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RESUMEN

La resistencia antibidtica es la capacidad de un microorganismo para resistir los efectos de

un antibiético.

En 1983 se informd que el Acido Bordnico es inhibidor reversible de las enzimas de clase
C. Inesperadamente, se descubrié una inhibicién inusual de los organismos que poseen
KPC por el Acido Fenil Borénico (APB).

El objetivo del presente estudio es Validar el método In House de preparacion de discos de
Acido Fenil Borénico para la identificacion de la cefamicinasa AmpC y Klebsiella pneu-
moniae carbapenemasa (KPC).

Es importante que nuestro pais tenga claro, cuales son los mecanismos de resistencia
circulantes y para esto se tiene que crear distintos tipos de pruebas que ayude a determinar
los mecanismos de resistencias y una de esas pruebas para determinar la presencia de las
bacterias que producen las enzimas AmpC y KPC es la inhibicién de las enzimas por la
presencia de Acido Fenil Borénico que se encuentra impregnado en un disco, esta es una de
las pruebas que nos ayuda a determinar de forma fenotipica la presencia de las enzimas
AmpC y KPC.

Los resultados obtenidos del estudio son Sensibilidad = 75% Especificidad = 83.3%

Falsos positivos = 25 % Falsos negativos = 16.67 % Eficiencia= 80 %, los que nos
indican que el método es apto para su uso teniendo en cuenta las excepciones que el

reactivo presenta.

Palabras clave: Acido Fenil Boronico, Klebsiella pneumoniae carbapenemasa,

cefamicinasa AmpC



Naturaleza del Proyecto

1 Descripcion

En 1983 se inform6 que el Acido Bordnico es inhibidor reversible de las enzimas de
clase C. Inesperadamente, se descubridé una inhibicion inusual de los organismos que

poseen KPC por el Acido Fenil Borénico.

El trabajo valida el método In House de preparacion de discos de Acido Fenil Boronico
para la identificacion de la cefamicinasa AmpC y Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
(KPC).

Validacion es el conjunto de procesos desarrollados para la confirmacion mediante
examen y, para la aportacion de evidencias objetivas que demuestren el cumplimiento de
ciertos requisitos. Es confirmar la adecuacion del proceso de medida para el uso previsto
y se realiza cuando se pone en marcha una técnica. Para validar un método cualitativo se

hace uso del test diagnostico el cual determina la capacidad del método.

La resistencia antibiotica es la capacidad de un microorganismo para resistir los efectos
de un antibiotico. Esta se produce por seleccion a través de mutaciones producidas por

azar.

La produccion de enzimas es uno de los principales mecanismos de defensa en la
resistencia antibidtica principalmente en la produccion de R-Lactamasas, su
clasificacion se basa en sus caracteristicas funcionales o estructura primaria, teniendo en
cuenta la secuencia de proteinas se establecen cuatro grupos, A, B, C, y D. Dentro de
esta clasificacion se encuentran las carbapenemasas, enzimas capaces de hidrolizar la
mayor parte de B-lactamicos incluidos los carbapenémicos, las de clase A, que suelen
ser sensibles a la accion del &cido clavulanico y presentan una menor actividad frente a
meropenem que a imipenem, de estas la KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa)

es la mas ampliamente diseminada en todo el mundo. También se encuentran las f-



lactamasas AmpC pertenecen al grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby- Medeiros y

a la clase C de la clasificacion estructural de Ambler

Las Cefamicinasas Amp C se encontraron codificadas por cromosomas en una amplia
variedad de bacterias Gram negativas; como (Morganella morganii, Providencia spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp. (indol positivo), Citrobacter freundii,
Enterobacter spp. y Serratia spp.). También se ha encontrado AmpC mediada por
plasmidos en Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., especies que no tienen

naturalmente expresion de AmpC cromosomico.

La KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa) hidrolizan B-lactdmicos de todas las
clases, cefalotina, bencilpenicilinas, ampicilina y piperacilina son antibioticos siempre
afectados en presencia de esta enzima. Caracteristicamente tienen un alto potencial de
diseminacion debido a su localizacion en plasmidos transferibles, se han aislado de
diferentes especies bacterianas, principalmente en las enterobacterias, como Klebsiella

pneumoniae.

Los resultados de la evaluacion nos muestran que el método es apto para su uso en los
laboratorios con las excepciones que se encuentran en la determinacion fenotipica de las

enzimas AmpC y KPC.



2 Justificacion

El presente trabajo valido el método de preparacion de discos de Acido Fenil Bordnico para
la identificacion de la Cefamicinasa AmpC y la Carbapenemasa KPC, para contar con un
reactivo que estara disponible para todos los laboratorios que trabajen en la identificacion
de mecanismos de resistencia y al producir estos se abarataran los costos.

En 1983 se demostr6 que el Acido Bordnico inhibe de forma reversible la accion de la
enzima AmpC de forma inesperada también se comprobo que inhibe la accion de la enzima
KPC, en Bolivia el método mas utilizado de detectar las enzimas cefalosporinasa AmpC y
Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) es por medio de discos comerciales y
también se lo hace por métodos moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Lo que se demostrara es que con la elaboracion In House de discos de Acido Fenil
Bordnico estos tendran la misma capacidad de inhibir la accion de las enzimas
cefalosporinasa AmpC y Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) y asi demostrar la

presencia de las mismas.

Al evaluar la efectividad que tienen los discos de Acido Fenil Borénico preparados en el
laboratorio, son expuestos con cepas de coleccion del Instituto Nacional de Laboratorios en
Salud, los cuales son evaluados mediante una validacion para métodos cualitativos y estos
nos dio resultados los que nos demostro la capacidad de nuestros discos

El estudio nos va a permitir contar con un reactivo el cual nos facilite la deteccion de las
enzimas cefalosporinasa AmpC y Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) lo cual nos

dara un panorama de los mecanismos de resistencia que circulan en nuestro medio.



3 Marco institucional
3.1 Validacion

La validacion se define como el conjunto de procesos desarrollados para la confirmacion
mediante examen, para la aportacion de evidencias objetivas que demuestren el
cumplimiento de ciertos requisitos. Es confirmar la adecuacion del proceso de medida para
el uso previsto y se realiza cuando se pone en marcha una técnica. La validacion se utiliza
porque es necesario saber si el ensayo sirve para lo que quiero usar. El laboratorio tiene la
responsabilidad de garantizar que los resultados que el produce sean exactos, validos y
confiables. Se valida un método para saber que sea adecuado para el proposito
preestablecido. Los datos que arroja un ensayo deben permitir al operador tomar decisiones.
En funcion del método que se emplee, el laboratorio debera elegir un tipo de validacion.
Por ello es necesario las modalidades de validacién y los diferentes tipos de métodos

existentes, segin sean normalizados o0 no

3.1.1Validacion Primaria

Es un proceso que establece los limites operacionales y las caracteristicas de desempefio de
un método nuevo, modificado o caracterizado en forma inadecuada, también corresponden
con la caracterizacion que debe realizarse a una técnica que se desarrolla en un laboratorio
para su propio uso (in house). Se debe dar origen a especificaciones numéricas y

descriptivas se elabora un esquema de ensayo antes de realizar la validacién

3.1.2 Validacién Secundaria o Verificacion

Se realiza cuando un laboratorio procede a implementar un método desarrollado en otra
parte, cuando se introduce un equipo diagnostico método o prueba en un laboratorio clinico
y que esta validado primariamente por organizaciones internacionales como la FDA (Food
and Drug Administration) y el CLIA 88 (Clinical Laboratory Improvement Ammendments),
considera a este proceso como “la verificacion y lo define como la demostracion y
documentacion realizada una sola vez de que las caracteristicas de una prueba son

comparables a las establecidas por el fabricante antes de ser usado en el diagndstico.



3.1.3 Tipos de métodos y grado de validacion segun el grado de normalizacion

Es necesario saber el grado de normalizacion de un método porque mientras mas
normalizado menor es la validacion

v" Métodos no normalizados

En estos casos se debera proceder a la validacion formal del método
v Métodos normalizados

En este caso, se presupone que el método ha sido elaborado mediante la colaboracion de
una serie de expertos y que han definido su rango de aplicacion, equipos empleados,
operatoria utilizada, etc... En este caso se realiza una verificacion para ver la

reproducibilidad, repetitividad y exactitud.
v" Métodos normalizados con modificaciones en el alcance

En este caso, se presupone que el método ha sido elaborado mediante la colaboracion
de una serie de expertos y que han definido su rango de aplicacion, equipos empleados,
operatoria utilizada, etc... Por lo tanto, ya existen valores de parametros, pero no
estamos seguros gque sean iguales a los obtenidos con el método modificado, por lo que

es necesaria su revalidacion.
v Métodos normalizados sin Informacion.

En este caso, se presupone que el método ha sido elaborado mediante la colaboracion
de una serie de expertos y que han definido su rango de aplicacion, equipos empleados,
operatoria utilizada, etc... Aunque deja en duda algunos aspectos como por ejemplo el
rango de trabajo las condiciones de trabajo. Se debera obtener una serie de pardmetros

para confirmar el cumplimiento de requisitos.

3.1.4 Tipos de métodos definidos por la entidad nacional de acreditacién - Espafia
(ENAC)

v Tipo | Métodos normalizados: Estos métodos normalizados son considerados como

de referencia ya que pueden ser utilizados para evaluar otros métodos desarrollados



para la misma determinacion. No requieren una validacién completa, pero si la
confirmacion de su correcta aplicacion. Se trata de metodos que el laboratorio aplica
como Yya esta

v' Tipo Il Métodos alternativos al método de referencia: son métodos que son
validados por comparacién con el método de referencia que corresponda, de
acuerdo a un estandar aceptado

v' Tipo Il Métodos normalizados con modificaciones o basados en métodos de
referencia: Son métodos descritos en procedimientos internos del laboratorio, que
estdn basados claramente en métodos de referencia, y que no suponen una
modificacion técnica respecto del método de referencia

v Tipo IV Otros métodos: Son aquellos métodos desarrollados por el propio

laboratorio la validacion de estos debera ser tan amplia como sea necesario

El objetivo de la validacion es diferente segun los tipos de métodos microbioldgicos, que se

pueden clasificar en cualitativos y cuantitativos.

A. Métodos cualitativos: son aquellos en los que se pretende detectar la existencia o
ausencia de un microorganismo determinado, claramente especificado, en una porcion de

sustancia (muestra).

B. Métodos cuantitativos: son aquellos en los que se desea indicar el nmero de unidades
formadoras de colonia en una cantidad de sustancia, realizando un recuento concreto,
cuantificar la concentracion de anticuerpos especificos, de acidos nucleicos (por ejemplo,
carga viral, etc.). Su objetivo es detectar un valor numérico de un agente infeccioso en una

muestra. (Camaro, Catala, Gimeno, Martinez, & Olmos, 2013).

3.1.5 situaciones y obligaciones en la validacion/verificacion
Antes de incorporar una nueva técnica a la rutina del laboratorio, los métodos vy

procedimientos analiticos seleccionados se deben evaluar y demostrar que aportan
resultados satisfactorios antes de comenzar a utilizarlos. Estas situaciones son:
a) Cuando se incorpora un cambio en una técnica analitica que se encuentra en uso en el

laboratorio, como por ejemplo cambio de un equipo para extraccion, modificacion de los



controles utilizados, cambios en las condiciones instrumentales del método (tiempos,
temperaturas, etc.).

b) Cuando se desea comparar el desempefio entre diferentes técnicas analiticas.

Cuando se valida un procedimiento analitico es necesario cumplir tres normas basicas:

a) Debe validarse todo el procedimiento analitico; en algunos tipos de procedimientos
puede entenderse que Unicamente es necesario validar la etapa de medida instrumental (por
ejemplo, secuenciacion), esto es un error, ya que ésta suele ser la que introduce un error
menor. Se ha de tener en consideracion que el componente humano es el que incorpora una
mayor contribucion a la incertidumbre de la medida.

b) Debe validarse todo el intervalo de aplicacion del procedimiento analitico (niveles
méaximo, minimo y medio del rango de trabajo).

c) Debe validarse teniendo en cuenta la variedad de muestras (por ejemplo, sangre, plasma,

orina, etc.).

3.1.6 Particularidades de los métodos microbioldgicos. Caracteristicas de la medicion
microbioldgica

Los métodos microbiolégicos se han basado clasicamente y ain se basan esencialmente en
la deteccién y cuantificacion de microorganismos segun su capacidad de crecer en un
medio de cultivo especifico y posterior confirmacion del aislado mediante ensayos

bioquimicos o inmunologicos

Pero con lo que estamos tratando son con microorganismos vivos y estos pueden llegarnos

a producir fallas

Cepas de referencia de coleccidon. Para demostrar la trazabilidad, el laboratorio debe de
utilizar cultivos de referencia de microorganismos obtenidos de una coleccion nacional o
internacional reconocida o de una organizacion reconocida por un organismo de

acreditacion.

Material de referencia certificado y cepas de estudios interlaboratorio. Como ya se ha
indicado son aquellos materiales 0 muestras suministradas por certificadores que se pueden
utilizar para la evaluacion de la calidad de los ensayos de métodos que exigen la

cuantificacion. Su importancia reside en que se dispone de un valor cuantitativo



determinado que permite compararse con un conjunto de laboratorios o con los datos dados

por un certificador

3.2 Acido Fenil Borénico (APB)

En 1983 se informd que el Acido Borénico es inhibidor reversible de las enzimas de clase
C. Inesperadamente, se descubrié una inhibicién inusual de los organismos que poseen
KPC por el Acido Fenil Boronico (APB), que puede atribuirse Ginicamente a la presencia de
esta carbapenemasa. Posteriormente, Doi y colaboradores, en un estudio posterior con una
serie mas grande de cepas, Tsakris y colaboradores. Demostraron la abrumadora
efectividad de APB para la deteccion de Klebsiella pneumoniae que posee KPC (Corso,
2009). Aun no se conoce el mecanismo para la inhibicion de la B-lactamasa tipo KPC por
Acido Fenil Boronico (APB).

OH

[
B.
OH

Figura 1: Acido Fenil Borénico
3.3 Resistencia Antibiotica

La resistencia antibiotica es la capacidad de un microorganismo para resistir los efectos de
un antibiético. Esta se produce por seleccion a través de mutaciones producidas por azar. El
antibidtico, al entrar en contacto con una poblacion bacteriana, permite solo la proliferacion
de aquellas bacterias que presentan aquella mutacion natural que anula la accion del
antibiotico. Una vez que se genera la informacion genética, las bacterias pueden transmitir
los nuevos genes a traves de transferencia horizontal (entre individuos) por intercambio de
plasmidos; o igualmente producto de una conversion lisogénica; Si una bacteria porta

varios genes de resistencia, se la denomina multirresistentes (Gérvas, 2000).



3.5 Resistencia Antibidtica bombas de Eflujo

La resistencia antibiotica por bombas de eflujo operan tomando el antibidtico del espacio
periplasmico y expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion.
Este mecanismo es frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas (Vila,
Martin, & Sanchez Cespedes, 2007 )

3.5 Resistencia Antibidtica por impermeabilidad

Las bacterias pueden generar cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la
membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son
proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la membrana externa que
regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, los antibiéticos. Los cambios en su
conformacidn pueden llevar a que la membrana externa no permita el paso de estos agentes

al espacio periplasmico (Vila, Martin, & Sanchez Cespedes, 2007 )

3.6 Resistencia Antibidtica por Alteraciones del sitio de accion

Las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibiGtico se une a la bacteria para
interrumpir una funcion vital de ésta. Este mecanismo es, principalmente, utilizado por las
bacterias Gram positivas, las cuales generan cambios estructurales en los sitios de accion de
los antibidticos R-lactdmicos a nivel de las proteinas unidoras de penicilina (Tafur, Torres,
& Villegas, 2008)

3.7 Resistencia Antibiética Enzimatica

La resistencia bacteriana enzimética se da por produccion de enzimas que inactivan al
antibidtico; las mas importantes son las betalactamasas y muchas bacterias son capaces de
producirlas. En los Gram positivos suelen ser plasmidicas, inducibles y extracelulares y en
las Gram negativas de origen plasmidico o por transposones, constitutivas y periplasmicas.
El mecanismo de resistencia mas prevalente en las bacterias Gram negativas a los
antibidticos es la produccién de R- lactamasas, es importante mencionar las mas
prevalentes. R-lactamasas. Los antibidticos B-lactamicos tienen en comun su estructura
molecular con un anillo B- lactdmico, el cual es responsable en gran parte de su accion

antimicrobiana. Las R-lactamasas son enzimas capaces de romper el anillo - lactamico e



inactivar estos antibioticos. Las 3-lactamasas son ubicuas de las bacterias Gram negativas
y representan una forma importante de resistencia. Los genes que codifican estas enzimas
pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos, lo cual permite su facil
transferencia entre diferentes bacterias, lo que representa un gran reto para el control de las
infecciones (Jacoby GA, 2005) (Philippon A, 2002).

Figura: 2 Principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos. 1. Enzimas modificadoras. 2. Bombas de salida. 3. Cierre de porinas.
4. Proteinas unidoras de penicilinas.

3.8 p-lactamasas
La clasificacion de las 3-lactamasas se basa en sus caracteristicas funcionales o estructura
primaria, teniendo en cuenta la secuencia de proteinas se establecen cuatro grupos, A, B, C,

y D. Dentro de esta clasificacion se encuentran las carbapenemasas, enzimas capaces de

hidrolizar la mayor parte de B-lactamicos incluidos los carbapenémicos, las de clase A, que
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suelen ser sensibles a la accion del acido clavulanico y presentan una menor actividad
frente a meropenem que a imipenem, de estas la KPC (Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase) es la mas ampliamente diseminada en todo el mundo en sus variantes
KPC-2 y KPC-3 (Bush & Jacoby, 2010). También se encuentran las p-lactamasas AmpC
pertenecen al grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby- Medeiros y a la clase C de la

clasificacion estructural de Ambler (Seral, Gude, & Castillo, 2012)

3.9 Cefamicinasa AmpC

Las P-lactamasas AmpC pertenecen al grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby-
Medeiros y a la clase C de la clasificacion estructural de Ambler. Se caracterizan por ser
activas frente penicilinas y cefalosporinas, pudiendo hidrolizar cefamicinas (cefoxitina y
cefotetan), oximinocefaloporinas (ceftazidima, cefotaxima y ceftriaxona) y monobactams
(aztreonam) con la excepcion de cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima, cefpiroma)
y carbapenémicos. Estas enzimas se caracterizan por ser resistentes a la combinacion de -
lactdmico con inhibidores de B-lactamasas, con la posible excepcion de piperacilina-
tazobactam1. Este espectro de hidrolisis puede verse ampliado (subgrupo 1e) y afectar a las
cefalosporinas de cuarta generacion como resultado de sustituciones, inserciones o
delecciones aminoacidicas en seis regiones de la enzima, son las llamadas AmpC de
espectro extendido, ESAC (Seral, Gude, & Castillo, 2012)

Estas enzimas se han encontrado codificadas por cromosomas en una amplia variedad de
bacterias Gram negativas; como (Morganella morganii, Providencia spp., Pseudomonas
aeruginosa, Proteus spp. (indol positivo), Citrobacter freundii, Enterobacter spp. y
Serratia spp.). También se ha encontrado AmpC mediada por plasmidos en Klebsiella
pneumoniae y Salmonella spp., especies que no tienen naturalmente expresion de AmpC
cromosomico (Jacoby GA, 2005) (Philippon A, 2002).

Las cefalosporinasa AmpC hidrolizan a las cefalosporinas de espectro de tercera
generacion, aztreonam e inhibidores de [3-lactamasas. Las bacterias con produccion de
enzima AmpC cromosomico, bajo condiciones normales, producen esta enzima en bajas
cantidades sin alterar significativamente la sensibilidad a las cefalosporinas de tercera

generacion. Sin embargo, pueden ocurrir mutaciones espontaneas (a una tasa de 10-5 a 10-
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7) en los genes que regulan la produccion de AmpC, lo cual lleva a la produccion
constitutiva de esta enzima (DM., 1995) (Hanson ND, 1999)

3.9.1 Sistema de expresion y represion del gen AmpC

Para diferenciar entre Cefamicinasa AmpC inducibles y constitutivas, es necesario conocer
el mecanismo de expresion y represion del gen que codifica a estas enzimas (gen ampC).
Las bacterias que poseen el gen ampC, tienen un complejo sistema molecular regulador de
la expresion del mismo, el cual estd intimamente relacionado con el reciclaje del
péptidoglicano. El proceso se inicia cuando los productos de degradacién de la pared 1,6
anhidromuropéptidos (1,6 amp), ingresan al citoplasma bacteriano a través de una permeasa
transmembrana denominada AmpG (codificada por el gen ampG). Estos productos de
degradacién 1,6 amp, actian como molécula sefial (promotores o inductores) del activador
transcripcional AmpR (codificado por el gen ampR). Cuando el AmpR se une a los 1,6 amp
se induce la expresion del gen ampC y de esta manera, se produce la enzima AmpC, la cual
ejercerd su efecto hidrolitico sobre los B-lactamicos para los cuales tiene accion. El sistema
represor consiste en el clivaje de los 1,6 amp por la enzima AmpD, la cual es una amidasa
citoplasmatica (N- acetil-anhidromuramil-lalaninamidasa) codificada por el gen ampD,
hasta &cido 1,6 anhidromuramico y péptidos. Los péptidos son procesados hasta tripéptidos
los cuales son reusados resultando en la formacion del precursor de la pared celular UDP-
Nacetilmuramilpentapéptido. Este, al unirse con el activador transcripcional AmpR, lo
bloguea, reprimiendo asi la transcripcion del gen ampC. Otro gen involucrado es el ampE,
el cual, en conjunto con ampD, forma el operon ampDE que codifica una proteina de
membrana la cual se piensa actla como molécula censora requerida para la induccién. Los
B-lactamicos inducen la produccion de AmpC causando un incremento en la concentracion
citoplasmatica de los productos de degradacion 1,6 amp. Todos los B-lactdmicos son
inductores de estas enzimas en mayor 0 menor grado. Las cepas salvajes productoras de
AmpC, lo hacen a bajos niveles (o niveles basales), gracias al sistema represor, por
consiguiente, mutaciones asociadas a los genes ampR y ampD, resultan en la
hiperproduccion de AmpC, un término que se ha denominado derrepresion. (Del Valle,
2009)
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Figura 3. Sistema de expresion y represion del gen ampC. 1: los 1,6 anhidromuropéptidos (1,6 amp) ingresan
al citoplasma a través de la permeasa AmpG. 2: una vez en el interior se unen al activador transcripcional
AmpR iniciandose la transcripcion del gen ampC. 3: se produce la enzima AmpC. 4: sistema represor; la
amidasa AmpD cliva a los 1,6 amp hasta péptidos y acido 1,6 anhidromurdmico (acido 1,6 am). 5: los
péptidos son reusados para la formacion de UDP-N-acetilmuramilpentapéptido (UDP-Nampp), el cual se une
a AmpR, blogueandolo. En consecuencia, se reprime la transcripcion del gen ampC.
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3.10 Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC)

Hidrolizan B-lactamicos de todas las clases, cefalotina, bencilpenicilinas, ampicilina y
piperacilina son antibidticos siempre afectados en presencia de esta enzima.
Caracteristicamente tienen un alto potencial de diseminacién debido a su localizacion en
plasmidos transferibles, se han aislado de diferentes especies bacterianas, principalmente en

las enterobacterias, como Klebsiella pneumoniae (Queenan & Bush, 2007).

El primer miembro de la familia KPC fue descubierto por el proyecto de ICARE (siglas de
Intensive Care Antimicrobial Resistance Epidemiology) en un aislamiento clinico de
Klebsiella pneumoniae de Carolina del Norte en 1996. Este aislamiento era resistente a
todos los antimicrobianos probados, pero las CIM de los carbapenémicos disminuian en
presencia de acido clavulanico, la actividad de la primera carbapenemasa detectada fue
asociada a un plasmido de 50Kb que codifica para la B-lactamasa denominada KPC-1.
(Yigit, y otros, Novel carbapenem hydrolyzing beta lactamase,KPC-1, from carbapenem
resistant strain of Klebsiella pneumoniae, 2001) (Vera, y otros, 2017). La deteccién de
bacterias productoras de Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) tiene gran
importancia, tanto en la eleccion del esquema de tratamiento antibiotico adecuado, como en
la implementacion de medidas de control de infecciones ya que poseen gran capacidad de
diseminacion debido a que son codificadas por plasmidos (Lossa, 2011)

El descubrimiento de KPC-1 fue rapidamente seguido por diferentes reportes de una
variante de un aminoacido (S174G) KPC-2, a lo largo de la costa este de Estados Unidos
presentdndose en cuatro aislamientos con CIM para imipenem de 2 a 8 pg/mL. (Smith, y
otros, 2003). Sin embargo, en el afio 2008 se presentd una correccién del primer reporte,
del gen blakpc-1 donde los autores indican que las variantes KPC-1 y KPC-2 son la misma

enzima (Yigit, y otros, 2008)

En el afio 2012 se informa por primera vez el aislamiento de Escherichia coli productora de
KPC desde aguas costeras en Portugal (Poirel, y otros, 2012). Posteriormente, se informo el
aislamiento de este tipo de cepas en agua de pozo, riveras, lagos, plantas de tratamiento de

aguas residuales y produccion animal.
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Por lo tanto, la presencia de bacterias productoras de carbapenemasas en el ambiente es
alarmante por el potencial riesgo de diseminacion de genes de resistencia. Ademas, con
estos hallazgos se refuerza la idea que el medio ambiente puede participar en la seleccion y

diseminacion de genes de resistencia (Piedra Carrasco, y otros, 2017)

La rapida diseminacion mundial del gen blakpc ha sido atribuida a una combinacion de
factores sociales y microbioldgicos: viajes internacionales, transmision paciente-paciente
de micro-organismos productores de KPC y transferencia horizontal de genes. Esta rapida
diseminacion, también varia geograficamente, determinandose asi regiones que informan
pocos aislados productores de KPC (Australia y Africa) y areas donde KPC es considerada
endémica (Estados Unidos, Puerto Rico, Colombia, Grecia, Israel y China) (Chen,
Anderson, & Paterso, 2012). Entre los factores microbiologicos, se ha determinado que el
transposén Tn4401 contribuye tanto a la diseminacién geografica de KPC como a la
transferencia interespecie. Sin embargo, la rapida diseminacion de los genes blakpc €n
multiples especies también ha sido como consecuencia de su presencia en una amplia
variedad de plasmidos que varian en tamafio, naturaleza y estructura. Otro factor
involucrado es la asociacion de la enzima KPC con clones de alto riesgo, los que tienen una
distribucion global, mayor capacidad de colonizacion, diseminacion y persistencia en una
variedad de nichos. (Nordmann & Poirel, 2014)

En la actualidad hay 19 variantes de KPC, todas ellas son derivados mutantes puntuales de
una secuencia de aminoacidos comun. En unos pocos afios, los productores de KPC se
diseminaron a nivel mundial y se identificaron en muchas especies Gram-negativas, a
pesar de que las enzimas KPC se han identificado principalmente enK.
pneumoniae ( Fig.4 ). En América Latina, los productores de KPC son endémicos en
algunas areas, como en Colombia y Argentina. Algunos informes también han mostrado la
presencia de productores de KPC en Puerto Rico y México ( Fig.4 ). (Nordmann & Poirel,
2014)
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Figura 4: Distribucién geografica de los productores de KPC.

En Europa, los productores de KPC se han encontrado en casi todas partes, en su mayoria
vinculados a la importacion de areas endémicas. Esas areas endémicas en Europa son
Grecia e Italia, y probablemente Polonia, donde a menudo se producen brotes nosocomiales
causados por K. pneumoniae productor de KPC. En Israel, muchos estudios han
demostrado la endemicidad de los productores de KPC, con un gran nimero de informes
nosocomiales, pero también, notablemente, algunos casos que ocurren en la comunidad.
(Nordmann & Poirel, 2014)

El alcance de la difusion de KPC en el sudeste de Asia no es bien conocido, aunque se
considera que China es un pais donde algunas areas enfrentan situaciones endémicas. En
India, hay muy pocos informes sobre aislamientos productores de KPC, las carbapenemasas
identificadas con mayor frecuencia son enzimas NDM y similares a OXA-48 (ver a
continuacién). Sin embargo, hay algunos informes que muestran que los productores de

KPC estan ocurriendo en India. (Nordmann & Poirel, 2014)
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Es digno de mencidon que un clon especifico de K. pneumoniae productor de KPC-2 o
productor de KPC-2 (secuencia tipo 258) ha sido ampliamente identificado en todo el
mundo, lo que indica que ha contribuido significativamente a la propagacion de este rasgo

de resistencia. (Nordmann & Poirel, 2014)

3.10.1 Gen b|aKpc

La enzima KPC se encuentra codificada por el gen blakpc, localizado en el transposon
Tn4401, derivado de Tn3, o en elementos genéticos similares a Tn4401, el que a su vez se
encuentra portado, principalmente, en plasmidos aunque también ha sido informado en el
cromosoma. Tn4401 tiene un tamafio aproximado de 10 Kb y estd delimitado por dos
secuencias de repeticiones invertidas imperfectas de 39 pb y se encuentra flanqueado por
un sitio blanco de duplicacion de 5 pb, lo que indicaria un reciente evento de transposicion.
Ademas, contiene los genes de la transposasa (tnpA), la resolvasa (tnpR) y dos secuencias
de insercion, ISKpn6 e ISKpn7, rio arriba del gen blakpc. El transposon Tn4401 es la
principal plataforma de diseminacién de blakpc y la frecuencia de transposicion es de 4,4 x

10°®/célula receptora. (Cuzon, Naas, & Nordmann, 2011).

Se han descrito ocho isoformas de Tn4401 (a-h, con dos isoformas diferentes de Tn4401d)
(Figura 5). Las isoformas a, ¢, d y e difieren entre si por deleciones rio arriba de blakpc, de
99 pb, 215 pb, 68 pb y 255 pb, respectivamente, en comparacion con la isoforma b que no
presenta delecion (Naas, Cuzon, Truong, & Nordmann, 2012). Adicionalmente, se
descubri6 una nueva isoforma del Tn4401 la que designaron también como Tn4401d. Esta
isoforma se caracteriza por tener una delecién de 5,3 Kb que incluye parte del gen blakpc;
por lo tanto, la enzima no seria funcional (Chen, y otros, 2012). Posteriormente, informaron
que KPC-4 aislada desde Eterobacter cloacae y Serratia marcescens esta codificada en la
variante Tn4401f que contiene el gen tnpA truncado y tnpR, ISKpn7 y Tn4401 IR-L estan
ausentes. (Bryant, y otros, 2013). Recientemente, describieron una nueva isoforma de
Tn4401, designada como Tn4401h, que se caracteriza por tener una delecién de 188 pb
entre los genes istB y blaKPC, y fue identificada en K. pneumoniae y Eterobacter cloacae.

(Cheruvanky, y otros, 2017)
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Actualmente, se han descrito nuevas plataformas genéticas donde se encuentra el gen
blakpc, 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 regién rio arriba del gen blakpc, 10 que sugiere que
esta region es variable. Se caracterizaron una nueva plataforma genética del gen blakpc €n
cepas de enterobacterias aisladas en China. Asi, al secuenciar el plasmido pK048,
determinaron una region de 2.070 pb idéntica a Tn4401 que incluye el gen blakpc-2 ¥ un
fragmento parcial de la secuencia de insercion ISKpn6. Esta plataforma fue generada por la
integracion de un transposon del tipo Tn3 rio arriba del gen blakpc-2 Y la insercion de otros
genes rio abajo de la secuencia de insercion ISKpn6, causando la pérdida parcial de esta
secuencia. Posteriormente, esta plataforma ha sido descrita con frecuencia en dicho pais v,

ademas, variantes en China, Colombia, Brasil, Argentina y Chile. (Shen, y otros, 2009).

Tn4401b

W

(EERETEEE
tnpR tnpA IstA IstB ISKpn6

5 pb I5Kpn7 5 pb
5D l I TSD

99- pb en Tn4401a

Sin delecion Tn4401b

215- pben Tn4401c

68- pb en Tnd401d

5.3 Kb delecion parcial de blag. en Tn4401d
255- pben Tn4401e

tnpR, ISKpn7, IRL-1, tnpA truncado en Tn4401f
188- pben Tn4401n

= = = = = = = =

Figura 5: Estructura del transposén Tn4401 y sus isoformas a-f. IRL: repeticidn invertida izquierda; tnpR:
gen que codifica la resolvasa; tnpA: gen que codifica la transposasa; istA e istB: genes que conforman la
secuencia de insercion ISKpn7; ISKpn6: secuencia de insercion; TSD: sitio de duplicaciones diana. Los
triangulos negros representan las secuencias repetidas invertidas. Adaptado de Nordmann y cols
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En el afio 2011, determinaron una variante de la plataforma descrita en China, a la que
denominaron variante 1a Argentina (Figura 6). En esta plataforma se encontrd la insercion
de un transposdn compuesto, rio arriba de tnpA, que provocé la delecion parcial de este
Gltimo y, ademas, la insercion de un fragmento del gen blargm.; truncado (671 pb) entre
ISKpn8 y blakpc. Cabe destacar que Barria-Loaiza y cols., determinaron tanto la presencia
de la plataforma Tn4401a como de la variante 1a en cepas de enterobacterias productoras
de KPC-2 aisladas en hospitales chilenos, siendo la variante la la mas comun (11/17
cepas). Por otra parte, describieron un elemento genético maévil de 17.003 pb que albergaria
el gen blakpc-2. Este elemento se encuentra flanqueado por repeticiones invertidas de 38 pb
del Tn3, que incluye el gen tnpA-Tn3, el operdn de resistencia a macrolidos (mphA-mrx-
mphR) y un fragmento del gen blaTEM-1. (Ageevets, y otros, 2017)

El Tn4401 ha sido detectado en aislados de diferentes origenes geogréaficos, distintos ST,
variadas especies de enterobacterias y también en Pseudomonas aeruginosa. Una
caracteristica importante es su capacidad de insertarse en diferentes plasmidos de bacterias
Gram negativas y ha sido identificado en plasmidos conjugativos y no conjugativos
movilizables. Los plasmidos que albergan el gen blakpc suelen estar asociados con otros
determinantes genéticos, los cuales confieren resistencia a otros antimicrobianos como
fluoroquinolonas, aminoglucoésidos y cotrimoxazol. En relacion a los tipos de plasmidos
que contienen el gen blakec en aislados del ST258, se ha determinado que pertenecen a
diferente grupo de incompatibilidad IncF (replicones FIIK1, FIIK2 y FIA), Incl2, IncX,
IncA/C, IncR, IncL/M y ColEL, siendo el grupo de incompatibilidad IncF, con el replicdn
FIIK, el predominante. Estos plasmidos tienen una amplia distribucion geografica que
incluye Canada, Polonia, E.U.A., Italia, Israel, Brasil y Noruega. Adicionalmente, en la
caracterizacion de los primeros aislados de enterobacterias productoras de KPC en Chile, se
identifico que el gen blakpc., estd asociado a variantes de plasmidos del grupo IncF, lo que

concuerda con lo descrito en los paises anteriormente mencionados (Geisse, 2007).
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Figura 6: Estructura de la variante 1a Argentina de la plataforma genética la descrita en China, AtnpA-Tn3:
gen que codifica la transposasa delecionado; AblaTEM-1: gen que codifica la B-lactamasa TEM-1
delecionado. Adaptado de Barria-Loaiza y cols.

El reconocimiento precoz de las bacterias productoras de carbapenemasas se ha vuelto
obligatorio, ya que la falla clinica asociada con estas enzimas es un problema desafiante y
el reconocimiento es crucial para controlar la propagacion de bacterias productoras de

carbapenemasas. (Pasteran, Mendez, Guerriero, Rapoport, & Corso, 2009)
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4 Operacionalizacion de Variables

Objetivo

Tipo de variable

Indicador

Determinar la enzima KPC
(Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa) utilizando los
discos de Acido Fenil Boronico
preparados en el laboratorio al
enfrentarlos con  patdgenos
Gram negativos de diferentes
caracteristicas.

Cualitativa dicotdmica

KPC (positivo)
KPC (Negativo)

Determinar la enzima
cefamicinasa AmpC utilizando
los discos de Acido Fenil
Bordénico preparados en el
laboratorio al enfrentarlos con
patdgenos Gram negativos de
diferentes caracteristicas.

Cualitativa dicotdmica

AmpC (positivo)
AmpC (Negativo)

Efectuar los diferentes Test
diagnostico que muestran los
discos de Acido Fenil Bordnico
en la determinacion de la enzima
cefamicinasa AmpC.

Cualitativa continua

Sensibilidad=a/((a+b))*100
Especificidad=d/((c+d) )*100
Falsos positivos=c/((a+c))*100
Falsos
negativos=b/((b+d))*100
Eficiencia=((a+d))/n*100

Efectuar los diferentes Test
diagnostico que muestran los
discos de Acido Fenil Boronico
en la determinacion de la enzima
Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa (KPC).

Cualitativa continua

Sensibilidad=a/((a+b))*100
Especificidad=d/((c+d) )*100
Falsos positivos=c/((a+c))*100
Falsos
negativos=b/((b+d))*100
Eficiencia=((a+d))/n*100
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5 Fines
Poner al alcance de los laboratorios de bacteriologia del Pais un disco de Acido Fenil

Bordnico que permita determinar la deteccion de las enzimas cefalosporinasa AmpC y

Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC).

6 Objetivos

6.1 Objetivo general

Validar el método In House de preparacion de discos de Acido Fenil Borénico para la
identificacion de la cefamicinasa AmpC y Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC).

6.2 Objetivos Especificos

v Determinar la presencia de la enzima KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa)
utilizando los discos de Acido Fenil Boronico preparados en el laboratorio al
enfrentarlos con patdgenos Gram negativos de diferentes caracteristicas.

v Determinar la presencia de la enzima cefamicinasa AmpC utilizando los discos de
Acido Fenil Borénico preparados en el laboratorio al enfrentarlos con patogenos
Gram negativos de diferentes caracteristicas.

v' Efectuar los diferentes Test diagndsticos que muestran los discos de Acido Fenil
Boronico en la determinacion de la enzima cefamicinasa AmpC.

v' Efectuar los diferentes Test diagndsticos que muestran los discos de Acido Fenil
Bordnico en la determinacion de la enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
(KPC).
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7 Metas

Elaborar el protocolo de preparacion de discos de Acido Fenil Bor6nico para la

identificacion de la cefamicinasa AmpC y Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC).

Elaborar el protocolo de validacion de discos de Acido Fenil Borénico para la
identificacion de la cefamicinasa AmpC y Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC)

preparados en el laboratorio.

8 Beneficiario

e Los laboratorios que procesan muestras para estudios bacterioldgicos.
e Los pacientes que requieran la deteccion de las enzimas cefalosporinasa AmpC y
Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC).

e El sistema de salud para conocer los mecanismos de resistencia circulantes.

9 Productos

Protocolo de preparacion de discos de Acido Fenil Borénico.

Protocolo de Validacion de discos de Acido Fenil Boronico preparados en el Laboratorio.

Discos de Acido Fenil Boronico aptos para la identificacion de mecanismos de resistencia.

10 Localizacién

Instituto Nacional de Laboratorios en Salud “Dr. Nestor Morales Villazon (INLASA) en el
Laboratorio de Bacteriologia en LRNCB. Ubicado en la Ciudad de La Paz.

11 Métodos, Técnicas y Procedimientos

11.1 Materiales

20 Cajas de Petri
1 Probeta de 20mL
1 Matraz de Erlenmeyer
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1 Vaso de precipitado 500mL
20 Tubos de lectura
20 Hisopos

1 Gradilla

1 Regla

1 Par de Guantes

1 Barbijo

1 Propipeta

2 Asas bacterioldgicas
1 Frasco de Vidrio

1 Micropipeta 10 pL

11.2 Reactivos

Agar Mueller Hinton

Solucioén Fisiologica

Discos de Imipenem (IMP) 10ug
Discos de Meropenem (MER) 10ug
Discos de Cefotaxima (CTX) 30ug
Discos de Ceftazidima (CAZ) 30ug
Discos de Cefoxitima (FOX) 30ug
50mL de Hipoclorito de Sodio al 1%
500 mL Etanol 70 %

11.3 Equipos

Campana de Flujo laminal de Flujo Horizontal
Estufa Bacteriologica

Refrigerador

Mechero Bunsen

Balanza Analitica

Agitador vortex
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11.4 Preparacion de los discos

v’ Perforar el papel Watman N 3 con la ayuda de una perforadora, aproximadamente
6mm de diametro para la obtencién de los discos.

Colocar en envases de vidrio con tapa rosca y autoclavar por 15 min.

Limpiar la cabina de flujo laminar con alcohol al 70 % para desinfectar.

Colocar los materiales dentro de la cabina de flujo laminar

S X X

Irradiar por 15 min con luz UV los materiales

11.5 Preparacion de la Solucion de Acido Fenil Bordnico e inoculacion en los discos

v" En un frasco color &ambar pesar 31.6 mg de APB (calculos se encuentran en
anexosl14.6), afadir al frasco 500 pL. de DMSO y 500 pL de agua destilada estéril
(proporcion de 1:1), inmediatamente homogenizar con la ayuda de un agitador
vortex.

v Colocar los discos en soportes (se utilizé racks de tips)

(\

Dispensar 10puL de la solucion de APB a cada disco

v" Esperar por el lapso de 1 hora a que los discos sequen a temperatura ambiente
(dentro la cabina de flujo laminal)

v" Almacenar los discos en viales color &mbar con cierre hermético y que contengan
desecante (gel silica)

v' Poner los recipientes en el refrigerador a -20°C que es su temperatura de almacenaje

(no exceder més de 1 afio el almacenaje), hasta su uso o poner a 2-8°C durante 7

dias.

11.6 Procedimiento de inoculacion de las cepas y posicionamiento de discos

v En cajas Petri con agar Mueller Hinton

v" Inocular las cepas en las cajas de Petri empapando un hisopo en el tubo con el
inoculo, eliminando el excedente en las paredes del tubo, inoculando en la caja de
Petri de forma que se gire en tres direcciones a 65° determinando de esta forma la
buena distribucion del inoculo.

v' Las cepas son de coleccién por lo que estan identificadas y con su perfil de

antibiograma
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v Poner los discos utilizando la formula de D=r1+r2+5 en la que nos indica la
distancia para posicionar los discos.
v"Incubar de 18 a 24 Horas.

v Observar e interpretar el resultado.

11.7 Interpretacion de los resultados

Observacion del halo de inhibicion del desarrollo microbiano:

Presencia de enzimas B-lactamasas tipo AmpC: agrandamiento o deformacion de la zona de
inhibicion del desarrollo alrededor de uno o de los dos discos de antibidtico B-lactamico
hacia el disco de Acido Borénico (a este fenémeno de agrandamiento, se lo llama

comunmente “Efecto Huevo”).

Ausencia de enzimas B-lactamasas tipo AmpC y KPC: no se encuentran alteraciones ni
deformaciones en la zona de inhibicién del desarrollo alrededor de los discos de los

antibioticos B-lactamicos hacia el disco de Acido Borénico

Presencia de enzimas B-lactamasas tipo KPC: agrandamiento o deformacion de la zona de
inhibicion del desarrollo alrededor de uno o de los dos discos de carbapenemes hacia el
disco de Acido Bordnico (a este fendmeno de agrandamiento, se lo llama cominmente

“Efecto Huevo™).
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11.8 Resultados

Fueron incluidas en este estudio un total de 10 cepas procedentes de las cepas de coleccion
del laboratorio de bacteriologia INLASA

11.8.1 Resultado de Amp Cy KPC

Grafica 1: Clasificacion de los datos obtenidos de las cepas en estudio en la busqueda de

las enzimas Amp C y KPC en comparacion con los Gold Standard
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B 1 Enterobacter cloacae
impermabilidad + AmpC
Desreprimido

Datos obtenidos tras la repeticién de 30 veces por cepa Yy clasificacion.

El gold estandar para la determinacion de KPC es la Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), en el caso

de AmpC son métodos fenotipicos( Cloxacilina, EDTA vy test de Hodge modificado).




Tabla 1: Interpretacion de Resultados

Resultados de los Gold
Standard
Negativo Positivo UL
general

Resultados del Disco Negativo 150 30 180
preparado en el
laboratorio de APB | Positivo 30 90 120

Total general 300
Clasificacion de resultados
Tabla 2: Resultados del test diagnostico de AmpC y KPC
a) Verdaderos Positivos = 90 e Sensibilidad = 75%
b) Falsos Negativos= 30 e Especificidad = 83.3%
c¢) Falsos Positivos = 30 e Falsos positivos =25 %

d) Verdaderos Negativos = 150 e Falsos negativos = 16.67 %
e FEficiencia=80%

Con los datos obtenidos y utilizando las férmulas de anexo 14.4 se obtuvo los resultados.

11.8.2 Resultados de Amp C y KPC sin considerar a Pseudomonas aeruginosa KPC

Tabla 3: Resultados del test diagnéstico de Amp C y KPC sin considerar a Pseudomonas

aeruginosa KPC

a) Verdaderos Positivos = 90
b) Fasos Negativos= 0

¢) Falsos Positivos = 30

d) Verdaderos Negativos = 150

Sensibilidad = 100%
Especificidad = 83.3%
Falsos positivos=25%

Falsos negativos =0 %
Eficiencia= 88.89 %

Resultados considerando la recomendacién del instituto Carlos Malbran en la que nos indica que no se debe
utilizar discos de Acido Fenil Bordnico para la deteccion de KPC en Pseudomonas aeruginosa, se utiliz6 las
formulas de Anexo 14.4.
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11.8.3 Resultados AmpC

Grafica 2: Clasificacion de los datos obtenidos de las cepas en estudio en la busqueda de la

enzima Amp C en comparacion con el Gold Standard
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Datos obtenidos tras la repeticién de 30 veces por cepa y clasificacion solo considerando a las bacterias
expuestas la accion de cefalosporinas.

La deteccion de AmpC son por métodos fenotipicos ( Cloxacilina, EDTA y test de Hodge modificado).

Tabla 4: Resultados del test diagnéstico de Amp C

Sensibilidad = 100%
Especificidad =75 %
Falsos positivos = 33.3 %

Falsos negativos =0 %
Eficiencia =83.3%

a) Verdaderos Positivos = 60
b) Fasos Negativos= 0

¢) Falsos Positivos = 30

d) Verdaderos Negativos = 90

Con los datos obtenidos y utilizando las férmulas de anexo 14.4 se obtuvo los resultados.
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10.8.4 Resultados KPC

Grafica 3: Clasificacion de los datos obtenidos de las cepas en estudio en la busqueda de la

enzima KPC en comparacion con la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (Gold estandar)
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Datos obtenidos tras la repeticién de 30 veces por cepa y clasificacion solo considerando a las bacterias
expuestas a la accién de carbapenemicos.

Tabla 5: Resultados del test diagnéstico de KPC.

Sensibilidad =50%
Especificidad =100 %
Falsos positivos = 0%
Falsos negativos =25 %
Eficiencia = 80 %

a) Verdaderos Positivos = 30
b) Fasos Negativos= 30

¢) Falsos Positivos =0

d) Verdaderos Negativos = 90

Sesgo por presencia de Pseudomonas aeruginosa.
Con los datos obtenidos y utilizando las férmulas de anexo 14.4 se obtuvo los resultados.
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11.8.5 Resultados KPC teniendo en cuenta la recomendacién del Instituto Carlos
Malbram.

Tabla 6: Resultados del test diagnéstico de KPC sin considerar a Pseudomonas aeruginosa
KPC.

Sensibilidad = 100%
Especificidad =100 %
Falsos positivos =0 %

Falsos negativos =0 %
Eficiencia =100 %

a) Verdaderos Positivos = 30
b) Falsos Negativos=0

¢) Falsos Positivos = 0

d) Verdaderos Negativos = 90

Resultados considerando la recomendacion del instituto Carlos Malbran en la que nos indica que no se debe
utilizar discos de Acido Fenil Borénico para la deteccion de KPC en Pseudomonas aeruginosa, se utilizé las
formulas de Anexo 14.4

31




11.9 Discusion

Desde 1983 se dice que el Acido Boronico inhibe la accion de la enzima AmpC e
inesperadamente se vio que también inhiben a la enzima KPC lo cual se pudo demostrar en
el trabajo realizado puesto que estos presentan un sinergismo entre los discos de
antibioticos y el disco de Acido Fenil Boronico.

Es importante que nuestro pais tenga claro, cuales son los mecanismos de resistencia
circulantes y para esto se tiene que crear distintos tipos de pruebas que ayude a determinar
los mecanismos de resistencias y una de esas pruebas para determinar la presencia de las
bacterias que producen las enzimas AmpC y KPC es la inhibicion de las enzimas por la
presencia de Acido Fenil Borénico que se encuentra impregnado en un disco, esta es una de
las pruebas que nos ayuda a determinar de forma fenotipica la presencia de las enzimas
AmpC y KPC.

Las cepas trabajadas fueron identificadas tanto de forma fenotipica como de forma
genotipica con métodos moleculares como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se
tiene la certeza de que los microorganismos poseen los mecanismos de resistencia con las
que se las caracterizo y ademas forman parte de las cepas de coleccion que poseen en el
INLASA.

La necesidad que se tiene por contar con un reactivo que esté al alcance de todos los
laboratorios del pais, puesto que se cuenta con reactivos comerciales los cuales no se
encuentran a disposicion de todos los laboratorios por que la demanda es muy poca y lo
cual obliga a que las importadoras no las importen con frecuencia por esta razon es la que
estamos en la necesidad de crear un reactivo que se tenga a disposicién. Esto paralelamente
nos obliga al hecho de validar el reactivo creado en el laboratorio de bacteriologia del
INLASA.

Los datos obtenidos nos dan a entender que el método presenta una alta sensibilidad claro
con las recomendaciones que nos da el instituto Carlos Malbran en la que nos indica que no
es recomendable realizar la prueba de difusion de discos de Acido Fenil Boronico para la
identificacién de KPC en Pseudomonas aeruginosa debido a que la hiper-produccién de la

enzima AmpC inhibe la accion del Acido Fenil Bordnico, al tomar en cuenta esta
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consideracién la sensibilidad se incrementa. La especificidad del método es baja esto nos
muestra que tenemos que apoyarnos en otras técnicas para la identificacion de las bacterias
productoras de enzimas KPC y AmpC puesto que con el método que se realizd no es un

diagnostico definitivo para la determinacion de la presencia de las Enzimas mencionadas.

12 Objetivos y metas alcanzadas

Se elaboraron los discos bajo un protocolo aprobado en la que nos indica en detalle como
preparar los mismos y se los comparo con los discos comerciales su accion dandonos

resultados muy favorables.

Se elabord el protocolo de preparacién de discos, en la que se dan los puntos a conocer en

un POE aprobado y presentado al laboratorio de Bacteriologia del Inlasa.

Se elabor6 el protocolo de validacién de discos preparados en el laboratorio, en la que se
dan los puntos a conocer en un POE aprobado y presentado al laboratorio de Bacteriologia

del Inlasa

Se prepararon los discos de Acido Fenil Boronico que nos da un resultado incluso mejor en
comparacién con los discos comerciales en las pruebas nos da un buen resultado lo que nos

indica que sus resultados son confiables.

13 Conclusiones y recomendaciones

13.1 Conclusiones

Se valido el método de preparacion de discos de Acido Fenil Borénico la cual nos sirve en

la identificacion fenotipica de las enzimas AmpC y KPC.

Se determind la presencia de la enzima KPC esta se dio al observar en la prueba de difusion
por disco la presencia de un sinergismo ente los discos de carbapenemicos y el disco
comercial de Acido Fenil Bordnico, se mostré un resultado falso negativo cuando se usa la
técnica para determinar la enzima KPC en Pseudomonas aeruginosa que se da a causa de la
hiper-produccion de la enzima AmpC que presenta la cepa, por esa razén el instituto Carlos

Malbran nos indica que no es recomendable utilizar la técnica para la determinacion de la
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enzima KPC en Pseudomonas aeruginosa para lo cual se debera hacer el uso de métodos

moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se determino la presencia de la enzima cefamicinasas AmpC esta se dio al observar en la
prueba de difusion por disco la presencia de un sinergismo ente los discos de cefalosporinas
y el disco comercial de Acido Fenil Bordnico, aunque la teoria nos indica de que varias
bacterias cuentan en su cromosoma el gen que codifica la enzima AmpC por eso es que de
forma natural tienen resistencia a varios antibioticos pero existen cepas que adquieren el

gen en plasmidos y es necesario la deteccion de estos.

Los datos que nos da el test diagnostico para la deteccion de la enzima AmpC son
aceptables pero no idéneos esto a que el reactivo no es especifico puesto que nos dio un
resultado del 75 % en la deteccién de la enzima AmpC y teniendo en cuenta el reactivo
también detecta KPC y puede tener sinergia con BLEE como se vio en los resultados

debido a que el reactivo no es especifico.

Los datos que nos da el test diagnostico para la deteccién de la enzima KPC nos da una
sensibilidad del 50 % esto se da por las pocas bacterias que se utilizd en el diagnostico y
teniendo en cuenta que se utilizé una cepa de Pseudomonas aeruginosa en la cual segun las
recomendaciones del Instituto Carlos Malbran nos indica que no es recomendable utilizar la

técnica para la determinacion de la enzima en esta cepa.

13.2 Recomendaciones

1) EI Acido Fenil Boroénico se disuelve en solventes organicos por eso es necesario el
uso de DMSO para preparar la solucion que se inoculara a los discos.

2) En la determinacion de Pseudomonas aeruginosa KPC no se recomienda el uso de
la prueba fenotipica esto debido a que se podria dar un resultado Falso negativo
debido a la impermeabilidad de su pared externa del microorganismo, para lo cual
se tendra que utilizar métodos moleculares, en la determinacion de esta cepa
productora de KPC.

3) El Instituto Carlos Malbran nos facilita la formula (Distancia = Radiol + Radio 2

+5) en la que nos indica a la distancia que se pone el disco de Acido Fenil Borénico.
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Pero si no contamos con el dato de los radios se recomienda usar una distancia de
15 mm.

4) El uso del papel para la preparacion de los discos es ampliamente importante, este
tiene que presentar un espesor de 7mm puesto que si es menos corremos el riesgo de

perder el reactivo de los discos con el pasar del tiempo.
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ANEXOS



15.1 Preparacion de Agar Mueller Hinton

v

<

NN

Disolver el agar en la cantidad de agua que requiera de acuerdo a los calculos
realizados.

Medir el pH (En caso de que el pH del agar no esté en los parametros (7.2-7.4)
ajustar el mismo con NaOH 0,1 Normal o HCI 0,1 Normal).

Esterilizar en autoclave por 15 minutos.

Esperar a que salga de la autoclave

Enfriar a una temperatura aproximada de 60°C y proceder a plaquear.

Al momento de plaquear verificar que el espesor del agar sea de 4mm.

Controlar los cationes (Ca: 20 — 25 mg/L Mg: 10 — 12.5 mg/L) el control se realiza
con la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y gentamicina 10 ug su halo
tiene que estar entre 16 — 21 mm.

Controlar el zinc con una cepa ya conocida su sensibilidad a carbapanemicos
definido y determinar si el halo se repite.
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15.2 Recuperacion de cepas

Recuperacion de Cepas

Sacar del congelador las cepas

Colocar las cepas en un caldo ya sea:

Soya Tripticasa

BHI

!

Incubar por 18-24 Hrs a

37°Cenunae

stufa

Sembrar en u

n medio Basal
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15.3 Reporte de las réplicas realizadas

Resultados Obtenidos

1 Enterobacter ) 4 6 ) ;gmﬁt:;zge 10
Replica | +AmpC ColiBLEE | BLEE g‘:{:'c'i’ﬁ:a"sa Metalobetalactamasa ;‘l’a/';;':;'?cco Pneumoniae |\ pc :arbapenemicos zirc“g'ma
Desreprimido +BLEE
1| Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
2 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
3 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
4 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
5 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
6 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
7 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
8 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
9 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
10 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
11 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
12 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
13 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
14 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
15 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
16 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
17 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
18 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
19 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
20 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
21 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
22 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
23 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
24 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
25 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
26 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
27 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
28 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
29 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo
30 | Positivo Positivo | Negativo | Negativo | Negativo Positivo | Negativo | Positivo | Negativo Negativo

Resultados obtenidos en las 30 repeticiones
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15.4 Formulas para determinar los valores estadisticos

a

® Sensibilidad = * 100
(a+b)
i _d
e FEspecificidad = o 100
e Falsos positivos = = %100
(a+0o)
® Falsos negativos = 4100
(b+d)
* Eficiencia = “*2«100

Después de n ensayos, los resultados pueden dividirse en cuatro categorias:

e a=n°de presuntivos positivos encontrados como positivos (verdaderos positivos)
® b =n°de presuntivos negativos encontrados como positivos (falsos negativos)
® ¢ =n°de presuntivos positivos encontrados como negativos (falsos positivos)

e d =n°de presuntivos negativos encontrados como negativos (verdaderos negativos)
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15.5 Clasificacion de B- lactamasas
Los esquemas de clasificacion de B-lactamasas bacterianas, ampliadas a partir de Bush y
colaboradores.

Grupo Inhibido por
Grupo Bush- Clase P .
Bush- Jacoby- | molecular Sustrato (s) Definir caracteristica(s) Enzimas
Jacoby 0y distintivo (s) | CA Or EDTA representativas
Medeiros | (subclase)
(2009) | " 905, TZB
Mayor hidrélisis de E. coli AmpC,
. cefalosporinas que P99, ACT-1,
! ! do Cefalosporinas No No bencilpenicilina; hidroliza | CMY-2, FOX-
cefamicinas 1, MIR-1
Aumento de la hidrdlisis
- de ceftazidima y, a
le NI b do Cefalosporinas No No menudo, otras oxiimino- GC1, CMY-37
B-lactamas
Mayor hidrolisis de
2a 28 UN Penicilinas Si No bencilpenicilina que las PC1
cefalosporinas
Penicilinas, Hidrdlisis similar de
2b 2b UN primeras Si No | bencilpenicilina y TEM-1, TEM-
. . 2, SHV-1
cefalosporinas cefalosporinas
Cefalosporinas Aumento de la hidrdlisis
de es estro de oxyimino-pB-lactamas | TEM-3, SHV-2,
2be 2be UN extenrzii do Si No (cefotaxima, ceftazidima, | CTX-M-15,
L ceftriaxona, cefepima, PER-1, VEB-1
monobactamicos
aztreonam)
Resistencia al 4cido
2br 2br UN Penicilinas No No | clavulanico, sulbactam y I(I)EMGO’ SHV-
tazobactam
Aumento de la hidrdlisis
Cefalosporinas de oxyimino-p-lactamas
2ber NI UN de espectro No No | Combinado con TEM-50
extendido, resistencia al cido
monobactamicos clavulénico, sulbactam y
tazobactam
2c 2c UN Carbenicilina Si No | Aumento de la hidrolisis | PSE-1, CARB-
de carbenicilina 3
Carbenicilina Aumento de la hidrdlisis
2ce NI UN - ' Si No de carbenicilina, RTG-4
cefepima - :
cefepima y cefpirome
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https://aac.asm.org/content/54/3/969#fn-3

2d 2d re Cloxacilina Variable No Aumento de la hidrolisis | OXA-1, OXA-
de cloxacilina u oxacilina | 10
Cefalosporinas Hidroliza cloxacilina o
2de NI re de espectro Variable No oxacilina y oxiimino-p- lOSXA'll’ OXA-
extendido lactama
Hidroliza cloxacilina u
2df NI re Carbapenems Variable | No | oxacilinay ?BXA'Z& OXA-
carbapenémicos
. Hidroliza las
Cefalosporinas cefalosporinas. Inhibido
2e 2e UN de espectro Si No . g I .I’ . CepA
extendido por &cido clavulanico
pero no aztreonam
Aumento de la hidrdlisis
. de carbapenémicos, KPC-2, IMI-1,
2f 2f UN Carbapenems Variable No oxiimino-p-lactamas, SME-1
cefamicinas
Hidrélisis de amplio
. espectro que incluye IMP-1, VIM-1,
3a 3 B (B1) Carbapenems No Si carbapenémicos perono | CcrA, IND-1
monobactams
L1, CAU-1,
B (B3) GOB-1, FEZ-1
3b 3 B(B2) | Carbapenems No gi | Hidrolisis preferencial e | o p og g
carbapenémicos
NI 4 Desconocido

(G. Jacoby y K. Bush, http://www.lahey.org/Studies/ )

4 CA, 4cido clavulanico; TZB, tazobactam.

® NI, no incluido.

Principales familias de p-lactamasas de importancia clinica

Enzima Grupo o subgrupo No. de Enzimas representativas
familia () funcional enzimas (b) ,(c) P

CMY 1, 1e 50 CMY-1aCMY-50
TEM 2b, 2be, 2br, 2ber 172

2b 12 TEM-1, TEM-2, TEM-13

2be 79 TEM-3, TEM-10, TEM-26

TEM-30 (IRT-2), TEM-31 (IRT-1),

20" 36 TEM-163

2ber 9 TEM-50 (CMT-1), TEM-158 (CMT-9)
SHV 2b, 2be, 2br 127
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https://aac.asm.org/content/54/3/969#fn-4

2b 30 SHV-1, SHV-11, SHV-89
2be 37 SHV-2, SHV-3, SHV-115
2br 5 SHV-10, SHV-72
CTX-M-1, CTX-M-44 (Toho-1) a
CTX-M 2be 90 CTX-M-92 ( )
POR 2be 5 PER-1a PER-5
VEB 2be 7 VEB-1 a VEB-7
GES 2f 15 (d) GES-2 a GES-7 (IBC-1) a GES-15
KPC 2f 9 KPC-2 a KPC-10
SME 2f 3 SME-1, SME-2, SME-3
OXA 2d, 2de, 2df 158
2d 5 OXA-1, OXA-2, OXA-10
2de 9 OXA-11, OXA-14, OXA-15
2df 48 OXA-23 (ARI-1), OXA-51, OXA-58
DIABLILLO 3a 26 IMP-1 a IMP-26
EMPUJE 3a 23 VIM-1 a VIM-23
INDIANA 3a 8 I7ND-1, IND-2, IND-2a, IND-3 a IND-

a Las familias de enzimas incluyen aquellas para las cuales se han asignado numeros
basados en estructuras primarias de aminodcidos (G. Jacoby y K
Bush, http://www.lahey.org/Studies/ ).

b Compilado hasta diciembre de 20009.

¢ La suma de los subgrupos en cada familia no siempre es igual a la cantidad total de
enzimas en cada familia, porque algunos nimeros de enzimas han sido retirados, y algunos
investigadores no han asignado una designacion funcional a los enzimas que
proporcionaron la secuencia de amino&cidos.

d GES-1, a diferencia de otros miembros de la familia GES, tiene poca interaccion
detectable con imipenem.
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15.6 Preparacion de discos de Acido Fenil Borénico

INICIO

Preparacion de discos de
Acido Fenil Borénico (APB)

Perforar el cartdn de soporte y

En un frasco dmbar

colocar los discos en tubos con
tapa rosca

Afadir
500ul de
DMSOy
500uL de
H>0 (d)

Autoclavar
por 15 min

Proceder a inocular 10uL de sol de

—] APBacada discoy dejarsecara T’

amb por 1 hora. (Todo realizar
dentro de la cabina)

pesar 31.6 mg de
APB

Solucién de

I APB
(300ug/mL)

Limpiar la cabina
de flujo laminar
con alcohol al 70%

Colocar todos los materiales
dentro de la cabina incluidos
los discos

Colocar los discos en

los racks de tips

Irradiar por 15 J

min con luz UV

Almacenar los discos en frascos color ambar
(colocar 30 discos por cada frasco con silica e
gel), obtener aproximadamente 8 frascos.

Poner los
frascos a -20°C

hasta su uso.

\_/-

FIN

Célculos para la obtencion del peso de Acido Fenil Borénico

30mg 1mL lug 30pg
*

ImL  1000uL  0.001mg

1ulL

= 30 pug/uL * 10uL disco = 300ug en cada disco

Ajuste del peso para el Acido Fenil Bor6nico por su concentracion de 95% de

pureza
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30mg Acido Fenil Boronico.............. 95%

Xmg Acido Fenil Boronico.............. 100%

P 30mg Acido Fenil Borénico x 100%

950 = 31,6mg Acido fenil boronico
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15.7 Validaciéon de Discos de Acido Fenil Borénico

INICIO

Validar los discos de Acido
Fenil Bordnico (APB)
preparados en el laboratorio

Realizar la selecciéon de cepas
certificadas

v

Inocular en un medio
basal e incubar a 35°C
de 18-24 horas

Inocular las cepas en agar Mueller
Hinton siguiendo los procedimientos
adecuados para realizar antibiogramas e
incubar a 35°C de 18 a 24 horas

y

Inocular en agar Mueller Hinton

teniendo en cuenta
procedimientos  basicos para
realizacién de antibiogramas.

1

los
la

Utilizando los discos preparados in house
y los discos comerciales de Acido Fenil
Bordnico.

Posicionar los discos ayudados con

Con los datos obtenidos verificar la
sensibilidad, especificidad, falsos
positivos, falsos negativos y
eficiencia analizando cada cepay
determinar si es apto o no el uso
del disco para cada cepa

la formula D=r1+r2+5 para las
distancias entré los discos de
antibidtico y el APB

v

Utilizando el disco preparado en el
laboratorio de Acido Fenil Borénico

in house con los antibidticos:

Realizar el procedimiento por
duplicado cada dia por el lapso de
15 dias teniendo 30 réplicas de
cada cepa como minimo.

KPC Imipenem y Meropenem
AmpC Cromosomal con Ceftazidimay

Cefotaxima

AmpC Plasmidico con Cefoxitina y Cefotaxima.
Impermeabilidad + BLEE Ceftazidima y Cefotaxima

KPC OPS Imipenen y Meropenem
Oxacilinasa Meropenem e Imipenem

Metalobetalactamasa Meropenem e Imipenem
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