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RESUMEN

Antecedentes: Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa son
patdégenos oportunistas de gran relevancia clinica en las infecciones relacionadas
con la atencion en salud, mostrando altos niveles de resistencia a varios
antimicrobianos incluyendo los carbapenems, considerados como uno de los
grupos de antimicrobianos de ultimo recurso. El estudio tuvo como objetivo
caracterizar de modo molecular las cepas resistentes a carbapenems de A.
baumanniiy P. aeruginosa aisladas del Hospital Maria Auxiliadora.

Métodos: Los aislados fueron recolectados en el periodo enero-febrero de 2021
siendo incluidos en el estudio si presentaban resistencia a imipenem y/o
meropenem. Se determiné la susceptibilidad antimicrobiana y su identidad
mediante VITEK 2. Se empled la reaccion en cadena de la polimerasa para
identificar los genes de las carbapenemasas (blanowm, blaoxa-23a, blaoxa-24, blaoxa-
48G, blaoxa-58G, blakrc, blavim, blaces, blam 'y blamvpe) asi como blarer.

Resultados: Fueron incluidos 42 aislados de A. baumanniiy 23 de P. aeruginosa
con sensibilidad reducida a carbapenems. Todas las cepas de A. baumannii fueron
resistentes a cefalosporinas, ciprofloxacino, ampicilina-sulbactam y piperacilina-
tazobactam, no encontrandose ningun aislado resistente a colistina. Por su parte,
P. aeruginosa fueron resistentes a mas del 90% a piperacilina-tazobactam,
mientras que 60,9% fueron clasificadas como intermedias para colistina. Para A.
baumannii se determiné la presencia de los genes blaoxaz2sc Yy blaoxa-24a,
representando 14,29% y 92,86% respectivamente. Mientras que las cepas de P.
aeruginosa albergaron los genes blavep y blavim en 56,52% y 26,09%, segun
corresponda.

Conclusiones: Los niveles de resistencia a los farmacos de ultimo recurso fueron
elevados en ambas especies, la resistencia a los carbapenems puede atribuirse a
la presencia de los genes blaoxa-23a y blaoxa-24c para A. baumannii, y blame y blavim
para P. aeruginosa.

Palabras clave: A. baumannii, P. aeruginosa, RAM, resistencia a carbapenems,

carbapenemasas.
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ABSTRACT

Background: Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa are
opportunistic pathogens of great clinical concern in nosocomial infections, showing
high levels of resistance to several antimicrobials including carbapenems,
considered as one of the last-resort treatments in hospitals. The study aimed to
molecularly characterise carbapenem non-susceptible strains of A. baumannii and
P. aeruginosa isolated in the hospital Maria Auxiliadora (Lima, Peru).

Methods: The isolates were collected in the period January-February 2021 being
included in the study in case they exhibit resistance to imipenem and/or
meropenem, the antimicrobial susceptibility and identity were determined by VITEK
2. The polymerase chain reaction was used to identify carbapenemase genes
(blanpm, blaoxa-23G, blaoxa-24G, blaoxa-4sa, blaoxa-ssa, blakpc, blaviv, blaces, blam, and
blave) and blarer as appropriate, corroborated by sequencing.

Results: Fourty two isolates of A. baumannii and 23 isolates of P. aeruginosa were
included as carbapenem-resistant strains. All the A. baumannii strains were
resistant to cephalosporins, ciprofloxacin, ampicillin-sulbactam and piperacillin-
tazobactam, while 290% to tigecycline, although no colistin-resistant isolate was
found. Meanwhile, P. aeruginosa were resistant to more than 90% for piperacillin-
tazobactam, for colistin 60,9 % were categorized as intermediate. For A. baumannii
the presence or blaoxa-2sc and blaoxa-2ac were noticed, with 14,29% and 92,86%
respectively. Whereas P. aeruginosa harboured mostly blamve, and blavim genes,
with 56,52% and 26,09%.

Conclusion: The levels of resistance to drugs of last resort were vastly high in both
species, resistance to carbapemens can be attributed to the presence of blaoxa-2sa
and blaoxa-24c genes for A. baumannii, whilst blame and blaviv for P. aeruginosa.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, AMR,

Carbapenem resistance, carbapenemases.
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INTRODUCCION
I.1. Planteamiento del problema

La investigacién y control de la resistencia a antimicrobianos (RAM) es
considerada una prioridad global, afectando principalmente a paises de ingresos
bajos y medios'. Per(, como parte de este grupo, no es una excepcion a esta
problemética, reportando niveles en aumento de la RAM desde algunas décadas

atras?23.

El aumento en los niveles de RAM agota las opciones de tratamiento eficaz para
infecciones de origen bacteriano?, en consecuencia, 4,95 millones de muertes
fueron atribuidas a dicho problema solo en 2019°. Se prevé, en el caso de no
tomar acciones, que para el afio 2050 la resistencia a antimicrobianos sera la
primera causa de muerte en el mundo, con un valor estimado de 10 millones de
muertes anuales, superando a las causas de muerte predominantes como: el
cancer, afecciones cardiacas y las respiratorias, suponiendo un costo econémico

en salud que bordearia aproximadamente los 1,2 trillones de délares®”’.

Para Lodise y su equipo? las pérdidas en vida y dinero se atribuyen a un retraso
en el tratamiento efectivo de las enfermedades, incrementando los tiempos de
estancias hospitalarias y los costos del tratamiento adheridos, asocidndolos a su
vez a un incremento en la mortalidad de los pacientes que padecen infecciones

por bacterias resistentes a antimicrobianos.

En este escenario, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, dos
microorganismos patégenos oportunistas que encabezan los reportes por
infecciones relacionadas con la atencion en salud®, fueron catalogados por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como patégenos de alta prioridad para
el estudio de alternativas de tratamiento debido a los elevados niveles de
resistencia a antimicrobianos que vienen mostrando en los ultimos afos, por lo
tanto, el estudio de dichos patégenos y la consecuente obtencion de datos
relacionados a sus perfiles de resistencia resulta de gran interés a nivel global.



La resistencia a antimicrobianos no es un fendmeno que esté limitado a nuestros
tiempos. Se han detectado genes de resistencia en muestras fosiles de hace
més de 30 000 afnos''. No obstante, el uso indiscriminado de los antibiéticos en
los ultimos afios ha aumentado de manera preocupante, tanto en humanos como
en animales. En humanos, el uso irracional de antibidticos se relaciona al
consumo sin prescripcion médica y su uso empirico en diferentes afecciones,
muchas veces sin completar el tiempo indicado para su tratamiento'. En la
industria de produccion animal, los antimicrobianos son usados como
promotores de crecimiento y profilacticos, ya sea por carecer de regulacion
especifica o por el bajo cumplimiento de las leyes vigentes'314.

En concreto, estas condiciones favorecen que bacterias resistentes se
diseminen en diferentes ambientes, incluyendo zonas agricolas, aguas, fauna
silvestre, suelo, entre otros; conformando un reservorio latente de mecanismos

de resistencia a antimicrobianos'415.



Preguntas de investigacion:

¢ Cudles son las caracteristicas moleculares de las cepas de P. aeruginosa

resistentes a carbapenems aisladas del Hospital Maria Auxiliadora?

¢ Cudles son las caracteristicas moleculares de las cepas de A. baumannii

resistentes a carbapenems aisladas del Hospital Maria Auxiliadora?

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general
Caracterizar de modo molecular las cepas de P. aeruginosay A. baumannii
resistentes a carbapenems aisladas del Hospital Maria Auxiliadora en el

periodo enero - febrero 2021.

1.2.2. Objetivos especificos
1. Determinar los perfiles de sensibilidad antimicrobiana de las cepas de P.
aeruginosay A. baumanniiresistentes a carbapenems aisladas del Hospital
Maria Auxiliadora.
2. ldentificar los genes de resistencia a carbapenems presentes en las cepas
aisladas del Hospital Maria Auxiliadora.
3. Determinar los genotipos de mayor frecuencia en las cepas aisladas del

Hospital Maria Auxiliadora



I.3. Importancia y alcance de la investigacion

Se obtuvo informacion relevante sobre resistencia a antimicrobianos y los
genes implicados en la resistencia a carbapenems que poseen las cepas de P.
aeruginosay A. baumannii circulantes en el Hospital Maria Auxiliadora, de este
modo se podra implementar mejoras en el manejo de los esquemas
terapéuticos, facilitando la toma de decisiones para la contencién y prevencion
de las infecciones de origen bacteriano en dicho hospital.

Del mismo modo que, se pone a disposicion informacion importante sobre
epidemiologia molecular en Peru para la oportuna divulgacion de los datos
concernientes a resistencia a carbapenems en nuestro pais, ofreciendo un
punto de partida para la continuidad de este tipo de estudios aplicado a
diferentes locaciones del Peru, debido a que en los ultimos afios se ha visto un
incremento de los estudios orientados a determinar los niveles de resistencia a
antimicrobianos, sin embargo, se mantiene bajo el nimero de estudios

enfocados a los mecanismos de resistencia y sus relaciones clonales.

I.4. Limitaciones de la investigacion

Se considera como principal limitacién el tamafo de la muestra, ya que no se
pudo recepcionar mayor numero de cepas ni ampliar el espacio temporal de
recoleccion de estas debido a la coyuntura por la pandemia COVID-19. A pesar
de ello los hallazgos fueron relevantes debido a los pocos estudios disponibles
en el pais.

Adicionalmente, el considerar la informacién de solo un hospital restringe el
poder generalizar los hallazgos, se necesitaria disponer de datos de otros
hospitales bajo condiciones de investigacién analogas, de este modo los
resultados obtenidos podrian ser aplicables a un mayor nimero de escenarios,
aun asi, la informacion obtenida podria ser de utilidad para la contencion y
prevencién de infecciones bacterianas en el Hospital Maria Auxiliadora.



REVISION DE LA LITERATURA

I.1.Marco teérico

II.1.1. Antecedentes del estudio

En 2019 la OMS remarcé la importancia de tomar acciones para hacer frente
a las infecciones causadas por bacterias resistentes a antimicrobianos,
también llamadas superbacterias'?>'®, conformando un punto de agenda
recurrente debido a que, los expertos pronostican que a futuro se tendran
grandes pérdidas en vidas humanas y econdmicas, que afectarian

especialmente paises en vias de desarrollo como el nuestro®”.

La persistencia de estas superbacterias en los distintos ambientes clinicos
se debe en su mayoria a los multiples mecanismos de resistencia que estos
microorganismos poseen, se listan dentro de ellos: la sobreexpresién de
bombas de eflujo, cambios en la permeabilidad de membrana, mutacién de
porinas, modificacién de dianas moleculares y la produccion de enzimas
capaces de modificar a los antimicrobianos'’. Dentro de este Gltimo, se
destaca la presencia de betalactamasas, enzimas capaces de hidrolizar
enlaces en la estructura de los farmacos betalactamicos, los cuales son
vitales para su eficacia, inactivandolos como consecuencia. En los ultimos
anos ha sido preocupante la aparicion de cepas poseedoras de
carbapenemasas, subgrupo dentro de las citadas betalactamasas, las cuales

afectarian a los farmacos carbapenems’@.

Los carbapenems son un grupo de farmacos considerados como de ultimo
recurso para el tratamiento de infecciones bacterianas, esto quiere decir que
estan relacionados a escenarios donde la vida del paciente se ve muy
comprometida'®. A pesar de que su uso pueda considerarse muy limitado
comparado al resto de antibidticos, la resistencia a carbapenemes se ha
incrementado desproporcionalmente en las ultimas dos décadas, incluso en
paises de primer mundo como Estados Unidos que, en cuestién de pocos
afnos, tuvo incrementos del 9% al 40% en el periodo 1994-20052.



Estudios recientes reportan que el aumento de la resistencia a
antimicrobianos sigue dandose en distintas partes del mundo. En 2019
Brink?® presentd una revision orientada a la epidemiologia y a los
mecanismos de resistencia involucrados con la mortalidad en hospitales, él
plante6 que A. baumannii y P. aeruginosa son de los patdégenos mas
frecuentes relacionados a resistencia a carbapenems?', Se muestra, ademas
que la diseminacién de estas bacterias afecta a paises de rentas elevadas,
y genera gran alarma sobre paises de pequefo y mediano ingreso pues los

sesgos existentes en estos paises no permiten ver un escenario real’.

Hamidian y Nigro®® en su estudio del afno 2019, coinciden con dicha
conclusién, aunque ellos lo orientaron solo a A. baumannii, refiriendo
informacién importante sobre la resistencia a carbapenems. En sus
hallazgos, sefialaron a los clones 1 y 2 como los de mayor prevalencia en el
mundo, ambos codificantes del gen blaoxazs, ademas indicaron que alrededor
del 70% de los clones analizados pertenecian a solo 5 paises: Estados
Unidos, China, Australia, Tailandia y Pakistan, todos ellos considerados
dentro del grupo de paises con mayor tasa de reportes anuales?®.

Para América Latina la situacion es bastante similar, y notoriamente
preocupante, los hallazgos de LaBarca?® dan a conocer que A. baumannii y
P. aeruginosa vienen esparciéndose de forma independiente en distintos
paises de América Latina. Segun indican, en el periodo 2002-2013 la
prevalencia de cepas resistentes a carbapenems fue de 66% para P.
aeruginosa y de hasta 90% para A. baumannii, y aunque la informacién a
veces fue escasa de paises de este grupo, los estudios recopilados muestran
informacion consistente que permite afirmar su preocupante diseminacion en

nuestra region’s.



En un estudio mas reciente, Garcia-Bentancur?* y colaboradores revelaron
que Argentina, Brasil, Chile, Colombia y México fueron los paises con mayor
namero de reportes de bacterias resistentes a carbapenems, siendo
Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp. los patégenos de mayor mencion
en dichos reportes. Segun indicaron, el aumento en el numero de reportes
de bacterias con carbapenemasas ha ido en aumento desde el afio 2016, y
a pesar de las limitaciones, los hallazgos son suficientes para generar gran
alarma respecto a la silenciosa diseminacion de genes de resistencia entre
especies coexistentes en los ambientes hospitalarios. A esto se suma el
aumento de reportes de coexpresidn de distintas carbapenemasas en A.
baumannii, tales como: blaviv, blakrc, blanom, en combinacién con las
carbapenemasas clasicamente reportadas blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-ss y

blaoxa-14323:24,

El Per0 no es ajeno al problema del aumento de la resistencia
antimicrobiana, y en especial a la resistencia a carbapenems; en un estudio
titulado "Panorama de las carbapenemasas en el Peru", se realizé la revision
sistematica de literatura local que abarcé del afio 2000 al 2019, con un total
de 14 estudios, dentro de los cuales el numero de reportes de
carbapenemasas encontradas fue de 84 en P. aeruginosa (79 corresponden
a blame, 4 a blaviv, y 1 a blaces) y de 126 en A. baumannii (55 corresponden
a blaoxa-23, 66 a blaoxaz4, 3 a blanom y 2 a blaoxa-143). Destacando que estos
dos microorganismos reunian en conjunto mas del 67% del total de reportes
analizados?. Segun indican los autores, la mayor parte de estos reportes
provenian de la capital del pais, dejando en evidencia que uno de los
problemas que acomparfia a la resistencia a antibidticos es la falta de
informacion respecto a la situacion de otras locaciones del pais y el sesgo
correspondiente debido a la poca cultura en divulgacion cientifica. Para
superar este problema se busca incrementar el numero de estudios que
proporcionen una vision mas real del escenario que enfrenta cada pais en

cuanto a resistencia a antibioticos’2.



I1.1.2. Bases teodricas

Bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNF)

Son un grupo heterogéneo de microorganismos que tienen como
caracteristicas principales la reaccion negativa a tincién de Gram y que no
utilizan la fermentacion como via principal para la utilizacién de azicares. En
su mayoria son aerobios obligados, crecen con facilidad en muchos tipos de
medios de cultivo, incluso en los selectivos, este grupo enmarca a patdégenos
oportunistas de gran relevancia clinica como: A. baumannii, Burkholderia
cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, P. aeruginosa, entre otros?'.

Acinetobacter baumannii

Es un cocobacilo Gram negativo, no movil, aerobio estricto, con reaccion
oxidasa negativa y catalasa positiva. Es un microorganismo ubicuo,
patdgeno oportunista de humanos, animales y plantas. Tolera con facilidad
condiciones adversas, sobreviviendo incluso a condiciones de sequedad y
de baja disponibilidad de nutrientes?6-27.

En su morfologia se destaca por formar colonias viscosas, convexas y con
un color blanco grisdceo. Su identificacion suele ser el principal problema
para esta especie, siendo insuficiente las pruebas fenotipicas, en
consecuencia, para referirse a A. baumannii es necesario la utilizacion de
pruebas moleculares, comunmente orientado a la busqueda del gen
intrinseco blaoxa-51, sin embargo, algunos autores sefialan que la sola
presencia de este gen no asegura su identificacion pues se vienen

encontrando cepas Acinetobacter spp. Portadoras de este gen?8.

A pesar de que es posible encontrarse ambientalmente en agua y suelos, su
importancia radica en la colonizaciéon de una gran variedad de superficies.
Esta caracteristica es relevante en el ambiente hospitalario, donde coloniza
superficies de sus instalaciones, dispositivos médicos e infecta a pacientes



hospitalizados en estado critico, siendo muy frecuente en unidades de
cuidados intensivos y de quemados?6-2°.

Esta problematica se atribuye a su gran capacidad para sobrevivir y su rapida
propagacion en ambientes, valiéndose de mecanismos de resistencia
propios y adquiridos, situandola como un gran problema del &mbito clinico.
A nivel global innumerables estudios lo catalogan como uno de los
microorganismos mas comunes, asi como de los mas peligrosos en los

hospitales??23,

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo de forma abastonada, posee flagelo polar, es
anaerobio facultativo y tiene reaccién oxidasa y catalasa positivas. Es un
microorganismo ubicuo, patégeno oportunista y de gran dispersién en
mdltiples entornos®. Se diferencia de otras especies de Pseudomonas por
ser capaz de crecer a 42°C3'; en su morfologia se aprecia la formacion de
colonias planas con bordes difusos, de color blanco grisaceo, azul verdoso
o verde amarillento. Comunmente estd relacionado a la produccién de
pigmentos como: piocianina (azul-verde), pioverdina (amarillo-verde),

piorrubina (rojo-marrén) y fluoresceina (amarillo)3'.

Los pigmentos pioverdina y fluoresceina son fluorescentes a luz UV, para
algunos autores la produccion de estos pigmentos tiene una relacién con su
patogenicidad; pioverdina y piorrubina, del tipo fenazinas, son relacionadas
a la senalizacion del “quorum sensing” y su implicancia en la gravedad de la
fibrosis quistica y heridas por quemadura, mientras que pioverdina funge

como sideréforo, quelando el hierro disponible en su entorno®?:23,

P. aeruginosa posee una elevada persistencia en ambientes hospitalarios,
en gran medida esto se debe a sus multiples factores de virulencia
(intrinsecos al microorganismo y los asociados a secreciones) y su vasto
repertorio de resistencia a antimicrobianos®. Lo antes mencionado la



responsabiliza de ocasionar de 10 a 15% de las infecciones bacterianas a
nivel mundial, situandola como el patégeno con mayor relevancia a nivel
clinico. Las infecciones mas comunes causadas por este microorganismo
son: infeccion del tracto respiratorio, infeccidn urinaria, infeccién de heridas

quirdrgicas, sepsis generalizada, fibrosis quistica, entre los mas comunes3+.

Bacterias ESKAPE

Son un grupo de bacterias patdgenas de gran importancia clinica, debido a
que “escapan” de las alternativas de tratamiento convencionales, siendo
cada vez mas resistentes y de mayor prioridad. A pesar que algunos autores
consideren mas 0 menos microorganismos como miembros en este grupo
(Tabla 1) hay algo en lo que todos concuerdan, y es la mortalidad que
acarrea su diseminacion en los ambientes hospitalarios, este grupo de
patdgenos engloba el mayor porcentaje de infecciones reportadas a nivel
mundial, siendo las mas representativas A.baumanniy P. aeruginosa, debido

a los multiples factores de virulencia que estos microorganismos poseens.

Tabla 1. Bacterias ESKAPE

Enterococcus faecium [VRE]

Staphvliococcus aureus [MRESA)
Klebsiella pneumoniae v Escherichia coli
productoras de BLEE

Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa

m =0 » 2 v m

Enterobacter spp

Nota. La tabla lista las bacterias pertenecientes al grupo ESKAPE. Traducido de Boucher H, Talbot
G, Bradley J, et al.*®

10



Descubrimiento del primer antimicrobiano

Con el descubrimiento casual de la penicilina por Alexander Fleming en 1928
se dio origen a uno de los hitos mas importantes para los tiempos modernos,
a pesar de ello, la penicilina no tuvo la importancia que se esperaria hasta
cerca de dos décadas, en pleno curso de la segunda guerra mundial, donde
la gran cantidad de heridos y la consecuente muerte por necrosis bacteriana
obligaba a iniciar la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento, en este
escenario aquella sustancia olvidada pasé de ser un descubrimiento
unicamente destacable para la comunidad cientifica a ser la responsable de
la reduccién la mortalidad por gangrena hasta casi 50 %, desde entonces,
los antimicrobianos han contribuido al beneficio de la salud de las personas,
permitiendo salvar una gran cantidad de vidas y proporcionando un mejor
prondstico para las personas que padecen infecciones bacterianas®’.

Farmacos antimicrobianos

Sin embargo, con el pasar de los afos, el uso indiscriminado de los
antimicrobianos y la elevada adaptabilidad de los microorganismos ocasioné
que las infecciones fueran cada vez mas complejas, en consecuencia, la
mejora de los grupos antimicrobianos disponibles y el descubrimiento de
nuevas moléculas con propiedades antimicrobianas se convertia en una
urgencia. El grupo con mayor nimero de moléculas y el mas utilizado en la
farmacoterapia infecciosa es el de los betalactdmicos (Figura 1), siendo su
grupo farmacoforo el ndcleo betalactamico, conformado a su vez por una
estructura inmutable, el anillo betalactdmico, y una estructura variable, dicha
estructura dota de un espectro de accién diferente conformando un nuevo

subgrupo®.
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BETALACTAMICOS
Miclec betalactimico = Anillo betalactamico (inmutable) + Anillo secundario® (variable)
Estructura Anillo secundario Subgrupo betalactamico
R\ 5
Anillo tiazolidinico PENICILINAS
{_,
o N
s
R- NH
Anillo dihidrotiacinico CEFALOSPORINAS
o N R
R, R
=3 Anillo pirrolinico CARBAPENEMS
£
0 N
R R
R—MNH
R Ninguno MONOBACTAMS
@ N
*El subgrupo de los monobactams es el Unico que no posee un anillo secundario.

Figura 1. Grupo betalactimico y sus detalles estructurales. Figura adaptada de “Antibiodticos
betalactamicos” por Sudrez y Gudiols.

Mecanismos de accion de los antimicrobianos

Los mecanismos de accion de los antimicrobianos son diversos, desde los
inespecificos que provocan la lisis de la bacteria hasta los que se dirigen a
objetivos clave, vitales para la supervivencia de la bacteria'”. A su vez estos
mecanismos permiten clasificar a los antimicrobianos de una mejor manera,
segun se muestra en la Figura 2.
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Clasificacion de antimicrobianos segun su
mecanismos de accion

Inhibidores de la sintesis de la Inhibidores de la sintesis de
pared celular dcidosnucleicos

\A ADN girasa

- Quinolonas
B-lactamicos

Penicilinas .
Cefalosporinas ARN plO!ImerGSCI
Carbapenems Rifampicina
Monecbactams

Glucopéptidos

Inhibidores de la sintesis
de proteinas

Afectan subunidad
ribosomal 50 §
Aminoglucdsidos

Despolarizadores de Tetraciclinas

membrana celular
Afectan subunidad

Lipopéplidos e ribosomal 30§
Inhlbldores}de rutas Cloranfenicol
PRI metabdlicas Lincosamidas
Macrdlidos
Sulfonamidas Streptograminas

Oxazolidinonas
Trimetoprim

Figura 2. Clasificacion de los antimicrobianos segin su mecanismo de accién. Figurada modificada
de SpotlightMed adaptando la informacién de “An overview of the antimicrobial resistance
mechanisms of bacteria” por Reygaert W'7.

Resistencia a antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es el resultado de un proceso
completamente natural, todo organismo vivo hace frente a una condicién
adversa, en el caso de las bacterias durante los millones de afos en su
proceso fueron forzadas al desarrollo de mecanismos de resistencia ante un
gran numero de sustancias nocivas, de esta manera asegurando su
permanencia en sus respectivos nichos ecoldgicos, la Figura 3 muestra una

linea de tiempo del aumento de la resistencia a antimicrobianoss®.
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El Aumento de la Resistencia

El uso excesivo de antibidticos en humanos y animales esta dando lugar a infecciones farmaco-resistentes que
contribuyen a causar un estimado de 2 millones de enfermedades y 23.000 muertes al afio Gnicamente en
Estados Unidos, segun fuentes oficiales.

Penicilina I— Pneumococcus penicilina-R Linea de tiempo de la resistencia
Tetraciclina |— Shigella tetraciclina-R a antibiéticos clave
2 s . - o Evento de
Eritromicina I— Streptococcus Eritromicina-R Antibiético E 0
. . resistencia
introducido

'— Staphylococcus meticilina-R

'_

Enterococcus vancomicina-R

' I— Staphylococcus vancomicina-R

l— Enterobacteriaceae imipenem-R

I— Preumococcus levofloxacino-R
I— Staphylococeus linezolid-R

I— Staphylococcus ceftarolina-R

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Notas: Datos del 2013; Penicilina era de uso limitado antes que se generalizara su uso
entre la poblacién en 1943, THE WALL STREET JOURNAL.

Fuente: Centro de prevencion y control de enfermedades.

Figura 3. Linea de tiempo de la resistencia a antibiéticos. Traducido de “The Rise of antibiotic
resistance” por The Wall Street Journal®®.

La resistencia a los antimicrobianos se divide por lo general en dos: natural
y adquirida. La natural, cuando la resistencia es propia de toda la especie,
puede deberse a una resistencia intrinseca, por genes de resistencia o
cambios en el estado fisiol6gico de la bacteria, mientras que la adquirida, se
debe principalmente a mutaciones puntuales en genes cromosomales 0 a la

adquisicion de elementos méviles como los plasmidos*.

Los mecanismos de resistencia son vastos en nimero, pudiendo agruparse
segun como la bacteria interactia con un agente antimicrobiano ya sea por:
mutacién del receptor diana, modificacion del antimicrobiano, alteracién de
la permeabilidad de la membrana celular o la expulsién activa por bombas
de eflujo (Figura 4). El uso de uno o varios mecanismos esta determinado
por: la bacteria, del repertorio de mecanismos que posea y de las

caracteristicas fisicoquimicas del agente antimicrobiano al cual se enfrenta®.
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LAS ESTRATEGIAS DE RESISTENCIA

Las bacterias son seres vivos que
evolucionan, capaces de adaptarse
y de resistir a los antibidticos.

1- MUTACION DEL
RECEPTOR

2- MODIFICACION
DEL ANTIBIOTICO
Numerosas cepas
resistentes fabrican una
enzima que modifica la
molécula del antibiético.

3-IMPERMEABILIDAD
DE LA BACTERIA

La bacteria cierra sus poros. el
antibidtico no puede penetrar

O

4. EXPULSION DEL
ANTIBIOTICO

Algunas bacterias son capaces de
rechazar los antibiéticos por
aspiracion fuera de la célula.

Si el receptor cambia, tras
una mutacion, impide la
vinculacion del
antibidtico.

© ANTIBIOTICOS

Un antibidtico debe
fijarse sobre un
receptor para actuar.

Poro cerrado

~ Labacteria
expulsa los
compuestos
toxicos

BACTERIA

Mutacion
del receptor

Figura 4. Mecanismos de resistencia de las bacterias frente a agentes antimicrobianos. Figura
elaborada por diario La Prensa a partir de la informacién provista por la OMS/OPS*!.

El mecanismo de resistencia con mas relevancia clinica hoy en dia es el de
la inactivacidén de antimicrobianos por accion enzimatica, pues al afectar su
estructura impide que el numero de moléculas activas disponibles alcance la
concentracion necesaria para alcanzar su objetivo terapéutico. Dentro de
este grupo se encuentran las betalactamasas, enzimas que poseen la
capacidad de inactivar farmacos betalactamicos por la degradacién del anillo
betalactamico (Figura 5). Segun la clasificacion de Ambler, estas se dividen
en cuatro clases de la A a la D, las de clase A, engloba las betalactamasas
de espectro amplio y las de espectro extendido, las de clase B, a las
metalobetalactamasas, las de clase C, a las del tipo AmpC y la clase D, las
del tipo OXAS38,
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Anillo
betalactimico
H © H H © H
FoN\ L s 5™ /N LI s, S
(l—C—N CH, (li—(—N—l‘i:—lt CH,
- H N - H o=C N
(4] COOH | | COOH
OH H
Enlace objetive
de |la fHlactamasa
Penicilina Penidilina inactiva

Figura 5. Mecanismo de accidn de laz betalactamasas. Figura traducida de “Caracterizacion
fenotipica v molecular de aislamientos clinicos de Acinefobacter baumarnmnii obtenidos en un hospital
de tercer nivel en nuevo ledn” por Bocanegra, P4

Las carbapenemasas son aquellas enzimas dentro del grupo de las
betalactamasas que como su nombre lo indica, son especificas para los
betalactamicos del subgrupo carbapenems. Segun la estructura de su sitio
activo estas se dividen en dos, las del tipo Serina, que poseen un aminoacido
serina en su centro catalitico, y las del tipo metalobetalactamasas, con
cationes divalentes de zinc a manera de cofactor, los cuales promueven la
formacién de un hidroxido nucleofilico que ataca el anillo betalactamico
(Figura 6)'819,

CARBAPENEMASAS
| |
Tipo Serina MetaloB-lactamasas
Sitio activo: Residuo Serina Sitio activo: Cationes Zn*2
Mx: Su centro catalitico degrada el anillo Mx: forma hidréxido hidréfilo que ataca
betalactamico. el anillo betalactamico.
Inhibidores: Analogos de betalactamicos. Inhibidores: Sustancias quelantes.
| |
Clase A Clase D Clase B
NMC-A OXA-48 IMP 1,2,4,5
SME 1-3 VIM 2-4,7
IMI OXA-23 NDM
OXA-24/40 GIM
KPC 1-4 OXA-58 SPM
OXA-143 SIM
GES 2 OXA-253 DM

Figura 6. Clasificaciéon de las carbapenemasas segin la estructura de su sitio activo. Figura
modificada de “Mecanismos de resistencia a los antibidticos en bacterias Gram negativas” por Tafur
J & Torres 1%, con aportes de “Carbapenemases. Growing and Handling of Bacterial Cultures” por
Bedenic B & Sardelic S*.
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La preocupacién por este grupo de enzimas se debe a la capacidad de las
bacterias de propagar los genes de resistencia que las codifican. Estos se
transmiten de bacteria a bacteria por dos vias principales: transmision
vertical y transmision horizontal. En la primera, los genes cromosomales o
plasmidicos se trasmiten de una célula madre a las células hijas, mientras
que la segunda se subdivide en tres vias: 1) transformacién, donde una
bacteria sensible capta los genes de resistencia a partir de su entorno, 2) la
transduccion, donde se utiliza un bacteriéfago que transporte la resistencia
a una bacteria sensible, y 3) la conjugacién, donde una bacteria sensible
recibe la resistencia a partir de una bacteria resistente mediado por pili

sexual, segln se ilustra en la Figura 7.

e ~
A: Transmision vertical B: Transmision horizontal
Célula bacteriana Plasmido portador de Célula bacteriana @ Plismido portador de
genes de resistencia genes de resistencia
ADN bacteriano 4 ADN bacteriano ¥
Plismido transferido a células hijas durantela replicadon Plasmido transferido a otra bacteria de misma generacion
Células hijas Trarsformacon  Transducoon Conjugacian
\ bosac J

Figura 7. Mecanismos de transmision de genes de resistencia por las bacterias. Figura traducida de
“State of the art on the contribution of water to antimicrobial resistance” por Sansaverino 1., et al*.
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I.1.3. Glosario de términos

Patégenos de prioridad critica'®

Grupo de bacterias multirresistentes que posee especial interés por la OMS debido
a lo peligroso que resulta su presencia en hospitales, asilos y en ambientes donde
se encuentren pacientes inmunosuprimidos. Las infecciones por parte de este
grupo de bacterias comprometen gravemente la salud y el pronéstico de vida del

paciente.

Antimicrobianos*®
Sustancias de origen biolégico o sintético con capacidad de eliminar
microorganismos, ya sea por inhibicion de su desarrollo o por la induccion a su

muerte.

Microorganismo ubicuo'®
Microorganismo cuya presencia se cataloga como de amplia distribucién, es decir

que esta en todas partes.

Quorum sensing'’4®

Es el resultado de la interaccién de una comunidad bacteriana, es considerado un
mecanismo mediante el cual un grupo de bacterias obtiene la capacidad de
reconocer su presencia en un ambiente. Ante determinado estimulo este grupo
actua como un conjunto desarrollando una respuesta practicamente simultanea,
como si se tratase de un solo organismo, dicha respuesta posee caracteristicas
distintas a lo que se obtendria a partir de una bacteria sola
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Sideroforo*’

Molécula capaz de captar hierro, facilita el transporte de este en los
microorganismos. Es especifico de cada microorganismo, se le atribuye un efecto
antibiético por dicho motivo.

Virulencia®’
Expresién de la patogenicidad de un microorganismo, refiera a la capacidad de un

microorganismo de ocasionar enfermedad.

Betalactamasas®

Enzimas producidas por las bacterias para inactivar a los antibi6ticos
betalactamicos, por ruptura del anillo betalactdmico mediado por un proceso de
hidrélisis, cuando se trata de un carbapenems estas enzimas reciben el nombre de

carbapenemasas.

Metalobetalactamasas®®
Enzimas dentro del grupo de las carbapenemasas que poseen en su sitio catalitico

un a&tomo metalico divalente, por lo general zinc, que funciona como cofactor.

Cofactor'’*’
Componente no proteico necesario para catalizar una reaccién enzimatica, se
dividen en inorganicos e inorganicos, en el primero se ubican los iones metalicos y

el segundo se subdivide en coenzimas y grupos prostéticos.
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ll. HIPOTESIS Y VARIABLES

lll.1. Hipétesis

Las cepas de Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa

resistentes a carbapenems aisladas del Hospital Maria Auxiliadora poseen
uno o mas genes codificantes de carbapenemasas.

l1l.2. Variables

Variable dependiente: Caracteristica molecular

Variables independientes: Cepas de P. aeruginosa y A. baumannii

resistentes a carbapenems aisladas del Hospital Maria Auxiliadora

lll.3. Operacionalizacion de variables
Ver Anexo 1

IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Area de estudio

Las muestras fueron procedentes del Hospital Maria Auxiliadora — San Juan
de Miraflores (12°09'40"S 76°57'23"0).

IV.2. Diseno de investigacion

Estudio del tipo observacional, prospectivo y transversal.

IV.3. Microorganismos de estudio

Cepas de P. aeruginosa'y A. baumannii resistentes a carbapenems aisladas

en el hospital de categoria Ill-1 “Hospital Maria Auxiliadora” en el periodo
enero - febrero 2021.
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IV.4. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de
informacion

Consideraciones éticas

El presente trabajo forma parte de un proyecto general, el cual ha sido evaluado
por el comité de investigacion de ética del Hospital Maria Auxiliadora y el
Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Cientifica del
Sur (Ver Anexo 2).

De forma general se contempla la utilizacién de muestras clinicas, las cuales al
ser muestras utilizadas en diagnédstico, califica segun las buenas practicas de
investigacion como riesgo minimo, de este modo, la informacion clinica
relevante para el estudio fue levantada de manera an6nima, salvaguardando

los principios de confidencialidad.

Identificacion y conservacion de los microorganismos

Las cepas fueron identificadas como P. aeruginosa o A. baumannii mediante el
sistema automatizado de identificacion bacteriana VITEK 2, luego fueron
conservadas en crioviales conteniendo leche descremada y para luego ser
almacenadas a -80°C hasta su utilizacion

Prueba de sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana se determind mediante el sistema automatizado
VITEK 2, siguiendo las directrices del “Clinical and Laboratory Standars Institute
(CLSI) 20214 para la interpretacién de los resultados de la concentracion

minima inhibitoria (CMI).

Se determind la sensibilidad a 12 antibi6ticos: imipenem, meropenem
ciprofloxacino, gentamicina, amikacina, ampicilina/sulbactam, tigeciclina,
cefepime, ceftazidima, piperacilina/tazobactam, cotrimoxazol y colistina, segun
era aplicable para cada microorganismo.

21



Tabla 2. Puntos de corte de los antibidticos evaluados en los aislados clinicos de A. baumannii y P.
aeruginosa aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021

Microorganismo Antibiéticos evaluados y punto de corte resistencia (ug/mL)
Imipenem >8 Cefepime =32
Meropenem =28 Ceftazidima 232
Acinetobacter baumannii Ciprofloxacino =4 Ampicilina/sulbactam 2 32/16
Gentamicina > 16 piperacilina/tazobactam = 128/4
Amikacina 264 cotrimoxazol 276/4
Tigeciclina* =8 Colistina 24
Imipenem =28 Cefepime 232
. Meropenem 28 Ceftazidima 232
Pseudomonas aeruginosa ) ) .
Ciprofloxacino 22 Piperacilina/tazobactam 2 128/4
Gentamicina 216 Colistina 24
Amikacina > 64

*Valor de CMI con evidencia insuficiente, valor propuesto.

Extraccion de ADN bacteriano

El ADN bacteriano se extrajo a través del método de shock térmico descrito por
Holmes y Quigley®°. A partir de aislados puros se suspendié 3-4 colonias en
800 pL de agua libre de nucleasas en tubos de 1.5 mL, posteriormente se
sometid a calentamiento a 100°C por 10 minutos, se dejo reposar por 5 minutos
a temperatura ambiente para finalmente centrifugarse a 13 000 RPM por 10
minutos. EI ADN bacteriano obtenido fue almacenado a -20°C para los pasos

posteriores®0.

PCR para genes de resistencia
Para amplificar los genes de resistencia se utilizé la técnica de amplificacion en
cadena de la polimerasa (PCR)%'.

Se amplificaron las carbapenemasas de tipo Serina: las de Clase A (GES, KPC,
IMI) y las de Clase D (similares a OXA-23, OXA-24, OXA-48, y OXA-58), asi
como las metalo-B-lactamasas (IMP, VIM y NDM). Adicionalmente, también se
detect6 por PCR la presencia del gen blarer, codificante para una -lactamasa
de espectro extendido.
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Se preparé la mezcla de reactivos para la PCR siguiendo las indicaciones del
fabricante del kit “Horse-Power™ Taq DNA Polymerase” (Ver anexo 3),
adicionandose 1,0 uL de la muestra de ADN, para luego colocarse en un
termociclador que llevdé a cabo el proceso de la PCR. Los cebadores y las

condiciones de cada uno de los genes se detallan en la tabla 3.

Para la visualizacién de los amplicones obtenidos, se tomé 15 uL a partir de los
productos de la PCR obtenidos y se cargd en un gel de agarosa al 1,5 % tefiido
con “Safeview™ Classic DNA” siguiendo las instrucciones descritas por el
fabricante (Ver Anexo 4). El gel se corrié en una cubeta de electroforesis a 100
V por 45 minutos vy, posteriormente, se hizo lectura de las bandas resultantes
en un captador de imagenes (Major Science, Smartview Pro-1100, Estados
Unidos).

Los resultados fueron establecidos como como positivo 0 negativo segun el
tamano de las bandas obtenidas (en pb) y la comparacién con los respectivos
controles para cada gen de interés, las escaleras de ADN utilizadas fueron de

100 pb, segun se detalla en los Anexos 5y 6.
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Tabla 3. Genes de resistencia a carbapenems evaluados en los aislados clinicos de A. baumannii 'y P.
aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021

Amplicén Condiciones
Cebadores Secuencia (9' —3' F b) PCR Referencia
p
OXAZ3 -F | - -
Blaoys. aac COC CGA GTC AGAR TTG TTC ARG G 330 52
OXA23 -R |TAC GIC GCG CAR GIT CCT G
OXA24 - F
blagkasac GCA GAZL AGA AGT BBA RCG GGT 571 52
OXA24 -R |CCA ACC WGT CAR CCA ACC T
OXA48 - F
blaggs ATG CGT GTA TTA GCC TTA TCG 565 52
OXA48 -R |CAT CCT TAL CCA CGC CCA RAT C
OXASE -F g-’-lnC, 5 min
blacxa sac GGG GCT TGT GCT GAG CAT AGT 668 52
OXAS&-R |CCA CTT GCC CAT CTG CCT TT 94°C. 30 seg
Blayp VIM-F  |7GT cc6 TGA TGG TGA TGA GT 437 57°C, 1:30 min 52
VIM-R |ATT CAG CCA GAT CGG CAT C T2(3%'ér3ln ”;””
ICIos
GES-F
blages CTG GCAL GGG ATC GCT CAC TC 600 n 52
GES-R |TTC CGBA TCA GCC ACC TCT Ci 12°C, =
IMI - F
blayy CTA CGC TTT AGA CAC TGG C 482 53
IMI-R  |aGG TTT CCT TTT CAC GCT CA
IMP - F ;
blagp ACA YGG YTT RGT DGT ECT TG 387 52
IMP - R GGT TTA AYA RAAR CAA CCA CC
PER - F
blases AGT GTG GGG GCC TGA CGA T 735 52
PER-G |GCA ACC TGC GCA ATR ATA GCT T
NDM-F |aCT TGG CCT TGC TGT CCT T 84°C. & min
b}’aNDM e03 52
NDM-R |CAT TAG CCG CTG CAT TGA T 94°C, 30 seg
E7°C, 1:30 min
72°C, 1:30 min
KPC-F |GTZ TCG CCG TCT AGT TCT GO (30 Ciclos)
blaypc 636 12°C, = >
KPC-R |GET CET GTT TCC CTT TAG CC ’

Nota. Las PCR fueron ejecutadas de forma individual para facilitar la interpretacion de los resultados.
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IV.5. Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables del estudio. Las variables
cuantitativas se presentan segun su media y desviacion, y mientras que las
cualitativas segun su frecuencia absoluta y relativa. Se utilizé el programa
Microsoft Excel 2021 para obtener las frecuencias, promedios y desviacion
estandar correspondientes. Se elabor6 una tabla con los niveles de resistencia
a cada antimicrobiano y los genes correspondientes detectados®®.
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V.

RESULTADOS

V.1.Presentacion y analisis de los resultados

V.1.1.Diagrama de flujo

Se presenta el diagrama de flujo empleado en el presente trabajo, resumiendo los
apartados cruciales de la metodologia aplicada, segun se muestra en la Figura 8.

Recoleccion de muestras

Identificacion y determinacion de
susceptibilidad a antimicrobiana

Obtencion del ADN genémico

Deteccion de genes
carbapenemasas

Anadlisis de resultados

Figura 8. Diagrama de flujo del procesamiento de los aislados clinicos de A. baumannii 'y P. aeruginosa

resistentes a carbapenems aislados del hospital Marfa Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021
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V.1.2.Descripcion de las muestras
Los aislados clinicos se obtuvieron de pacientes del Hospital Maria Auxiliadora.
Estos fueron recolectados en el periodo enero a febrero 2021. Conformando un
total de 82 cepas entre A. baumannii y P. aeruginosa, estando distribuidas
segun la tabla 4 y Figura 9. Las cepas resistentes a carbapenems fueron
incluidas en los pasos posteriores, como resultado 85,96% (42 aislados) de las
A. baumanniiy 76,92% (23 aislados) de las P. aeruginosa tenian el fenotipico
carbapenem-R, conformando un total de 65 aislados clinicos incluidos en este

estudio.

Tabla 4. Distribucion de los aislados clinicos de A. baumannii y P. aeruginosa aislados del hospital
Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021

Aislados clinicos Recolectados (n) Incluidos (n) carbapenem-R (%)
A. baumannii 50 42 84,00
P. aeruginosa 32 23 71,88
TOTAL 82 65 79,27
100.0
84,00
79,27
80.0 71,88
S
o 600
8
o
© 400
&
42 23
20.0
0.0

B A. baumannii B P, aeruginosa OTotal

Figura 9. Porcentaje de resistencia a carbapenems de los aislados clinicos de A. baumannii y P.
aeruginosa aislados del hospital Marfa Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021
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De los 65 aislados incluidos, el mayor porcentaje de estos eran a partir de
muestras del tipo respiratorio, con valores de 76,19% y 69,57% para A.
baumannii y P. aeruginosa, respectivamente, siendo en su mayoria muestras
de secreciones traqueales y bronquiales. Ademas, el tipo de muestra mas
relevante para A. baumannii después de las respiratorias fueron las del tipo
hematoldégico con 11,90% mientras que para P. aeruginosa fueron las
obtenidas a partir de lesiones con un 13,04%, el detalle completo se muestra
en la figura 10.

100.0
76,19
80.0
69,57
& 60.0
8
s B Acinetobacter
g 100 baumannii
o ’ O Pseudomonas
aeruginosa
11,90 7,14
20.0 8.70 13,04 4,35
. 2,38 4,35 2,38
00 [ - W ]
Hematologica Lesion Respiratoria Urinaria Otros

Tipo de muestra

Figura 10. Distribucion por tipo de muestra de los aislados clinicos de A. baumannii y P. aeruginosa
resistentes a carbapenems aisladas del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021.

Considerando el total de los aislados incluidos, se obtuvo que por amplia mayoria
estos procedian del area COVID del Hospital Maria Auxiliadora (58,46%),
seguido por el area de Hospitalizacién (23,08%) y por ultimo la Unidad de
Cuidados Intensivos (15,38%) (Ver figura 11).
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Figura 11. Procedencia de los aislados clinicos de A. baumannii y P. aeruginosa resistentes a carbapenems
aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021

En adicidn, la mayor parte de estos aislados fueron obtenidos a partir de pacientes
varones, representando el 81,54%. Los varones y mujeres se distribuyeron segun
el siguiente criterio mostrado en la figura 12:

- A: Menores de 40 anos
-  B: Entre 40-60 anos
- C: Mayores a 60 anos

100.0

80.0
Q)
> 60.0
2
s 45,6
c
9]
2 400
o
o 26,6

20.0 11,4

00 — [ -
< 40 afos 40-60 afios > 60 afios
@ Varones @ Mujeres

Figura 12. Distribucién segiin sexo y rango etario de los aislados clinicos de A. baumannii y P. aeruginosa
resistentes a carbapenems aislados del hospital Marfa Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021
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V.1.3. Determinacion de la sensibilidad antimicrobiana

Para la prueba de sensibilidad se determingd la resistencia a 10 antibioticos para
el caso de A. baumanniiy 7 antibiéticos para P. aeruginosa, segun se detalla en
la Tabla 2, utilizando los valores de Concentracidon Minima Inhibitoria (CMI)
expresada en pg/mL siguiendo las indicaciones del CLSI 2021.

Se determindé que todas las cepas de A. baumannii eran resistentes a
ciprofloxacino, cefepime, ceftazidima, ampicilina/sulbactam,
piperacilina/tazobactam y cotrimoxazol, mas del 90% lo eran a gentamicina,
amikacina y tigeciclina, la excepcion fue colistina, donde todas las cepas fueron
sensibles. Con P. aeruginosa, todas las cepas fueron resistentes a tigeciclina,
mas del 80% a ceftazidima y piperacilina/tazobactam, mas del 70% a
ciprofloxacino, cefepime y gentamicina, 65,2 % lo fueron a amikacina, mientras
que colistina tuvo 60,9% de aislados categorizados como Intermedios con una
CMI = 2 ug/mL, el detalle de los porcentajes es apreciable en la Tabla 5, y su
comparacién grafica en la Figura 13.

Tabla 5. Niveles de resistencia a antimicrobianos de los aislados clinicos de A. baumannii y P. aeruginosa
resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021

Microorganismo CIP GM AK TGC FEP (0.4 SAM PTZ SXT  COL*

A. baumannii
(n=49)

P. aeruginosa
(n=30)

100,0 97,6 952 90,5 100,0 100,0 1000 100,0 100,0 0,0

73,9 78,3 652 NA 73,9 82,6 NA 91,3 NA 60,9

CIP: ciprofloxacino; GM: gentamicina; AK: amikacina; TGC: tigeciclina; FEP: cefepime; CAZ:
ceftazidima; SAM: ampicilina/sulbactam; PTZ: piperacilina/tazobactam; SXT: cotrimoxazol; COL*:
Colistina, CMI 22 pg/mL.

Nota. Los valores mostrados son expresados en porcentaje. Ademas, las cepas de resistencia
intermedia fueron incluidas en los valores mostrados
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Figura 13. Niveles de resistencia a antimicrobianos de los aislados clinicos de A. baumannii y P. aeruginosa
resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021

V.1.4. Deteccion molecular de genes de resistencia

La deteccién de genes codificantes de carbapenemasas (blanom, blaoxa-23a,
blaoxa-24G, blaoxa-4sa, blaoxa-ssa, blakec, blaviv, blaces, blami, y blamp) asi como
blarer) de las 42 cepas de A. baumannii y 23 cepas de P. aeruginosa se
realiz6 mediante PCR simple.

El ensayo revel6 que todas las cepas de A. baumanniiy 15/23 (65.2%) de las
de P. aeruginosa portaban genes de resistencia a carbapenems. El genotipo
dominante en A. baumannii fue el genotipo 1, blaoxaz4c con 36/42 (85.7%) de
las cepas, por otro lado, para P. aeruginosa existian dos fenotipos
dominantes, el genotipo 1, blame y el genotipo 2, blame/blavim ambos con 6/23
(26,1%) de las cepas. (Ver tabla 6)
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Tabla 6. Agrupacién por genotipos de los aislados clinicos de A. baumannii y P. aeruginosa
resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021

A. baumannii
n=42

Genotipo 1 blaoxaz3a blaoxaz4c
1 gen 7,1% (3) 85,7% (36)
Genotipo 2 blaoxazse blaoxazaa
2 genes 4,8% (2)
Genotipo 3 blaoxazze blaoxazacs blavivy blanov, blarer
3 o0 mas genes 2,4% (1)
n=23
Genotipo 1 blaoxaz4c blavp
1 gen 8,7% (2) 26,1% (6)
Genotipo 2 blaoxazac/ blamp blamp; blam
2 genes 4,3% (1) 26,1% (6)
L Negativo para todos los genes evaluados
Ningdn gen
34,8% (8)

Nota. Los fenotipos son una propuesta para la organizacién de la informacién presentada.

Los genes con mayor prevalencia en el grupo de cepas analizadas fueron
blaoxa-24c en A. baumannii con 39/42 (92.86%) y blamp en P. aeruginosa con
13/23 (56.52%), detalle segun la tabla 7. No se encontraron cepas

portadoras de los genes blaoxa-4s, blaoxa-ss, blakprc, blaces, ni blam.

Tabla 7. Prevalencia de genes de resistencia identificados en los aislados clinicos de A. baumannii y
P. aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Marfa Auxiliadora — San Juan de
Miraflores, 2021

Microorganismo blaoya.»3c blaoya-2ac blayp blaym blacer blayom
A. baumannii
s 6(14,29%) 39(92,86%)  0(00%)  1(2,38%) 1(2,38%) 1(2,38%)
gjze;‘)’g"”“a 0(00%)  3(13,04%) 13(56,52%) 6 (26,09%) O (0,0%) O (0,0%)




Los genes identificados blaoxa-23c, blaoxa-24G, blame, blaviv, y blarer, se
muestran en las figuras 14, 15, 16, 17,18 y 19, segun corresponda.

10 11 12 13 14 M C+ B

330 pb. blaoxa-236 (+)

Figura 14. Visualizaciéon UV del gen blaoxa-23 identificado en los aislados clinicos de A. baumannii
y P. aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Marfa Auxiliadora — San Juan de
Miraflores, 2021. Muestras 10 y 14: positivo (330 pb); Muestras: 11, 12 y 13: negativo. M: Marcador
de peso molecular de 100 pb (Canvax), C+: Control positivo, B: Blanco de muestra.

10 11 12 13 14 M C+ B

271 pb. blaoxa-24c (+)

Figura 15. Visualizacién UV del gen blaoxa-24 identificado en los aislados clinicos de A. baumannii y P.
aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021,
Muestras 10, 11, 12 y 13: positivo (271 pb); Muestra: 14: negativo. M: Marcador de peso molecular de 100 pb

(Canvax), C+: Control positivo, B: Blanco de muestra.
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78 79 80 M G+ C+ C+ B

'

387 pb bla IMP (+)

Figura 16. Visualizaciéon UV del gen blamp identificado en los aislados clinicos de A. baumannii y P.
aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Marfa Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021.
Muestras 77 y 80: positivo (387 pb); Muestras: 78 y 79: negativo. M: Marcador de peso molecular de 100 pb
(ABM), C+: Control positivo, B: Blanco de muestra.

77 78 79 80 M

437 pb. blaym (+)

Figura 17. Visualizacién UV del gen blaviv identificado en los aislados clinicos de A. baumannii y P.
aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021.
Muestra 77: positivo (437 pb); Muestras: 78, 79 y 80: negativo. M: Marcador de peso molecular de 100 pb
(ABM), C+: Control positivo, B: Blanco de muestra.
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10 11 12 13 14 M C+ C+ B

Figura 18. Visualizaciéon UV del gen blaper identificado en los aislados clinicos de A. baumannii y P.
aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021.
Muestra 10: positivo (725 pb); Muestras: 11, 12, 13 y 14: negativo. M: Marcador de peso molecular de 100 pb

(Canvax), C+: Control positivo, B: Blanco de muestra.

M 12 13 14 15 16 M G C C+ B

Figura 19. Visualizacién UV del gen blanpwm identificado en los aislados clinicos de A. baumannii y P.
aeruginosa resistentes a carbapenems aislados del hospital Maria Auxiliadora — San Juan de Miraflores, 2021.
Muestra 12: positivo (603 pb); Muestras: 13, 14, 15 y 16: negativo. M: Marcador de peso molecular de 100 pb

(Canvax), C+: Control positivo, B: Blanco de muestra.
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VL.

DISCUSION

En el presente trabajo se logré detectar la presencia de genes codificantes de
carbapenemasas en cepas de A. baumannii y P. aeruginosa resistentes a
carbapenems, aisladas del Hospital Maria Auxiliadora. Es importante destacar que
en 92,86% de los A. baumannii se detectd blaoxa-24 como gen mayoritario, seguido
de blaoxa-23 con 14,29%. Mientras que para P. aeruginosa se obtuvo una mayor
variedad, siendo 56,52% de las cepas portadoras del gen blame, 26,09% de blavim
y 13.04% de blaoxa-24.

En la deteccién de las carbapenemasas se utilizé la técnica molecular PCR para
establecer la presencia/ausencia de los genes implicados, dicha técnica es de
amplia utilizacion, reproducibilidad y vigencia para la deteccion e identificacién de
genes de resistencia en bacterias, esto debido a su alta especificidad y
sensibilidad®®. La muestra estuvo conformada por 96 cepas entre A. baumanniiy P.
aeruginosa recolectadas de forma no aleatoria en el periodo enero a febrero 2021,
de estas, 65 fueron resistentes a imipenem y/0 meropenem, en consecuencia,
procesadas en la etapa preliminar del presente estudio. La resistencia a
carbapenems alcanz6 49/57 (86,96%) para A. baumanniiy 30/39 (76,92%) para P.
aeruginosa. Diversos autores'®2324 de estudios en América Latina y el Caribe
sefialan que estos valores son bastante habituales en cepas clinicas, por lo general
en areas de hospitalizacidén, UCl y de quemados, siendo congruente con el presente
trabajo ya que 38.46% de las cepas provinieron de las areas de hospitalizacion y
UCI, sin embargo, el mayor porcentaje de obtuvo a partir del servicio COVID, con
58.46%, siendo algo circunstancial a la pandemia COVID-19.

Asimismo, para el analisis y expresion porcentual de los resultados posteriormente
expuestos, no se tomé en consideracién aquellos aislados clinicos que
pertenecieran a una misma historia clinica, y cuyo fenotipo y genotipo de resistencia
fuese idéntico.

De lo cual se obtiene, que para ambas especies el tipo de muestra de mayor
relevancia fueron las de origen respiratorio, con 76,19% y 69,57% para A.
baumannii y P. aeruginosa, respectivamente, coherente con lo senalado por

Pendleton3® y Boucher3®, pues estas bacterias oportunistas colonizan con facilidad
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las vias respiratorias de pacientes intubados debido a su gran variedad de
mecanismos de resistencia, adaptabilidad y capacidad de supervivencia®’.

Considerando la informacion relacionada a los pacientes, en cuanto a la distribucion
por sexo, es importante notar que la mayor cantidad de muestras provenian de
pacientes varones, comprendiendo 81,54%, situandose en mayor proporcion
dentro del rango etario B, personas entre 40-60 afos. Esta situacion puede deberse
a que el estudio se situdé temporalmente durante la segunda ola de la pandemia
COVID-19 en Peru, momento en el cual el numero de varones que desarrollaban
un estado severo de la enfermedad era mayor que el de las mujeres y por tanto
significaba un mayor numero de ingresos a hospitalizacion y UCI, como sostiene
Peckham®8 que en un metaanalisis de estudios publicados durante el afio 2020,
determind que el ratio de ingresos a UCl y muerte como consecuencia de la COVID-

19 era mayor para los varones.

A manera de soporte, Zhou®® y Kim8, con sus respectivos equipos, sostuvieron que
la incidencia de infecciones secundarias ocasionadas por bacterias aumentd
drasticamente como consecuencia de la COVID-19, siendo el caso que
coinfecciones bacteria/SARS-COV2 devinieron en 96% de mortalidad en China,
ellos atribuyeron esta cifra a la resistencia a antimicrobianos, dando la posibilidad
que las cepas de estudio estuviesen estrechamente relacionadas con este

fenébmeno.

La sensibilidad a antimicrobianos se obtuvo mediante la técnica de la CMI, tanto
para imipenem y meropenem, utilizados en el criterio de seleccién preliminar, como
en los 10 antimicrobianos evaluados adicionalmente para el abordaje de la
informacion de resistencia (siendo solo 7 para P. aeruginosa).

Los resultados obtenidos mostraron que A. baumannii presenta mayores niveles de
resistencia a antibiéticos ya que 100% de las cepas fueron resistentes a
cefalosporinas como cefepime y ceftazidima, fluoroquinolonas como ciprofloxacino
también a betalactdmicos en conjunto con inhibidores de betalactamasas como
ampicilina/sulbactam y piperacilina/tazobactam, ademas de cotrimoxazol; para el
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resto de antibidticos el resultado fue variado pero superando el 90% de resistencia
en todo momento, tigeciclina con 90,5%, amikacina con 95,2% y gentamicina con
97,6%, a excepcidn de colistina donde todas las cepas fueron sensibles.

En Lima-Perl, Levy-Blitchtein®" y su equipo, detallaron que la resistencia a
cefalosporinas fue menor en comparacion con los hallazgos de este estudio, sin
embargo, sus valores reportados permanecian por encima del 90%. Esta tendencia
se repitié con los antibidticos penicilinicos, quinolonas, tetraciclinas y macrélidos.
Destacando en su trabajo el hecho que encontrd cepas resistentes a colistina, que,

aunque siendo 5%, resulta ser un valor mayor a lo reportado en este trabajo.

Para P. aeruginosa, se tuvo un menor niumero de cepas resistentes, pero con
porcentajes de resistencia igualmente elevados. En los antimicrobianos evaluados
se tuvo resultados diversos, piperacilina/tazobactam con 91,3% de resistencia,
ceftazidima con 82,6%, gentamicina con 78,3%, ciprofloxacino y cefepime con
73,9%, amikacina con 65,2%, y por ultimo colistina con 60.9% de cepas con

resistencia intermedia.

Del trabajo de Flores®? y su equipo, se obtiene informacion importante de la
evolucion de la resistencia a antimicrobianos por Pseudomonas aeruginosa en un
hospital de nivel IV a lo largo de 2 periodos, 2009-2010 y 2012-2014. Se desglosa
que en sus hallazgos detectaron con asombro que los niveles de resistencia se
mantenian o eran menores en comparacion de lo esperado (la tendencia obtenida
de los reportes previos en Peru detallaba valores de 50-75%), excepto para
carbapenems y piperacilina/tazobactam, cuyo porcentaje de resistencia si fue
mayor a lo esperado, en todo momento los niveles reportados por este estudio asi
como la expectativa de resistencia basada en reportes previos®3-64 son superados
por los niveles de resistencia hallados en el presente trabajo, resalta con gran

importancia el elevado nimero de cepas de resistencia intermedia a colistina.

En contraste, autores como Fu®® y su equipo mostraron porcentajes de resistencia
menores para ambas cepas, sin embargo, para P. aeruginosa describe una
resistencia mayor a A. baumanniiy a su vez con valores fluctuantes a lo largo de
los anos, esto en un estudio en China que abarcé los afios 2016 al 2020.
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Es decir, los porcentajes de resistencia obtenidos para ambos microorganismos
fueron elevados comparados a los reportados a nivel mundial®5142022
regional’®2324 y |ocal*?*25. Posiblemente esto corresponda a las limitaciones
propias del estudio, las relacionadas al numero de muestra y al sesgo como
consecuencia de la pandemia COVID-19.

Considerando el apartado molecular, para Brink?® Acinetobacter baumannii viene
exhibiendo mecanismos adquiridos por elementos genéticos moviles,
principalmente carbapenemasas de gran diversos tipos, como: KPC, VIM, SIM,
NDM, OXA-23G, OXA-24G, OXA-48, OXA-51, OXA-58 y OXA-235. En los
hallazgos del presente trabajo el gen codificante de carbapenemasas encontrado
con mayor frecuencia fue blaoxa-24c con 45/49 (91,8%), seguido de blaoxa-23ac 6/49
(12,2%), blamp y blanom ambos con 1/49 (2,0%). Contrariamente, Hamidian y
Nigro??, evidenciaron para A. baumannii a los clones 1 y 2 como los mas
prevalentes, ambos codificantes del gen blaoxa-23, siendo considerado el
mayoritario en su trabajo. Ademas, se identificd el gen blarer que se encontré en
solo 1 de los aislados, en concordancia con que este gen es muy poco frecuente

de hallar en estos microorganismos?°.

P. aeruginosa, en cambio, muestra un repertorio de genes menos variado (los de
dispersion global), como VIM, IMP y GES52, Los resultados obtenidos ratifican lo
antes mencionado, ya que se encontraron los genes blamvp con 15/30 (50,0%) y
blavim con 7/30 (23,3%), exceptuando blages con ninguna cepa poseedora de este
gen. Lo que es resaltante de los resultados es la presencia de 3/10 (10,0%) cepas
poseedoras del gen blaoxa-24G, un gen propio de A. baumanni y muy raramente
encontrado en P. aeruginosa®®, a pesar de ello, desde algunos afos atras ciertos
reportes vienen mostrando la aparicion esporadica de P. aeruginosa portadoras de
genes considerados propios de otras especies®’58,

Sin embargo, existen cepas de P. aeruginosa cuya resistencia a carbapenems no
ha sido esclarecida por completo, ante esto se plantea la existencia de mutaciones
en el gen codificante de la porina OprD, dicha porina esta relacionada con el
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transporte pasivo de carbapenems al medio interno, su inactivacién provocaria que
no se alcance la concentracion necesaria para ejercer actividad antimicrobiana,
este valor asciende al 30% de las cepas, algunos estudios muestran que la
resistencia a carbapenems esta ampliamente sustentada en este fenédmeno, por lo

que corroborar la integridad de dicho gen seria una tarea pendiente®®.

En Peru, los estudios epidemiolégico-moleculares de resistencia a carbapenems
son bastante escasos, desde el afno 2000 al 2019, se tuvieron solo 14 reportes de
relevancia, traduciéndose como menos de un reporte al afo?. Los genes
reportados en mayor proporcién para A. baumannii fueron blaoxa-23 y blaoxaz24 con
43,7% y 52,4% de los reportes, respectivamente, aunque se tuvo la presencia de
blanomy blaoxa-143. Por otro lado P. aeruginosa codificaba segun reportes por amplia
mayoria el gen blamvp con 94,1%, y en menor medida blavivy blaces. La consecuente
comparacidén con lo obtenido en el presente trabajo resulta congruente con lo

reportado en el escenario local?022:25,

Es importante tener presente que las bacterias son microorganismos de gran
adaptabilidad y capacidad evolutiva, esto implica que los genes reportados en las
mismas no necesariamente son una constante en las especies, y esto se debe a
que los genes predominantes en una bacteria estan determinados por la especie,

ubicacion geograéfica, y el tipo de interaccion que tenga con su entorno cercano®’.

Por lo antes mencionado resulta de gran importancia abordar desde distintas
perspectivas el tema de la resistencia a antimicrobianos, que debido a su compleja
naturaleza multifactorial se ha trabajado en cada uno de estos factores de forma
aislada, y desde hace unos afos atras se ha puesto la mira en la interaccion entre
cada uno estos factores, concibiendo al problema como un todo, involucrando la
salud humana, animal y ambiental, observandose la interaccibn de los
microorganismos en cada uno de los entornos y entre los mismos, recibiendo el
nombre de visidbn Una Salud, convirtiéndose en el curso de mayor interés para la

investigacion en microbiologia®"!.
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VIL.

CONCLUSIONES

v' Las cepas A. baumannii y P. aeruginosa resistentes a carbapenems

aisladas del Hospital Maria Auxiliadora mostraron una elevada
resistencia a los antimicrobianos evaluados. A. baumannii destac6 por
mostrar niveles de resistencia superiores al 90%, excepto para colistina.
Mientras que, P. aeruginosa destacd por tener 60,9% de cepas

resistentes a colistina.

Se identificé que los genes de resistencia a carbapenems de mayor
prevalencia fueron blaoxa-24c con 39/42 (92,86%) para A. baumannii y
blamp con 13/23 (56,52%) para Pseudomonas aeruginosa. No se detecto
la presencia de los genes blaoxa-4s, blaoxa-ss, blakpc, blaces, blami en

ninguna especie.

El genotipo mas comun en las cepas de A. baumannii fue el genotipo 1,
conformando 92.8% de las cepas, mientras que para P. aeruginosa no
existi6 diferencia significativa entre los genotipos 1 y 2, con 34,8% y

30,4%, respectivamente.

Se detecto la presencia inusual de blaoxa-24 en P. aeruginosa, alertando
de la capacidad de este microorganismo para adquirir genes de

resistencia cladsicamente vinculados a otros microorganismos.
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VIil.

RECOMENDACIONES

En primer lugar, se recomienda sostener este tipo de estudios con mayor
frecuencia y en mayor numero de hospitales del pais, del mismo modo, se
recomienda la oportuna divulgacién de los resultados obtenidos con la finalidad
de crear una base mas robusta de la informacién disponible acerca de
resistencia a antimicrobianos a nivel local, permitiendo mejoras en el manejo de
esquemas terapéuticos, facilitando la toma de decisiones para la contencion y
prevencidon de infecciones ocasionadas por bacterias resistentes a

carbapenems.

Adicionalmente, seria relevante ampliar el nUumero de genes codificantes de
carbapenemasas estudiados, a fin de determinar los genes de resistencia de
mayor prevalencia circulantes en los hospitales, en el caso de P. aeruginosa
seria interesante apuntar a la identificacién del gen OprD codificante de una
porina relacionada a la difusion de carbapenems.

Es importante seguir promoviendo la ciencia en el Perq, facilitando a futuros

investigadores desarrollar trabajos de investigacion de alto valor mediante
financiamiento y oportunidades idéneas.
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X. ANEXOS

X.1.Anexo 1. Operacionalizacion de variables

- 4 UNIDAD
TIPO DE DEFINICION DEFINICION
VARIABLE(S) VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADOR MEDDI?DA OBSERVACIONES
- Presencia de Se evaluara la
Bdasgt%_gegetlco genes de presencia/ausencia de
identificado en ; : resistencia = los genes:
. - Genes de resistencia a Tamano 9
Caracteristica Dependiente ggl:l:tzgi;e#] C;%Siaqnl:: carbapenems ) Molecular | Carbapenems | o |5q blanom, blaoxa-23,
molecular P identificados por - bandas blaoxa-24a, blaoxa-asa,
el uso de marcados técnicas moleculares Ausencia de enpb bla bla
moleculares como el genes de p OXA-58G, KPC,
ADN. resistencia blaVlM, blaGES, blaIMl,
carbapenems blame y blarer
Cepas de A.
baumannii
resistentes a baucrf;:ngziél'a da Cepas identificadas Numero
carbapenems . P como A. baumannii . Cepa identificada como A. de )
aisladas del Independiente | - por Iatgggic;?;on de mediante sistema baumannii aislados
Hospital Maria microbioléaicas automatizado Vitek 2 clinicos
Aucxiliadora — San gicas.
Juan de Miraflores
Cepas de P.
aeruginosa
resistentes a aerf?r?jsgeagia da Cepas identificadas Numero
carbapenems Independiente or | f aolicacion de como P. aeruginosa ) Cepa identificada como P. de )
aisladas del P P APl mediante sistema aeruginosa aislados
Hospital Maria tecnicas automatizado Vitek 2 clinicos
- microbioldgicas.
Aucxiliadora — San
Juan de Miraflores
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X.2. Anexo 2. Aprobacién por Comité de ética UCSUR

B

UNIVERSIDAD
COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN -
INVESTIGACION C I E N Tl FICA

CONSTANCIA N° 176-CIEI-CIENTIFICA-2020

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Cientifica del Sur {CIEI—CIENTiFICA) da constancia que el proyecto de investigacion,
cuyos datos se registran a continuacion, ha sido aprobado por el CIEI-CIENTIFICA.

Codigo de registro: 053-2019-PRO99

Titulo: Vigilancia de la resistencia a antimicrobianos: vision
One Health

Investigador(a): Maria Pons Casellas

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluacion cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacion v
ética, los cuales se sustentan en la nommativa intemacional vigente. Adicionalmente, en
el contexio de la pandemia de enfermedad por COVID-19, le recomendamos cumplir
con las normas publicadas por el estado peruano.

En tal sentido, esta aprobacion carecera de valor si es que el proyecto de investigacion
amiba indicado es modificade de cualguier forma. Toda enmienda, afadido, eliminacion
o eventualidad {eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacion debe ser
reportado al CIEI-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacion de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
08 de enero del 2021), periodo en el que pusde desamollarse el proyecto. Cualquisr
tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la vigencia de este
documento, debiendo suspenderse todo desamollo hasta que la renovacion sea
aprobada.

Villa El Salvador, 09 de julio de 2020

Méd. Fermando M. Runzer Colmenares
Presidents
Comité Institucional de Etica en Investigacion

Asesoria al postulanbe
- Corriss il e S b )
L, Miradkor
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X.3. Anexo 3. Hola de informacién — Enzima Taq Polimerasa “Horse

PowerTaq DNA Polymerase”.

Data sheet

Cat. No: PO023 500 U (5 Uful)
Cat.MNo: PO024 1000 U {5 U/uL)
Cat. No: PDO25 500 U {1 Uful)
All supplied with 25 mM MgCl, (1.5 mL) and 10X Buffer (1.5 mL)

Introduction

Horse-Power Tagq DMNA polymerase is a thermostable
recombinant enzyme produced in an E. coli strain that
carries the cloned pol gene from Thermus aguaticus.
The enzyme has 5'23" polymerase activity and a weak
53" exonuclease activity but no 325" exonuclease
activity (proofreading).

Features

» Molecular Weight: 94 kDa.

« Thermostable (half-life at 94 °C is 40 minutes).

» Adds extra nuclectides (preferentially adenine)
without template at 3'ends leaving 3 overhangs PCR
fragmenits. This fact allows the popular TA-cloning or
GC cloning.

» Incorporates modified nucleotides
fluorescently labelled, etc).

(biotinylated,

Applications

« Routine amplifications.

» Colony screening (see Red-Tag DNA polymerase).

« Amplifications up to 5 kb using plasmid, viral or
genomic DNA as template.

» PCR fragments amplification for TA or GC doning
{preferably use a proofreading polymerase for cloning
purposes combined with an efficient blunt coning
vector) (see pSpark® DNA Cloning System)

Horse-PowerTaq DNA polymerase ||

Cat. No: PO0O26 500 U (5 U/pL) + uitrapure dNTPs 2 mM each
Cat. Mo: POO19 5000 U {1 UjuL)
Cat. Mo: PO020 10000 U {5 U/l

Assay conditions

25 mM Tris-HCl pH 9.0 at 25 °C, 50 mM KCI, 2 mM
MgCl,, 0.1 mg/mL gelatine, 200 uM dATP, dGTP, dTTP,
100 pM [@32-P] dCTP (0.05 pCifnmol) and 12.5 pg
activated salmon sperm DNA.

Unit definition: One unit is defined as the amount
of enzyme required to catalyse the incorporation of 10
nanomoles of dNTPs into acid-insoluble material in 30
minutes at 74 °C.

Concentration: 5 U/pLor 1 U/pL

Quality Certifications

¥ Functionally tested in PCR.

¥ Undetected bacterial DNA (by PCR).

¥ Undetectable nudeases activity (endo-, exo, and
ribonudeases).

Storage: Store at-20°C.

{continued on reverse side)

C/Astronoma Cecilia Payne, Edif. Canvax. 14014 Cdrdoba, Spain.

W :+34 957 348 066
& (434957 M6 17

: infoi@ canvaxbiotech.com
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O canvax

Recommended PCR assay (20 11l assay)

Components Volume Final con.
10 PCR buffer 2L 1X
MgCl; 25 mM 2L 2.5mM
dNTPs 8 mM mixture 2ul 0.8mM
Primer Forward {15 mm) 1pL 0.75 pm
Primer Reverse (15 mm) 1l 0.75 pm
Template DNA 0.2-10 plL 1.75-2.5 ng/ful
Horse-Power-Tag DNA polymerase (5 Ujul) 02puL 0.05 U/jpL
Autoclaved distilled water to 20 uL -

Cycling instructions:94 °C 5:00, 25-30x (95 *C 0:30, Tm 0:30, 72 °C 1'/kb), 72 °C 10:00, 4 ®C ==

M AHinalITl
1 3kb
2 dkb
3 5kb

Agonose 0.7% in TAE 1K shoimed with

Gaigreon. Lomes 1-7 were foodied with 3
L of PCR wivie: lone 3 was koocad with
10p

Homse-Fower DNA polymerase amplificablon of differemt length
Eragmenis In 75 cycles of FCE.

PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exclusively for research purposes and in witro use only. The product was not
tested for use in diagnostics or for drug development, and is not suitable for administration to humans or animals. Please
refier towww.anvaxbiotech.com for the Material Safety Data Sheet of the product.

C/Astranoma Cecilia Payne, Edif. Canvax. 14014 Cérdoba, Spain.
= - +34 957 348 066

& -+34 957 346 17

: info@canvaxbiotech.com
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X.4. Anexo 4. Hoja de informacién - Colorante de acidos nucleicos “Safeview™ Nucleic acid stains

® Applied Biological Materials Inc.
Al | Tel: 1-B&4-T57-2414
Email info@abmGeod.com

Website: www.abmGood.com

SafeView™ Nucleic Acid Stains

Store ot 4°C
Cat. No. Description Quantity
G108 SafeView™ Classic 1.0ml
G108-G Jofe-Green™ 10ml
G108-R Safe-Red™ 1.0ml
G108-w Safe-White™ 1.0ml
G108-P Safe-Pack™ G108-G.RW

Product Description

SafeView™ products represent a new and safe class of nucleic acid stains for the visualization
of double-stranded DMNA, single-stranded DMA, and RMA in agarose and polyacrylamide
gels. The dyes are developed to replace toxic Ethidium Bromide (EtBr, o potent mutagen).

commonly used in gel electrophoresis for visualzation of nucleic acids in agarcse and
pelyacrylamide gels.

SafeView™ products are non-carcinogenic by the Ames-test. The results are negative in
both the mouse marow chromophilous erythrocyte micronucleus and mouse spermary
spermatecyte chromesomal cberration tests.

NOTE: SafeView™ Nucleic Acid Stain: are non-carcinegernic, but may cause skin and eye
imitaions. Always wear gloves when working with the product.

SafeView™ Classic - Substitute for Ethidi ide in

] agel

SafeView™ Classic is used the same way as Ethidium Bromide in agarose and polyacrylamide
gel electrophoresis. f emits green flucrescence when bound to dsDNA and ssDNA and red
fluorescence when bound to RMA. Thiz stain has one excitation (220 nm) and two emission
spectra (470 nm and 605 nm).

Protocol

Prepare a 100 ml agarose or polyacrylamide solution.

Add 5 pl SafeView™ Classic to the gel solution.

Mix gently; the selution should have no air bubbles.

For agarose gel, let the solution cool down to é0 - 70°C and cast the gel

For polyacrylamide gel, add APS and TEMED and cast the gel according to regular
polyacrylamide gel casling profocal.

Eali s

. Run gel electrophoresis with 5 pl SafeView™ Classic per 100 ml buffer.
4. View the results under UV or blue LED light.

Safe-Green,Red, White,Pack™ . substitute for loading dye

With SafeView™ dyes [Safe-Green,Red, White Pack™), you do not need to add any dyes to
both gel matrix and running buffers. SafeView™ dyes are provided in a form of 6X sample
lcading dyes and they are to be added to your samples only. The SafeView™ dyes eliminate
contamination risk of glassware or gel running tank as associoted with EtBr. After the
elecirophoresis, view and document your results as you would do with EtBr staining protocols.

Protocol

1. Prepare a 100 ml agarose or polyacrylamide solution.

2. Mix gently without introducing any air bubbles.

3. Foragorose gel, let the solution cool down to 40 - 70°C and cast the gel. For
polyacrylamide gel, add APS and TEMED and cast the gel accerding fo regular
polyacrylamide gel casting protocol

4. Mixsamples and DNA marker with SafeView™ dye at al:5 [dye : sample) dilution rate.

5.  Following electrophoresis, view the results under UV

Note:
Safe-Green™ can also be visible under blue LED light.

Forioboratory research only. Not for cinicar appicanions.
For fechnical questions, plecse email vs of fechnical@obmgood.com
Cr visit cur website af www.abmGood.com
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X.5. Anexo 5. Hoja de informacion — Escalera de ADN 100 pb marca canvax

() canvax

Data sheet

DNA LADDERS

DA size standards are a necessary reactive in any molecular biology lab for use as molecular weight standards for agarose
gel electrophoresis. Canvax Biotech produces five different DMNA size standards for small and large DNA molecules. These
standards are ready-to-use markers which contain loading dye with one or two migration visualization dyes

100-1500 bp DNA Ladder

ng/5pl
Cat. Mo: L0013 (50 pg)
Cat. No: L0014 (250 pg) -
Description: The 100-1500 bp DNA ladder is suitable for sizing double-stranded DNA E:!.S
from 100 bp to 1.5 kb. The DNA ladder is ready to use and can be visualized on agarose i;j
gel. It is composed by 11 fragments ranging from 100-1500 base pairs, with 100 bp a2
increments between bands. This DMA ladder was formulated by adding 2 unigue DNA -
band, the 1500 bp, to the 100-1000 bp DMA ladder. The 500 bp fragment is at double i:;
intensity to serve as reference band. The resulting steps are shown in the figure. An exact

165

amount of DMA in each band allows approximate quantification of DMA samples.

Concentration: 0.1 pg/pl

Storage conditions: Stable at room temperature. For long term storage, store at -20 °C.

PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exclusively for research purposes and in vitro use only. The product was not
tested for use in diagnostics or for drug development, and is not suitable for administration to humans or animals. Please
refer to www.canvaxbiotech.com for the Material Safety Data Sheet of the product.
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X.6. Anexo 6. Hoja de informacion — Escalera de ADN 100 pb marca ABM
“Plus Opti-DNA Marker”

100bp / 100bp Plus Opti-DNA Marker

Cat.No.: G016

Mass (ng)" Base Pairs

— 1500

— 1200
1000 900

— 800

— 700

— 600

— 500
— 450
— 400

— 350
— 300

— 250
— 200

— 150
— 100

—50

2% TAE agarose gel

*Based on a 5 pl volume

Ob ®  Applied Biological Materials Inc.
; www.abmGood.com Tel: 1-866-757-2414
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