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RESUMEN

Los genes blaKPC y blaOXA-48 codifican enzimas carbapenemasas en muchas enterobacterias,
confiriéndoles resistencia a los antibiéticos carbapenémicos, por ello la presente investigacion tuvo por
objetivo detectar genes blakKPC y blaOXA-48 en cultivos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae,
aislados a partir de urocultivos positivos en el Instituto Regional de Enfermedades Neoplasicas - IREN
Norte, Pertd. A 100 cultivos bacterianos, se determiné fenotipicamente la presencia de enzimas
carbapenemasas, y los cultivos que resultaron positivos a estas pruebas, fueron sometidos a la deteccion
de genes blaKPC y blaOXA-48 en ADN gendmico y plasmidico, mediante PCR convencional. Se encontrd
que el 59 % de los cultivos bacterianos mostraron fenotipicamente producir betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), ademas n=6 resultaron ser positivos a carbapenemasas, pero, en la deteccion molecular,
ninguno de los cultivos bacterianos evidencié poseer los genes buscados. Por lo que se concluy6 que en
los cultivos de E. coli y K. pneumoniae, aislados a partir de urocultivos positivos en el Instituto Regional de
Enfermedades Neoplasicas - IREN Norte, Per(, no se detect6 los genes blaKPC y blaOXA-48, sin embargo,
fenotipicamente el 6 % evidenciaron poseer carbapenemasas.
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ABSTRACT

The blaKPC and blaOXA-48 genes encode carbapenemases enzymes into many enterobacteria, giving
them resistance to carbapenem antibiotics, for this reason, the present investigation aimed to detect blaKPC
and blaOXA-48 genes in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae cultures, isolated from positive urine
cultures at the Regional Institute of Neoplastic Diseases - IREN Norte, Peru. At in 100 bacterial cultures, the
presence of carbapenemase enzymes was phenotypically determined, and the cultures that were positive
in these tests were subjected to the detection of blaKPC and blaOXA-48 genes in genomic and plasmid
DNA, by conventional PCR. It was found that 59 % of bacterial cultures showed phenotypically producing
extended-spectrum betalactamases (BLEE), in addition, n=6 turned out to be positive to carbapenemases,
but, in molecular detection, none of the bacterial cultures proved to possess the genes sought. So, it was
concluded that in the crops of E. coli and K. pneumoniae, isolated from positive urine cultures at the Regional
Institute of Neoplastic Diseases - IREN Norte, Peru, the blaKPC and blaOXA-48 genes were not detected,
however, phenotypically 6 % reported possessing carbapenemases.
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1. INTRODUCCION

Dentro del grupo de antibiéticos, de amplio espectro mas utilizados, se encuentran los
carbapenémicos, los cuales son hidrolizados por enzimas carbapenemasas de las bacterias,
ocasionado el aumento de resistencia a estos antibiéticos a nivel mundial (Ferranti et al., 2018).
Estas enzimas estan incluidas en las clases A, B y D, segun la clasificacién de Ambler, donde,
“las enzimas clases A y D incluyen a R-lactamasas que tienen un residuo de serina en su sitio
activo y pertenecen a serin-betalactamasas”, por otro lado, “las enzimas de clase B tienen uno o
dos iones zinc como cofactor enzimético, denomindndose metalo-betalactamasas” (Katchanov
et al., 2018).

Se ha demostrado que, las carbapenemasas, son frecuentes en bacilos Gram negativos,
principalmente en Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, ademas, “las carbapenemasas
frecuentemente identificadas son enzimas del tipo KPC, NDM-1, IMP, VIM, OXA-48 (de
oxacilinasa) y OXA-181" (Nordmann et al., 2012). Especial atencién recibe la enzima KPC,
detectada en Carolina del Norte en 1996, y codificada por el gen blaKPC localizado en el
transposon Tn4401, o en elementos genéticos similares a Tn4401(Escandon-Vargas et al.,
2017). Por otro lado, OXA-48 es una betalactamasa de clase D, que hidroliza las penicilinas y
los carbapenémicos; el gen que lo codifica es blaOXA-48 y se ha detectado solo en plasmidos
de bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Poirel et al., 2012).

Los farmacos utilizados en las quimioterapias en pacientes con cancer, poseen propiedades
mutagénicas y genotoxicas que afectan el genoma bacteriano contribuyendo a la resistencia a
los antibiéticos (Chistyakov et al., 2018). En Los centros de salud de pacientes oncoldgicos se
ha reportado a E. coli y K. pneumoniae, como los patégenos bacterianos mas comunes y de
mayor produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) (Chander y Shrestha, 2013).
En Espafia, un estudio reporté que de 203 aislamientos confirmados de K. pneumoniae,
productora de carbapenemasas, 153 presentaron el gen blaOXA-48 y 6 el gen blaKPC (Oteo et
al., 2013); asi mismo; otra investigacion en el mismo pais recolecté 3 901 aislamientos de K.
pneumoniae, de donde 171 fueron carbapenemasas positivos, de los cuales, 85 de ellos
presentaron el gen blaOXA-48 (Yoon et al., 2018).

En paises latinoamericanos también se han reportado estos genes; en Brasil, se aislaron 297
especies bacterianas, de los cuales, 100 (33,7 %) fueron positivos para KPC, de estos K.
pneumoniae tuvo la tasa de positividad més alta de (60,0 %) (Saldanha et al., 2016). Un estudio
en Chile demostré una incidencia moderada para E. coli productora de BLEE en la Unidad de
Cuidados Intensivos, en tanto K. pneumoniae fue la que tuvo mayor incidencia. El estudio
concluy6 que las Enterobacterias resistentes a carbapenémicos, es un problema que afecta a 79
% de los servicios hospitalarios estudiados (Acufia et al., 2017).

En el Perq, el primer reporte de KPC en K. pneumoniae fue en el 2013, pero en el 2016 se informé
la caracterizacién de la enzima KPC-2 producida en K. pneumoniae ST340 (Horna et al., 2017).
Por otro lado, entre los afios 2013 y 2017, se estudio la presencia de genes de resistencia a los
carbapenémicos en enterobacterias aisladas en 12 hospitales, donde se identificaron 83 cepas
con carbapenemasas, de las cuales 26 (31,3 %) portaron el gen blaKPC (Sacsaquispe-Contreras
y Bail6n-Calderon, 2018).

El incremento de la resistencia bacteriana frente a los antibiéticos es un problema mundial, sobre
todo contra aquellos antibi6ticos que son considerados como Ultimas alternativas y recursos para
el tratamiento, como lo son los carbapenémicos. En el Pera es de interés en salud publica, la
deteccion de estas bacterias y debido a que son pocos los estudios en la zona norte de nuestro
pais sobre el tema expuesto, se realizé un estudio descriptivo con el objetivo de detectar genes
blaKPC y blaOXA-48 en cultivos de E. coli y K. pneumoniae aislados a partir de urocultivos
positivos en el Instituto Regional de Enfermedades Neoplasicas — IREN Norte, Pera.
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2. MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se evaluaron 72 cultivos de Escherichia coli y 28 de Klebsiella pneumoniae, aislados de
urocultivos positivos y proporcionados por el servicio de laboratorio clinico del Instituto Regional
de Enfermedades Neopléasicas - IREN Norte, Perd. Ademas, se us6 como controles para los
ensayos, las cepas bacterianas K. pneumoniae ATCC® 700603, E. coli ATCC® 25922, K.
pneumoniae ATCC® BAA-1705 y K. pneumoniae ATCC® BAA-1706.

Métodos y técnicas

Test de sensibilidad a antibidticos para deteccién de BLEE

Se realiz6 de acuerdo con los lineamientos del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015). El método fue la difusion en discos (Figura 3), en la cual se usé placas de Petri con Agar
Mueller Hinton, y discos de ceftazidima 30 ug, ceftazidima-acido clavulanico 30/10 ug, cefotaxima
30 ug y cefotaxima-acido clavulanico 30/10 ug. Se aplic6 el mismo método para las cepas control,
K. pneumoniae ATCC 700603, como control positivo; y E. coli ATCC 25922, como control
negativo.

Deteccién fenotipica de enzimas carbapenemasas

Se realiz6 de acuerdo con los lineamientos del CLSI propuestos para el método de Hodge
modificado (Argente et al., 2017; CLSI, 2015). Se utilizé como antibiético al meropenem 10 ug, y
como cepas controles, K. pneumoniae ATCC BAA-1705, como control positivo; y K. pneumoniae
ATCC BAA-1706, como control negativo (Figura 4).

Deteccién fenotipica de enzimas carbapenemasas clase A

Se utiliz6 el test con Acido Fenil Borénico (Pasteran et al., 2010). Se trabajé con los cultivos
bacterianos que resultaron positivos en el método de Hodge modificado, y se siguid el
procedimiento del test de difusién de doble disco usando como antibiéticos, discos de imipenem
10 ug y meropenem 10 ug (Figura 5),

Deteccidn fenotipica de enzimas carbapenemasas clase D

Se utiliz6 el test con discos de Piperacilina/Tazobactam (Huang et al., 2014). Se trabaj6 con los
cultivos bacterianos que resultaron positivos en el método de Hodge modificado, y se sigui6 el
procedimiento propuesto por el CLSI (2015), usando como antibiéticos, discos de meropenem
10 ug y piperacilina/tazobactam 100/10 ug.

Deteccién molecular de genes blaKPC y blaOXA-48

Los cultivos bacterianos positivos a las pruebas fenotipicas en donde se detectd enzimas
carbapenemasas, fueron sometidas a este ensayo.

A dichos cultivos, se extrajo y purific6 ADN gendmico usando el kit Gene Jet Genomic Dna Purif;
y para la extraccion y purificacion de ADN plasmidico se usoé el kit Gene JET Plasmid Miniprep.

Se evallo la integridad del ADN gendémico y plasmidico mediante electroforesis, asi como
también la concentracién y pureza mediante espectrofotometria con una relacion de absorbancia
260/280.

Para realizar la deteccion de los genes en estudio mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), se utilizé el kit Platinium PCR SuperMix, electroforesis en gel de agarosa al 1
%, y para el registro fotografico un equipo BioDocAnalyze. Las cepas bacterianas usadas como
controles fueron K. pneumoniae ATCC® BAA-1705, como control positivo; y E. coli ATCC®
25922, como control negativo (Figura 6).
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3. RESULTADOS

A 72 cultivos de Escherichia coli y 28 de Klebsiella pneumoniae, aislados de urocultivos positivos
y proporcionados por el servicio de laboratorio clinico del Instituto Regional de Enfermedades
Neoplasicas - IREN Norte, Perd, se les realizd ensayos para detectar fenotipicamente enzimas
tipo betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas, resultados que se
muestran en las Tablas 1-3.

Tabla 1. Numero de cultivos bacterianos de E. coli y K. pneumoniae, en los cuales se detectd
fenotipicamente enzimas tipo betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

. Cultivos evaluados Evid(e,npian
Bacterias N fenotipicamente BLEE
N %
E. coli 72 44 61
K. pneumoniae 28 15 54
Total 100 59 59

Tabla 2. Numero de cultivos de E. coli y K. pneumoniae que evidenciaron fenotipicamente
poseer enzimas carbapenemasas, segun el Test de Hodge modificado (MHT).

. Evidencian fenotipicamente
Cultivos evaluados

Bacterias N Carbapenemasas
N %

E. coli 72 5 7

K. pneumoniae 28 1 4

Total 100 6

Tabla 3. Numero de cultivos de E. coli y K. pneumoniae que evidencian producir enzimas tipo
carbapenemasas de clase Ay D.

Cultivos Evidencian Evidencian

Bacterias evaluados Carbapenemasas Clase A Carbapenemasas Clase D
N N % N %

E. coli 5 4 80 0 0

K. pneumoniae 1 0 0 0 0

Total 6 4 67 0 0

A los 4 cultivos de E. coli que resultaron positivos a la prueba con Acido Fenil Bordnico, que
indic6 fenotipicamente poseer carbapenemasas clase A, se realizo ensayos para detectar genes
blakPC en ADN gendmico y plasmidico respectivamente, mediante PCR convencional; los
resultados de dichos ensayos se muestran en las Figuras 1y 2.
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Figura 1. Deteccion de gen blaKPC en ADN gendmico por PCR convencional. Carriles: 1)
Marcador de Peso Molecular (100pb); 2) Control positivo; 3 Control negativo; 4-7) cultivos
bacterianos evaluados.

Figura 2. Deteccion de gen blaKPC en ADN plasmidico por PCR convencional. Carriles: 1)
Marcador de Peso Molecular (100pb); 2) Control positivo; 3-6) cultivos bacterianos evaluados.

4. DISCUSION

Las infecciones en el tracto urinario son las més frecuentes en las personas, y, Escherichia coli
junto con Klebsiella pneumoniae son las bacterias que més predominan como causantes de
estas infecciones. Estos patdgenos han desarrollado alta resistencia contra los betalactamicos
debido a la produccién de las enzimas denominadas betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) (Chander y Shrestha, 2013). En este estudio, como se muestra en la Tabla 1, el 59 %
(n=59) de los cultivos bacterianos estudiados evidencid fenotipicamente poseer BLEE, siendo
mas frecuente en cultivos de E. coli (61 %) que K. pneumoniae (54 %). Estos datos se sustentan
en el estudio de Chander y Shrestha (2013) quienes encontraron que E. coli esta relacionado
con los mas altos porcentajes de BLEE a diferencia de K. pneumoniae.

Se ha reportado resistencia a los carbapenémicos en bacterias productoras de BLEE, en las
cuales coexisten genes que codifican para enzimas que confieren resistencia a otros antibiéticos,
eso explica como las enzimas carbapenemasas confieren resistencia a la mayoria de los
betalactamicos (Bakthavatchalam et al., 2016), es por ello, que en las prueba fenotipica para
detectar a las enzimas carbapenemasas, el 7 % de los cultivos de E. coli evaluados resultaron
positivos al test de Hodge modificado, mientras que en el caso de K. pneumoniae solo el 4 %
resultaron positivos (Tabla 2). Sin embargo, esta prueba puede presentar resultados como falsos
positivos de hasta 25 %. Informes reportaron que ello podria deberse a la hiper produccion del
Amp C y a miembros de la familia de BLEES como CTX-M (Pasteran et al., 2010). Por tanto,
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debido a la falsa positividad que puede presentar el test del Hodge modificado, se realizé la
prueba con discos de acido Fenil Borénico como confirmacion, debido a que éste tiene la
propiedad de inhibir a las carbapenemasas de clase A. En tal sentido, como se observa en la
Tabla 3, de los 6 cultivos que resultaron positivos al test de Hodge modificado, 4 reaccionaron
positivamente ante el Acido Fenil Borénico, siendo todas E. coli.

Por otro lado, para confirmar la presencia de carbapenemasas de clase D se realiz6 el test con
discos de piperacilina/tazobactam, debido a que, OXA-48 presenta alta resistencia a tales discos.
A pesar de ello, no se confirmd ningln cultivo bacteriano positivo para esta prueba (Tabla 3).
Estos resultados coinciden con estudios realizados en Lima — Per0 durante los afios 2013 al
2017, donde ya se ha reportado enzimas de clase A (enzima KPC) sin embargo, hasta la fecha
no se ha reportado ninguna enzima de clase D (enzima OXA — 48) (Sacsaquispe-Contreras y
Bailén-Calderén, 2018).

En la prueba de PCR que se realizé a los 4 cultivos bacterianos que resultaron positivos a la
prueba con Acido Fenil Borénico no se evidencié ningln resultado positivo para la deteccién de
genes blaKPC y blaOXA-48 ni para la reaccién con el ADN gendémico (Figura 1) ni para con el
ADN plasmidico (Figura 2). En el caso de la ausencia del gen blaKPC, esto puede ser explicado
debido a que en las carbapenemasas de clase A no solo esta la enzima KPC, sino otras enzimas
como las de tipo IMI, SME, NMC y GES como lo afirman Cifuentes et al. (2012), que en este
caso no fueron motivo de estudio, pero que muy probablemente pudieron haberlos portado.
Sobre la ausencia del gen blaOXA 48 que codifica para la enzima OXA — 48, estos resultados se
apoyan en estudios como lo mencionan Vera-Leiva et al. (2017), donde se ha detectado la
presencia de esta enzima en paises europeos, Africa y Chile, mas no existe reporte de la
deteccion de esta enzima en Per0.

En el Pert los Ultimos casos reportados para la presencia del gen blaKPC corresponden al afio
2017 en un estudio realizado en Lima (Horna et al., 2017), sin embargo, en Trujillo Perd adn, no
se han reportado enterobacterias portadoras de estos genes.

5. CONCLUSIONES

En los 100 cultivos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, asilados a partir de urocultivos
positivos en el Instituto Regional de Enfermedades Neoplasicas - IREN Norte, Peru; no se detectd
presencia de los genes blakKPC y blaOXA-48, sin embargo, el 6 % de ellos evidenciaron
fenotipicamente poseer enzimas carbapenemasas.
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ANEXO:

Figura 3. Diferencias entre los diametros de los halos de inhibicion que confirmaron un resultado
positivo a la prueba de sensibilidad antimicrobiana para detectar BLEE en uno de los cultivos
bacterianos evaluados.

Figura 4. Hendidura que indico un resultado positivo a la prueba de Hodge modificado,
confirmando la presencia fenotipica de carbapenemasas en uno de los cultivos bacterianos
evaluados.
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Figura 5. Ensanchamiento de halos hacia el Acido Fenil Borénico (APB), indicé resultado positivo
a la presencia de enzimas carbapenemasas de clase A.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 6. Perfil electroforético para verificar integridad de ADN gendmico. Carriles: 1) Marcador
de Peso Molecular (100pb); 2) Control positivo; 3) Control negativo; 4-7) cultivos bacterianos
evaluados
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