enterobacterias productoras
de B-lactamasas de espectro extendido y Pseudomonas aeruginosa.
Siendo la Ultima opcién terapéutica frente a bacterias resistentes
segun la OMS.

Primer carbapeneme: Imipenem

Carbepenemes modernos: Meropenem y Ertapenem.

22
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Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nucleo del betalactamico —» GRUPO ANTIBIOTICO
s
g NH
R, S
Anillo tiazolidinico Acido 8-aminopenicilanico PENICILINAS
g N
S
R-NH,
Anillo dihidrotiacinico Acido 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
O// N \R
R\ /R
-R Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
o N
R R
R — NHpm - R .
Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
s
g N
R Q
Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
& N

aTodos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica (acido clavulanico,
sulbactam y tazobactam) tienen estructura betalactamica. El sulbactam y el tazobactam son
derivados sulfénicos del acido penicilanico

Figura N° 2 Estructura general de los B-Lactamicos. ey

3.5 Mecanismos de accién de los antibiéticos B-lactamicos

Los B-lactamicos tienen una accion bactericida llevada a cabo principalmente por
dos mecanismos: inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana e induccion de

la autdlisis bacteriana.

La pared bacteriana es una estructura que envuelve a las bacterias de todos los
géneros, exceptuando a los micoplasmas; se sitia por fuera de la membrana
citoplasmica y esta compuesta principalmente por peptidoglicano. (Ver figura
N°3)
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La destruccion de la pared bacteriana se produce como consecuencia de la
inhibicién de la dltima etapa de la sintesis del peptidoglicano, el cual esti
constituido por largas cadenas de glucidos, formadas por la repeticion de

moléculas de acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina.

acido lipoteicoico

/ Iipopolisacarido acido teicoico

membrana
extena

espacio
periplasmico

y
peptidoglicano

|

espacio
i periplsmico  peptioglicano

*.membrana __ .
plasmatica

pared de Gram negativos pared de Gram positivos

Figura N° 3 Envolturas de bacterias gram negativo y gram positivo. (19)

A su vez, el &cido muramico fija cadenas de tetrapéptidos que se unen entre siy
forman una malla. Los diferentes componentes del peptidoglicano se sintetizan
en el citoplasma y son transportados a través de la membrana citoplasmica al
espacio que hay entre ésta y la pared celular (espacio periplasmico), donde se
van ensamblando hasta formar la estructura, como se observa en la figura N°4

G \ J—%_F
¢

@

'f; Puente pentaglicina Puente peptidico
tetrapéptido
Ji=: an O
P
Acido N-acetiimuramico N-acetilglucosamina

Figura N° 4 Estructura de peptidoglicano, Autoria propia
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La dltima fase de la sintesis de la pared bacteriana consiste en la formacion de
los tetrapéptidos a partir de los pentapéptidos (mediante la pérdida de uno de los
aminodcidos terminales), para lo que se necesita la accion de unas proteinas con
actividad enzimatica (transpeptidasas y carboxipeptidasas) enzimas que se
localizan en ese espacio periplasmico, a este nivel son las encargadas de formar

los tetrapéptidos unidos.

Estas enzimas fijan a las penicilinas y otros p-lactamicos, por lo que se llaman
PBP (penicillin binding protein “proteina ligada a la penicilina”) cuya funcion es

alargar, dar forma y dividir la bacteria.

El anillo B-lactdmico presenta una similitud estructural con la region del
pentapéptido, en los dos ultimos aminoacidos es decir en la terminacién D-
alanina D-alanina, lo cual permite una union covalente en el lugar activo de la
transpeptidasa e impide la formacién de la pared celular. También pueden inhibir

a las carboxipeptidasas y algunas endopeptidasas (Ver figura N°5)

Sin la pared, la bacteria queda expuesta al medio y muere debido a cambios en
la presidon osmética. Por tanto, para que actuen los B-lactdmicos, es preciso que
la bacteria se halle en fase de multiplicacion, ya que éste es el momento en que
se sintetiza la pared celular. Los B-lactdmicos presentan actividad reducida en
situaciones clinicas en las que hay gran parte de la poblacién bacteriana en

estado estacionario, un claro ejemplo son los abscesos.

Los B-lactdmicos también actlian activando una autolisina bacteriana endégena
que destruye el peptidoglucano. Las cepas que carecen de autolisina
(generalmente son cepas tolerantes a los B-lactdmicos) inhiben su crecimiento

en presencia del B-lactdmico, pero no se destruyen completamente.
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Figura N° 5 Mecanismo de accion de los betalactamicos. s

3.6  Mecanismos de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los [B-lactdmicos por varios

mecanismos, que en ocasiones puedes estar asociados.

La localizacion genética de estos mecanismos puede ser cromosOmica,
plasmidica y a su vez puede estar asociada a transposones e integrones. Los

mecanismos implicados son los siguientes:

3.6.1 Alteraciones de la permeabilidad

Debido a la presencia de membrana externa en los bacilos gramnegativos se
dificulta la penetracion de sustancias hidrofilicas, como los B-lactamicos, que
necesitan utilizar los poros proteicos (porinas) para ese caso. La resistencia es

secundaria a alteraciones en dichas porinas.
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Dichas alteraciones no generan franca resistencia, pero en conjunto con otros
mecanismos se da un efecto sinérgico que potencia la resistencia de la bacteria

a diferentes antibidticos. o (Ver figura N°6)

3.6.2 Modificacion de las dianas

Los B-lactdmicos deben unirse a las PBP para ejercer su efecto bactericida. Por
lo que, al existir cambios a nivel de las PBP, implica una pérdida de afinidad de
los B-lactamicos por ellas, lo que lleva a una disminucion de su actividad o). (Ver
figura N°6)

3.6.3 Expresion de bombas de eliminacion activa

Los mecanismos de expulsién consisten en bombas de eflujo, dependientes de
energia, que bombean el antimicrobiano que ya se encuentra en el citoplasma
bacteriano hacia el exterior. Este mecanismo es muy frecuente en bacilos
gramnegativos no fermentadores, especialmente en P. aeruginosa. (Ver figura
N°6)

3.6.4 Produccion de enzimas (B-Lactamasas)

Todos los mecanismos de resistencia ya sean naturales o adquiridos, son
importantes, pero en cuanto a eficiencia, la produccion de enzimas constituye el
principal mecanismo de resistencia a los B-lactamicos en las bacterias gram

negativas.

Las B-lactamasas son enzimas cataliticas de naturaleza proteica cuya produccion
esta controlada por un gen cuya localizacion puede ser cromosémico o

plasmidico.
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Las B- lactamasas actuan rompiendo el enlace amida del anillo B-lactamico,
previa unién al grupo carboxilo, con lo que este pierde la capacidad de unirse a
las PBP. El grado de resistencia que determinan se correlaciona con su

concentracion, afinidad por los diferentes 3-lactamicos y propiedades hidroliticas.

La produccién de B-lactamasas puede ser constitutiva (se producen siempre) o
inducible (sélo en presencia de un B-lactamico inductor). Dependiendo de la B-
lactamasa, no todos los B-lactamicos tienen el mismo poder de induccion,

pudiendo ser desde poco a altamente inductores.

Ambos tipos de expresion (constitutivo e inducible) pueden encontrarse tanto en
B-lactamasas de codificacion cromosémica como de codificacién plasmidica,
aunque por lo general las B-lactamasas plasmidicas son de expresion
consititutiva y su grado de expresiéon puede estar determinado por el nimero de

copias del plasmido (1) (Ver figura N°6)

4 Expulsion del
antibidtico
Algunas baclerias
3 Impermeabilidad son capaces de rechazar
de la bacteria los antibidticos
Modificacién La bacteria cera 3 I calids
2 del antibiético SUS pOrOS,
Numerosas El antibidtico
) Las estrategias cepas resistentes ¥ poece
de resistencia Mutacion fabrican una enzima e
| i ue modifica la molécula
Las bacterias son seres 2 pt | antibidtico
vivos que evolucionan, lsr‘a :I rm c?bnmm
capaces de adaptarse RS L K )
y de resistir impide la vinculacion

a los antioiticos con el antibiotico

°—Anub16tico

Figura N° 6 Mecanismos de resistencia a los antibioticos. (29)
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3.7 B-lactamasas

En los microorganismos gram negativos las B-lactamasas se encuentran en la
region periplasmica y su funcion es hidrolizar el antibidtico B-lactamicos,
rompiendo el enlace amida del anillo del mismo e impidiendo que este ejerza su

efecto bactericida.

Como ya se menciond, los genes codificantes de B-lactamasas pueden
encontrarse en el cromosoma bacteriano y también en elementos extra

cromosomales, conocidos también con el nombre de Plasmidos.

Estos Ultimos estan compuestos por ADN circular, siendo totalmente
independientes del cromosoma y con capacidad de movilizarse facilmente entre
una bacteria a otra, tanto en especies de un mismo géenero o entre géneros

diferentes. (Ver figura N°7)

Plasmido circular Cromosoma circular principal

( Cada uno por varios millares (Cuatro millones de pares de

Bacteria de pares de bases, Pb) bases, Pb)

Gen de resistencia
a antibidtico

Plasmido movil

Gen necesario para
transferencia de DNA

Figura N° 7 Plasmido bacteriano. (s)



30

Las B-lactamasas se pueden clasificar de acuerdo a su secuencia de
aminoacidos y la presencia de motivos conservados (clasificacion de Ambler), y

también mediante un esquema funcional (clasificacion de Bush).

La clasificacién de Ambler se propuso por primera vez en 1980 y establece cuatro
clases moleculares: A, B, C y D. Las B-lactamasas de clase A, C y D son serino-
enzimas y las de clase B son metalo-B-lactamasas. En las serino-B-lactamasas
una serina del sitio activo de la enzima esta principalmente involucrada en la
hidrolisis del antibiético, mientras que las enzimas de clase B se caracterizan por
presentar 2 atbmos de Zinc en su sitio activo (Ver figura N°8) (1

Por otra parte, el esquema propuesto por Bush por primera vez en 1989,
finalmente actualizado en 2010, contempla el perfil de sustratos e inhibidores de
las B-lactamasas, asi como el peso molecular y el punto isoeléctrico de las
mismas. Esta clasificacion pretende agrupar a estas enzimas de manera que se
pueda asociar su presencia con un fenotipo de resistencia determinado en

aislamientos bacterianos (11).

Serino B-
lactamasas

Metalo 3-
lactamasas

Figura N° 8 Clasificacion de Ambler para B-lactamasas combinada con
nomenclatura coloquial de acuerdo al espectro de accion.
Elaboracion propia.
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3.8 B-lactamasas en Klebsiella pneumoniae

El uso extensivo de B-lactamicos, produjo un ambiente idoneo para la seleccion
de bacilos gram negativos productores de B-lactamasas. Desde la década del
60’s el uso del aminopenicilinas permitié seleccionar aquellos microorganismos
productores de B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA), que fueron capaces

de hidrolizar estos antibi6ticos.

TEM-1 es la BLEA mas diseminada en E. coli. (TEM en referencia a Temoniera
nombre de la paciente en cuyo hemocultivo se aislé por primera vez en una

cepa E. coli productora de esta enzima) (s, ss).

La diseminacion y propagacion de los genes codificantes de BLEA en
enterobacterias como E. coli y K. pneumoniae de origen hospitalario, se vio
favorecida a la localizacion plasmidica de dichos genes. La aparicion y uso de las
cefalosporinas de tercera generacion permitid el tratamiento de infecciones
provocadas por microorganismos productores de BLEA. Sin embargo, a
principios de la década de los afios 80 se reportd por primera vez en Alemania la
resistencia transferible de K. pneumoniae a cefalosporinas de tercera

generacion.ss

Ademas, en el afio de 1985 se describié en el mismo pais la mutacion de la SHV-
1 (“sulphydril variable” que describe las propiedades bioquimicas de la enzima)
produciendo una nueva enzima (SHV-2), causante de la resistencia de Klebsiella
ozaenae a las cefalosporinas de amplio espectro, y de alli su denominacién como
B-Lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) dando un amplio perfil de hidrdlisis
desde las aminopenilcilinas pasando por cefalosporinas de primera, segunda y
tercera generacion (con excepcién de las cefamixinas: cefoxitin y cefotetan) hasta

monobactames. Los inhibidores de B-lactamasas (sulbactam, tazobactam y el
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acido clavulanico) bloquean su actividad, se vuelven de interés dentro de los
tratamientos de infecciones producidas por microorganismos productores de [3-

lactamasas de clase clase A de tipo BLEA y BLEE.

El problema ha alcanzado tal dimension que estudios epidemiolégicos de
resistencia han reportado porcentajes de K. pneumoniae productoras de BLEE

gue pueden llegar hasta el 60%, dependiendo del pais y del hospital estudiado. ss)

En El Salvador se encuentran en proceso los estudios epidemiologicos que
arrojaran la informacion sobre este tema, y se espera conocer la informacion a
finales del afio 2019 siendo el Laboratorio de Referencia Nacional “Max Bloch” el
encargado de emitir el informe correspondiente (Segun datos de entrevista

proporcionados por la encargada de la Seccion de Bacteriologia, mayo 2018.)

Las consecuencias de las infecciones por bacterias resistentes, como las
mencionadas productoras de BLEA y BLEE, afectan directamente al sistema de
salud. Esto se debe a un incremento de la estancia hospitalaria, la mortalidad y
de los costos de la atencion médica. La situacion se ve complejizada ya que en
muchas ocasiones las cepas productoras de BLEE son ademas resistentes a
otras familias de antibioticos.

En este panorama, el tratamiento de las infecciones bacterianas debio dirigirse
al uso de los B-lactamicos del grupo de los carbapenemes. El imipenem, primer
carbapeneme empleado en la clinica, estuvo disponible a partir de 1985, y en
1996 surgio el meropenem. El ertapenem se utiliza desde 2003 y doripenem se

introdujo al mercado en 2005. (s5,3s).

Sin embargo, debido al uso extendido de estos antibidticos se han seleccionado

bacilos gram negativos productores de carbapenemasas y desde hace mas de
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una década la presencia de los mismos es reportada cada vez con mas

frecuencia en todas partes del mundo.

3.9 [B-lactamasas de clase A, Carbapenemasas tipo KPC

Las enzimas de tipo KPC llamadas asi por K. pneumoniae carbapenemasa, son
serino enzimas de ubicacién plasmidica, inhibibles por el acido clavulanico. Se
describieron por primera vez en un aislamiento de K. pneumoniae en Estados

Unidos en 2001, en Carolina del Norte. (24, 70).

Hasta 2005, la distribucion de estas enzimas generalmente se reportaba en
miembros de la familia Enterobacteriaceae incluyendo Enterobacter spp., E. coli,

y Serratia marcescens y particularmente en K. pneumoniae.

Puesto que para esa época la deteccion era generalmente limitada a la parte Este
de Los Estados Unidos por lo que encontrar aislamientos de K. pneumoniae

productores de KPC fuera de los EE. UU era infrecuente. (s, 4s)

Tiempo después los aislamientos productores de KPC se describieron en
diferentes ubicaciones de EE. UU. y en todo el mundo (Ver firgura N°9) razén por
la cual se considera que son las carbapenemasas mas ampliamente diseminadas

a nivel mundial.

El espectro de hidrdlisis de las enzimas de tipo KPC comprende todos los (3-
lactamicos, incluyendo a las penicilinas, cefalosporinas, monobactames e incluso
carbapenemes, restringiendo de esta forma las opciones terapéuticas de las

infecciones por producidas por los microorganismos productores. (s, 4s)
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Figura N° 9 Distribucion geografica del KPC en todo el mundo. ws

En Argentina estas enzimas fueron detectadas por primera vez en 2006 en K.
pneumoniae y, en concordancia con la situacion mundial, a partir de 2010 el
incremento de este tipo de enzimas en aislamientos de esta especie fue
alarmante. Esto se debio a la gran diseminacion epidémica de un clon altamente
exitoso a nivel global el ST258, el cual finalmente se estableci6 como endémico

en Argentina. (1)

Ademas, el clon ST258, estd compuesto por dos linajes genéticos, denominados
clado 1y clado IlI. El clado | esta asociado con KPC-2 y el clado Il con KPC-3. La
divergencia genética entre estos dos clados radica en una region de 215 Kb que
incluye genes involucrados en la sintesis de la capsula de polisacéarido (cps). Esta
region de divergencia seria un hot spot para eventos de recombinacion y, segun

DelLeo y cols., contribuiria en la exitosa diseminacion del clon ST258. s



35

Existen 20 variantes de KPC informacién que puede ser consultada directamente
desde el sitio web de National Center for Biotechnology Infomation (NCBI) por

sus siglas en inglés, y que se encuentra siendo actualizada constantemente. us

KPC-2, inicialmente de Klebsiella spp. es la enzima de tipo KPC mas
comunmente detectada en Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp. Se conoce
que son codificadas por genes (blakc) de ubicacion plasmidica. El gen blapc-2
esta asociado con el transposén Tn4401, que es un elemento mévil (ver figura
N°10).

4
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‘:tnpk - tnpA }4 istAll} stB

5-bp
TSD
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I Gen p-lactamasa blagec.,
. Entorno genético Up Stream (Corriente arriba)

[ Entorno genético Down Stream (Corriente abajo)

Figura N° 10 Representacion esquematica de estructuras Tn4401
identificadas en plasmidos de origen natural. as

Este transposon tiene un tamafio de 10 kb, esta flanqueado por una duplicacion
del sitio de destino de 5 bp, la firma de un evento de transposicion reciente, y se
inserta en diferentes marcos de lectura abiertos, ubicados en pladsmidos que
varian en tamafo y naturaleza, ademas del gen B-lactamasa Dblakpc-2, se
encuentra un gen transposasa, un gen resolvasa, y dos nuevas secuencias de

insercion, ISKpn6 e ISKpn7.

Tn4401 se considerd el origen de la adquisicion de blakpc y diseminacién a
plasmidos de varios tamafios identificados en aislamientos no relacionados a K.

pneumoniae y P. aeruginosa aislados de los Estados Unidos, Colombia y Grecia.
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Aunque el entorno genético de blakec de aislamientos recuperados en China es

diferente, son todavia asociados con un elemento transponible. as, 4s)

En El Salvador no se encuentra un registro consistente de deteccion de estas
enzimas, sin embargo, actualmente se trabaja en esfuerzos para poder tener
informacion detallada sobre estas enzimas, razén por la cual es importante poder
aplicar estas técnicas de estudio e identificacién en las cepas aisladas de centros

hospitalarios con perfiles de resistencia a las carbapenemes.

3.10 Meétodos aplicados al estudio de tipificacion con enfoques fenotipicos y

genotipicos de Klebsiella pneumoniae productora de KPC
3.10.1 Métodos Fenotipicos
Sensibilidad antimicrobiana por método automatizado

La tecnologia automatizada y semiautomatizada en microbiologia ha
experimentado grandes avances en los ultimos afios. La identificacion de
bacterias patdégenas aisladas de procesos infecciosos y los resultados de
susceptibilidad in vitro constituyen herramientas fundamentales para un manejo
eficiente de estos microorganismos. Por tanto el empleo de métodos rapidos y

automatizados en microbiologia se hace cada vez mas frecuente. g

El uso de equipos automatizados requiere un tiempo reducido para la obtencién
de los resultados en comparacion con los métodos “convencionales”, son faciles
de usar, precisos y en muchos casos econdmicamente rentables teniendo en

cuenta la relacion costo/beneficio.

La rapidez en el diagndstico y el tratamiento reduce la morbi-mortalidad asi como

la propagacién de la infeccion lo que se traduce en beneficios para el paciente,
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cuando se trata de muestras de origen clinico. Uno de los equipos mas utilizados
es el VITEK, el cual posee un sistema automatizado de identificacion bacteriana

y estudio de sensibilidad antimicrobiana. @)

La identificacion de las bacterias se basa en la inoculacién de una suspension de
microorganismos en tarjetas con determinados paneles de reacciones

bioguimicas.

La sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo en forma similar a través de tarjetas
que contienen diluciones estandarizadas de distintos antibibticos
correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por el
NCCLS. Este sistema se ha empleado para el estudio de cepas clinicamente
significativas aisladas de muestras clinicas u otras fuentes como alimentos y

agua.
Ensayos de difusién en medio sélido.

Uno de los métodos de difusién mas utilizados es el antibiograma disco-placa
basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores es uno de los métodos que
el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda

para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos.

El antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una
placa de petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel

secante impregnados con los diferentes antibioticos. sy
3.10.2 Métodos Genotipicos

Métodos basados en PCR
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PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reaccién en
Cadena de la Polimerasa. La idea basica de la técnica es sintetizar muchas veces
un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede trabajar a

temperaturas muy elevadas. s

Utilizacion de enzimas de restriccion (macrorrestriccion) seguido de

electroforesis de campo pulsado PFGE.

Esta técnica consiste en introducir el microorganismo en bloques o mejor
conocidos como “plugs” de agarosa, este es lisado in situ y se digiere el ADN con
enzimas de restriccion. Los plugs de agarosa con el ADN bacteriano son
insertados en un gel de agarosa, donde los fragmentos de restriccibn emigran
por electroforesis de campo pulsado. Esto genera un patron de bandas particular
que puede ser comparado con otros aislamientos, y asi poder agrupar a los

microorganismos con pulsotipos similares. ()

Amplificacién por PCR de 7 genes conservados y secuenciacion MLST

La técnica mas aplicada en epidemiologia global asi como con aislamientos de
distintos periodos de tiempo. Se basa en la variacion genética de siete genes

conservados o “housekeeping genes” (rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB y tonB).

Se asigna un numero alélico diferente segun la secuencia de cada locus, y luego
el ST es determinado, conectando los siete nimeros alélicos diferentes en un

orden estandarizado.

Esta secuencia es ingresada en eBURST (http:/eburst.mlist.net/), donde se
identificara un genotipo a cada grupo, el esquema del procedimiento descrito

puede verse en la figura N° 11..)
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Figura N°11 Amplificacion por PCR de 7 genes conservados y secuenciacion
MLST

Entorno Genético (Mapeo)

Este método permite conocer el entorno del gen de blakpc dentro del transposén,
también se conoce como un “mapeo genético”, y la principal informacion que
brinda es tener la ubicacion del gen dentro del transposén, para poder asociar su
facilidad de diseminacion dentro de las familias de Enterobacteriaceae o incluso
con familias fuera de esa clasificacion, se realiz6 mediante reacciones de PCR
Simple utilizando oligonucledtidos que permiten amplificar fragmentos conocidos,
tomando como referencia la estructura basica del transposén Tn4401 presentada
por la bibliografia consultada, como puede verse en la figura N°10, lo cual
permitid disefiar reacciones dependiendo de los fragmentos que se deseaba
amplificar para confirmar su presencia dentro del transposén, ya sea corriente
arriba (Up stream) o corriente abajo (Down Stream) del gen de interés, para lo
gue se disefiaron 4 Reacciones de PCR Simples, 3 Reacciones Up Stream y 1

Reaccion Down Stream. 7
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Tipificacion de plasmidos

Se conoce gque la enzima KPC se encuentra codificada por el gen blakpc,
localizado en el transposon Tn4401, que es derivado de Tn3, el que a su vez se
encuentra portado, principalmente, en plasmidos aunque también ha sido
informado en el cromosomages, algunos autores proponen que diferentes
isoformas de Tn4401 parecen estar asociadas a diferentes plasmidos portadores
de blakrc y las diferentes asociaciones pueden ser utilizadas como marcadores

genéticos para distinguir los diferentes plasmidos.

Los plasmidos que poseen la misma capacidad de replicacion son
‘incompatibles”, mientras que aquellos con diferente capacidad de replicacion
son “compatibles”. Por lo que dos plasmidos que provienen del mismo grupo de
incompatibilidad no pueden coexistir en una misma ceélula de forma estable,

puesto que no pueden ser propagados en la misma linea celular.

La identificacion de los grupos de incompatibilidad es la forma mas frecuente para
clasificar plasmidos ademas esta herramienta permite seguir la evolucion y
diseminacién de pladsmidos emergentes.s ElI gen blakec es transportado por
diferentes plasmidos de diferentes grupos de incompatibilidad (Inc). Estos
incluyen IncFll, FIA, 12, AIC, N, X, R, P, U, W, LIM y ColE. Al contrario de otros
genes portadores de carbapenemasa, blakec se presenta principalmente en

plasmidos en Enterobacteriaceae. s

La necesidad de rastrear plasmidos que confieren resistencia a antibioticos llevé
al desarrollo de método de tipificacion basado en PCR: inc/rep PCR. El mismo
consta de 18 pares de primers, diseflados para realizar 5 multiplex y 3 simplex,
los cuales reconocen los siguientes replicones: FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-I¥, L/M,
N, P, W, T, A/IC, K, B/O, X, Y, Fy FllA.q2
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4.0 DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio:

Experimental: contempla la Fase I, ya que se realizé la caracterizacion
y tipificacion de los aislamientos hospitalarios de Klebsiella
pneumoniae recuperados de infecciones nosocomiales o de cultivos de
vigilancia, haciendo uso de técnicas de biologia molecular en el
laboratorio de Microbiologia y Resistencia Bacteriana de la Universidad
de Buenos Aires, mediante enfoques fenotipicos y genotipicos que
puedan ser aplicadas en los centros de investigacion y salud en El

Salvador.

Investigacion Bibliografica

Se realizaron consultas en libros y publicaciones de revistas cientificas en

las siguientes bibliotecas:

Dr. Benjamin “Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador.

Central de la Universidad de El Salvador (UES).

Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)

Bases de datos en linea:

MEDLINE por la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos PubMed-NCBI.

Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Organizacion Panamericana de la Salud (OPS).

Internet
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Investigacion de campo

Contempla la fase Il, en la que se realiz6 una entrevista (Ver anexo N°1)
dirigida a los jefes de los departamentos de bacteriologia, laboratorio
clinico o los encargados de realizar el monitoreo de la resistencia
bacteriana en los centros de salud en El Salvador para proporcionar un
diagndstico y brindar una vision general sobre el tema de resistencia

actualmente en el pais.

Universo: La red de laboratorios para la vigilancia de la resistencia
antimicrobiana en El Salvador constituida por 24 Laboratorios de GOES,
8 Laboratorios del ISSS y 1 un Laboratorio de Sanidad Militar, haciendo

un total de 29 hospitales y Unidades de Salud.

Muestra: dirigida puntual a los hospitales del area metropolitana, por ser
los que atienden mayor numero de pacientes que requieren una
especialidad segun su diagnéstico que otros hospitales nacionales.
Ademas se entrevistaron a los encargados o jefes de los departamentos
de bacteriologia, laboratorio clinico o los relacionados con el tema de la
verificacion de resistencia bacteriana de los siguientes centros:

- Hospital Nacional General “Dr. Juan José Fernandez” Zacamil

- Hospital Nacional de La Mujer "Dra. Maria Isabel Rodriguez".

- Hospital General del Instituto del Seguro Social.

- Laboratorio de Referencia Nacional “Dr. Max Bloch”

Parte Experimental

Ver Listado de Equipos, materiales y preparacion de reactivos y buffers en

anexo N°2.
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Universo: 24 aislamientos de Kelbsiella pneumoniae recuperadas de
infecciones nosocomiales o de cultivos de vigilancia durante el periodo de
noviembre de 2016 a febrero de 2017 en el Hospital Aleman de la Ciudad

de Buenos Aires, Argentina.

Muestra: 19 aislamientos de Klebsiella pneumoniae que presentan
resistencia a imipenem (IMl) y meropenem (MER) con valores de
concentracion inhibitoria minima (CIM) de IMI 24 ug/mL y MER 24

ug/mL.m)

Determinacién de la sensibilidad. (25 63)

La determinacion de la sensibilidad se realiz6 acorde a las tablas presentadas

por el CLSI para los puntos de corte de los halos de inhibicién y concentracion

minima inhibitoria para enterobacterias, Tabla 2A-1a7) y fue realizada por el

Hospital Aleman de la ciudad de Buenos Aires mediante el Sistema de

identificacibn microbiana completamente automatizado Vitek 2 Compact se

refiere a la tecnologia de colorimetria avanzada para identificacion microbiana.

Procedimiento: Ver anexo N°3. (4

1.

2.

Transferir con asa estéril, a partir de un cultivo puro desarrollado durante
24 h en Agar nutritivo o TSA, una cantidad suficiente de in6culo a un tubo
de ensayo de poliestireno claro de 12x75 mm que contiene 3 ml de
solucion salina estéril (Sol. Acuosa de NaCl 0.45% a 0.5%, pH 4.5 a 7.0).
Ajustar la turbiedad a 0.50-0.63 unidades de la escala de McFarland con
el densitometro.

Colocar el tubo de ensayo que contiene la suspension bacteriana dentro
de la gradilla especial (cassette), y la tarjeta de identificacion de tipo GN-

Bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores (Ver figura N°
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12) se coloca en la ranura cercana, insertando el tubo de transferencia
dentro del tubo con la suspension correspondiente. Colocar el cassette
con las muestras en el sistema VITEK 2.

4. Una vez dentro del equipo, las muestras se someten a los siguientes
procesos de forma automatica: Inoculacion Las muestras son
transportadas a una cdmara en la que se aplica vacio y en seguida se
reintroduce nuevamente el aire, esta accion hace que la suspension
bacteriana pase a través del tubo de transferencia hacia los microcanales
que llenan todos los pozos.

5. Sellado e incubacién de las tarjetas. Las tarjetas inoculadas pasan por un
mecanismo que corta los tubos de transferencia y las sella, previo a la
carga dentro del carrusel-incubador. Todos los tipos de tarjetas se incuban

en linea a 35.5 + 1.0° C. Lectura de las reacciones.

Figura N°12 Tarjeta de identificacién para sistema vitek. ()

Este procedimiento se realizé en el Hospital Aleman de la Ciudad de Buenos

Aires, Argentina, el cual proporciono los resultados para dar paso a las siguientes
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determinaciones fenotipicas y genotipicas para el cumplimiento de los objetivos

de este estudio.

4.4.1 Identificar fenotipicamente la presencia de B-lactamasas de tipo

KPC mediante ensayos de difusion en medio sélido.

Uno de los métodos de difusién mas utilizados es el antibiograma disco-placa es
uno de los métodos recomendado por el NCCLS para la determinaciéon de la
sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos.

Bajo ese fundamento se utiliza una disposicion estratégica de los discos de
antibidticos para la deteccion de enzimas de resistencia, entre ellas B-lactamasas

de tipo KPC como puede verse en la figura N°13.

Sinergia positiva: Presencia de BLEE

Si

inergia\positiva: AmpC

S

inergia/positiva: KPC

inergia positiva:
Carbapenemasa de clase A

CTX: Cefotaxima, AMC: Amoxicillina/Acido Clavulanico,
CAZ: Ceftazidima,BOR: Acido fenil béronico, MER: Meropenem,

IMI: Imipenem, PTZ: piperacillina-tazobactam

Fig. N° 13 Disposicion estratégica de discos para la
deteccion de enzimas de resistencia (s



a7

Para detectar fenotipicamente la presencia de B-lactamasas de tipo KPC se
realiz6 un ensayo de difusion de doble disco o de sinergismo con acido fenil

borénico (APB). s, 23

Preparacion de la suspension

1. A partir de una cepa inoculada en TSA de 18-24 horas, se toma una UFC
con un asa recta y se realiza una suspension del microorganismo en
solucion salina al 0.85%.

2. Se ajusta la turbidez del inéculo a la escala 0.5 McFarland.

Inoculacion del Miller Hinton

1. Inocular sobre placas de agar Mueller Hinton, de forma confluente con una
suspension de K. pneumoniae de los aislamientos hospitalarios, en la
escala de McFarland 0.5, equivalente a 1.5 x 108 UFC/ml.

2. Colocar en el centro de la placa inoculada, un disco conteniendo Acido
fenil borénico (APB) (300ug), inhibidor de betalactamasas de tipo A.

3. Ubicar discos de Imipenem (IMI) (10ug) y Meropenem (MER) (10ug) a 15
mm de distancia borde a borde del disco conteniendo APB. Ver figura
N°13.

Interpretacion:

La deformacién del halo producido entre los carbapenemes y el acido bordnico,
indica que hay sinergismo, este fendmeno es conocido como “efecto huevo”. se
considera un resultado positivo y por lo tanto se sospecha la presencia de B-

lactamasas de tipo KPC (Ver figura N° 14).23)
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APB: Acido fenil béronico, MER: Meropenem, IMI: Imipenem

Figura N° 14 Ensayo fenotipico de difusion de doble disco para

deteccion de KPC, Autoria propia.
4.4.2 Detectar los genes codificantes de KPC (blakpc) en los aislamientos
en estudio mediante la técnica de reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR).

Extraccion de ADN total. sq) (ver anexo N°4)

1. Obtener cultivos puros a partir de cada uno de los aislamientos
hospitalarios en medio: Luria Bertani Agar (LBA) + Ceftazidima (CAZ) (20
pg/mL), incubar 24 h a 37°C.

2. Resuspender 2-4 colonias aisladas en 200 pl de agua desionizada estéril
y someter a un bafio de agua en ebullicion durante 10 minutos.

3. Centrifugar durante 2 minutos a 13,000 rpm en microcentrifuga.

4. Conservar los sobrenadantes a -20°C para su posterior utilizacion.

Extraccion de ADN plasmidico. g (Ver anexo N°5)
1. Centrifugar 3 ml de un cultivo de 16-18 horas en caldo Luria Bertani (LB),
a 13.000 RPM en microcentrifuga durante 2 minutos.

2. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 ml de Buffer E.
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. Agregar a la suspension bacteriana 2 ml de solucion de lisis suplementada

con 20 ug de RNasa. Mezclar suavemente por inversion.

. Incubar a 58°C durante 20 minutos.

5. Afadir 1 ml de mezcla de fenol-cloroformo-isoamilico (24:24:1). Mezclar

utilizando vortex.

6. Centrifugar 15 minutos a 13.000 RPM.

. Transferir la fase acuosa, que contiene el ADN plasmidico, colocando
400ul en tubos para microcentrifuga.

. Anadir 40 pl de NaCl 5M (Concentracion final: 0,3-0,5 M) y 800 pl (2
volumenes) de etanol 96%.

. Incubar durante 16-18 horas a -20 °C para que precipite el ADN

plasmidico.

10. Centrifugar a 13.000 RPM en microcentrifuga durante 15 minutos.

11.Lavar con 1 ml de etanol 70%. No mezclar ni remover el pellet, y volver a

centrifugar como en el paso 10.

12.Extraer el alcohol y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.

13. Resuspender en 50-100 ul de agua desionizada estéril.

Amplificacién génica por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (ver anexo
N°6)., 35)

La deteccion de los blakpc presentes en los aislamientos en estudio se realizd

mediante amplificacion por PCR simple con oligonucle6tidos (primers)

especificos propuesta por Bradford ¢ utilizando como molde ADN total y ADN

plasmidico.

1. Preparar la mezcla de PCR (master mix) segun la Tabla N°2 en un tubo

de microcentrifuga de 1.5 ml, homogenizar bien y evitar la formacion de

burbujas.
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Rotular tubos de microcentrifuga de 0.2ml con las muestras a analizar.

3. Dispensar en los tubos de reaccion rotulados 22.5 pL de mezcla de PCR

(de acuerdo a lo indicado en la tabla N°2).

4. Agregar en cada tubo la cantidad de 2.5 pL de ADN segun la Tabla N°2

Homogenizar suavemente dentro del tubo subiendo y bajando el liquido

con la punta de la micropipeta.

6. Colocar dentro del termociclador y programar el

indicaciones de la tabla N°4 para 30 ciclos.

Tabla N° 2 Preparacion de mezcla de PCR Simple blakpc. e, 35

proceso, segun

Concentracién Cantidad Cantidad
. C . : para 20
Reactivo Concentracioén final en la para un tubo tubos
Reaccién L
(ML) (uL)
Buffer 10X 1X 25 50
MgCl, 25 mM 25 uM 25 50
dNTPs 10 mM (Todos)™ 10pM 1.0 20
Oligonucleoétido
Forward (Primer F) 10uM 10pM 2:5 50
Oligonucleotido
Reverse (Primer R) 10uM 10pM 2.5 50
Enzima (Taq Pol) 5U/uL 1U/uL 0.2 4
Agua des,lo.nlzada ) i 113 296
estéril
0.1ng genémico
(maximo 500 ng;
ADN (Total o de bacteria de 1 Cada
Plasmidico) 0.1 mg/mL alOngysies 2:5 tubo™
plasmido de 0.1
alng)
TOTAL 25uL -

*Notas:

1. La concentracién de los dNTPs a 10 mM, se refiere a la suma de los 4 dNTPs, y cada uno esta

a 2.5mM.

2. La PCR debe realizarse a partir de templado de ADN total obtenido a partir de lisis de colonia,

asi como ADN plasmidico.
3. Se agrega el ADN a cada tubo conteniendo la mezcla previamente homogenizada



51

Tabla N° 3 Oligonucleétidos (primers) utilizados en PCR Simple blakpc. @, s4)

O|IgOI’]L’JC|,eOtIdO Secuencia 5'-3’ Amplicon T dg Uso
5-3 esperado | Apareamiento
KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT PCR
890-bp 55 °C Simple
KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC blakpc
Tabla N° 4 Condiciones generales para la PCR Simple blakpc. s, 64
PROCESO TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion Inicial 95 °C 5 min
Desnaturalizacion 95 °C 1 min
Amplificacion . S R .
(30 Ciclos) Apareamiento /Hibridacion 55°C 1 min
Elongacién 72°C 1 min
Extensién Final 72 °C 10 min

Visualizacion de los productos amplificados en la PCR Simple blakpc (ver anexo

N°7)

1.

Preparar la agarosa al 0.8%, para ello fundir la agarosa en Buffer TAE 1X
(Ver preparacién de agarosa en anexo N°7)

Homogenizar agitando suavemente evitando la formacion de burbujas.
Dejar enfriar hasta una temperatura de 45° a 50° aprox.

Colocar el Bromuro de Etidio a una concentracion de 0.5 yg/ml y agitar
suavemente para homogenizar. *Nota: EI bromuro de etidio es un
mutégeno y es altamente toxico, por lo cual se deben tomar las debidas
medidas de seguridad necesarias para su uso y el descarte del gel de
agarosa.

Preparar el contenedor de geles o molde de geles, con el peine para que
se formen los pocillos donde se depositan las muestras.

Verter la agarosa sobre el molde, verificando que no queden burbujas, de

ser asi quitarlas rapidamente con las puntas para pipetas.



52

7. Dejar reposar durante 20 min - 30 min, hasta que el gel presente un color
blanquecino.

8. Retirar el peine del molde con cuidado para no romper el fondo de los
pocillos.

9. Colocar el contenedor de geles con el gel solidificado dentro de la camara
de electroforesis.

10. Verter suavemente el buffer de corrida tris acetatos EDTA (TAE 1X)

11.Colocar 1 pL de buffer de carga sobre una bandeja de mezclado.

12.Mezclar 9 pL del producto de PCR obtenido con 1 puL de colorante de
corrida o buffer de carga, con cuidado de no hacer burbujas mezclar
subiendo y bajando con la pipeta.

13.Colocar la punta de la pipeta dentro del pocillo en el gel, sin romperlo y
lentamente vaciar la pipeta para cargar el gel. Evitar llenar el pocillo hasta
arriba.

14.Colocar el marcador de peso molecular, dos controles positivos (Mezcla
de PCR + ADN Klebsiella pneumonie ST258 y ST253) y el control
negativo. (Mezcla de PCR+Agua desionizada estéril)

15. Verificar la polaridad en la que se encuentra colocado el gel (el ADN
migrara al polo positivo ya que los fosfatos de la molécula le confieren
carga negativa, por lo que hay que asegurarse que la corrida del gel sea
hacia el polo positivo.)

16. Correr la electroforesis del gel a 90 volts por 30 min

17.Al terminar la corrida de electroforesis, tomar el gel de agarosa
cuidadosamente para evitar romperlo.

18. Colocarlo sobre el transiluminador UV para verlo. La luz UV puede dafiar
la piel y los ojos, por lo que sera necesario proteger la cara y/o los 0jos.

19. Tomar una fotografia del gel.

20.Descartar el gel segun el protocolo de descarte para cancerigenos y

mutagénicos.
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443 Establecer posibles relaciones de clonalidad entre los
microorganismos productores de KPC, mediante la utilizacion de
enzimas de restriccion del genoma en conjunto con electroforesis
de campo pulsado (PFGE) y por medio de tipificacion multilocus de

secuencias (MLST).

Macrorrestriccion del genoma de K. pneumoniae con Xbal seguido por

electroforesis de campo pulsado (PFGE). @2

Preparacion de los tacos o soportes “Plugs” de agarosa (Ver anexo N°8)

1. A partir de un cultivo en placa de 18 a 24 h, inocular una colonia en 5 ml
de Infusion cerebro corazon (BHI) e incubar 16-18 h sin agitacion a 37°C.

2. Colocar 1000 pl del cultivo en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y
centrifugar a 12.000 RPM en microcentrifuga por 2 minutos.

3. Eliminar el sobrenadante con pipeta automatica y resuspender el “pellet”
bacteriano con 1000 ul de buffer PIV. Centrifugar nuevamente, descartar
el sobrenadante eliminando todo el liquido posible.

4. Resuspender el “pellet” bacteriano con 200 pl de buffer PIV (considerar
que este volumen inicial es de 210 pl).

5. Colocar 5 pl de la suspension bacteriana en una cubeta o celda
descartable del espectrofotometro conteniendo 1 ml de PIV (dilucion
1:200). Cubrir la cubeta con parafilm y homogenizar bien.

6. Medir la densidad 6ptica (DO) a 620 nm, empleando PIV como blanco. La
DO deberia ser 0.05 - 0.15.

Calcular el volumen de PIV necesario a agregar a la suspension
bacteriana, para alcanzar una DOs20 de 5 unidades, segun la siguiente

féormula:

Vol. PIV a agregar (ul)= (DOmedida x 40 x 210)-210




En donde:

DOmedida = Densidad Optica Medida

40 = Constante

210 = Constantes

Tabla N° 5 Calculo de PIV a partir de la densidad 6ptica (DO)

54

DO medida Volumen PIV a agregar (ml) Volumen final (ul)

<0.05 concentrar -

0.05 210 420
0.07 378 588
0.09 546 756
0.11 714 924
0.13 882 1092
0.15 1050 1260
>0.15 Hacer dilucion en otro tubo -

7. Limpiar los moldes para la solidificacion de la mezcla de los plugs de

agarosa (cubiertos con parafilm) con alcohol 70%. Transferir 150 pl de la

suspension bacteriana (DOs20= 5 unidades) a un tubo de microcentrifuga

de 1.5 ml, e incubar por 10 minutos a 50°C. Agregar a la suspension

bacteriana, 150 ul de agarosa de bajo punto de fusion 1.6%, precalentada

a 50°C y mezclar rapidamente con vortex.

8. Pipetear la mezcla en los moldes de los plugs y dejar solidificar a T°

ambiente.

9. Refrigerar a 4°C los plugs de agarosa en los moldes durante 45 minutos.
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Lisis celular de los plugs de agarosa:
10.Remover cuidadosamente los plugs con un asa descartable y colocarlos
en tubos de 15 ml conteniendo 1 ml de Buffer de Lisis. Incubar 16-18 horas
a 37°C.
11.Reemplazar el buffer de Lisis por Buffer ES-P. Incubar los plugs 24 h a
50°C.

Lavados de los plugs de agarosa:
12.Lavar los plugs con Buffer TE 1X (TE con 1 mM de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo) para eliminar la proteinasa K. Realizar este
procedimiento al menos 5 veces, dejando actuar cada lavado al menos 30
minutos con agitacion horizontal.
13.Lavar 3 veces con Buffer TE 0.1X dejando actuar cada lavado al menos
30 minutos con agitacion horizontal. Los plugs se pueden conservar a 4°C

hasta 3-4 meses.

Equilibrio y digestion de plugs con Xbal:
14.Equilibrar los plugs con 500 ul del Buffer 1X apropiado para la enzima de
restriccion a utilizar. (En este caso Xbal) Incubar a temperatura ambiente
durante 2-3 h.
15. AAdadir 30 U/pl de Xbal e incubar durante 20 h a 25°C.
16. Colocar los plugs dentro del gel de corrida (agarosa para PFGE al 0,8% o
1% en Buffer TBE 1X)

17.Corrida del gel: pulsos de 5 a 60 segundos durante 20 horas a 6 Volts/cm

Tefiido del gel:
18. 100 pL de bromuro de etidio en 500 mL de agua desionizada y sumergir

el gel cuidadosamente por 5 min.
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19. Sumergir en agua desionizada por 30 min para lavar el exceso de bromuro

de etidio.
Interpretacion de patrones de bandas por medio de herramientas bioinformaticas

- Altamente relacionado: Un aislamiento se considera altamente
relacionado a una cepa si se diferencia de esta con 2 o 3 bandas

- Posiblemente relacionado: Un aislamiento se considera posiblemente
relacionado si se diferencia por 4 a 6 bandas.

- No relacionado o distinto: Un aislamiento se considera distinto si se

diferencia por 7 o mas bandas.

Construccion del dendograma

A partir de los patrones de bandas obtenidos en el PFGE se generd una matriz
binaria, colocando el valor de cero (0) para la ausencia de una banda dentro de
la calle o el valor de uno (1) para la presencia de una banda dentro de la calle; la
matriz binaria generada fue digitada en el software TREECONe7) para poder
obtener una matriz de similitud, con lo que se construyé un dendrograma
utilizando el algoritmo Unweighted Pair Group Method Arithmetic Averages
(UPGMA, Método de grupo de pares no ponderados con media aritmética). La
construccion de dicho dendograma permite agrupar a los aislamientos por

similitud y establecer una relacién clonal.

Estudio de MLST (Multilocus sequence typing)

Es una técnica genética para la caracterizacion taxondmica de bacterias y
microorganismos por debajo del nivel de especie. El procedimiento caracteriza
muestras de especies microbianas mediante la secuenciacion de ADN de
fragmentos internos de genes de mantenimiento. Se le asigna un numero

particular de alelo a cada secuencia Unica que se encuentre en un gen de
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mantenimiento de una especie. Cada muestra se caracteriza por las secuencias
Unicas de alelos en cada uno de los siete loci, lo cual constituye su perfil alélico

o tipo de secuencia (en inglés sequence type, ST)as, 5

Para esta investigacion se realizo la amplificaciéon por PCR de tipo simple para
los diferentes fragmentos, ademas de su posterior secuenciacion. La secuencia
de cada uno de los loci se compar6é con las ya existentes segun las
recomendaciones de la base de datos del PUB med ERI (Enviromental Research

Insttiute), University College Cork, Irlanda. (ver tabla N°6).

La asignacion de los alelos se realiza de forma categérica al secuenciar ambas
hebras de ADN, por lo que las variaciones en la secuencia de ADN son de esta
forma “autentificadas”. Una vez asignado un nimero a cada alelo, se genero un
perfil alélico que fue la combinacion de los siete alelos ya asignados y se

determiné el secuenciotipo (ST) del aislamiento en estudio.

Tabla N° 6 Sitios genéticos incluidos en el esquema MLST de Klebsiella
pneumoniae, oligonucleotidos de PCR secuenciacion y tamafio de
los productos. s

Sitio Funcion propia del Secuencia del oligonucleétido (primer)®® Tamano
gen (bp)

'bOB Beta-subunit of RNA VIC3: GGC GAA ATG GCW GAG AAC CA 501

P polymerase B VIC2: GAG TCT TCG AAG TTG TAACC

Glyceraldehyde 3- gapAl73: TGA AAT ATG ACT CCA CTC ACG
G

gapA deﬂggfg;:;ise gapA181: CTT CAG AAG CGG CTT TGA TGG 450

CTT




Tabla N°6 (Continuacion)
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Sitio Funcion propia del Secuencia del oligonucleétido (primer)2®° Tamano
gen (bp)
mdh Malate mdh130: CCC AAC TCG CTT CAG GTT CAG 477
dehydrogenase mdh867: CCG TTT TTC CCC AGC AGC AG
pgilF: GAG AAA AAC CTG CCT GTACTG
CTG GC
Phosphoalucose pgilR: CGC GCC ACG CTT TAT AGC GGT
Poi isgme?ase TAAT 432
pgi2F(seq): CTG CTG GCG CTG ATC GGC AT
pgi2R(seq): TTA TAG CGG TTA ATC AGG
CCGT
phoE604.1: ACC TAC CGC AAC ACC GAC
. TTCTTC GG
phoE | Phosphoporine E PhOE604.2: TGA TCA GAA CTG GTA GGT 420
GAT
Translation initiation infB1F: CTC GCT GCT GGA CTATAT TCG
infB factor 2 infB1R: CGC TTT CAG CTC AAG AAC TTC 318
infB2F(seq): ACT AAG GTT GCC TCC GGC
GAA GC
Periplasmic energy tonB1F: CTT TAT ACC TCG GTA CAT CAG
tonB transducer GTT 414
tonB2R: ATT CGC CGG CTG RGC RGA GAG

a Los primer de secuenciacion fueron los mismos que los primer de PCR, excepto cuando se

indico.

b Basado en la secuencia completa de la cepa MGH78578

El procedimiento utilizado fue el descrito en 4.4.2 apartado Amplificacién génica

por reaccion en cadena de la polimerasa para PCR Simple blakpc utilizando las

condiciones de PCR siguientes:
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Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion Inicial 95 °C 5 min
Desnaturalizacién 95 °C 1 min

smplfscon | Apmmeamieto s0°c”
Elongacién 72 °C 30 seg

Extension Final 72 °C 10 min

1: Cambiar la temperatura de apareamiento para gapA a 60°C y tonB a 45°C

Visualizacion de los productos amplificados en la PCR MLST

Para el procedimiento ver Visualizacion de los productos amplificados en la PCR

Simple blaxpc del apartado 4.4.2

Los productos amplificados en la reaccion de PCR se observaron en geles de

agarosa al 1.5% en buffer TAE, y se utiliz6 como colorante bromuro de etidio al

0.5 pg/ml, posteriormente los geles se visualizaron con un transiluminador UV.

Se comprobd que el producto de PCR fuera unico, y se tomd un aislamiento

representante por cada grupo identificado mediante el dendograma y se envi6 a

secuenciar (Macrogen Inc-Corea).

4.4.4 Determinar los elementos genéticos involucrados en la diseminacion

horizontal de resistencia, a través del estudio de la asociacion a

elementos genéticos moviles como transposones y la tipificacion de

los plasmidos portadores de blakpc-.
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Caracterizacién del entorno genético de los blakpc-2 (67)

Para realizar la caracterizacion del entorno genético del gen blaxpc (ubicado en el
transposon Tn4401, ver fig. N°10), se realizaron cuatro reacciones de PCR
principales que abarcan las porciones adyacentes al gen como se muestra en la
figura N° 15.

Rx A
l

J«‘“‘ Up stream 2500 pb o ma’s“;“\‘u\

;“ Up stream 1373 pb

Down stream
1373 pb

-
‘ - tpA
‘ ?

’ |
RxC Rx

Figura N° 15 Esquema de reacciones para la caracterizacion del entorno
genético de los blakpc-2, autoria propia.

El procedimiento para realizar las PCR de caracterizacion del entorno genético

utilizado fue el descrito en el apartado 4.4.2 Amplificacion génica por reaccion en

cadena de la polimerasa para PCR Simple blakpc utilizando la preparacién de

mezclas descritas en la tabla N°8, el uso de los primers descritos en la tabla N°9

y bajo las condiciones de PCR indicadas en la tabla N° 10 para cada una de las

reacciones respectivamente.
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Tabla N° 8 Preparaciéon de mezclas de PCR para las reacciones del entorno
genético: Rx A (up stream), Rx B (down stream), Rx C (up stream) y

Rx D (up stream)

Rx A Rx B Rx C Rx D
Reactivo Up Stream Down Up Stream | Up Stream
(uL) Stream (pL) (uL) (uL)
Buffer 25 25 25 25
MgCl, 2.0 2.0 2.5 25
dNTPs 1.0 1.0 15 15
Oligonuclgétido Forward 25 o5 o5 20
(Primer F)
Oligonuclgétido Reverse o5 o5 o5 20
(Primer R)
Enzima (Tag Pol) 0.2 0.2 0.3 0.4
Agua desionizada estéril 11.8 11.8 10.7 11.6
ADN (Total o Plasmidico) ™ 2.5 2.5 2.5 2.5
TOTAL 25 25 25 25

1. La PCR debe realizarse a partir de templado de ADN total obtenido a partir de lisis de colonia, asi como ADN plasmidico.

Se agrega el ADN a cada tubo conteniendo la mezcla previamente homogenizada

Tabla N° 9 Oligonucleétidos (Primers) para PCR del entorno genético: Rx A (up
stream), Rx B (down stream), Rx C (up stream) y Rx D (up stream).

Reaccién | Oligonucledétido Secuencia 5'-3’ Amplicon T° de
de PCR 5-3’ esperado | apareamiento

Rx A 3098-F TGACCCTGAGCGGCGAAAGC

Up 1373-bp 58 °C
stream KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
Rx B KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT

Down 1373-bp 55°C
stream 4714-R GAAGATGCCAAGGTCAATGC
Rx C 816V-F CTTAGCAAATGTGGTGAACG

Up 2500-bp 64 °C
stream IstB-R GCTTTCTTGCTGCCGCTGTG
Rx D 816V-F CTTAGCAAATGTGGTGAACG

2500-bp o o

Up MAs 60°C

stream KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
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Tabla N°10 Condiciones generales para la PCR del entorno genético: Rx A (up
stream), Rx B (down stream), Rx C (up stream) y Rx D (up stream)

Rx A SS‘W'?] Rx C Rx D
PROCESO Up Stream Stream Up Stream | Up Stream
T® t T t T t T t
(°C) | (min) | (°C) | (min) | (°C) | (min) | (°C) | (min)
Desnaturalizacién Inicial 94 4 94 4 94 4 94 4

Desnaturalizacion | 94 1 94 1 94 1 94 1

Amplificacion Apareamiento

58 1 55 1 64 2.5 60 1

(30 Ciclos) /Hibridacién
Elongacién 72 2 72 2 72 2.5 72 2.4
Extension Final 72 10 72 10 72 10 72 10

Visualizacion de los productos amplificados en las PCR del entorno
genético: Rx A (up stream), Rx B (down stream), Rx C (up stream)y Rx D

(up stream)

Para el procedimiento ver Visualizacidn de los productos amplificados en la PCR
Simple blakpc del apartado 4.4.2

Los productos de amplificacion se observaron en agarosa al 1.5 % en buffer TAE
con una electroforesis a 90 volts durante 30 minutos (Rx A, Rx By Rx C) y
agarosa al 0.8 % en buffer TAE con una electroforesis a 90 volts durante 30
minutos (Rx D).

Los geles se tiferon con bromuro de etidio 0.5 pug/ml. Posteriormente fueron
visualizados con un transiluminador UV.

Tipificacion de los plasmidos portadores de blakec por determinacion de

grupos de incompatibilidad (2

El método de tipificacion basado en PCR: inc/rep PCR, consta de 18 pares de
primers, disefiados para realizar 5 multiplex PCR y 3 simplex PCR, los cuales
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reconocen los siguientes replicones: FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-I¥, LIM, N, P, W,
T, A/IC, K, B/O, X, Y, Fy FlA. a2

El procedimiento de PCR para la tipificacion de los plasmidos portadores de
blakpc por determinacion de grupos de incompatibilidad utilizado fue el descrito
en el capitulo 4.4.2 apartado Amplificacion génica por reaccion en cadena de la
polimerasa para PCR Simple blakpc, para la preparacion de mezclas de multiplex
PCR y simplex PCR se realiz6 la preparacion previa de una mezcla “Primer Mix”,
debido a que estas PCR son de tipo multiple por lo que requieren 6 primers para
las Multiplex y 2 primers para las simplex (Ver tabla N° 13), se utilizo la
preparacion de mezcla de multiplex PCR y simplex PCR descrita en la tabla N°11,
bajo las condiciones de PCR indicadas en la tabla N° 12 para cada una de los

grupos de incompatibilidad.

Preparacién de Mezcla “Primer Mix”

Para la preparacion de la Primer Mix se debe tener en cuenta los siguientes
cuidados.
- La concentracién final de cada primer debe ser de 1 en 10 partiendo de la
solucién madre del primer.
- La Primer mix para las Multiplex PCR debe contener 6 primers. (Ver tabla
N° 13)
- La Primer mix para las Simplex PCR contiene solo 2 primers. (Ver tabla
N° 13)

Para 100 pL de Primer Mix
1. Adicionar 10 pL de cada primer en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mly
llevar a un volumen final de 100 pL con agua desionizada estéril.
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Ejemplo: Para primer mix Multiplex 1
Adicionar: 10 pL HI1 FW + 10 pL HI1 RV
10 pL HI2 FW + 10 pL HI2 RV
10 uL 11 FW + 10 pL 11 RV

40 pL de agua desionizada estéril

Ejemplo: Para primer mix Simplex PCR
Adicionar: 10 pL FrepB FW + 10 FrepB RV

80 pL de agua desionizada estéril

2. Homogenizar el tubo de microcentrifuga por medio de inversion
suavemente.

3. Utilizar esta mezcla primer mix, para adicionar en la mezcla de preparacion
mezcla de multiplex PCR para grupos de incompatibilidad descrita en la
tabla N° 11

Tabla N°11 Preparacion de mezcla de multiplex PCR y simplex PCR para grupos
de incompatibilidad

Multiplex PCRy

Reactivo Simplex PCR
(HL)
Buffer 2.5
MgCl, 2.0
dNTPs 1.0
Oligonucleédtidos Mix (Primer Mix)™ 2.5
Enzima (Taq Pol) 0.2
Agua desionizada estéril 14.3
ADN (Total o Plasmidico) 2.5
TOTAL 25

1: El Primer Mix debe cambiarse segun la reaccion de Multiplex PCR o Simplex PCR que se
realice, ver Preparacion de Mezcla “Primer Mix” y Tabla N°11
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Tabla N° 12 Condiciones generales para las multiplex PCR y simplex PCR para
grupos de incompatibilidad

Multiplex PCR PCR Simplex
PROCESO
T t T® t

Desnaturalizacion Inicial 94 °C 5 min 94 °C 4 min
Desnaturalizacion 94 °C 1 min 94 °C 1 min

Amplificacion Apareamiento o R .
(30 Ciclos) JHibridacion 60°C | 30seg | 55°C | 1min
Elongacién 72 °C 1 min 72 °C 2 min
Extensién Final 72 °C 5 min 72 °C 10 min

Tabla N°13 Oligonucleo6tidos (Primers) para las Multiplex PCR y Simplex PCR

para la determinacién de incompatibilidad de plasmidos

- . - Amplicon T° de
Reaccién | Oligonucleétido e :
. Secuencia 5’-3 esperado | Apareamiento
de PCR 5-3 o
(pb) C
HI1 FW GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 4
HI1 RV TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
Multiplex HI2 FW TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
644 60
PCR1 HI2 RV GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
11 FW CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139
11 RV TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
X FW AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 276
X RV TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
Multiplex L/M FW GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG . -
PCR 2 L/M RV CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
N FW GTCTAACGAGCTTACCGAAG 55
N RV GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
FIA FW CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 162
FIA RV GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
Multiplex FIB FW GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 202 -
PCR 3 FIB RV CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
W FW CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242
W RV GGTGCGCGGCATAGAACCGT
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Tabla N°13 (Continuacion)

Y FW AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG
Y RV GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 763
Multiplex P FW CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA s34 60
PCR4 PRV TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
FIC FW GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG
FIC RV TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 262
A/CFW GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA
A/CRV ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 465
Multiplex TFW TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT
PCR5 TRV CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 720 o0
FIIS FW CTGTCGTAAGCTGATGGC 570
FIIS RV CTCTGCCACAAACTTCAGC
FrepB FW TGATCGTTTAAGGAATTTTG 570 5
FrepB RV GAAGATCAGTCACACCATCC
K/B FW
PCR K/B FW GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC con K RV:
Simples 160 pb
K RV TCTTTCACGAGCCCGCCAAA K/B FW 60
con B/O
B/O RV TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA RV: k1)59
p

Visualizacion de los productos amplificados en las multiplex PCRy simplex
PCR para grupos de incompatibilidad.

Para el procedimiento ver Visualizacion de los productos amplificados en la PCR

Simple blakpc del apartado 4.4.2

Los productos de amplificacion se observaron en agarosa al 1.5 % en buffer TAE
con una electroforesis a 90 volts durante 30 minutos tanto para las multiplex PCR

como las Simplex PCR.

Posteriormente los geles se tifieron con bromuro de etidio 0,5 pg/ml. Los geles

fueron visualizados con un transiluminador UV.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Determinacion de la sensibilidad gses

Este procedimiento se realizé en el Hospital Aleman de la Ciudad de Buenos
Aires, Argentina, acorde a las tablas presentadas por el CLSI para los puntos de
corte de los halos de inhibicibn y concentracion minima inhibitoria para
enterobacteria, Tabla 2A-1u7 en aislamientos de muestras clinicas y cultivos de
vigilancia de pacientes ingresados en la UCI, mediante el Sistema de

identificaciébn microbiana completamente automatizado Vitek 2 Compact.

En la tabla N°14 se puede observar la codificacién asignada a los 24 aislamientos
proporcionados por el Hospital Aleméan obtenidos por el sistema de identificacion

automatizado.

Tabla N° 14 Codificacion de aislamientos

a(i:sélgirgioegteo Tipo de muestra Fecha de aislamiento Eissqzri:?egfcl)
1 Hisopado anal 13/01/2017 Npge*ﬂfn%ﬂf;f
2 Orina sonda nueva 12/01/2017 N Klebsiglla
pneumoniae
3 Hisopado anal 12/12/2016 Klebsiella pneumoniae
4 Hisopado anal 06/01/2017 Klebsiella pneumoniae
5 Orina sonda nueva 11/01/2017 Klebsiella pneumoniae
6 Hisopado anal 03/02/2017 Klebsiella pneumoniae
7 Absceso traqueal 02/01/2017 Klebsiella pneumoniae
8 Hisopado anal 03/01/2017 ':ge*ﬂ;tfri]f;ﬁ‘
9 Orina sonda nueva 16/12/2016 Klebsiella pneumoniae
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Tabla N° 14 (Continuacion)

10 Esputo 24/01/2017 Klebsiella pneumoniae
11 Hisopado anal 30/12/2016 Klebsiella pneumoniae
12 Orina sonda nueva 23/12/2017 NN
pneumoniae
13 Hisopado anal 22/12/2016 Klebsiella pneumoniae
14 Hisopado anal 10/01/2017 Klebsiella pneumoniae
15 Hisopado anal 09/01/2017 Klebsiella pneumoniae
16 Hisopado anal 03/01/2017 Klebsiella pneumoniae
17 Orina chorro medio 04/01/2017 Klebsiella pneumoniae
18 Liquido de puncion 02/02/2017 Klebsiella pneumoniae
abdominal
19 Absceso traqueal 23/12/2016 Klebsiella pneumoniae
20 Orina chorro medio 08/11/2016 Klebsiella pneumoniae
21 Orina chorro medio 10/01/2017 Klebsiella pneumoniae
22 Hemocultivo 19/01/2017 Klebsiella pneumoniae
23 Hisopado anal 04/01/2017 Npge‘fj'ﬁ%sr'f;f
24 Liqugjé)dg?n?:;cién 09/02/2017 Klebsiella pneumoniae

Estos aislamientos no se tomaron en los resultados por qué no cumplieron
con las caracteristicas fenotipicas de Klebsiella pneumoniae.

Dentro de la tabla N°14 se observd que solamente 19 de estos aislamientos
correspondian a la especie Klebsiella pneumoniae representado el 79.2% de los
aislamientos recibidos; el 20.8% de los aislamientos detectados diferian de la
especie Klebsiella pneumoniae por lo que no fueron considerados como parte de
los resultados de este estudio puesto que no estan contemplados dentro de los

objetivos, pero para efectos de informacion de investigacion interna del
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laboratorio de resistencia bacteriana se decidio realizar las determinaciones para

eso0s aislamientos.

Para facilitar la interpretacion de la informacion proporcionada por la tabla N°14
sobre el tipo de muestra de donde se obtuvieron los aislamientos para el estudio

se realizo la figura N° 16

TIPOS DE MUESTRA

Absceso traqueal

Esputo

Fluido de puncién abdominal
Hemocultivo

Hisopado anal

Orina chorro medio

Orina sonda nueva

(%)
(@)
=
2
—
=
<
i
z
<

4 6
MUESTRA

Figura N°16 Tipos de muestra

Donde se puede observar que 8 de los tipos de muestras, equivalentes al 42.1%
provienen de un hispado anal, que es una de las principales zonas donde se
ubican la especie de Klebsiella pneumonie siendo este un patdégeno oportunista,

gue causa infecciones urinarias y extra intestinales en pacientes comprometidos.

Caracterizdndose esta especie por poseer una resistencia natural a las

aminopenicilinas debido a la presencia de una B-lactamasa cromosomica.

Conociendo la especie de los aislamientos brindados por el Hospital Aleman se
elaboré el perfil de resistencia para los 19 aislamientos como se detalla en la
tabla N° 15.



Tabla N° 15 Perfil de resistencia determinado por sistema automatizado Vitek
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AISLAMIENTO 3 4 5 6 7 9 10 11 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 24
NOMBRE DEL KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE | KLE
MicRoomeANsvo | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN [ BPN [ BPN [ BPN | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN | BPN
EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU EU
ANTIBIOTICO SR | sR|srR|srR|srR]|srR|sSrR|srR]|srR|srR]|srR|srR]|srR|srR|srR|srR]| sr | srR| sr
(AMK) Amikacina s s s I s R R I s s s s s s s I I [ s
(GEN) R R R R R R R R R R R R R R s R R R R
Gentamicina
(AMS) Ampicilina-
St R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
(TZP) Piperacilina- R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
Tazobactam
(AMP) Ampicilina R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
(CF2) Cefazolina R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
(CFX) Cefalexina | NE NE R NE NE R NE NE NE NE NE NE NE NE NE R R NE NE
(CRO) Ceftriaxona R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
(CAZ) Ceftazidima R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
(FEP) Cefepime R R R R R I R R R R R R R R R R R R R
(IPM) Imipenem R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
(MEM)
Meropenem R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
(ETP) Ertapenem R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
_(©p) R R R R R R R R R R R R R R R R R R s
Ciprofloxacina
(LvX) R R | R | R R R R R R | | | R R R R s
Levofloxacina
(NI NE NE R NE NE R NE NE NE NE NE NE NE NE NE R R NE NE
Nitrofurantoina
(SXT)
Trimetoprim- R R R R R R R R R R R R R R R R R R s
Sulfametoxazol

NE: No evaluado S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente KLEBNEU: Klebsiella pneumoniae

[]Estos antibidticos representan la familia de los carbapenemes
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Tomando en cuenta los datos proporcionados por la tabla N°15 del perfil de
resistencia por sistema automatizado Vitek, se verificod la resistencia a
carbapenemes en el 100.0% de aislamientos seleccionados, esta resistencia es
de gran importancia debido a que los carbapenemes son los antibioticos
utilizados como ultimo recurso de tratamiento en pacientes con infecciones
multirresistentes, razon que permitio fueran seleccionados dichos aislamientos
para realizar el estudio y asi dar paso a las siguientes determinaciones

fenotipicas y genotipicas para el cumplimiento de los objetivos del mismo.

5.1 Identificacion fenotipica de la presencia de B-lactamasas de tipo KPC

mediante ensayos de difusiéon en medio soélido.

Para poder confirmar la presencia de B-lactamasas de tipo KPC en los
aislamientos en estudio fue necesario desarrollar una identificacion fenotipica por

el método de difusion en medio sélido como se observa en la figura N° 17.

IPM:Imipenem BOR=Acido fenil borénico MEM=Meropenem

Figura N° 17 Ensayo de deteccién fenotipica de B-lactamasas, formacion de
halos sinérgicos positivos empleando discos conteniendo BOR

(300 pg).
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En la figura N° 17 se muestran 2 antibiogramas representativos que
corresponden a 2 de los aislamientos de K. pneumoniae incluidos en este estudio.
Presentando los 19 aislamientos una prueba de sinergia positiva que se observa
mediante el agrandamiento en el halo de inhibicion de IPM y MEM en la zona
adyacente al disco que contiene BOR, la presencia del fendmeno del efecto
huevo en los 19 aislamientos en estudio es compatible con la sospecha de

produccion de una B-lactamasa de tipo KPC.

Considerando que existen 20 variantes de KPC segun el NCBI, la variante de
KPC-2, inicialmente de Klebsiella spp. es la enzima de tipo KPC mas

comunmente detectada en Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp.

La confirmacion de esta variante para los aislamientos en estudio se realizo

mediante la deteccidn de los genes codificantes de KPC.

5.2 Deteccién de los genes codificantes de KPC (blakpc) en los aislamientos
en estudio mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Extraccion de ADN
Se realizaron dos tipos de extraccion de ADN, la extracciéon de ADN Total, por
medio de lisis celular con temperatura y extraccion de ADN plasmidico, mediante

el método de Kadu-Liu.

Se realizaron pruebas de PCR de identificacion del gen KPC (blakec) para
seleccionar el tipo de ADN a utilizar en el desarrollo de las pruebas del estudio,

los resultados obtenidos para ambas PCR se muestran en la Figura N°18.
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Figura N° 18 Amplicones obtenidos por PCR KPC simple.
A. PCR utilizando ADN Total, B. PCR utilizando ADN Plasmidico,
los numeros dentro de las imagenes representan resultados de
PCR obtenido a partir de los correspondientes aislamientos.

La figura N° 18 se observa en el literal A que al utilizar ADN total mejora la
resolucion de los geles visto en el transiluminador UV, disminuyendo la
posibilidad de obtener resultados poco confiables, por lo cual se seleccion¢ el
uso de ADN total como molde para las pruebas de PCR. Al mismo tiempo en el
literal B se observa una menor resolucion en la imagen debido a las bajas
concentraciones de ADN plasmidico extraido por el método de Kadu-Liu.

Deteccion de blakpc por amplificacion génica por reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

La deteccion de los blakec presentes en los aislamientos en estudio se realizd
mediante amplificacion por PCR simple, los resultados se muestran en la figura
N°19 y tabla N°16.
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Figura N° 19 Amplicones obtenidos de PCR KPC simple a partir de ADN total.

Cada numero en la imagen representa los resultados de PCR obtenidos para

cada aislamiento. Tal como se muestran en la imagen el amplicon esperado era

de 890 pb, que puede observarse en los controles positivos correspondientes a

los C+ en forma de una banda horizontal y no se observa dicha banda en el

control negativo de las letras C-, se agregd un marcador de peso molecular de

890 pb como se observa en la letra M que se considera positivo al evidenciar la

presencia de la banda de 890pb.

Tabla N°16 Resultados de amplicones obtenidos de PCR KPC simple a partir de

ADN total.
N° de calle en el gel Aislamiento Resultado en la PCR
3 3 Positivo
4 4 Positivo
5 5 Positivo




Tabla N°16 (Continuacion)
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° 6 Positivo
! 7 Positivo
> 9 Positivo
10 10 Negativo
H 11 Positivo
o 13 Positivo
14 14 Positivo
o 15 Positivo
10 16 Positivo
L 17 Positivo
10 18 Positivo
10 19 Positivo
29 20 Positivo
21 21 Negativo
i 22 Positivo
24 24 Negativo

C+ Control positivo Positivo: Presencia de banda
de 890 pb

C- Control Negativo Negativo: Ausencia de banda
de 890 pb

M Marcador de peso molecular | Positivo: Presencia de banda
(890 pb) de 890 pb

Nota aclaratoria: no se presentan la informacién de los resultados de los aislamientos 1, 2, 8, 12
y 23 ya que no corresponden a la especie K pneumoniae y no se consideraron
parte del estudio puesto que no estan contemplados dentro de los objetivos.

De acuerdo con los resultados fenotipicos se detectaron los genes codificantes

de KPC (blakrc) en 18 de los 19 aislamientos estudiados equivalente al 94.7%
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Los resultados mostraron que la mayoria de los aislamientos expresaron
resistencia a los carbapenemes debido a la presencia del gen blakrc sin embargo
es importante resaltar que en uno de los aislamientos no se detecté dicho gen
pero si se observdé una resistencia a carbapenemes, esto puede estar
relacionado a que la especie de K. pneumoniae posee una resistencia natural
debido a la presencia de una B-lactamasa cromosémicacrse que le permite a este

patdgeno tener un amplio espectro de resistencia.

Estos resultados abrieron paso a la evaluacion de las relaciones de clonalidad,
que no es mas que la forma de visualizar si dichos aislamientos estan vinculados
genéticamente de manera idéntica entre si, esto pudo realizarse entre los
microorganismos productores de KPC mediante la macrorrestriccién del genoma

y electroforesis de campo pulsado.

5.3 Establecer posibles relaciones de clonalidad entre los microorganismos
productores de KPC, mediante la utilizacion de enzimas de restriccion
del genoma en conjunto con electroforesis de campo pulsado (PFGE) y

por medio de tipificacién multilocus de secuencias (MLST).

Macrorrestriccion del genoma de K. pneumoniae con Xbal seguido por

electroforesis de campo pulsado (PFGE). @2

Se realiz6 la macrorestriccion del genoma y electroforesis de campo pulsado
(PFGE) en los aislamientos en estudio, el gel de agarosa con los resultados de

la electroforesis puede verse en la figura N° 20.
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9 10 11 st2s8 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura N° 20 Electroforesis de campo pulsado de los 19 aislamientos de
Klebsiella pneumoniae

Se compararon cada una de las 19 calles, correspondientes a los aislamientos
de Klebsiella pneumoniae, se realizé la elaboracion de una matriz binaria,
colocando el valor de cero (0) para la ausencia de una banda dentro de la calle o
el valor de uno (1) para la presencia de una banda dentro de la calle; la matriz
binaria generada fue digitada en el software TREECON ¢4 para poder establecer
una relacion clonal a partir de los patrones de bandas o pulso tipos obtenidos en
el PFGE se construy6 un dendrograma utilizando el algoritmo UPGMA. Que se

observa en la Figura N° 21

0s 04 03 02 0.1
} } n
1 u +

Kpn 20
Kpn2l
Epn8*
ST258
o=

—‘|Kpnll
| i
12— i

Kpn 18 __Pulsn tipo Il
Ll Kpn 17

. *Nota aclaratoria: Los aislamientos 1 y 8 no son incluidos en los resultados de este estudio
Figura N° 21 Dendrograma de resultados PFGE de los 19 aislamientos
Klebsiella pneumoniae
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Se puede observar en el eje de las “X” el nivel de similitud y en el eje de las “Y”
la asociacion de los 19 aislamientos estudiados conforme a los pulsotipos
obtenidos en el PFGE.

Se establecio la similitud que existe entre cada uno de los aislamientos tomando
como referencia un nivel de similitud del 0.1 representado por la linea vertical roja
dentro de la figura y de esta forma agruparlos entre si, de tal modo que los
aislamientos que se fusionan son aislamientos altamente clonales es decir
genéticamente idénticos esto permitidé tener una clara relacion clonal y de esta
forma agruparlos en 6 pulsotipos diferentes, con el propédsito de seleccionar un
representante por cada pulsotipo encontrado para realizar el estudio de MLST y

posteriormente secuenciar.

Multilocus Sequence Typing (MLST)

De los 6 pulsotipos obtenidos dentro del dendrograma se selecciond un
aislamiento representante; ya que se consideran genéticamente idénticos si
estan dentro del mismo grupo, se realizo la secuenciacion correspondiente de
cada uno de los 6 representantes mencionados, esta se llevé a cabo por medio
de Macrogen en Korea.

El perfil alélico establecido de cada uno determiné el secuenciotipo especifico,

haciendo uso de la base de datos del PUB med ERI para K. pneumoniae.

Los resultados del perfil alélico para los pulsotipos de este estudio pueden verse
en la Tabla N° 17
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Tabla N°17 Perfil alélico de los pulsotipos en estudio

o Sitios genéticos incluidos en el esquema de MLST para Klebsiella
Secuenciotipo ]
pneumoniae
encontrado i i
gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB
ST11 3 3 1 1 1 1 4
ST25 2 1 1 1 10 4 13
ST258 3 3 1 1 1 1 79
ST307 4 1 2 52 1 1 7

Para una mejor interpretacion de los resultados se elaboro la tabla N° 18 donde
se detalla la informacion de manera resumida que se obtuvo en las pruebas
anteriores para establecer la relacion clonal entre los organismos productores de
KPC.

Tabla N°18 Resultados de relacion clonal.

Pulsotipos Secuenciotipos | Cantidad | Porcentaje Aislamientos
Pulsotipo | ST258 6 31.6 20,21,22,10,11,9
Pulsotipo Il ST25 7 36.8 5,6,7,18,17, 14,16
Pulsotipo Ill ST11 3 15.8 3,4,15
Pulsotipo IV ST307 1 5.3 24
Pulsotipo V ST No Asignado 1 5.3 19
Pulsotipo VI ST No Asignado 1 5.3 13

Total 19 100.0

La tabla anterior describe los resultados de los secuenciotipos encontrados, entre
ellos el ST258, causante del alta mortalidad debido a que presenta un amplio
espectro de resistencia incluidos los carbapenemes siendo estos la ultima linea
de tratamiento en casos de microorganismos resistentes, se esperaba una
presencia marcada de este secuenciotipo en la mayoria de los aislamientos en
estudio puesto que en ese momento se categorizd como un clon pandémico, sin

embargo sélo represent6 un 31.6% de los aislamientos.
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Teniendo como el ST mas predominante en este estudio el ST25 equivalente a
un 36.8% de los aislamientos, es conocido por sus caracteristicas de
hipermucoviscoso es decir mas virulencia cuando se compara con las cepas de
K. pneumoniae "clasico” ya que poseen la capacidad mas eficiente de adquirir

hierro y tal vez un aumento en la produccion de capsulas.

Para el caso del ST11 representd el 15.8% de los aislamientos, este ST se
considera uno de los mayores diseminadores del bla KPC-2 y KPC-3 que es el
gue actualmente se encuentra posicionandose entre las B-lactamasas de mayor

cantidad.

Y el ultimo ST identificado fue el ST307 equivalente a un 5.3% de los
aislamientos, presenta una alta tasa de mortalidad por lo que es considerado uno
de los clones de alto riesgo para pacientes, ademas se ha encontrado que es uno
de los emergentes en diferentes lugares del mundo y podria convertirse en un

nuevo clon pandémico.

5.4 Determinacion de los elementos genéticos involucrados en la
diseminacion horizontal de resistencia, a través del estudio de la
asociacion a elementos genéticos moviles como transposones y la

tipificacion de los plasmidos portadores de blakpc-2.

Para la identificacion de los elementos genéticos moviles se realizé el mapeo del
entorno genético por medio de tres reacciones corriente arriba del gen blakpc-2
(Up Stream) y una reaccion corriente abajo del gen blakpc2 (Down Stream)
mostrados en la metodologia en la figura N° 15 “Esquema de reacciones para la

caracterizacion del entorno genético de los blakpc-2,"

Los resultados de las 4 reacciones se muestran en la figura N° 22.
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Reaccion A Up Stream

1 2 345 67 8 9101112smsszs &M

13 14 1516 17 18 1920 21 22 23 24 susesz C- M

Reaccion B Down Stream

123 456 7 8 9 101112 sussssC- M
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Reacciones confirmatorias

para resultados negativos

Reaccion A Up Stream

1 4 5 6 8 9 101114 16 17 18 19 20 21 24 C+ C- 1Kbp

1373pb

Reaccion B Down Stream

10 20 21 22 24 C+ C- 1Kbp

Figura N° 22 Geles de agarosa de las reacciones del entorno genético del gen

blakpc-2

Las reacciones UP Stream permiten conocer el entorno del gen corriente arriba,

en donde se conoce se encuentran ubicadas las transposasas (thpA) y nuevas

secuencias de insercion, ISKpn6 e ISKpn7 mientras que la reaccion Down

Stream permite conocer el entorno del gen corriente abajo en donde se conoce

se encuentra ubicado un gen transposasa (tnpA)
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Enla figura N° 22 se observa las reacciones Up Stream A, C, y D, parala reaccion
A se evidencié como un resultado positivo la presencia de una banda de 1373 pb
se reconfirmaron los resultados negativos en la reaccion inicial, y con los datos
finales se obtuvo un resultado positivo para un 31.6% de los aislamientos totales
por lo que fue necesario hacer uso de la reaccion D para complementar la
informacion sobre el entorno, ya que esta toma una regién un poco mas grande
pero incluye la region de la reaccion A siendo su resultado positivo la presencia
de una banda de 2500 pb o més, obteniendo 47.4% como resultados positivos
de los aislamientos totales. Mientras que la reaccion C se evidencio como un
resultado positivo por la presencia de una banda de 2500 pb y se obtuvo para un
36.8% de los aislamientos totales.

Para la reaccion Down Stream B se observo una reaccion positiva por la
presencia de la banda de 1373 pb, se reconfirmaron los resultados negativos en
la reaccion inicial, y con los datos finales se obtuvo un resultado positivo para un

94.7% de los aislamientos totales.

Con la informacion generada por la figura anterior se elaboré la siguiente tabla

de resultados

Tabla N°19 Resultados del entorno genético del gen blakpc-2

N° de Reaccidn Reaccién Reaccidn Reaccidn
calleen | Aislamiento | Secuenciotipo A (Up B (Down C(Up D (Up
el gel Stream) stream) stream) stream)
3 3 ST11 Positivo Negativo Positivo Positivo
4 4 ST11 Negativo Positivo Positivo Positivo
5 5 ST25 Negativo Positivo Negativo Negativo
6 6 ST25 Negativo Positivo Negativo Negativo
7 7 ST25 Negativo Positivo Negativo Negativo
9 9 ST258 Negativo Positivo Positivo Positivo
10 10 ST258 Negativo Positivo Negativo Positivo
11 11 ST258 Positivo Positivo Negativo Positivo




Tabla N°19 (Continuacion)
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13 13 No asignado Positivo Positivo Positivo Positivo
14 14 ST25 Negativo Positivo Negativo Negativo
15 15 ST11 Positivo Positivo Positivo Positivo
16 16 ST25 Negativo Positivo Negativo Negativo
17 17 ST25 Negativo Positivo Negativo Negativo
18 18 ST25 Negativo Positivo Negativo Negativo
19 19 No asignado | Negativo Positivo Negativo Negativo
20 20 ST258 Positivo Positivo Positivo Positivo
21 21 ST258 Negativo Positivo Negativo Negativo
22 22 ST258 Positivo Positivo Positivo Positivo
24 24 ST307 Negativo Positivo Negativo Negativo
ST11 Positivo Positivo Negativo Positivo

- Negativo Negativo Negativo Negativo

ST258 Negativo Positivo Positivo Positivo

12 12 - Negativo Negativo Negativo Negativo
23 23 - Negativo Positivo Negativo Negativo

Cor?t.rol
ST258 Secpuoesr:té\i/gtipo - Positivo Positivo Positivo Positivo
258
Cont_rol
ST23 Secpuoesrllt(l:\il(;)tipo - Positivo Positivo Positivo N/A
23
C- Contr.ol - Negativo Negativo Negativo Negativo
negativo
Marcador | Marcador
de peso de peso

Marcador de mol?gular moI?é:ular ,\gzrczggr '\ggrc‘;‘ggr

M peso - Bandas: Bandas: molepcular molepcular
molecular 700,100y | 700,100y | “yping i | Anind II

1600 pb) y | 1600 pb) y
1Kb 1Kb
Positivo Positivo

L] Notaaclaratoria: Los resultados de los aislamientos 1,2, 8,12y 23 No son considerados

para este estudio.

OO

Pruebas positivas en los aislamientos en estudio.

Aislamientos que presentaron entorno genético completo del gen blakec.
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Por la informacion brindada de los secuenciotipos encontrados mediante MLST,
se esperaba una respuesta positiva para el entorno genético completo del gen
blakrc-2 para los 6 aislamientos que pertenecen al ST258, sin embargo, solo 3 de
los aislamientos de este secuenciotipo mostraron este entorno genético
completo. Puede deberse principalmente a que estos aislamientos sean parte del
clado | que esta relacionado con el KPC-2, si bien los restantes pertenecen al
mismo secuenciotipo pueden estar incluidos en el clado Il y estar asociados al
KPC-3.

El entorno genético correspondiente al gen blakec2 encontrado en los
aislamientos fue el transposon 4401 (Tn4401) completo segun la figura N°10, es
decir que presentaron resultados positivos en las reacciones B, C y D del entorno

genético.

En el estudio se confirmo6 que el 36.8% de los aislamientos totales poseen un
entorno genético completo del gen blakpc-2. de los cuales el 15.8% pertenecen al
ST258

El Tn4401 se identific6 como la plataforma genética para blakeces) en linajes
epidémicos como ST258. Actualmente, se han descrito nuevas plataformas
genéticas donde se encuentra el gen blakec, las cuales se diferencian de
Tn4401 debido a otras deleciones e inserciones de otros genes y a la adicion de

otras secuencias de insercion.

En las nuevas plataformas descritas, los principales cambios ocurren en la region
rio arriba del gen blakrc, |0 que sugiere que esta region es variable lo que se
observod en este estudio mediante la reaccion C donde los aislamientos 10 y 11
con ST258 fueron diferentes en el entorno.
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Sin embargo, en ST25 y ST11, generalmente no estan relacionados con blakpc,
a pesar de no estar asociados se obtuvieron resultados para los aislamientos 4 y
15 pertenecientes al ST11 que indican que existe una relacion genética como se
interpreta en el dendograma, al igual para el aislamiento 13 que no posee un
secuenciotipo asignado, y puede ser debido a las variantes isoformas que se
presentan en el Tn440170). Para los demas aislamientos no se detectaron los
entornos mapeados y estudios futuros son necesarios para caracterizar el

contexto genético de blakpc en dichos aislamientos.

Tipificacion de los plasmidos portadores de blakpc determinacién de grupos
de incompatibilidad eg)

Se realizd la tipificacion de los plasmidos portadores de blak, por la
determinacién de grupos de incompatibilidad en los aislamientos en estudio,
mediante PCR de tipo multiplex sus geles de agarosa pueden verse en la tabla
N° 20 y PCR de tipo simplex los geles de agarosa pueden verse en la tabla N°
21.

PCR Multiplex

Tabla N°20 Multiplex PCR de ADN total para la determinacion de grupos de
incompatibilidad de plasmidos

1 234 56 7 8 9 10111213 1415H1 H211 C- M

C-: control negativo

S HI1: marcador de peso molecular
p—— = de 471 pb
HI2: marcador de peso molecular
de 644 pb
16 17 18 1920 21 2223 24HIL H2 11 C- M I1: marcador de peso molecular
de 139 pb.
Y Siendo negativo para los 19

139pb

R — - —— — aislamientos
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1 2 3 456 7 8 9 101112 131415 X NimC-

% pb
559 pl

376 pb N
—

—

C-: control negativo

X: marcador de peso molecular de
376 pb

N: marcador de peso molecular de
559 pb

L/M: marcador de peso molecular
de 785 pb.

1 23 4 56 7 8 9 10111213 14 15FIAFIBW C-

D E SRR W e e . e

16 17 18 19 20 21 22 23 24 FIAFIB W

C-: control negativo

FIA: marcador de peso molecular
de 462 pb

FIB: marcador de peso molecular
de 702 pb

W: marcador de peso molecular de
242 pb.

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415 Y P FACC M

B . BN ED G cw e N S Gw e Sw e e e o

16 17 18 19 20 2122 23 24 P1P2 Y P FICC M

Se agregaron P1 y P2 son
plasmidos extraidos de laMx 1y 2
C-: control negativo

Y: marcador de peso molecular de
765 pb

P: marcador de peso molecular de
534 pb

FIC: marcador de peso molecular
de 262 pb.

M: marcador de peso de 1 Kpb
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Tabla N°20 (Continuacion)

A/C: marcador de peso molecular
123456 7 8 91011121314 15A/CT Fils C- M de 465 pb

T: marcador de peso molecular de
750 pb

Flls: marcador de peso molecular
de 270 pb.

C-: control negativo

16 17 18 19 20 21 22 23 24 A/C T Flis C- M M: marcador de peso molecular de
1 Kpb

- - e -

Notas aclaratorias:
- Se puede observar en las calles el nimero de aislamiento correspondiente del 1 al 24.
- Los resultados de los aislamientos 1, 2, 8, 12 y 23 no fueron considerados dentro del
estudio.
- Los resultados generales pueden verse al final en la tabla N° 22

En la mayoria de los aislamientos analizados se pudo observar que los resultados
fueron negativos, para el caso de las Multiplex Inc 1, 4 y 5, sin embargo, se
obtuvieron resultados positivos los cuales se detallan de mejor manera en la tabla
N°22, ya que nos permite ver el panorama general de los resultados y asi
determinar si el aislamiento en estudio posee alguno de estos grupos dentro del

plasmido.



PCR Simples
Tabla N°21 PCR Simples de ADN total para la determinacién de grupos de

incompatibilidad de plasmidos

89

1

253k 6. 708019

10 11 12 C+ C-

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

M

El amplicon esperado de 270 pb.

C+: control positivo

C-: control negativo

M: marcador de peso molecular de 262
pb.

8 9 10 11 12 C+

14 15 16 20 21 22 23 24 C+

El amplicon esperado de 159 pb.

C+: control positivo

C-: control negativo

M: marcador de peso molecular de 139
pb.

16 18 19 20 22 24 C+

El Amplicon esperado es de 160 pb
C+: control positivo

C-: control negativo

M: marcador de peso molecular de de 1
Kpb

Notas aclaratorias:
Se puede observar en las calles el numero de aislamiento correspondiente del 1 al 24.
Los resultados de los aislamientos 1, 2, 8, 12 y 23 no fueron considerados dentro del

estudio.

Los resultados generales pueden verse al final en la tabla N° 22
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Tabla N° 22 Resultados de tipificacion de los plasmidos portadores de blakec
determinacioén de grupos de incompatibilidad

GRUPOS DE INCOMPATIBILIDAD

AISLAMIENTO

MULTINC #1

MULTINC #2

MULTINC #3

MULTINC #4

MULTINC #5

SIMPLE INC

HI1 (471 Pb)

HI2 (644 Pb)

11 (139 Pb)

X (376 Pb)
L/M (785 Pb)
N (559 Pb)

FIA (462Pb)
FIB (702 Pb)
W (242 Pb)

Y (765 Pb)
P (534 Pb)
FIC (262 Pb)

A/C (465 Pb)
T(750 Pb)
Flls (270 Pb)

PCRK (160Pb)

PCR repB (270pb)
PCR B/O (159pb)

Incompatibilidad

+

A

M
L/M, FIA
L/M, FIA

2 | | > |Resultados Grupo de

(Yol N Ne T O Iy ¥ -y ({8

NT

=
o

NT

[ERN
[N

FIA

[EnY
w

=
S

FIA

IRy
w

FIA

[En
(e)]

L/M

[
~N

L/M

[ERN
co

L/M

[y
(Y]

+ |+ [+ |+

L/M

N
o

NT

N
iy

NT

N
N

NT

24

+

+

FHA, A/C

Nota aclaratoria: Solo se observan los resultados positivos (+) en la tabla de resultados de
tipificacién de los plasmidos.

O Representan los aislamientos en estudio que no pudieron ser tipificados con
algun grupo de incompatibilidad.

El Tn4401 ha sido detectado en aislamientos de diferentes origenes geograficos,

y en distintos ST, ademas de variadas especies de enterobacterias e incluso en

P. aeruginosa. Una caracteristica de gran importancia es que este transposén

posee la capacidad de insertarse en diferentes pldsmidos de bacterias

gramnegativas y ha sido identificado tanto en plasmidos conjugativos y no

conjugativos movilizables.
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Los plasmidos pueden ser diferenciados de acuerdo a grupos de
incompatibilidad, Es posible que plasmidos de diferentes tipos de
incompatibilidad puedan coexistir en una célula, normalmente plasmidos
relacionados son incompatibles, en el sentido de que solo uno de ellos sobrevive
en la linea celular, debido a la regulacion de las funciones vitales de los
plasmidos.

Se observo que de los aislamientos en estudio el 26.3% se tipifico como
plasmidos pertenecientes al grupo L/M, un 5.3% perteneciente al grupo N y el

21.1% se tipificaron como plasmidos pertenecientes al grupo FIA.

Se esperaba observar la presencia de un grupo de inconpatibilidad IncF con el
replicon FIA como predominantees) para los aislamientos en estudio
pertenecientes al ST258, sin embargo, se observo que un 16.7% de estos poseen
el replicon FIA, el resto no fue tipificable, lo que puede deberse a que esté
presente un plasmido relacionado y estudios mas profundos deberian ser

aplicados.

También se detectd6 mas de un grupo de incompatibilidad en un mismo
aislamiento como se muestra en la tabla N°22 sugiriendo la presencia de mas de
un plasmido en los aislamientos 6, 7 y 24, lo que representa un 15.8% de los

aislamientos totales.

En aquellos aislamientos donde se presenta mas de un grupo de incompatibilidad
no se puede atribuir cual de dichos plasmidos es el portador de blakpc2. Para
poder confirmar que plasmido es portador de blakrc en los aislamientos que son
multirreplicon se deberian obtener células de Escherichia coli transformantes
(TF) con el plasmido portador de blakpc-2 y luego caracterizar dicho TF por la

técnica Caratolli.
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5.5 Entrevista realizada en las unidades relacionados con la verificacion de
la resistencia bacteriana en centros de salud o investigacion en el

departamento de San Salvador

Entrevista diagnostico

Se entrevistaron encargados o jefes de los departamentos de bacteriologia,
laboratorio clinico o los relacionados con el tema de la verificacion de resistencia
bacteriana de los siguientes centros:

- Hospital Nacional General “Dr. Juan José Fernandez” Zacamil

- Hospital Nacional de La Mujer "Dra. Maria Isabel Rodriguez".

- Hospital General del Instituto del Seguro Social.

- Laboratorio Nacional de Referencia “Dr. Max Bloch”

Los resultados de la entrevista se detallan a continuacion

1. ¢Qué métodos o técnicas se utilizan en la determinacion de la sensibilidad
antimicrobiana en los aislamientos bacterianos en El Salvador en forma

general?

Métodos o técnicas utilizadas en la
identificacion de resistencia bacteriana en El
Salvador

m Método automatizado
(Vitek)

m Difusion por disco

= Algoritmo Malbran

Figura N° 23 Métodos o técnicas utilizadas en la determinacion de la
sensibilidad antimicrobiana en los aislamientos
bacterianos en El Salvador
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Se observa un uso mayoritario de un 45% del método automatizado Vitek,
seguido del 44% del método por difusion en disco y el 11% para el algoritmo
malbran, para la determinacién de la sensibilidad antimicrobiana por parte de los
centros de salud e investigacion, lo que hace inferir que el método automatizado
es uno de los mas utilizados actualmente y que presenta mejores resultados por
su rapidez y eficiencia, ademas de permitir que se puedan evaluar diferentes
aislamientos resistentes para posteriores estudios de tipificacion por biologia

molecular. o

2. ¢Qué método o técnica utiliza este centro de salud/investigacion para la

identificacion de resistencia bacteriana?

Método o técnica utilizada en los centros de
salud/investigacion para la identificacion de
resistencia bacteriana

m Difusion por disco

25%
= No posee ninguna técnica
Micro Scan
25% 25%
Vitek

Figura N° 24 Método o técnica utilizada en los centros de salud/investigacion

para la identificacion de resistencia bacteriana
Se observo que 3 de los 4 centros entrevistados realiza una técnica o método
especifico de acuerdo con los recursos con lo que se contaban, sin embargo 1
de los 4 manifestd no poseer una técnica de identificacion de resistencia

bacteriana.
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En base a esa informacién se pudo detectar que ninguna de las técnicas
utilizadas es de biologia molecular, por lo que se ve limitada la informacion que
se obtiene sobre los aislamientos que se clasifican como resistentes a partir de
las pruebas de “determinacion de sensibilidad” por los métodos que cada centro
posee, limitando a su vez un tratamiento adecuado para los pacientes de donde

se aislan estos patégenos multirresistentes.

3. ¢Al obtener los datos sobre resistencia bacteriana que se hace con estos

datos?

En la figura N°25 se observa cual es el proceso a seguir cuando se obtienen
datos de resistencia bacteriana en el pais siendo su etapa inicial el registro y la
final un informe a la OPS; sin embargo, se detecté que solo 1 de los 4 centros
entrevistados realiza este proceso en cada una de sus etapas, siendo el

laboratorio nacional el Unico cumplidor de este proceso.

Tratamiento de los datos obtenidos sobre
resistencia bacteriana

Registro Informar al lab. de Cubo OPS
referencia bacteriolégico

O B N W ~ O

® Laboratorio Nacional de referencia "Dr. Max Bloch"
Laboratorio del Hospital General del ISSS
Laboratorio Hospital Nacional Zacamil
Hospital Nacional de La Mujer "Dra. Maria Isabel Rodriguez".

Figura N° 25 Tratamiento de los datos obtenidos sobre resistencia bacteriana
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El tratamiento de los datos obtenidos sobre resistencia bacteriana requiere que
estos sean enviados a la OPS, siendo los laboratorios encargados de realizar el
procesamiento de esta informacion de enviarlo al laboratorio de Nacional de
referencia y este debe realizar el respectivo reporte para que esta informacion se

mantenga actualizada.

4. ¢Qué se hace con los aislamientos que se identifican como resistentes?

Tratamiento de las cepas que se identifican como
resistentes

B Se descartan
m Se almacenan
= Se envian al lab de Ref.

Se seleccionan los mas
importantes

Figura N° 26 Tratamiento de las cepas que se identifican como resistentes

La figura N°26 nos muestra que es lo que sucede con los aislamientos después
de identificarlos resistentes, en un 57% estos se descartan y solo un 15%
manifesté almacenarlos, lo que indica que muchos aislamientos que podrian
utilizarse en estudios posteriores de tipificacion estan siendo desechados y
dejando una brecha en la linea de tiempo en cuanto a la investigacion de un gen
en especifico y sobre todo en la regidén Centroamérica que no existe mas

informacién sobre el tema.
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5. ¢Cree que es necesario mejorar los métodos o técnicas para la identificacion

de resistencia bacteriana?

Necesidad de mejorar los métodos o técnicas para la identificacion de resistencia bacteriana

Para comprobar mecanismos de
resistencia

Fortalecer técnicas moleculares

Hacer mas investigacion sobre
resistencia

A B | 0 1 2 3 4

Figura N° 27 Necesidad de mejorar los métodos o técnicas para la identificacion
de resistencia bacteriana

En la figura N°27 A. se observo que de los entrevistados el 75% considera

necesario mejorar los métodos o técnicas para la resistencia bacteriana.

En la Figura N°27 B. se observd que la razon por la que se considera importante
mejorar es para fortalecer técnicas moleculares lo que en consecuencia permite
hacer més investigacion sobre resistencia, que fue la segunda razén mas

mencionada.

6. ¢Tiene algin conocimiento sobre los métodos y técnicas de biologia

molecular en la identificacion de los mecanismos de resistencia bacteriana?
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Conocimiento sobre los métodos y técnicas de
biologia molecular en la identificacion de
resistencia bacteriana

m S|
mNO

Figura N° 28 Conocimiento sobre los métodos y técnicas de biologia
molecular en la identificacion de resistencia bacteriana

En los resultados que se obtuvieron de los centros de salud/investigacion
participantes el 90% posee los conocimientos tedricos sobre métodos o técnicas
de identificacion de bacterias resistentes, tanto desde el enfoque fenotipico como
genotipico, sin embargo no todos pueden poner en practica las técnicas o
metodologias debido a la falta de recursos, ademas manifestaron realizar
mejoras en la capacitacion sobre el tema para poder mejorar el proceso de

verificacion de resistencia bacteriana para diversos patégenos.

5.6 Publicaciones cientificas y presentaciones en congresos

Cabe mencionar que los resultados obtenidos del presente trabajo de
investigacion sirvieron para presentarse en congresos internacionales vy
actualmente forman parte de un articulo en la revista cientifica “Journal of Global

Antimicrobial Resistance”.
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5.6.1 Publicacién:

Changing epidemiology of KPC-producing Klebsiella pneumoniae in Argentina:
Emergence of hypermucoviscous ST25 and high-risk clone ST307. Cejas, D.,
Elena, A., Guevara Nunez, D., Sevillano Platero, P., De Paulis, A., Magarinos, F.,
Radice, M. (2019). J Glob Antimicrob Resist, 18, 238-242.
doi:10.1016/j.jgar.2019.06.005

5.6.2 Congresos:

The changing epidemiology of KPC-2 producing Klebsiella pneumoniae clones
glimpse a worse scenario imposed by this hyper epidemic pathogen. Cejas D,
Guevara Nufiez D, Sevillano Platero P, Fernandez Canigia L, De Paulis A, Elena
A, Gutkind G, Radice M. Presentado en IV International Congress in Translational
Medicine, 2018. Buenos aires, Argentina. BEST POSTER PRIZE.

The Changing Epidemiology of KPC Producing Klebsiella pneumoniae:
Emegence of Hypermucoviscous ST25 and Epidemic Clone ST307. Cejas D,
Guevara Nufiez D, Sevillano Platero P, Fernandez Canigia L, De Paulis A, Elena
A, Gutkind G, Radice M. Presentado en Microbe 2018 (ASM), Atlanta (USA).

Estudio epidemioldgico de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa
tipo KPC-2 en un Hospital Universitario. Guevara Nufiez D, Cejas D, Bertona E,
Radice M, De Paulis A. Presentado en SADEBAC 2018, Buenos Aires, Argentina.
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6.0 CONCLUSIONES

La produccion de la B-lactamasas de tipo KPC se pudo detectar
fenotipicamente en los 19 aislamientos de Klebsiella pneumoniae
procedentes de infecciones nosocomiales o de cultivos de vigilancia durante
el periodo de noviembre de 2016 a febrero de 2017 en el Hospital Aleman

de la Ciudad de Buenos Aires, Argentina.

Los aislamientos productores de KPC no correspondieron a un unico tipo
clonal. ElI ST258 no pertenece con la Unica linea clonal productora de KPC-

2 circulando en el hospital como sucedia anteriormente.

Se detectaron nuevos secuenciotipos (ST) mas virulentos como el ST25 y

ST11,; y clones de alto riesgo como ST307.

El Tn4401 fue el elemento genético involucrado en la diseminacion

horizontal de blakrc-2 €n los clones epidémicos pertenecientes al ST258.

En los plasmidos portadores de blakpc, no pudo detectarse un tnico replicon
(grupo de incompatibilidad) involucrado en la diseminacion de blakpc-2., y

otros ensayos serian necesarios.

Se identific6 que los centros de salud/investigacidon evaluados del
departamento de San Salvador no realizan todas las técnicas o
metodologias en la deteccion fenotipica de mecanismos de resistencia,
debido a la falta de recursos ademas de tener la necesidad de realizar
mejoras en la capacitacion sobre el tema para optimizar los procesos de

verificacion de resistencia bacteriana para diversos patdgenos.
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7.0 RECOMENDACIONES

Diseflar mapeos del entorno genético para diferentes variantes de KPC,
principalmente para KPC-3 que podria estar presente en los aislamientos

de este estudio para posteriores investigaciones.

Obtener células de Escherichia coli transformantes (TF) con el plasmido
portador de blakpc-2 para poder confirmar que pldsmido es portador de

blakpc en los aislamientos que son multirreplicon en estudios posteriores.

Mejorar el proceso de verificacion de resistencia bacteriana para diversos
patdégenos en El Salvador por parte del Laboratorio Nacional de referencia
“Dr. Max Bloch”

Implementar las técnicas de deteccion de bacterias resistentes por los
laboratorios encargados del monitoreo de la resistencia bacteriana del

pais para una adecuada administracién de antibiéticos en los hospitales.

Trabajar en conjunto los laboratorios encargados del monitoreo de la
resistencia bacteriana en el pais con la region Centroamericana para
establecer una epidemiologia regional y las prevalencias de los

secuenciotipos presentes.

Establecer propuestas de los laboratorios encargados del monitoreo de la
resistencia bacteriana en el pais en base a los mecanismos de resistencia
encontrados con la industria farmacéutica para la investigacion y

desarrollo de nuevos antibiéticos o combinaciones mas efectivas.



103

7. Establecer programas por parte de la red de hospitales del pais que
permitan un mayor control de la administracion de antibioticos y disminuir

la automedicacién por parte de la poblacion.
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GLOSARIO

Acuaporinas: Proteinas que funcionan como canales regulados de agua. Estas
proteinas de canal facilitan el transporte rapido de agua mediante la membrana

plasmatica en respuesta a gradientes osmoticos. (s

Alelo: Un alelo es cada una de las dos o mas versiones de un gen, el término
alelo fue usado originariamente para describir variaciones entre los genes, ahora
también se refiere a las variaciones en secuencias de ADN no codificante (es

decir, que no se expresan). e

Clon: Copia idéntica de una secuencia de ADN, o de todo un gen, o de un ser

vivo. Una o0 mas células derivadas de un solo antecesor e idénticas a éste.

Clonal-Clonalidad: Del clon (un individuo reproducido a partir de una célula

originaria) o relacionado con él. expansion clonal. sy

DNA Polimerasa: Enzima que copia una hebra de DNA (la hebra molde) para
formar la hebra complementaria, que compone una nueva molécula de DNA de
hebra doble. Todas las DNA polimerasas afiaden desoxirribonucleétidos de a uno
por vez en la direccién 5’a 3" al extremo 3"de un cebador corto preexistente de
DNA O RNA. o)

Electroforesis: Técnica para la separacion de moléculas segun la movilidad de
éstas en un campo eléctrico. La separacion puede realizarse sobre la superficie
hidratada de un soporte sélido, a través de una matriz porosa; como agarosa o
poliacrilamida, o bien en disolucién. Dependiendo de la técnica que se use, la
separaciéon obedece en distinta medida a la carga eléctrica de las moléculas y a

SU masa. (o)



Elemento genético movil: Secuencias de ADN que poseen la capacidad
intrinseca de cambiar de posicion dentro del genoma Ejemplo: secuencias de

insercion, transposones y plasmidos. ()

Enzima de restriccion: (o endonucleasa de restriccion) es aquella que puede
reconocer una secuencia caracteristica de nucle6tidos dentro de una molécula
de DNA y cortarlo en ese punto en concreto, llamado sitio o diana de restriccion,
0 en un sitio no muy lejano a éste, dependiendo de la enzima. Los sitios de
restriccion cuentan con entre 4 y 12 pares de bases, con las que son

reconocidos. o)

Genoma: Conjunto de genes y disposicion de los mismos en la célula. El conjunto
completo de ADN (material genético) en un organismo. En los seres humanos,

casi cada célula contiene una copia completa del genoma. 47

Hiperendémico: Presencia constante de enfermedades o agentes infecciosos
dentro de un area geografica o grupo de poblacion determinados. También
puede referirse a la prevalencia usual de una determinada enfermedad en dicha

area 0 grupo. s

Housekeeping: En su traduccion técnica “genes de mantenimiento” son
tipicamente genes constitutivos que se requieren para el mantenimiento de las
funciones celulares basales que son esenciales para la existencia de una célula,
independientemente de su papel especifico en el tejido u organismo. Por tanto,
se expresan en todas las células de un organismo en condiciones normales y
patofisioldgicas, independientemente del tipo de tejido, etapa de desarrollo,
estado del ciclo celular o sefial externa. Representan el conjunto minimo de

genes necesarios para mantener la vida. @



Iniciador o cebador (Primer): Un iniciador o cebador es una secuencia corta de
ADN de cadena simple que se utiliza PCR. En el método PCR se emplea un par
de cebadores para hibridar con el ADN de la muestra y definir la regién del ADN

gue sera amplificada. También se les conoce como oligonucledétidos. a3

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase): Es el gen presente en una
bacteria principalmente en Klebsiella pneumoniae que produce la enzima
Carbapenemasa que confiere resistencia a antibidticos en especial a los

Carbapenémicos. uo)

Locus: (del latin: lugar, plural loci): Posicion que ocupa un determinado gen en

un cromosoma. (se)

Macrorestriccion: tienen la capacidad de cortar moléculas de ADN en sitios

precisos mediante el uso de enzimas de restriccion.

Multilocus sequence typing, (MLST), en espafiol Tipificacion multilocus de
secuencias: Es una técnica genética para la caracterizacion taxondmica de
bacterias y microorganismos por debajo del nivel de especie. El procedimiento
caracteriza muestras de especies microbianas mediante la secuenciacion de
ADN de fragmentos internos de genes de mantenimiento. Se le asigha un numero
particular de alelo a cada secuencia Unica que se encuentre en un gen de
mantenimiento de una especie. Cada muestra se caracteriza por las secuencias
Unicas de alelos en cada uno de los siete loci, lo cual constituye su perfil alélico

o tipo de secuencia (en inglés sequence type, ST). sg

Oligonucleétidos: véase Iniciador o cebador (Primer).



Peritrico. (Biol. cel.) Rodeado de pelos, se aplica sobre todo a las bacterias
provistas de flagelos. Formantes: peri (gr.) [alrededor de] + thrix (gr.) [pelo] + -
ikos (gr. Dependiendo de su insercién en la célula se denominan peritricas si
disponen sus flagelos por toda su superficie (Escherichia coli). En estas bacterias
lo mas habitual es que no funcionen todos los flagelos a la vez, sino que solo se

muevan aquellos que impulsen a la bacteria en la direccion deseada. (3

Pulsotipos: Patron de bandas caracteristicos obtenidos de una electroforesis de

campo pulsado. g

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Es una técnica de laboratorio
utilizada para amplificar secuencias de ADN. El método utiliza secuencias cortas
de ADN llamados cebadores para seleccionar la parte del genoma a amplificar.
La temperatura de la muestra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la
enzima de replicacion del ADN a duplicar la secuencia del ADN que esta siendo
copiada. Con esta técnica se pueden producir un billon de copias de la secuencia

en estudio en s6lo unas pocas horas. @3

Replicacién del ADN: (del latin replere = rellenar): Se refiere al uso de un ADN

existente como molde para la sintesis de nuevas hebras de ADN. ¢

Secuenciacion del ADN: Es una técnica de laboratorio utilizada para determinar

la secuencia exacta de las bases (A, C, Gy T) en una molécula de ADN. w3
Secuenciotipo (ST): Perfil alélico véase Multilocus sequence typing, (MLST).
Sideré6foro: m. Molécula soluble que capta hierro para facilitar el transporte de

este por los microorganismos. Suele ser especifico del microorganismo que lo

produce y, por ello, puede tener una accion antibiética. Hay una gran variedad de



este tipo de moléculas (enteroquelina o enterobactina, aerobactina, micobactina,

etc.). s

XBal: Cepa de E. Coli portadora del gen Xanthomonas badrii XBal (ATCC 11672)



ANEXOS



ANEXO N°1
FORMATO DE LA ENTREVISTA



TRABAJO DE GRADUACION:

CENSALUD Tipificacion con enfoques fenotipicos y

 ememesigineaonss - ENOLIPICOS de aislamientos hospitalarios
: Ui e E S de Klebsiella pneumoniae productores
de la carbapenemasa KPC-2.

B
TR

e
——

Objetivo: Recopilar la informacion sobre el uso de métodos y técnicas
empleadas en los centros de salud/investigacién encargados del monitoreo de la
resistencia bacteriana en El Salvador.

Institucion:

Persona entrevistada:

Cargo dentro de lainstitucién:

1. ¢ Qué métodos o técnicas se utilizan en la identificacidon de resistencia

bacteriana en El Salvador en forma general?

2. ¢Qué método o técnica utiliza este centro de salud/investigacién para la

identificacion de resistencia bacteriana?

3. ¢Al obtener los datos sobre resistencia bacteriana que se hace con estos

datos?




4. ¢ Qué se hace con los aislamientos que se identifican como resistentes?
Se almacenan
Se descartan
Otro,

5. ¢Cree que es necesario mejorar los métodos o técnicas para la identificacion
de resistencia bacteriana?
Si
No

¢ Por qué?

6. ¢ Tiene algun conocimiento sobre los métodos y técnicas de biologia molecular
en la identificacion de resistencia bacteriana? Si la respuesta es si, ¢ Cuales?
Si

No

¢, Cuales?




ANEXO N°2
LISTADO DE EQUIPOS, MATERIALES Y PREPARACION DE
REACTIVOS Y BUFFERS



Determinacion de la sensibilidad

Equipo y material

Vitek 2 Compact

Densitometro

- Tarjetas de identificacion GN

- Tubos de microcentrifuga de 1.5 mly 2.0 mi
- Asa estéril

- Tubos de ensayo.
Reactivos

- Agar TSA
- NaCl 0.45% - 0.5%

Identificacidn fenotipica de la presencia de B-lactamasas de tipo KPC

mediante ensayos de difusion en medio sélido

Equipo y material

Incubadora

Tubos de microcentrifuga de 1.5 mLy 2.0 mL

Tubos de ensayo

Asa estéril

Reactivos

- Agar Mller Hinton

- Agar TSA

- Discos de acido fenil boronico 300 ug
- Discos de Imipenem 10 ug

- Discos de Meropenem 10 ug

- Discos de Cefotaxima 30 ug



- Discos de Amoxicilina/Acido clavulanico 30 pg/10 pg
- Discos de Ceftazidima 30 pg
- Discos de Piperacilina/Tazobactam 100 pg/ 10 ug

- Solucioén salina 0.85%

Deteccién de los genes codificantes de KPC (blakpc) en los aislamientos en

estudio mediante la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).

Extraccion de ADN totalse (ver anexo N°3)

Equipo y material

- Espectrofotometro

- Microcentrifuga

- Refrigeradora de -20°C a -70 °C
- Hot Plate

- Micropipetas de 10 a 1000 pL

- Puntas para micropipetas estériles
Reactivos

- Medio LBA
- Ceftazidima
- Agua desionizada estéril

Extraccion de ADN plasmidicoese (Ver anexo N°4)

Equipo y material

- Microcentrifuga
- Incubadora
- Vortex

- Tubos de microcentrifuga de 0.2 ml, 1.5 mly 2.0 ml



Reactivos

- Caldo LB

- Buffer E

- Solucion de Lisis suplementada RNAsa
- Fenol-Cloroformo-isoamilico (24:24:1)

- NaCl 5M

- Etanol 70%

Amplificacién génica por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Ver anexo
N° 5)
Equipo y material

- Termociclador
- Micropipetas de 10 a 1000 pL
- Puntas para micropipetas estériles

- Tubos de microcentrifuga de 0.2 ml, 1.5 mly 2.0 mi
Reactivos

- Agua desionizada estéril

Visualizacion de los productos amplificados en la PCR (Ver Anexo N°6)

Equipo y material

- Balanza analitica

- Hot plate

- Céamara de electroforesis
- Transiluminador UV

- Molde de geles y peine para pocillos



- Micropipetas de 10 a 1000 pL
- Puntas para micropipetas estériles

Reactivos

Agarosa
Buffer TAE
Buffer TBE

Bromuro de etidio

Buffer de carga

Macrorrestriccion del genoma de K. pneumoniae con Xbal seguido por

electroforesis de campo pulsado (PFGE).

Equipo y material

- Microcentrifuga

- Micropipetas de 10 a 1000 pL

- Puntas para micropipetas estériles

- Tubos de microcentrifuga de 0.2 ml, 1.5 mly 2.0 mi
- Espectrofotometro UV

- Celda descartable para UV

- Vortex

- Refrigeradora

- Moldes para plugs

- Incubadora

- Papel parafilm
Reactivos

- Caldo BHI
- Buffer PIV

- Buffer de lisis



- Buffer ES-P

- Buffer TE 1X

- Buffer TE 0.1X

- Enzima de restriccion Xbal
- Agarosa

- Buffer TBE 1X

Preparacion de soluciones madre de buffer y reactivos

Buffer TAE 50X (s9, 61, 62)
Para 1000 ml de Buffer

Tabla N° 23 Reactivos para buffer TAE 50X

Reactivo Cantidad en g o de mL de Solucién
TRIS base 242.09g

Acido acético glacial 57.1 ml

EDTA 0.5 M (pH 8.0) 100 ml

Agua destilada c.s.p 1000 ml

Procedimiento:
1. Pesar 242.0 g de tris base y disolver en 400 ml de agua destilada.
2. Agregar 57.1 ml de &cido acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5 M (pH 8,0)
3. Ajustar a volumen de 1000 ml con agua destilada.

Nota:
Diluya esta solucion madre en una proporcion (49:1) con agua destilada para una
concentracién 1X antes de usar, mediante la siguiente formula C; V; = C,V, , esta

solucion de trabajo 1X contendra Tris 40 mM, acido acético 20 mMy EDTA 1 mM.



Buffer TBE 10X (s9, 61, 62)
Para 1000 ml de Buffer

Tabla N° 24 Reactivos para buffer TBE 10X

Reactivo Cantidad en g o de mL de Solucién
TRIS base 108.0¢g
Acido bérico 55.0 g
EDTA 0.5 M (pH 8.0) 40 ml
Agua destilada c.s.p 1000 ml

Procedimiento:

1. Pesar el 108.0 g tris base y disolver en 400 ml de agua destilada.

2. Agregar 55.0 g de acido béricoy 40 ml de EDTA 0.5 M (pH 8,0)

3. Ajustar a volumen de 1000 ml con agua destilada.
Nota:
Diluya esta solucion madre en una proporcion (10:1) con agua destilada para una
concentracion 1X antes de usar, mediante la siguiente formula C; V; = C,V, , esta
solucion de trabajo 1X contendra Tris 0.13 mM, &cido boérico 45 mM y EDTA 2.5
mM.

NaCl 5M
Para 1000 ml de Stock NaCl 5M

Tabla N° 25 Reactivos para Stock NaCl 5M

Reactivo Cantidad en g o de mL de Solucién

NaCl 292.2 g

Agua destilada c.s.p 1000 ml




Preparacion de Buffers para extraccién de ADN Plasmidico (1)

Buffer E(so)

Tris acetato ajustado a pH 7.9 con acido acético glacial

Solucion de lisis

Para 100 ml de soluciéon

Tabla N° 26 Reactivos para solucién de lisis

: Cantidad en g o de mL de Concentracién final en la
Reactivo . -
Solucién solucién

SDS 3.0¢g 3%
TRIS base 0.6057 g 50 mM (pH 12.6)
ARNasa
(20mg/mL) 3uL 20 pg/mi

Agua ultrapura 100 ml
c.s.p

Procedimiento:

1. Pesar el SDSy TRIS base

a bk 0N

Disolver en 100 ml de agua ultrapura

Esterilizar por calor hiumedo en autoclave.

Enfriar y agregar 3uL de RNasa

Preparacion de Buffers para PFGE

Buffer PIV pH 7.6

Para 500 mL de Buffer

Agregar 1.6 ml de NaOH 5N para ajustar a pH 12.6 la solucién.




Tabla N° 27 Reactivos para buffer PIV pH 7.6

Concentracién final en el

Cantidad en g o ml de solucidn a partir de otras

Buffer concentraciones
IM TRIS pH 7.6 100 ml de una solucién TRIS 5 M, pH 8.0
1M NaCl 29.2 g NaCl
Agua destilada C.S.P 500 mL

Procedimiento:

1. Pesar 29.2 g de NaCl y disolver en 200 mL de agua destilada
2. Agregar 100 mL de TRIS 5M

3. Esterilizar por calor himedo en autoclave

Buffer de Lisis pH 7.6
Para 500 mL de Buffer

Tabla N° 28 Reactivos para buffer de lisis pH 7.6

Concentracion final en el

Cantidad en g o ml de solucion a partir de otras

Buffer concentraciones
IM TRIS pH 7.6 100 ml de una solucién TRIS 5 M, pH 8.0
1M NacCl 29.2 g NaCl

100 Mm EDTA pH 7.6

100 ml de EDTA. 0.5 M pH 8.0

0.2% Na-Deoxicolato

1 g Na-Deoxicolato

0.5% Laurilsarcosina-Na

2.5 g Laurilsarcosina-Na

0.5% BRIJ-58

2.5 g BRIJ-58

Agua destilada C.S.P

500 mL

Procedimiento:

1. Pesar 29.2 g NaCl, 2.5 g de Na-Deoxicolato, 2.5 g Laurilsarcosina-Na y

2.5 g BRIJ-58.
2. Disolver en 400 mL

3. Esterilizar por calor hiumedo en autoclave.




4. Agregar 1 mg/ml de Lisosima pH 7.6 y

5. Agregar 50 pg/ml Ribonucleasa A al momento de uso.

Buffer ES-P
Para 500 mL de Buffer

Tabla N° 29 Reactivos para buffer ES-P

Concentracion final en el Cantidad en g o ml de solucidn a partir de otras
Buffer concentraciones
0.4 M EDTA 74.45 g EDTA
1% Laurilsarcosina-Na 5 g Laurilsarcosina-Na
Agua destilada C.S.P 500 mL

Procedimiento:

1. Pesar el EDTAy disolver en 400 ml. de agua destilada.
Ajustar a pH 9.0 agregando grageas de NaOH.
Agregar 5 g de laurilsarcosina-Na.

Ajustar a volumen a 500 ml con agua destilada.

Esterilizar por calor hUmedo en autoclave.

o 0k wN

Agregar la cantidad de proteinasa K segun la tabla N°30

Tabla N°30 Cantidades de proteinasa K para agregar al Buffer ES-P: (Buffer ES
3+ Proteinasa K*)

Sc. Stock 1 Plug 10 Plugs 15 Plugs 20 Plugs Cn. Final
Buffer ES 1ml 10 ml 15ml 20 mi 1 X buffer ES
Proteinasa K 0.5mg 5 mg 7.5 mg 10 mg 0.5 mg/ml P. K

Nota: Pesar Proteinasa K y disolver en Buffer ES. La solucién de Proteinasa K debe prepararse

en el momento de su uso.



Buffer TE 1X pH 7.5
Para 500 mL de Buffer

Tabla N°31 Reactivos para buffer TE 1X pH 7.5

Concentracion final en el Cantidad en g o ml de solucién a partir de otras
Buffer concentraciones
5mM TRIS 500 plde TRIS5 M
5 mM EDTA 5 mlde EDTA5 M
Agua destilada C.S.P 500 mL

Procedimiento:
1. Medir 500 pl de TRIS 5 My agregar en 200 mL de agua destilada
2. Medir 5 ml de EDTA5 My agregar en 200 mL de agua destilada
3. Ajustar a 500 mL de agua destiladay pH 7.5
4

. Esterilizar por calor himedo en autoclave.



ANEXO N°3
ESQUEMA PARA LA DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD POR
SISTEMA AUTIMATIZADO



2, Ajustar la turbiedad en la escala

de McFarland con el densitometro,

VITEK? COMPACT

3. Colocar el tubo de ensayo que contiene la
suspension hacteriana dentro de la gradilla
especial (cassette),y la tarjota de identificacion,
Colocar el cassette con las muestras en el
sistema VITEK 2,

Mﬂll
Moy

“I

5. Resultados. (=

4, Lectura delas reacciones.

Figura N°39 Esquema para la determinacién de la sensibilidad usando el equipo
VITEK 2 Compact



ANEXO N°4
ESQUEMA DE EXTRACCION DE ADN TOTAL



LBA + Ceftazidima (CAZ) (20ug/mL)

pEoEoeon
lab centrifuge
Por 2 min a 13,000 RPM BM por 10 Min

NN
-

Conservar a -20°C

Figura N° 39 Esquema de Extraccién de ADN total



ANEXO N° 5
ESQUEMA DE EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO



'

o ‘ < - ﬂ\
ﬁ-nau '
Il!llllllllu
Cultivo 16- "
18 horas 2 mL SIn de Lisis con
wakols Centrifugar por 2 min 20 ug de RNasa

1 mL de Buffer E

! N _
UM— = il

Afiadir 40 pl de NaCl Incubar a 58°C por
5My 800 pl de etanol m 20 min
96%. isoamilico (24:24:1)
Centrifugar por 15 min

(e
S

i e/

lﬁ-m—v

Incubar ON ab centrige
a-20°C Lavar con 1 ml de Resuspender en
Centrifugar 15 minutos a etanol 70%. 50-100
13.000 RPM

Figura N° 40 Esquema de Extraccién de ADN plasmidico



ANEXO N° 6
DETECCION DE blakpc POR AMPLIFICACION GENICA POR
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)



-

(B

!
J
\ !
. J
\ J

Dispensar 22.5 pl de mezcla PCR

Preparar la mezcla
Master Mix

Nota: Utilizar los
primers de acuerdo
a la PCR a realizar

Agregar 2.5 ul de ADN

Homogenizar suavemente

T - ? % @

T ;, Fragmentos de PCR amplificados

Lab Thermocycler

Programar el proceso para
30 ciclos.

Figura N° 41 Deteccion de blakyc por amplificacion génica por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)



ANEXO N° 7
PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA Y VISUALIZACION DE LOS
PRODUCTOS AMPLIFICADOS EN LA PCR



Preparacion de geles de agarosa al 0.5%, 0.8%, 1.0% y 1.5%

Preparacion por cada 100 ml

Tabla N° 31 Cantidades de agarosa para la preparacion de geles al 0.5%, 0.8%,
1.0%y 1.5%

Cantidad Agarosa al Agarosa al Agarosa al Agarosa al
Reactivo 0.5% 0.8% 1.0% 1.5%
Agarosa 05g 0.8g 1049 159
Buffer
(TAE o TBE) 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
Bromuro de etidio
(10mg/ml) 2ul 2ul 2 pl 2 pl

Procedimiento:

1. Pesar la cantidad de agarosa segun se requiera para la concentracion del

gel como lo muestra la tabla N°31.

2. Calentar el buffer y agregar la cantidad de agarosa determinada

Disolver en el buffer
4. Llevar a una temperatura de 30°C y agregar el bromuro de etidio como
muestra la tabla.

5. Seguir con la preparacion del gel como muestra la figura N°42



1. Elaboracion del

gel de agarosa 2. Fragmentos de
ADN Amplficados

3. Cargor los fragmentos
de ADN amplficados en
gel de agarosa

4, Separar los fragmentos
medionte electroforesis

5. Gel de agarosa con bandos de
diferentes pesos moleculares

- -

I [
]} I
" s
|é|l.lé|"‘élll.él."éll‘l;l

Figura N° 42 Preparacion del gel de agarosa y visualizacion de los productos
amplificados en la PCR






ANEXO N° 8

ESQUEMA DEL PROCESO DE ELECTROFORESIS DE CAMPO
PULSADO PFGE



Proceso de electroforesis de
campo pulsado (PFGE]

Cultivo bacteriano E ADN ahora esta en

los plugs de agarosa ,
Electroforesis de campo pulsado (PFGE)

Corte de ADN con enzima de restriccion

Lisis de células y lavado de plugs

o Seleccionar [as celulas 0 Las células bacterianas s
bacterianas-purificadas san para que el ADN este
de una placa de ager lbre en los plugs de
agarosa
Cargar el plug de agarosa con el
ADN en un gel de agarosa y
colocarlo en un campo elgctrico
que separa fragmentos de ADN
de acuerdo con su tamafio
Molde para tacos o “plugs” de agarosa

Analisis de datos con software

- Tefir el gel para que se
pueda ver el ADN bajo luz
Ultravioleta (UV)
Tomar [a fotografia de los
patrones  de  bandas

esoseSe uod seaideq 3P X1

obtenidos | realizar el
Mezclar las células bacterianas con andlisis  de los datos
agarosa fundida y colocar dentro del obtenidos con el software
molde de tacos o “plugs”

Fig. N° 43 Esquema del proceso de electroforesis de campo pulsado PFGE



