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Resumen

Titulo: Determinacion de genes de resistencia a quinolonas mediado por plasmidos en aislados de
Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos”

Autor: Carlos Eduardo Alvarez Carvajal ™

Palabras Clave: Klebsiella pneumoniae, Resistencia adquirida, Fluoroquinolonas, Resistencia a

quinolonas mediada por plasmidos (PMQR), Resistencia a carbapenémicos.

Introduccion: La resistencia a los antimicrobianos en patdgenos clinicos ha aumentado significativamente en los
ultimos afios, siendo Klebsiella pneumoniae una de las bacterias con mayor capacidad para desarrollar resistencia a
multiples clases de antibiodticos, incluyendo carbapenémicos y fluoroquinolonas. Esta resistencia puede diseminarse
mediante elementos genéticos méviles como plasmidos. Objetivo: determinar la frecuencia de genes de resistencia a
qunilonas mediadas por plasmidos (PMQR) y evaluar su relacion con los determinantes de resistencia a
carbapenemicos en aislamientos clinicos de K. pneumoniae. Metodologia: Se llevo a cabo un estudio observacional
analitico transversal, con enfoque cuantitativo, utilizando 96 aislamientos clinicos recuperados de un proyecto previo.
Se realizé la extraccion de ADN por el método de ebullicion y la deteccion de genes PMQR mediante PCR
convencional. Los amplicones representativos fueron secuenciados por la técnica de Sanger, y los analisis estadisticos
incluyeron frecuencias, razéon de prevalencia y coeficiente de Phi. Resultados: El gen gnrB presentd la mayor
frecuencia entre los PMQR (69,8 %), seguido por aac(6°)-1b-cr (30,2 %) y qnrC (2,1 %). No se detectaron gnrA, gnrD,
qnrS, gnrVC ni gepA. La combinacion aac(6')-Ib/aac(6’)-1b-cr se encontro en el 40,6 % de los aislamientos. Aunque
la razén de prevalencia arrojo una asociacion positiva (RP=1.91), no fue estadisticamente significativa (IC 95% que
pasa por 1). El coeficiente de Phi indico asociaciones significativas entre ciertos alelos PMQR. Conclusién: En los
96 aislamientos de K. pneumoniae resistente o intermedio a al menos un antibidtico carbapenémico, se observo una
frecuencia del 90,6% de PMQR, siendo el gen gnrB el que se presentd con mayor frecuencia. Este estudio constituye
el primer reporte en Colombia de la deteccion del gen gnrC en aislamientos clinicos de K. pneumoniae, 1o que sugiere

la posible introduccién de elementos moéviles no endémicos en la region.

* Trabajo de Grado

** Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia. Directora: Giovanna
Rincén Cruz. PhD. Farmacia y Bioquimica. Codirectora: Laura Fernanda Neira Fuentes. PhD.
Ciencias Biomédicas.
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Abstract

Title: Determination of plasmid-mediated quinolone resistance genes in carbapenem resistant
Klebsiella pneumoniae isolates”

Author(s): Carlos Eduardo Alvarez Carvajal™

Key Words: Klebsiella pneumoniae, Acquired resistance, Fluoroquinolones, Plasmid-mediated

quinolone resistance (PMQR), Carbapenem resistance.

Introduction: Antimicrobial resistance in clinical pathogens has increased significantly in recent years, with
Klebsiella pneumoniae being one of the bacteria with the greatest capacity to develop resistance to multiple classes of
antibiotics, including carbapenems and fluoroquinolones. This resistance can be disseminated by mobile genetic
elements such as plasmids. Objective: To determine the frequency of plasmid-mediated quinone resistance (PMQR)
genes and evaluate their relationship with carbapenem resistance determinants in clinical isolates of K. pneumoniae.
Methodology: A cross-sectional, analytical, observational study with a quantitative approach was conducted using 96
clinical isolates recovered from a previous project. DNA extraction was performed by the boiling method, and PMQR
genes were detected by conventional PCR. Representative amplicons were sequenced using the Sanger technique, and
statistical analyses included frequencies, prevalence ratio and Phi coefficient. Results: The gnrB gene was most
frequently found among PMQR isolates (69.8%), followed by aac(6°)-1b-cr (30.2%) and gnrC (2.1%). No gnrA, gnrD,
gnrS, qnrVC, or gepA were detected. The aac(6’)-1b/aac(6’)-Ib-cr combination was found in 40.6% of isolates.
Although the prevalence ratio showed a positive association (PR = 1.91), it was not statistically significant (95% CI
= 1). The Phi coefficient indicated significant associations between certain PMQR alleles. Conclusion: In the 96 K.
pneumoniae isolates resistant or intermediate to at least one carbapenem antibiotic, a PMQR frequency of 90.6% was
observed, with the qnrB gene being the most frequently present. This study constitutes the first report in Colombia of
the detection of the gnrC gene in clinical isolates of K. pneumoniae, suggesting the possible introduction of non-

endemic mobile elements into the region.

" Degree Work

“Faculty of Health. School of Microbiology. Master in Microbiology. Director: Giovanna Rincén
Cruz. PhD. Pharmacy and Biochemistry. Codirector: Laura Fernanda Neira Fuentes. PhD.
Biomedical Sciences.



DETERMINACION DE GENES PMQR EN Klebsiella pneumoniae RESISTENTE A

CARBAPENEMICOS 11

Introduccion

Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en el siglo XX, se ha dado
paso a la evolucion de la medicina moderna, la cual ha hecho uso de los diferentes tipos de
antibidticos que han surgido desde entonces para tratar enfermedades de caracter infeccioso de
tipo bacteriano (American Chemical Society, 2023). El uso de estos antibidticos ha sido con fines
tanto terapéuticos como profilacticos en pacientes que ingresan a cirugia con el propdsito de
disminuir la morbilidad y mortalidad (Huemer, et al., 2020).

La Resistencia a los Antimicrobianos (RAM) se posiciona entre las diez principales
amenazas para la salud publica mundial, que debe ser atendida de manera urgente (World Health
Organization, 2025). Este fenémeno se da en gran medida por el uso inapropiado o excesivo de
los antimicrobianos, lo cual permite que los microorganismos desarrollen nuevos mecanismos de
resistencia a estos agentes, haciéndolos menos efectivos y en algunos casos ineficaces como
tratamiento (Huemer, et al., 2020; Murray et al., 2022a).

La amplia distribucion de microorganismos resistentes a antimicrobianos en diversos
ambientes como hospitales, hogares de adultos mayores, comunidades y entornos agricolas,
contribuye a la propagacion de la resistencia. Estos microorganismos pueden transmitirse entre
humanos, animales y el medio ambiente, lo que dificulta su control. (Bethesda, 2020)

Por otra parte, las altas tasas de infeccion bacteriana aumentan la carga de enfermedades,
la estancia hospitalaria, los resultados ineficaces en el tratamiento y el riesgo en procedimientos

médicos como trasplantes y cirugias (Wang, et al., 2020). Se estima que la RAM
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causa anualmente 1.27 millones de muertes y, segiin proyecciones, esta cifra podria ascender a 10
millones para el afio 2050 (World Health Organization, 2025).

Desde el punto de vista econémico, la RAM genera un impacto negativo en los sistemas
de salud debido a la necesidad de tratamientos prolongados, costosos y por requerir Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI), lo que implica una mayor inversion de capital econdmico para los
sistemas de salud. Un estudio publicado en “The Lancet” estimo6 que, anivel mundial, laRAM podria
incrementar los costos anuales de atencion médica hasta en 100 billones de dodlares para el afio
2050, lo cual representa una inversion del 3,8% del Producto Interno Bruto (PIB), segun datos
proporcionados por el Banco Mundial (World Health Organization, 2025).

Ante esta crisis, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé en el afio 2017, una
lista de los “patdogenos prioritarios”, resistentes a antibidticos, clasificdndolos en niveles de
prioridad media, alta y critica (World Helath Organization, 2021). Es de resaltar que en esta tltima
categoria se incluyen diferentes especies pertenecientes a los Enterobacterales, bacilos Gram
negativos con alta relevancia clinica por su capacidad de causar infecciones del tracto urinario,
respiratorio, gastrointestinal y del torrente sanguineo (Martin y Bachman, 2018).

Klebsiella pneumoniae es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, la
cual se ha identificado como la tercera causa de Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud
(TAAS) (Martin & Bachman, 2018). No obstante, la importancia de este patdgeno no solo reside
en la capacidad de causar virulencia en su hospedero, sino que también ha demostrado ser uno de
los microorganismos que presenta resistencia a un gran numero de antibidticos (Martin &

Bachman, 2018). Estudios realizados en K. pneumoniae han registrado tasas de resistencia que
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superan el 70%, ademas de presentar tasas de infecciones asociadas a mortalidad que oscilan entre
el 40 y el 70% (Li et al., 2022). Entre los antibioticos frente a los cuales presenta resistencia se
encuentran betalactamicos, aminoglucoésidos, polimixinas, carbapenémicos y fluoroquinolonas
entre otros (Zeng, et al., 2020).

K. pneumoniae cuenta con resistencia natural mediada por el gen cromosomico blasuv-1, el
cual le confiere resistencia a la ampicilina y ticarcilina, asi como sensibilidad disminuida o
intermedia a la piperacilina (Laboratory Standards Institute antimicrobial susceptibility testing,
2019). Adicionalmente, se destaca la capacidad de esta bacteria de adquirir genes de virulencia y
resistencia mediante elementos moviles como sucede con los carbapenémicos y otros antibidticos
permitiendo la propagacion de la resistencia y explicando la frecuente co-resistencia (European
Center For Disease Prevention And Control, 2024; Geetha et al., 2020; Zhan et al., 2021a), con
baja respuesta a tratamientos con antibidticos de amplio espectro como las fluoroquinolonas,
carbapenémicos y otros comunmente utilizados en estos casos como ceftazidima/avibactam
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2018).

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) define Enterobacterales
Resistentes a Carbapenémicos (ERC) a aquellas bacterias dentro de este orden que presentan
resistencia a al menos un carbapenémico o que producen enzimas de tipo carbapenemasas
(Pudpong, et al., 2022). Cuando esta condicion se cumple en K. pneumoniae, esta se denomina
bajo las siglas de KPRC (Centers for Disease Control and Prevention, 2019). La importancia de
las KPRC radica en su habilidad de causar infecciones graves y no facilmente tratables en
individuos sanos, lo cual se convierte en un problema de salud emergente a nivel mundial

(Pudpong et al., 2022).
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Los estudios clinicos de tratamiento de fluoroquinolonas para ERC son escasos, a pesar de
ello cominmente son utilizados en el tratamiento de Enterobacterales sensibles a carbapenémicos
(Wang, et al., 2020). Desafortunadamente, el uso de estos agentes para infecciones causadas por
ERC es limitado debido a las altas tasas de resistencia a fluoroquinolonas que pueden variar de 25
al 88% (Bethesda, 2020; Geetha et al., 2020a). Segliin analisis bibliométricos reportados, los
aislamientos de Klebsiella spp. resistentes a fluoroquinolonas emergen en diversos lugares del
mundo (Li et al., 2022; Yassine et al., 2019), tal como lo revelan estudios donde se presenta a K.
pneumoniae como el patdgeno bacteriano causante de aproximadamente 66.100 muertes asociadas
con RAM en laregion de las Américas en el ano 2019 (Aguilar et al., 2023; Murray et al., 2022b).

La resistencia a las quinolonas y fluoroquinolonas es explicada por diferentes mecanismos,
principalmente mutaciones en las regiones de gyrA y parC, ademas de la modificacion o
proteccion del sitio blanco, la presencia de bombas de expulsion, bloqueo de porinas y genes de
resistencia de codificacion plasmidica (PMQR) como aac(6’)-1b-cr, gepA y los diferentes genes
que codifican las proteinas Qnr (Yassine et al., 2019; Zeng, et al., 2020).

La resistencia a los antibidticos de quinolonas y fluoroquinolonas en K. pneumoniae se ha
visto influenciada por el mal uso de este tipo de antibidtico en el ambito hospitalario, asi como en
el sector veterinario y agropecuario, donde son empleados para el tratamiento como promotor de
crecimiento y control de infecciones, ocasionando un incremento en la aparicion y distribucion de
los determinantes de resistencias codificados en plasmidos (PMQR) (Yan et al., 2017). Por lo
anterior, se ha hecho necesaria la implementacion de una normativa para el uso de estos

antibidticos en estas practicas pecuarias (Arenas, et al., 2018) y concientizacién por parte de
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entidades como el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) (Instituto Colombiano Agropecuario,
2020).

Frente a esta problematica, la OMS lidera estrategias para la contencién de la RAM a nivel
global (Pan American Health Organization, 2021), que proporciona una guia y un marco para los
paises con el fin de desarrollar e implementar sus propias politicas y planes de accion. Ademas, ha
establecido el Grupo de Desarrollo de Resistencia a los Antimicrobianos (GLASS, por sus siglas
en inglés) para fortalecer la vigilancia de la resistencia bacteriana con el propdsito de facilitar la
generacion de datos epidemiologicos y el monitoreo de la resistencia a nivel mundial (World
Health Organization, 2022).

En Colombia, el Ministerio de Salud y Proteccion Social ha desarrollado el Plan Nacional
de Resistencia Antimicrobiana, que tiene como objetivo prevenir y controlar la resistencia a los
antimicrobianos en el pais, ademas de establecer un marco de trabajo para implementar acciones
en diferentes sectores, incluyendo la salud humana, la salud animal y el medio ambiente. Esta
normativa busca promover el uso adecuado de antimicrobianos, fortalecer la vigilancia de la
resistencia bacteriana y mejorar las practicas de prevencion y control de infecciones (Instituto
Nacional de Salud, 2022; Ministerio de Salud y Proteccidon Social, 2018).

Durante la pandemia por COVID-19, el pais registro un incremento del 300% en reportes
de resistencia en 2021, respecto a los dos afios anteriores (Ministerio de Salud, 2018). En el
departamento de Santander, se reportaron brotes de IAAS donde K. pneumoniae tue responsable
del 8,3% de los casos (Ministerio de Salud, 2018). Bucaramanga, que concentra la mayor parte de

la poblacion del departamento (2,3 millones de habitantes), reporta a K. pneumoniae como uno de
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los principales agentes etioldgicos de enfermedades infecciosas (Organizacion Mundial de la
Salud, 2021)

Segun cifras reportadas por la Secretaria de Salud y Ambiente, desde enero de 2016 a
marzo de 2023 se documentaron 1365 casos de infecciones asociadas a dispositivos hospitalarios,
en las cuales K. pneumoniae se posiciona como principal agente causal con 234 casos (Secretaria
de Salud y Ambiente, 2023). Por la anterior, se hace necesario identificar patrones de resistencia
para guiar el uso adecuado de antimicrobianos y tomar decisiones informadas en la prevencion y
control de infecciones (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).

Con respecto a la regién, Bucaramanga y su area metropolitana cuenta con la mayor
concentracion de la poblacion del departamento de Santander, alrededor de 2°306.000 habitantes
(Santander, 2023.), y posee la mayor cantidad de complejos hospitalarios del departamento
(Santander, 2023.). Sin embargo, la atencion en salud se concentra en uno de los principales
centros de referencia: FOSCAL, que atiende mas de 450.000 pacientes de todo el departamento al
afio (Clinica FOSCAL, 2014), y al cual se acopla una de las principales redes de laboratorios de la
region y centro del pais, el Laboratorio Clinico Higuera Escalante, del cual provienen los
aislamientos de este estudio, lo que permitird ampliar la informacion en la institucion hospitalaria
y aportar en el desarrollo de investigaciones que diluciden la problematica de la resistencia a los
antimicrobianos en esta region.

En este contexto, esta investigacion evalud la presencia de determinantes a
fluoroquinolonas codificados en plasmidos (PMQR) en aislamientos de K. pneumoniae con
resistencia o sensibilidad intermedia a al menos un carbapenémico, provenientes de un laboratorio

clinico del area metropolitana de Bucaramanga, aport6 evidencia local, sobre la
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frecuencia de estos genes. Asimismo, identificd posibles asociaciones entre los genes PMQR y los
determinantes de resistencia a carbapenémicos, aportando al conocimiento de los mecanismos de
resistencia emergentes en la region.

Por lo anterior, el presente estudio respondio la siguiente pregunta de investigacion ;Cual
es la frecuencia de genes PMQR y cudl es su relacion con genes codificantes de carbapenemasas
que se encuentran presentes en aislamientos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos de un

laboratorio clinico del area metropolitana de Bucaramanga?
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1 Marco conceptual y estado del arte

1.1 Antibidticos de amplio espectro: Carbapenémicos, quinolonas y fluoroquinolonas

Los antibitticos, entendidos como sustancias quimicas de origen natural o sintético que
inhiben o eliminan bacterias patdégenas (Mohr, 2016), son un grupo de medicamentos que han
revolucionado la medicina al proporcionar una herramienta efectiva para combatir infecciones
bacterianas y reducir las complicaciones causadas por infecciones que aparecen en procedimientos
como el trasplante de 6rganos y cirugias (Hutchings et al., 2019). Desde el desarrollo del salvarsan,
el primer antibidtico desarrollado por Paul Ehrlich para tratar Treponema pallidum, estos
medicamentos han salvado innumerables vidas gracias a su capacidad para eliminar o inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas, siendo cruciales en el tratamiento de enfermedades infecciosas
graves (Keeley et al., 2018).

Los antibidticos presentan una amplia variedad de mecanismos de accién que puede
clasificarse en cuatro grupos principales: I) inhibicion de la sintesis proteica, I1) Inhibicion de la
sintesis de pared celular, III) Inhibicion de la sintesis de los acidos nucleicos y 1V) Interferencia
con el metabolismo celular; lo cual ha permitido el desarrollo de numerosos antibioticos efectivos
contra diversos tipos de bacterias (Kapoor et al., 2017).

Mas de la mitad de todos los antibidticos disponibles y en desarrollo actualmente son 3-
lactamicos (Nicolau, 2008). Dentro de este grupo, los carbapenémicos desempefian un papel critico
en el tratamiento de infecciones graves causadas por bacterias resistentes. Desde su descubrimiento
en la década de 1980, los B-lactamicos han demostrado ser eficaces como tratamiento de ultima

linea debido a su relativa resistencia a la hidrolisis por la mayoria de B-lactamasas. Su espectro de



DETERMINACION DE GENES PMQR EN Klebsiella pneumoniae RESISTENTE A

CARBAPENEMICOS 19

accion abarca una amplia variedad de patogenos, incluyendo Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Enterobacterias resistentes a carbapenémicos (CRE) y Pseudomonas
aeruginosa (Coulthurst et al., 2005), lo que los convierte en una opcion vital en situaciones clinicas
criticas, como IAAS y sepsis.

Los carbapenémicos tienen una estructura similar a las penicilinas, compuestas por un
anillo de cinco miembros fusionado con un anillo B-lactdmico. Sin embargo, se diferencian de las
penicilinas por la presencia de un doble enlace C2-C3 y un carbono en lugar de azufre en la
posicion C1, lo que le confiere mayor potencia, estabilidad y espectro de actividad (Figura 1A)
(El-Gamal et al., 2017). El mecanismo de accion de los carbapenémicos se basa en la inhibicion
de la sintesis de la pared celular bacteriana mediante la formacion de complejos con Proteinas
Fijadoras de Penicilina (PBP), lo que genera una rapida destruccion de la célula (Breilh et al.,
2013).

Por otra parte, las quinolonas y fluoroquinolonas representan una clase fundamental de
antibidticos al desempefiar un papel crucial en la medicina moderna. Su importancia radica en la
eficacia para tratar una amplia gama de infecciones bacterianas, desde infecciones del tracto
urinario hasta infecciones respiratorias y gastrointestinales. Adicionalmente, son herramientas
valiosas en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes a otros antibioticos, lo
que las convierte en una opcién esencial en escenarios clinicos complejos (Pham et al., 2019).
Ademas de su espectro de actividad, la versatilidad de las quinolonas y fluoroquinolonas se refleja
en su capacidad para administrarse por via oral o intravenosa, lo cual facilita su uso tanto en el

ambito hospitalario como en el ambulatorio (Baggio & Ananda-Rajah, 2021; Bethesda, 2020).
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Las primeras quinolonas fueron descubiertas en 1960, especificamente el acido nalidixico,
siendo sus estructuras basicas biciclos con acidos carboxilicos y grupos ceto en las posiciones 3 y
4, respectivamente. Posteriormente, con el objetivo de ampliar su espectro de accion, se
introdujeron atomos de flaor en su estructura, dando origen a las fluoroquinolonas, una de las
clases de antibioticos mas formuladas, con eficacia frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas (Figura 1B) (Bush et al., 2020; Pham et al., 2019; Tang & Zhao, 2023).

El mecanismo de accion de las quinolonas se basa en su capacidad para inhibir dos enzimas
bacterianas esenciales: la ADN girasa (También conocida como topoisomerasa II) y la ADN
topoisomerasa I'V. Estas enzimas, que son heterotetrameros (formados por dos subunidades GyrA
y dos GyrB en el caso de la girasa, y por dos subunidades ParC y dos ParE en el caso de la
topoisomerasa V) (Fedorowicz y Saczewski, 2018), son indispensables en el proceso de mediar
la tension de la hélice de ADN gendmico durante los procesos de replicacion y transcripcion
bacteriana. Al unirse al complejo enzima-ADN, las quinolonas inhiben el superenrollamiento y la
relajacion del ADN, evitando el movimiento de las horquillas de replicacion y los complejos
transcripcionales, inhibiendo asi el crecimiento bacteriano (Hooper & Jacoby, 2015). La ADN
girasa es una enzima indispensable que se encuentra presente en todas las bacterias y esta ausente
en seres humanos, lo que convierte a esta enzima en un blanco terapéutico ideal para los

antimicrobianos (Bush et al., 2020; Tang & Zhao, 2023).
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Figura 1

Estructura de los antibidticos de amplio espectro A) Carbapenémicos y B) Fluoroquinolonas.
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1.2 Multiresistencia en Klebsiella pneumoniae: una preocupacion en el ambito clinico

1.2.1 Mecanismos de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas en K. pneumoniae

A pesar de los avances médicos alcanzados gracias a los antibioticos, la resistencia a los
antimicrobianos es, en parte, un proceso natural que ocurre en el mundo microbiano. Las bacterias
y otros microorganismos tienen la capacidad de adaptarse y evolucionar para sobrevivir en
ambientes cambiantes, lo cual incluye desarrollar mecanismos de resistencia a sustancias quimicas,
como los antimicrobianos. Sin embargo, el uso excesivo y no regulado de estos medicamentos ha
acelerado este proceso natural, contribuyendo a la apariciéon de infecciones intratables o dificiles
de tratar.

K. pneumoniae es una bacteria Gram negativa, miembro del orden Enterobacterales y la
familia Enterobacteriaceae, no exigente, encapsulada y ubicua, presente en las mucosas de
animales y en matrices ambientales. En los seres humanos se encuentra en el tracto gastrointestinal

y en nasofaringe, nichos a través de los cuales puede ingresar a circulacion sanguinea y otros
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tejidos, causando infecciones del tracto urinario, neumonia, abscesos hepaticos, infecciones del
torrente sanguineo y de heridas o tejidos blandos, principalmente en pacientes vulnerables, tales
como la poblacién adulta mayor, recién nacidos, individuos con dispositivos médicos insertados y
pacientes inmunocomprometidos (Mancuso, et al., 2021; Wang, et al., 2020).

Desde 1882, K. pneumoniae ha sido reconocida como un importante agente patdogeno
dentro de las IAAS, lo que ha ocasionado que en la actualidad pertenezca al grupo ESKAPE, el
cual retine bacterias altamente resistentes responsables de infecciones nosocomiales,
especialmente en UCI, prolongando la estancia hospitalaria y un alza en los costos sanitarios
(Santajit & Indrawattana, 2016; Wyres, Lam y Holt, 2020). Concretamente, K. pneumoniae esta
entre los principales agentes de bacteriemia, neumonia y de infecciones del tracto urinario en
entornos clinicos, gracias a su capacidad para adquirir y diseminar genes de resistencia, lo que lo
convierte en uno de los miembros mas temidos del grupo (Curefio-Diaz et al., 2024).

Actualmente, en el ambito clinico se han documentado casos de resistencia a todas las
categorias de antimicrobianos empleados para el tratamiento de infecciones asociadas a K.
pneumoniae, lo cual estd relacionado con su amplia plasticidad y capacidad de adquirir material
genético movil, como los plasmidos (Smith et al., 2023; Wyres et al., 2020). Este tipo de genes
hacen parte del resistoma, entendido una coleccion de todos los genes de resistencia antimicrobiana
y sus precursores en bacterias patdgenas y no patogenas (Kim & Cha, 2021).

Con respecto a los B-lactamicos, Klebsiella spp. presenta una resistencia intrinseca a la
ticarcilina y ampicilina, debido a la presencia cromosomal del gen blasuy, el cual codifica para una
B-lactamasa tipo A denominada SHV-1. Igualmente, este microorganismo tiene la capacidad de

adquirir otros genes codificantes para B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) y para
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carbapenemasas, ampliando el rango de resistencia a las cefalosporinas, monobactamicos y
carbapenémicos en general (Navon-Venezia et al., 2017).

Para el caso de las quinolonas, el resistoma de K. prneumoniae abarca un amplio rango de
mecanismos de resistencia, incluyendo mutaciones genéticas en el sitio blanco, mayor expresion
de bombas de eflujo, presencia de enzimas modificadoras y/o proteinas protectoras del sitio blanco
(Jana et al., 2017; Navon-Venezia et al., 2017; Wyres et al., 2020). El principal mecanismo por el
cual se confiere resistencia a las quinolonas y fluoroquinolonas son mutaciones en las Regiones
Determinantes de Resistencia a Quinolonas (Quinolone Resistance Determinants Regions -
QRDR-) de genes que codifican las dianas del antibidtico, es decir, las topoisomerasas,
especificamente los genes gyrd y parC (Wyres & Holt, 2016).

Adicionalmente, es importante resaltar que esta especie también cuenta con mecanismos
codificados por genes adquiridos mediante transferencia horizontal, principalmente transportados
por plasmidos, elementos genéticos extra cromosdmicos y auto replicativos (Virolle et al., 2020).
Tal es el caso del grupo gnr, un tipo de genes de resistencia a quinolonas mediados por plasmidos
(PMQR), los cuales codifican proteinas que se cree que protegen fisicamente a la ADN girasa y la
topoisomerasa IV de la actividad inhibitoria del antibiotico (Navon-Venezia et al., 2017).

A la fecha se han reportado mas de 100 plasmidos que codifican genes de resistencia a
antimicrobianos, existiendo la posibilidad que un clon de K. pneumoniae porte multiples plasmidos
y adquiera asi resistencia a diferentes tipos de antibioticos. Los aislamientos KPRC se encuentran
entre los mayores desafios debido a la escasez de opciones terapéuticas, escenario que empeora
por la emergencia de aislamientos coproductores de carbapenemasas (Incluyendo serin y metalo

carbapenemasas), lo que dificulta ain mas el tratamiento (Lan et al., 2021). Ademas de ello, este
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tipo de aislamiento presenta resistencia a otro grupo de antibioticos como las quinolonas y
fluoroquinolonas, por lo cual es usual encontrar genes PMQR (Mataseje et al., 2022; Zeng, et al.,
2020; Alhazmi et al., 2022).

La problematica de la resistencia a los antimicrobianos a nivel mundial ha sido
ampliamente estudiada en diferentes paises, donde centran las investigaciones en los
microorganismos de prioridad critica reportados por la OMS, teniendo en cuenta la epidemiologia
y resistencia en cada region, asi como la vigilancia y monitoreo de los antibidticos (World Health
Organization, 2022). En los ultimos 10 afios la frecuencia de publicacion con respecto a la
resistencia de Klebsiella pneumoniae hacia los antibidticos de amplio espectro como las
fluoroquinolonas ha presentado fluctuaciones en la produccion de literatura cientifica, en donde se
presentan picos para los afios 2016 y 2019 (Li et al., 2022).

Entre los paises que lideran la publicacion en este campo, China y Estados Unidos se
destacan por ser los mayores contribuyentes de este tipo de literatura, relacionado a las altas tasas
de resistencia en enfermedades infecciosas y en la caracterizacion de los mecanismos moleculares
con los cuales Klebsiella spp. es capaz de evadir la accion de los antimicrobianos (Li et al., 2022).

Las investigaciones con respecto a la resistencia a antibioticos de amplio espectro como
los carbapenémicos y las fluoroquinolonas en Klebsiella pneumoniae se han centrado en describir
los mecanismos de resistencia, la forma en la que se adquieren y cuéles son los impactos que estos
ocasionan en la salud publica (Akya et al., 2017; Candan y Aksoz, 2015; Frost et al., 2005), ademas
de describir la relacién que puede existir entre los determinantes de resistencia para los dos tipos

de antibioticos mencionados (Zeng, et al., 2020).
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Ademas de la resistencia a las quinolonas y las fluoroquinolonas mediada por mutaciones
en QRDR, destacan los elementos genéticos moviles que facilitan el incremento en los niveles de
resistencia, tales como los plasmidos que llevan consigo genes que confieren en algunos casos la
disminucién a la sensibilidad del antibidtico y conllevan a la generacion de mutaciones
cromosomales generando el aumento en la resistencia a este grupo de antibioticos (Li, et al., 2022;
Wang, et al., 2020).

Los estudios a quinolonas actualmente se han centrado en investigar la prevalencia de los
determinantes PMQR, principalmente en ambientes acudticos y la relacion que estos tienen
dependiendo el tipo de afluente de donde provienen estas muestras (Amin et al., 2021; Yan et al.,
2017). Estudios recientes han identificado un nuevo gen PMQR que codifica para la enzima CrpP,
la cual confiere resistencia a la ciprofloxacina mediante degradacion del antibidtico en
Pseudomonas aeruginosa PAO1 e incrementa en 7.5 veces la concentracion minima inhibitoria en
Escherichia coli J53- 3 cepa susceptible (Yassine et al., 2019).

En Colombia, la vigilancia de la RAM en bacterias patdgenas inicid en la década de los
afios noventa. Sin embargo, a la fecha también se lleva a cabo una caracterizacion fenotipica y
genotipica de estos microorganismos (Lopez Velandia et al., 2016). Es importante destacar que
para el ano 2021, Colombia fue incluida en el Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia y
el Uso de Antimicrobianos (GLASS, por sus siglas en inglés), permitiendo visualizar el panorama
de como se encuentra el pais en cuestion de RAM comparando con los reportes de los demas paises

que se encuentran dentro de este sistema (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).
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Los datos en Colombia describen a las enterobacterias como las causantes de la mayoria
de las infecciones, con una representacion del 30% de infecciones en sangre, 65%
gastrointestinales, 75% del tracto urinario y 30% de infecciones respiratorias de vias bajas (Lopez
Velandia et al., 2016); Vergara y colaboradores describieron en un estudio realizado en Narifio, en
este grupo bacteriano, los genes blacrx-m, blasuy y blaxpc, que codifican para B-lactamasas de
espectro extendido y carbapenemasas, ademés de las fluoroquinolonas en donde el gen mas
frecuente fue aac(6’)-1b-cr (Vergara, 2020) se identificaron la presencia de los alelos QnrBlI,
QnrB6 y QnrS1 (Hernandez Péez, 2023). Adicionalmente, se sigue reportando a Klebsiella
pneumoniae como el principal agente causal de las infecciones asociadas a dispositivos (Secretaria
de Salud y Ambiente, 2023).

Aunque en la ultima década ha aumentado la produccion cientifica relacionada con los
mecanismos de resistencia antimicrobiana en Klebsiella pneumoniae, gran parte de estos estudios
se han enfocado en la resistencia a betalactdmicos y fluoroquinolonas desde una perspectiva
general. En contraste, son menos los trabajos que exploran con detalle la implicacion especifica de
genes de resistencia plasmidica en la resistencia a carbapenémicos, a pesar del rol fundamental que
desempefian estos elementos moviles en la diseminacion de genes entre bacterias. En este sentido,
el presente estudio aporta evidencia clave al centrarse precisamente en esa interrelacion,
ofreciendo un analisis mas focalizado y actualizado que contribuye a cerrar una brecha en el
conocimiento actual en la region. Ademas, los avances recientes en secuenciacion genomica y
analisis bioinformatico han facilitado una caracterizacion mas exhaustiva de estos mecanismos, lo
que fortalece la capacidad de vigilancia y control frente a cepas multirresistentes emergentes

(Mataseje et al., 2022).
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1.2.2 Genes de resistencia a quinolonas mediados por plasmidos (PMQR)
1.2.2.1 Proteinas Qnr

Los gnr hacen parte del grupo de genes presentes en plasmidos que confieren resistencia a
quinolonas, los cuales codifican para proteinas que presentan una repeticion en tandem de cinco
amino acidos, a la fecha se han reportado los genes gnrA, gnrS, gnrB, gnrC, gnrD, gnrVC (Hooper
& Jacoby, 2015) y mas recientemente el gen gnrE (Wang, et al., 2021); adicionalmente, cada uno
de estos genes presenta una gran variedad de alelos, siendo el més frecuente y con el mayor numero
de alelos gnrB dentro del grupo de Enterobacterales (Garcia et al., 2018; Mayta Fernandez, 2020).

Dentro de los PMQR, se han identificado 120 variantes de gnr, agrupadas en siete familias:
gnrA que cuenta con doce alelos, gnrB con 86 alelos, gnrC, gnrD con tres alelos, gnrS con catorce
alelos y gnrE con cuatro alelos, las cuales se han encontrado entre los miembros de la familia
Enterobacteriaceae (NCBI, 2023; Yassine et al., 2019). La séptima familia gnrV'C se detectan
principalmente en Vibrio cholerae y otros Vibrio spp y cuenta con nueve alelos diferentes.

Los genes del grupo gnr se encuentran generalmente en pldsmidos de multiresistencia
vinculados a otros determinantes de resistencia. Los genes de B-lactamasa, incluidos las BLEE,
enzimas AmpC y carbapenemasas, se han reportado frecuentemente. Los alelos de gnrB también
se encuentran a menudo en pldsmidos vinculados a porciones variables de los operones de los
genes psp (Proteina de choque de fagos) y sap (Transportador de péptidos ABC, proteina de union
a ATP); estos genes flanquean gnrB en el cromosoma de varias especies de Citrobacter, y su
coadquisicidon con gnrB es uno de los argumentos a favor de Citrobacter como fuente de alelos

gnrB (Hooper & Jacoby, 2015).
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El mecanismo por el cual la proteina Qnr confieren una disminucion a la sensibilidad hacia
las quinolonas por parte de estas proteinas ain no se ha esclarecido, sin embargo, se cree que la
estructura de estas proteinas compite con el ADN, evitando la formacion del complejo enzima-

sustrato sobre el cual actlia este tipo de antibidticos (Hooper & Jacoby, 2015).

1.2.2.2 Variante de la enzima modificadora de aminoglucésidos aac-(6°)-1b-cr

Otro gen de tipo PMQR es el aac-(6')-1b-cr (Geetha et al., 2020a), el cual codifica para la
variante de la enzima aminoglucosido acetiltransferasa, la cual acetila el grupo flior de las
fluoroquinolonas, haciendo que pierdan afinidad hacia el complejo ADN - topoisomerasa. Dentro
del grupo de los PMQR, este mecanismo puede presentarse con frecuencias de hasta el 89% en
aislamientos de K. pneumoniae (Geetha et al., 2020).

En comparacién con otras enzimas aac(6')-1b, la variante —cr tiene dos sustituciones de
aminoacidos unicas: Trp102Arg y Aspl179Tyr, ambas necesarias para la actividad de acetilacion
de quinolonas, lo que sugiere que la sustitucion de Aspl179Tyr es particularmente importante para
permitir interacciones de apilamiento m con el anillo del antibidtico y asi facilitar la union de la
quinolona. El papel de Trpl02Arg es posicionar la cara Tyr para una interaccion Optima o para
formar enlaces de hidrogeno con grupos ceto o carboxilo de la quinolona para anclarla en su lugar
(Hooper & Jacoby, 2015).

El gen aac(6')-1b-cr se encuentra generalmente en un casete como parte de un integron en
un plasmido de multiresistencia, que puede contener otros genes PMQR. La asociacion con ESBL

CTX-M-15 es particularmente comun.
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1.2.2.3 Bombas de eflujo QepA y OqxAB

Finalmente, las bombas de expulsion codificadas por los genes gepA y ogxAB juegan un
papel importante en la resistencia hacia este tipo de antibioticos, disminuyendo las concentraciones
en el interior de las células bacterianas (Hooper & Jacoby, 2015). QepA es una bomba de eflujo
mediada por plasmidos de la familia de los facilitadores principales (MFS) que disminuye la
susceptibilidad a las fluoroquinolonas hidrofilas, especialmente ciprofloxacino y norfloxacino. El
gen gepA se ha encontrado en plasmidos que también codifican la aminoglucosido metilasa
ribosomal rmtB. Las diferencias sustanciales en la resistencia a las quinolonas producidas por
diferentes transconjugantes de gepA sugieren variabilidad en el nivel de expresion por mecanismos
que atn no se han definido (Hooper & Jacoby, 2015).

Para el caso de OqxAB, corresponde a una bomba de eflujo de la familia RND, reconocida
inicialmente en plasmidos transmisibles responsables de la resistencia al olaquindox, medicamento
utilizado para mejorar el crecimiento en cerdos. Tiene una amplia especificidad de sustrato, que
incluye cloranfenicol, trimetoprima y quinolonas como ciprofloxacino, norfloxacino y acido
nalidixico. Se ha encontrado los genes codificantes para oqxAB en pldsmidos en aislados clinicos
de E. coli y K. pneumoniae y en el cromosoma y en plasmidos de Salmonella Enteritidis
flanqueados en ambas ubicaciones por elementos similares a IS26. Ademas, se ha reportado que
puede estar presente en el cromosoma de bacterias como Klebsiella pneumoniae, haciendo dificil
diferenciar mediante técnicas tradicionales de biologia molecular como PCR si este gen se esta

expresando en el pladsmido o hace parte del cromosoma bacteriano (Yassine et al., 2019).



DETERMINACION DE GENES PMQR EN Klebsiella pneumoniae RESISTENTE A

CARBAPENEMICOS 30

2 Objetivos

2.1 Objetivo General

Determinar la frecuencia de genes de resistencia a quinolonas mediados por plasmidos
(PMQR) y su relacion con los determinantes de resistencia a carbapenémicos presentes en
aislamientos de Klebsiella pneumoniae de un laboratorio clinico del area metropolitana de

Bucaramanga.

2.2 Objetivos Especificos

Establecer la presencia y tipo de los genes PMQR en los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae resistentes a carbapenémicos mediante técnicas moleculares.

Relacionar los genes detectados de resistencia a quinolonas de codificacion plasmidica con

los determinantes de resistencia a carbapenémicos en los aislamientos.
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3 Metodologia

3.1 Diserio

3.1.1 Tipo de estudio

La presente investigacion se plantea como un estudio de tipo observacional, analitico y de
corte transversal, con un enfoque cuantitativo. Se utilizaron fuentes de informacion secundaria,
haciendo uso de aislamientos recuperados de muestras obtenidas entre octubre del 2020 y mayo
del 2021 que pertenecen a un proyecto previo, y una fuente de informacion primaria de la deteccion

de los genes PMQR.

3.1.2 Poblacion de estudio

La muestra microbioldgica empleada corresponde a 96 de 100 aislamientos viables de K.
pneumoniae resistentes al menos a un antibiotico de carbapenémico, que hacen parte de la
coleccion de la Escuela de Microbiologia y que fueron utilizados en un proyecto anterior de la Msc
Natalia Aldana titulado “Evaluacion de la concordancia entre dos métodos microbiolégicos y una
técnica molecular para la deteccion de carbapenemasas en aislamientos de Klebsiella pneumoniae
resistente a carbapenémicos”. En dicho proyecto se calcul6 el tamafio de muestra teniendo en cuenta
el historial de aislamientos resistentes a carbapenémicos reportados por el Laboratorio Clinico
Higuera Escalante & Cia. SAS en los ultimos tres afios, ademas de reportes de la literatura. El
numero de aislamientos finalmente determinados se estimo6 con un indice de concordancia Kappa
de 0,85, con 95% de confianza y una precision de 0,112 (Calculo realizado mediante el software

Epidata 4.0).
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Los 96 aislados empleados se recuperaron de pacientes de ambos sexos y de diferentes
tipos de muestras incluyendo orina, hemocultivo, hisopado rectal, secrecion bronquial, punta de
catéter, liquido peritoneal, aspirado traqueal, esputo y lavado bronquial. Estas muestras provenian
de servicios de atencion como Unidad de Cuidados Intensivos(UCI) adultos, hospitalizacion,

consulta externa, hemato-oncologia, urgencias, referencia y cirugia.

3.1.3 Extraccion de ADN total de los aislamientos de K. pneumoniae

Se realiz6 la extraccion de ADN total mediante el método de ebullicion, partiendo de
aislamientos puros recuperados en medio selectivo y diferencial (MacConkey) de la siguiente
manera: Se prepard una suspension de bacterias con una asada en 200 pl de agua milliQ estéril, la
cual se llevd a ebullicion a 95°C por 20 minutos. Con el fin de precipitar los restos celulares, se
realizd una posterior centrifugacion a 6.000 r.p.m. por cinco minutos en una microcentrifuga y el
sobrenadante recuperado se transfirid a microtubos estériles. La concentracion de ADN y la
verificaron de indices de calidad (Absorbancia 260/280 y 260/230) se determiné mediante la
lectura en el NanoDrop. Para su posterior analisis mediante PCR, las muestras de ADN se llevaron

a congelacion (-20°C) hasta su uso, tal como se describe en el protocolo de (Rincon et al., 2015).

3.1.4 Deteccion de genes PMQR por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizo la deteccion de los genes gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gnrVC, gepA'y aac (6')-
Ib-cr mediante PCR con primers especificos (Tabla 1), previamente estandarizados (Apéndice A).
Se utilizaron aislamientos control correspondientes a cepas de E. coli y K. pneumoniae

pertenecientes a proyectos anteriores, previamente secuenciados.
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Se hizo uso de la enzima Taq polimerasa de la casa comercial (Thermo scientific), los
primers utilizados fueron sintetizados por MacroGen Korea y la enzima de digestion enzimatica

(BtsCI) fue adquirida de la mar NewEngland.

3.1.5 Digestion con enzima de restriccion para la variante acc(6’)-1b-cr

Para la deteccion de la variante de la enzima modificadora de aminoglucosidos, posterior
a la amplificacion mediante PCR del gen, se realiz6 una digestion enzimatica con BtsCI, segiin
recomendaciones del fabricante: Para una reaccion se agregd 1pug de ADN, 5Sul de Buffer NE 10X,
1ul de la enzima BtsCI y se llevo hasta 50ul de agua libre de nucleasas; se mezclo suavemente con
la micropipeta y en microcentrifuga brevemente, posterior a ello se incubd a 50°C de 5 a 15

minutos y para su inactivacion se llevo a 80°C por 20 minutos.

3.1.6 Visualizacion de los productos amplificados

Los productos amplificados por PCR fueron separados en geles de agarosa al 2%
preparados en buffer Tris Acetato EDTA (TAE-1X), como intercalante de ADN se utilizé Midori
Green® (1X) y el marcador de peso molecular de 100pb (NEW ENGLAND BioLabs). La
electroforesis se realizé a un voltaje constante de 90 voltios durante 60 minutos. Posteriormente,

los geles fueron visualizaron y documentados con el equipo ChemiDocTM Bio-Rad.

3.1.7 Secuenciacion SANGER
A partir de cada gen PMQR encontrado, se envi6 a secuenciar la totalidad de amplicones
obtenidos gnrC (2) y gnrB (63) junto con el servicio de purificaciéon mediante electroforesis capilar

para cada amplicon, como verificacion de identidad.
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Esta secuenciacion se realizo sobre ambas cadenas como servicio externo en Macrogen,
Corea. A partir de las lecturas crudas obtenidas, se hizo un control de calidad inicial y la generacion
de secuencias consenso en el programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Posteriormente, se

realizé el alineamiento en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Tabla 1

Primers para la deteccion de genes PMQR en Klebsiella pneumoniae.

Gen Secuencia 5°-3’ Tamaifio (pb) Ta (°C) Referencia
qnrA F GCCGTATGGATATTATTGA 662 56 Benaicha et al.,
R CTAATCCGGCAGCACTAT 2017
qnrB F GGMATHGAAAATCGCCACTG 264 55 Cattoir et al.,
R  TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 2007
qnrBL F ATGWYGYCATTACTGTATA 676 54 Cruz et al., 2013
R CCMATHAYMGCGATRCCAAG
gnrBC F GTTRGCGAAAAAATTRACAG 626 51 Cruz et al., 2013
R CCMATHAYMGCGATRCCAAG
qnrC F GGGTTGTACATTTATTGAATCG 330 50 M. Wang et al.,
R CACCTACCCATTTATTTTCA 2009
qnrD F AACAAGCTGAAGCGCCTG 582 55 Cavaco et al,,
R CGAGATCAATTTACGGGGAATA 2009
qnrS F TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 427 54 Cattoir et al.,
R  GCAAGTTCATTGAACAGGGT 2007
qnrVCl F TTAGTCAGGAACAATGATTAC 656 45 Cavaco et al.,
R TGGAAAAATCAAAGCAATTAT 2009
qurVC2 F GTTATATGTACAAGCAGACT 554 45 Cavaco et al.,
R TCCGAGGGTCTAAACCATACA 2009
aac(6’)-Ib F CGATCTCATATCGTCGAGTGTT 476 60 Cruz et al., 2013
R TTAGGCATCACTGCGTGTTC
qepA F  AACTGCTTGAGCCCGTAGATC 502 63 Cruz et al., 2013
R  ACATCTACGGCTTCTTCGTCG
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3.1.8 Analisis estadistico

La frecuencia de los genes PMQR se determind mediante la presencia o ausencia del gen
en los aislamientos evaluados. Se calcularon las frecuencias de los PMQR, expresadas como
porcentajes de la presencia del gen sobre el total de aislamientos. La asociacion con los
determinantes de resistencia a carbapenémicos se realizé por medio de la razén de prevalencia y la
correlacion entre estos haciendo uso del coeficiente de Phi, evaluando tanto la presencia de los determinante
PMQR con los determinantes de resistencia a carbapenémicos con los que contaba cada aislado.

Todas estas pruebas fueron llevadas a cabo en R y RStudio 4.4.1.
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4  Aspectos éticos

El presente trabajo de investigacion se planted como una investigacion cientifica basica sin
fines comerciales, aprobado por el CEINCI — UIS segtin consta en el Acta N° 20 del 26 de julio
del 2024. Este trabajo se desarroll6 a partir de 96 aislamientos de Klebsiella pneumoniae obtenidos
en el proyecto realizado por la MSc Natalia Aldana como fue mencionado anteriormente, por tanto
es considerado sin riesgo al no involucrar interaccion directa con pacientes, no obtener muestras
derivadas de humanos o animales, no vincular sujetos, ni realizar colecta de muestras clinicas o
bioldgicas a partir de ellos.

De acuerdo con las definiciones establecidas en el Decreto 1376 de 2013, se debe destacar
que el microorganismo objeto de estudio, Klebsiella pneumoniae, no es considerado como un
organismo silvestre de la diversidad bioldgica debido a que se trata de un aislado clinico de origen
humano y no se recolectd de un entorno natural, sino que se obtuvo de los aislamientos
almacenados a -80°C en instalaciones de los laboratorios de la Escuela de Microbiologia de la
Universidad Industrial de Santander.

Es relevante senalar que la Unidad de Investigaciones del Laboratorio clinico Higuera
Escalante & Cia. SAS emiti6 la respectiva autorizacion para la manipulacion de estos aislamientos
(Apéndice B). El manejo de los aislamientos se llevd a cabo en los laboratorios de la Escuela de
Microbiologia y los andlisis moleculares se realizaron en el Laboratorio Central de Investigaciones
de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, con todas las normas de
bioseguridad correspondientes, utilizando elementos de proteccion personal como guantes, gorro,

bata, tapabocas, entre otros; garantizando el manejo seguro por parte de los investigadores. Los
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laboratorios en donde se manipularon las muestras y los microorganismos cuentan con la
infraestructura adecuada en cuanto a separacion y especialidad de areas, los equipos disponibles
son los adecuados de acuerdo con el nivel de seguridad biologica requerido, segun la Resolucion
8430 de 1993, capitulo I, titulo IV.

Se conto con protocolos de manejo y separacion de los residuos bioldgicos y quimicos
generados como producto de las metodologias aplicadas en el proyecto, acogiéndose a la Politica
Ambiental (ACS No. 085 de 2011) y la Politica SYSO (ACS No. 086 de 2011) de la Universidad
Industrial de Santander. Los materiales de desecho fueron autoclavados e inactivados antes de su
eliminacion, segun lo consignado en el Plan de Gestion Integral de Residuos (PGIR), los reactivos
fueron dispuestos adecuadamente de forma que no impacten negativamente en el medio ambiente.

Adicionalmente, se dio cumplimiento a las normas para el trabajo seguro del Sistema de
Gestion Integral, de acuerdo con la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de la
Republica de Colombia, en el cual se aborda la bioseguridad en las investigaciones referente al
trabajo con microorganismos patdgenos. Finalmente, el manejo de los residuos quimicos se
efectud segun las directrices para la separacion de residuos, el tratamiento y verificacion de su
correcta disposicion, segun lo establecido en el Articulo 6 del Decreto 4741 de 2005, atendiendo

a horarios y rutas de recoleccion, caracteristicas de almacenamiento y directrices generales.
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5 Resultados y Discusion

5.1 Origen y caracteristicas de los aislamientos

Se analizaron 96 de los 100 aislamientos de K. pneumoniae que hacen parte del estudio;
los cuatro aislamientos restantes no pudieron recuperarse de -80 °C, ya que no presentaron
crecimiento al momento de su reactivacion. De los aislamientos clinicos evaluados, el 46,9 % (n =
45) correspondian a infecciones en mujeres y el 53,1 % (n = 51) a infecciones en hombres (Tabla
2). Estos aislamientos se obtuvieron de diferentes tipos de muestras, siendo mas frecuentes los
provenientes de orina (40,6 %), seguido de hemocultivos (15,6 %) y secreciones bronquiales (14,6
%). Esta distribucion coincide con lo reportado en estudios internacionales, los cuales indican que
las muestras urinarias y respiratorias son las que con mayor frecuencia presentan aislamientos de
K. pneumoniae resistentes, portadoras de genes como blaxrc y B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), los cuales confieren resistencia a antibidticos betalactdmicos, incluidos los
carbapenémicos, representando entre el 60 % y el 75 % de los casos clinicos (Vannice et al., 2019).

Los aislados provenientes de hemocultivo (15,6%) y de liquidos bronquiales (15,6%)
reflejan una situacion de riesgo clinico relevante, en el cual este tipo de bacterias podrian llegar a
causar infecciones invasivas, de dificil tratamiento, como se evidencia en el estudio publicado por
Baral, 2024, en el cual 61% de los aislados de K. pneumoniae presentaron resistencia a meropenem
y al menos el 47% de estos producian carbapenemasas de tipo KPC, lo cual limita en gran parte

las opciones terapéuticas (Baral et al., 2024).
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Con respecto a los servicios asistenciales relacionados con el origen de los aislamientos, se
observd que en su mayoria provenian de la UCI adultos (27,1 %) y hospitalizacion (22,9 %), lo
cual coincide con estudios que estiman que alrededor del 50% de las infecciones causadas por
patogenos resistentes se presentan en la UCI y/o hospitalizacion (Rigatou et al., 2025), resaltando
a estos entornos como focos criticos para la generacion y transmision de aislamientos resistentes

(Masalane et al., 2025).

5.2 Prevalencia de los determinantes de resistencia a carbapenémicos

Los aislamientos incluidos en este estudio contaban con una caracterizacion previa de los
determinantes de resistencia a carbapenémicos que estaban presentes, obtenida mediante la
aplicacion de métodos moleculares y fenotipicos, evaluando tanto serincarbapenemasas
(Especificamente, KPC, OXA-48 y GES) como metalocarbapenemasas (NDM, IMP y VIM).
Dicho andlisis reporto a la carbapenemasa de K. pneumoniae (KPC) como el determinante mas
prevalente, el cual se detectd en el 86,5% (n=83) de los aislamientos, seguido de la metalo-p3-
lactamasa de Nueva Delhi (NDM) con un 8,3% (n=8) y finalmente la Metalo-B-lactamasa
codificada por el Integron de Verona (VIM) con 6,2% (n=6). Para el caso de la Metalo-f-lactamasa
de Imipenemasa (IMP), la Oxacilinasa (OXA-48) y la B-lactamasa de espectro extendido de
Guayana (GES) de la cual no se obtuvo resultados positivos (Figura 2).

Estos resultados concuerdan con lo descrito a nivel mundial, donde KPC se reconoce como
una de las carbapenemasas mas prevalentes. Estudios llevados a cabo en Europa y China
evidenciaron prevalencias del gen blaxpc que oscilaron entre 46% y 73%, respectivamente (Budia-

Silva et al., 2024; Lei et al., 2024; Meng et al., 2019).
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Tabla 2

Origen de los aislamientos de K. pneumoniae segin tipo de muestra y sexo del paciente.

Tipo de muestra n (%) Total
Sexo Orina Hisopado S. Bronquial L. Esputo Hemocultivo L. peritoneal Aspirado Punta de catéter Cepa de Desconocido n (%)
rectal Bronquial traqueal referencia
Masculino 19 (19,8%) 7(7,3%) 4 (4,2%) 1 (1,0%) 0 (0,0%) 9 (9,4%) 2 (2,1%) 2 (2,1%) 2(2,1%) 2(2,1%) 3(3,1%) 51(53,1%)
Femenino 20 (20,8% 7 (7,3%) 10 (10,4%) 0 (0,0%) 2 (2,1%) 6 (6,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 45 (46,9%)
Servicio
Consulta externa 12 (12,5%) 1 (1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 14 (14,6%)
TMS Hemato- 4 (4,2%) 7 (7,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (2,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 13 (13,5%)
Oncologia
UCI adultos 7 (7,3%) 0 (0,0%) 10 (10,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 7 (7,3%) 0 (0,0%) 1(1,0%) 1 (1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 26 (27,1%)
Hospitalizacion 5(5,2%) 6 (6,3%) 4 (4,2%) 0 (0,0%) 1(1,0%) 4 (4,2%) 1(1,0%) 0 (0,0%) 1(1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 22 (22,9%)
Urgencias 8 (8,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,0%) 1(1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 10 (10,4%)
Referencia 3(3,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,0%) 0 (0,0%) 1(1,0%) 0 (0,0%) 2 (2,1%) 0 (0,0%) 7(7,3%)
Cirugia 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,0%)
Desconocido 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (3,1%) 3 (3,1%)
Total n(%) 39 (40,6%) 14 (14,6%) 14 (14,6%) 1(1,0%) 2 (2,1%) 15 (15,6%) 2 (2,1%) 2 (2,1%) 2 (2,1%) 2 (2,1%) 3(3,1%) 96
(100,0%)

Nota: S. bronquial: Secrecion Bronquial; L.Bronquial: Lavado Bronquial; TMS: Tratamiento Multidisciplinario; L.peritoneal: Lavado

peritoneal; Cepa de referencia: Aislamiento de referencia; Desconocido: No se especifica el servicio del cual proviene.



DETERMINACION DE GENES PMQR EN Klebsiella pneumoniae RESISTENTE A

CARBAPENEMICOS 40

Con respecto a América Latina y el Caribe, se ha documentado una rapida y sostenida
diseminacion del gen blakpc, considerandose endémico en paises como Argentina, Brasil y
Colombia (Romero Thomas et al., 2022). Aunque en menor proporcion, la presencia de metalo-f3-
lactamasas como NDM y VIM representan una amenaza considerable, debido a que tratamientos
que incluyen inhibidores de B-lactamasas, tales como avibactam y vaborbactam, presentan una

eficacia limitada, especialmente cuando estas enzimas se coproducen junto con carbapenemasas

tipo serina (Li et al., 2024; Yuan et al.; 2024).
Figura 2

Prevalencia de los determinantes de resistencia a carbapenémicos en los aislamientos analizados.
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Nota: No se encontraron resultados positivos para los determinantes de resistencia a carbapenémicos

IMP, OXA-48 y GES.
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Finalmente, es importante mencionar que los carbapenémicos han sido durante afios una
herramienta terapéutica clave para el tratamiento de infecciones bacterianas graves, especialmente
aquellas provocadas por bacterias resistentes (Breilh et al., 2013; El-Gamal et al., 2017; Nicolau,
2008). Aunque su uso esta generalmente reservado para escenarios clinicos complejos donde otras
opciones antibidticas han resultado ineficaces, la aparicion y propagacion de bacterias con
mecanismos de resistencia frente a este grupo ha comprometido gravemente su efectividad,
reduciendo las alternativas disponibles para el manejo de infecciones criticas y aumentando el

riesgo de desenlaces clinicos desfavorables (Kutlu et al., 2023).

5.3 Frecuencia de los determinantes de resistencia PMQOR

Con respecto a la evaluacion de PMQR, los resultados revelan que en los aislamientos
clinicos de K. pneumoniae analizados se encontr6 que el 90,6% (n=87) de los aislados presentaron
al menos un determinante de este tipo, reflejando la alta frecuencia de estos genes en las bacterias
evaluadas, representando la facilidad con la que estos elementos moéviles son capaces de
transferirse intraespecies e interespecies (Azargun et al., 2019). El gen que se presentd con mayor
frecuencia fue gnrB (69,8%), seguido de aac(6’)-1b-cr (30,2%),y finalmente el gen gnrC (2,1%)
(Figura 3). Asimismo, el (22,9%) de los aislamientos presentaron la enzima modificadora de
aminoglucésidos aac(6°)-1b. No se detectaron los genes gnrA, gnrD, gnrS, gnrVCI1, gnrVC2 y
gepA en ninguno de los aislamientos clinicos analizados en este estudio, sugiriendo un perfil
genético regional particular.

Es importante resaltar que, si bien los PMQR facilitan el incremento en los niveles de

resistencia de estos microorganismos frente a las quinolonas y fluoroquinolonas, la ausencia de la
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mayoria de genes PMQR evaluados no implica sensibilidad a estos antimicrobianos, ya que la
resistencia estd medida principalmente por mutaciones cromosomales como gyrA y parC, o
mediante bombas de eflujo de codificacion cromosomal como OgxAB, ampliamente descritas en
K. pneumoniae (Li et al., 2022).

Desde una perspectiva epidemioldgica, estos hallazgos refuerzan la importancia de
mantener una vigilancia molecular continua, que permita identificar de manera temprana la
aparicion de nuevos determinantes plasmidicos y prevenir su diseminacion en el entorno

hospitalario.

Figura 3

Frecuencia de los determinantes de resistencia PMQR en los aislamientos analizados.
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5.3.1 Genes de tipo QNR

Dentro de los seis genes que codifican las proteinas Qnr analizados (gnrA, gnrB, gnrC,
qnrD, gnrS, gnrVC), en este estudio se encontré que gnrB presentd la mayor frecuencia 69,8%
(n=67), seguido de gnrC 2,1% (n=2), con tamafios de amplicon de 264pb y 330pb, respectivamente
(Figura 4). Si bien dichos resultados concuerdan con la literatura, donde gnrB es el determinante
de resistencia a quinolonas mas frecuente (Ferjani et al., 2015), otros autores lo ubican en segundo
o tercer lugar de predominancia dentro de los PMQR (Kuo et al., 2024; Swedan et al., 2023), razén
por la cual esta caracterizacion de los determinantes de resistencia que se encuentran presentes y

circulando en el contexto regional es de gran relevancia.

Figura 4

Electroforesis en gel de agarosa 2% para los genes A) gnrB, B) gnrC.
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Nota: MP: Marcador de Peso de 100 pares de bases (pb), CN: Control Negativo, C25: Control
Positivo para gnrB, CP: Control Positivo. Tamafio de amplicon esperado para gnrB: 264pb,
Tamano amplicon esperado para gnrC: 330pb. Los numeros de cada pozo corresponden a su
respectivo aislamiento (13=Kp13; 14=Kp14; 15=Kp15; 16=Kp16; 17=Kp17; 18=Kp18; 19=Kp19;

21=Kp21; 35=Kp35).

5.3.1.1 qgnrB

Actualmente, el gen gnrB cuenta con 96 alelos diferentes, seglin la ultima actualizacion
registrada en GenBank (NCBI, 2025). En este estudio se encontré que los aislados identificados
correspondian especificamente a dos de estos alelos (Figura 5). El alelo gnrB1 (Apéndice C), con
una frecuencia de 56,2% (n=54/67), es uno de los alelos mas frecuentes dentro de los Qnr, seguido
del alelo gnrB6 (Apéndice D) con un 12,5% (n=12/67), el cual ha sido reportado con menor
frecuencia en comparacion con gnrB1 (Ferjani et al., 2015). Si bien la presencia de un tipo de alelo
especifico no ha sido relacionada directamente a un fenotipo mas virulento y/o resistente, si se ha
observado una relacion entre la presencia de determinantes PMQR y la ocurrencia simultanea de
BLEE y/o carbapenemasas, tal como lo deja ver un estudio donde el 81,6% de los aislados que
presentaban BLEE fueron positivos para la presencia de genes PMQR (Pasom et al., 2013).

Ademas, se obtuvo un alelo que se denomin6 gnrB1_like debido a que el porcentaje de
identidad no alcanzaba a ser del 100% al realizar los alineamientos con lo reportado en el GenBank
(Apéndice E). Finalmente, los aislados Kp55 y Kp77 aunque amplificaron con los primers
correspondientes para el gen gnrB, la calidad de las secuencias obtenidas no permitié alcanzar el

porcentaje de identidad requerido para confirmar la presencia de un alelo de este gen (Apéndice

F).
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Figura 5

Frecuencia de los alelos para el gen gnrB en los aislamientos analizados (n=67).
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5.3.1.2 gnrC

El gen gnrC se obtuvo en una frecuencia del 2,1% (n=2) (Figura 3) dentro de los
aislamientos analizados. A pesar de ser una frecuencia baja en comparacion con lo reportado en
otros estudios del Medio Oriente y Asia, donde la presencia de este determinante oscila entre el
6,25% vy el 87,5% (Kadry et al., 2024; Sani et al., 2023), en Sudamérica no se han documentado
reportes previos de su deteccion. Un estudio realizado en Ecuador, que buscaba identificar la
presencia de este gen de resistencia, no obtuvo resultados positivos para gnrC (Guacho et al.,
2024). En el contexto nacional, no se ha encontrado informacion con respecto a la presencia de

gnrC en K. pneumoniae, lo que podria representar el primer encuentro y reporte de este

determinante en Colombia.
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Esto sugiere la posible circulacion de nuevos elementos moviles o la aparicion de un nuevo
clon no endémico, de alli la importancia de continuar la vigilancia y el estudio de este tipo de

aislamientos.

5.3.2 aac(6’)-Ib-cr
En este estudio, el 93,7% (n=90) de los aislamientos amplificaron para la enzima
modificadora de aminoglucésidos (aac(6°)-1b). A partir de estos aislados positivos, se realizo la
técnica de RFLP (Xiong et al., 2021), con la cual se obtuvieron tres patrones diferentes: El 22,9%
(n=22/90) presentd unicamente la enzima modificadora de aminoglucésidos (aac(6°)-1b), el 30,2%
(n=29/90) presentaron la variante (aac(6’)-1b-cr) y el 40,6% (n=39/90) presentaron ambos genes,
es decir, tanto la enzima modificadora de aminoglucosidos como su variante (aac(6’)-1b + aac(6’)-

Ib-cr (Figura 6).

Figura 6

Frecuencia de aac(6°)-Ib y su variante aac(6°)-1b-cr (n=90).
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Con respecto a la variante de la enzima modificadora de aminoglucésidos (aac(6’)-1b-cr),
esta le confiere una disminucion a la sensibilidad a los antibidticos de quinolonas y se presenta
cuando se realiza el cambio de un solo nucleétido en la enzima original (aac(6°)-1b), generando
asi los dos fragmentos de 270 y 207bp en la RFLP, lo cual indica la presencia de esta variante
(Park et al., 2006) (Figura 7).

Los resultados encontrados en este trabajo se correlacionan con los de otros estudios, donde
esta enzima es uno de los principales PMQR encontrados, que contribuyen a la resistencia de
antibidticos de quinolonas (Azargun et al., 2019; Kuo et al., 2024). La alta frecuencia de este
determinante en estos aislamientos puede estar influenciada por su presencia en el ambiente, tal
como lo deja ver el estudio realizado por (Yan et al., 2017) en el cual aac(6’)-1b-cr se encuentra
en fuentes hidricas, facilitando su captacion por parte de los microorganismos que se encuentren

alli presentes, ademas de la transferencia horizontal de genes, natural en los microorganismos.

Figura 7

Productos amplificados de la RFLP para la identificacion de la variante aac(6’)-1b-cr
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Nota: MP: Marcador de Peso de 100 pares de bases (pb), C-: Control Negativo. En los siguientes
pozos se encuentran los aislamientos de K. pneumoniae evaluados (49 = Kp49, 51 = Kp51, 50 =
Kp50, 52 = Kp52, 53 = Kp53, 54 = Kp54, 55 = Kp55, 56 = Kp56, 57 = Kp57).

477pb: Tamafio de amplicon esperado para acc(6’)-Ib, 270pb y 207pb: Ambos fragmentos
corresponden al corte enzimatico llevado a cabo por la enzima BtsCI indicando la presencia de la

variante acc(6’)-1b-cr.

5.4 Relacion entre los genes de resistencia a quinolonas de codificacion plasmidica detectados con los

determinantes de resistencia a carbapenémicos

5.4.1 Combinaciones de genes presentes en los aislamientos de K. pneumoniae

Se encontro que el 87,5% (n=84) de los aislamientos presentaban al menos un determinante
PMQR en conjunto con un gen de resistencia a carbapenémicos. Se identificaron 27 combinaciones
diferentes entre estos determinantes, siendo la combinacion aac(6’)-Ib/aac(6°)-1b- cr + blaxpc +
gnrB1 la mas frecuente, en un 27% (n=26), seguida de aac(6°’)-Ib-cr +blaxpc con un 11,4% (n=11)
y aac(6’)-1b-cr + blaxpc + gnrB1 con el 8,3% (n=8) (Tabla 3).

Se resalta la presencia de dos aislamientos con la combinacion aac(6’)-1b + blaxpc + gnrB1
+ blaviv, generando gran preocupacion debido a la presencia de cuatro determinantes que afecta
la sensibilidad a tres tipos diferentes de antibidticos, especificamente aminoglucosidos,
betalactdmicos que incluyen carbapenemicos y quinolonas (Pasom et al., 2013; Queenan & Bush,
2007). Adicionalmente, estos aislamientos cuentan con la presencia tanto de una enzima
serincarbapenemasa y una metalocarbapenemasa en simultaneo, dificultando su manejo

terapéutico al limitar considerablemente los tratamientos que se pueden utilizar para este
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proposito (Mojica et al., 2021). Sin embargo, las investigaciones relacionadas a nuevos agentes
tratantes para combatir a este tipo patégenos contintia en constante desarrollo, anticipando nuevas
variaciones en este tipo de enzimas, que les permitan resistir a los antibioticos (Meini et al., 2014;
Wu et al., 2024).

Por otra parte, también se destaca la presencia de dos aislamientos que presentan cinco
determinantes de resistencia correspondientes a las combinaciones aac(6’)-1b/aac(6’)-1b-cr +
blaxpc + gnrB1 + blavim y aac(6’)-1b + aac(6’)-1b-cr + blaxpc + gnrB1 + gnrC. Este tipo de
aislados permite evidenciar la gran problematica que existe con respecto a la diseminacion de la
resistencia entre estos microorganismos. Diversos estudios han relacionado la presencia de los
determinantes PMQR con la presencia de BLEE, sugiriendo que ambos determinantes se pueden
encontrar juntos dentro del mismo elemento genético moévil (Ferjani et al., 2015; Pasom et al.,
2013; Zhan et al., 2021b). Cabe resaltar que, si bien los determinantes de resistencia a quinolonas,
tales como las proteinas tipo Qnr, no participan directamente en la resistencia a este tipo de
antibidticos, si confieren una tolerancia a la accidon bactericida que este ejerce, permitiendo a la
bacteria generar mutaciones en el sitio objetivo del antimicrobiano lo que finalmente confiere la

resistencia (Akya et al., 2017).
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Tabla 3
Combinaciones presentadas entre los determinantes PMQR y de carbapenémicos en los

aislamientos evaluados.

Combinacion Frecuencia absoluta Aislado
aac(6’)-1b/aac(6’)-1b-cr, blakec, gnrB1 26 Kp02, Kp03, Kp04, Kp06,
Kp07,Kp13,Kpl5,KplS8,
Kp37,Kp38, Kp41, Kp42,
Kp49, Kp50, Kp52, Kp54,
Kp56, Kp58, Kp64, Kpb5,
Kp70,Kp71,Kp75,Kp78,
Kp94, Kp98

aac(6’)-Ib-cr, blaxec 11 Kp10,Kp14,Kp20, Kp25,
Kp27, Kp31, Kp34, Kp51,
Kp63, Kp72, Kp74

aac(6’)-1b-cr, blaxpc, gnrB1 8 Kp12, Kp30, Kp46, Kp66,
Kp73, Kp76, Kp81, Kp8§2
aac(6’)-1b, blaxpc, gnrB1 7 Kp23, Kp40, Kp53, Kp57,
Kp67, Kp87, Kp90
aac(6°)-1b, blaxrec, gnrB6 6 Kpl6, Kpl17, Kp44, Kp61,
Kp69, Kp91
aac(6°)-1b, blaxpec 5 Kp22, Kp24, Kp32, Kp88,
Kp8&9
aac(6’)-1b/aac(6’)-Ib-cr, blaxpc 4 Kpl1, Kp55, Kp62, Kp96
blaxpc, gnrB1 3 Kp08, Kp28, Kp29
aac(6’)-1b, blaxrec, gnrB1, blayim 2 Kp59, Kp83
aac(6’)-1b-cr, blakec, gnrB6 2 Kp45, Kp68
aac(6’)-1b-cr, gnrB1 2 Kp26, Kp39
aac(6’)-Ib/aac(6’)-Ib-cr, blanpm, 2 Kp19, Kp47
gnrBl1
blaxrec, gnrB6 1 Kp33
aac(6’)-1b, blanpm 1 Kp01
aac(6’)-1b, blanpwm, qnrB6 1 Kp92
aac(6’)-Ib-cr, blaxpc, blayim 1 Kp85
aac(6’)-Ib-cr, blaxec, gnrB1, blavim 1 Kp95
aac(6’)-1b-cr, blaxpec, gnrC 1 Kp21
aac(6’)-1b-cr, blaxpm 1 Kp86
aac(6’)-1b-cr, blaxpm, gnrB1 1 Kp36
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aac(6’)-Ib/aac(6’)-1b-cr, blakrc, 1 Kp84
blayim
aac(6’)-1b/aac(6’)-1b-cr, blaxrc, 1 Kp99
gnrB1, blayim
aac(6’)-Ib/aac(6’)-1b-cr, blakec, 1 Kp35
gnrBl1, gnrC
aac(6’)-1b/aac(6’)-1b-cr, blaxrc, 1 Kp43
gnrBl1 like
aac(6’)-Ib/aac(6’)-Ib-cr, blanpm 1 Kp77
aac(6’)-Ib/aac(6’)-Ib-cr, blanpm, 1 Kp93
qnrB6
aac(6’)-Ib/aac(6’)-1b-cr, qnrB6 1 Kp80

5.4.2 Relacion estadistica entre PMQR y genes de carbapenemasas

La relacion entre la presencia de los determinantes PMQR y los genes de resistencia a
carbapenémicos se ha reportado en diferentes estudios alrededor del mundo (Swedan et al., 2023;
Zeng et al., 2020). Si bien evidenciar la presencia de estos determinantes mediante pruebas
moleculares es un indicio de la relacion que puede existir entre ambos, se hace necesario realizar
estudios de los elementos moviles que los portan, asi como la implementacion de pruebas
estadisticas que permitan relacionar los hallazgos encontrados. En este estudio se realizd una
Razon de prevalencia con la finalidad de evaluar si existe o no una relacion entre los determinantes
de resistencia a quinolonas y a carbapenémicos (Zikibayeva et al., 2024).

Tal como se observa en la tabla de contingencia (Tabla 4), la mayoria de los aislados (90)
presentaron determinantes de resistencia tanto PMQR como genes codificantes para
carbapenemasas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que dentro de los criterios de seleccion se
encontraba el ser resistente o intermedio a algiin carbapenémico lo que aumentaba la posibilidad
de encontrar este tipo de enzimas. Con respecto a la razén de prevalencia, se obtuvo un resultado
de 1.91 lo cual sugiere una posible asociacion positiva entre presentar un determinante PMQR en
conjunto con un determinante de resistencia a carbapenémicos, sin embargo, dado que el Intervalo

de Confianza del 95% (IC95%) incluye el valor 1, no se evidencid una asociacion estadisticamente
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significativa, probablemente debido al tamafno de muestra empleado u otros factores bioldgicos
con los cuentan los microorganismos, como la capacidad de transferir elementos genéticos méviles
que dificulten la estimacion de estas relaciones mediante pruebas estadisticas de manera precisa

(Zikibayeva et al., 2024).

Tabla 4

Razon de prevalencia para la evaluacion de la relacion entre los determinantes PMQR y de

carbapenemasas.
Carbapenemasas (+) Carbapenemasas (-) Total
PMQR (+) 90 4 94
PMQR (-) 1 1 2
Total 91 5 96
Razon de prevalencia 1C95% 1C95%
1.91 0.48 7.66

Nota: Carbapenemasa (-): Ausencia de determinantes de resistencia a carbapenémicos,
Carbapenemasa (+): Presencia de determinante(es) de resistencia a carbapenémicos, PMQR (-):
Ausencia de determinantes de resistencia a quinolonas mediado por plasmidos, PMQR (+):

Presencia de determinante(es) de resistencia a quinolonas mediado por plasmidos.

5.4.3 Matriz de coeficiente de Phi entre cada determinante de resistencia identificado
El coeficiente de Phi permite evaluar si existe una relacion o no entre la presencia/ausencia
de cada determinante de resistencia identificado (Hennart et al., 2020; Tasanapak et al., 2023). En

este estudio no se evidenciaron relaciones estadisticamente significativas entre los PMQR y
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genes de carbapenemasas, tal como se evidencia en la (Figura 8). Sin embargo, se identificaron
dos correlaciones positivas estadisticamente significativas (p < 0,05): una entre los genes gnrBl y
aac(6’)-Ib/aac(6’)-Ib-cr (p = 0,34), y otra entre gnrB6 y aac(6’)-Ib (p = 0,32). Estos hallazgos
sugieren una asociacion positiva entre los genes que codifican para las proteinas Qnr (gnrBly
gnrB6)y la enzima modificadora de aminoglucdsidos y su variante, lo que podria indicar que dichos
genes se encuentran localizados en un mismo elemento genético moévil, lo que debera confirmarse
mediante analisis experimentales.

Por otra parte, se obtuvo una correlaciéon negativa estadisticamente significativa entre los
genes blaxec y blanpm (p = -0,76), lo cual indica que cuando uno de estos genes esta presente en
alguno de los aislados evaluados, el otro no lo estd, comportamiento evidenciado en otros estudios
(Joel et al., 2024). No obstante, estos resultados se limitan al contexto del presente estudio, ya que
diferentes investigaciones han documentado aislamientos de Enterobacterales productores de
carbapenemasas que albergan simultaneamente blakpc y blanpm, aunque localizados en
plataformas moviles distintas. En dichos estudios, los genes blakpc se han identificado en
plasmidos de los tipos IncN, IncF e IncFIB, mientras que blanpm se ha asociado con plasmidos
tipo IncX3, altamente conservados, lo cual podria explicar la exclusividad observada en nuestros

resultados (Quesille-Villalobos et al., 2024).
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Figura 8

Matriz de coeficiente de Phi para evaluar la relacion entre cada determinante de resistencia

PMQR y a carbapenémicos.
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6 Conclusiones

En los 96 aislamientos de K.pneumoniae resistente o intermedio a al menos un antibiotico
carbapenémico, se observo una frecuencia del 90,6% de PMQR, donde 87 de los aislados

presentaron al menos un determinante de este tipo y de ellos el 87,5% también presentd al

menos un gen
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codificante para una carbapenemasa, lo que sugiere una alta frecuencia de coocurrencia de
determinantes de resistencia que comprometen multiples grupos antimicrobianos.

Dentro de los genes de tipo PMQR detectados, el gen gnrB se presentd con una frecuencia
del 69,8%, seguido por aac(6’)-1b-cr con el 30,2% y gnrC con el 2,1%. No se detectaron los genes
gnrA, gnrD, gnrS, gnrVCI1, gnrVC2 y gepA en ninguno de los aislamientos analizados.

Dentro de los alelos del gen gnrB, se identificaron gnrB1 con una frecuencia del 56,2% y
gnrB6 con el 12,5%, uno de los alelos fue similar a gnrB1 presentando una identidad menor del
100 % y fue denominado gnrB1 like, este alelo necesita mayores estudios para dilucidar si se trata
de un nuevo alelo.

Se resalta el hallazgo del gen gnrC el cual se present6 en un 2,1% de los aislamientos y
segun nuestro conocimiento, este seria el primer reporte en el pais y en Latinoamérica, lo que
evidencia la presencia de nuevos elementos moviles o clones nuevos no endémicos de la region.

Se identificé la presencia de la enzima modificadora de aminoglucésidos y su variante
aac(6’)-1b-cr en el 40,6% de los aislamientos.

En cuanto a la relacion de los genes de tipo PMQR y los determinantes de resistencia a
carbapenémicos se identificaron 27 combinaciones diferentes siendo la combinacion aac(6’)-
Ib/aac(6°)-1b-cr + blakpc + gnrB1 la més frecuente, en un 27%, seguida de aac(6°)-1b-cr +blaxpc
conun 11,4% y aac(6’)-1b-cr + blaxpc + gnrB1 con el 8,3% .

Se destacan cuatro aislamientos, dos con la combinacion aac(6’)-1b + blaxec + gnrB1 +
blaym,, y dos con la siguiente combinacion: aac(6°)-Ib/aac(6’)-1b-cr + blaxec + gnrB1 + blavim

y aac(6’)-1b + aac(6’)-1b-cr + blaxpc + gnrB1 + gnrC con cuatro o mas determinantes que afectan
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a al menos tres grupos de antibidticos y que adicionalmente presentan una serincarbapenemasa y
una metalocarbapenemasa, lo que limita considerablemente el tratamiento.

En cuanto la relacion estadistica entre los genes de carbapenemasas y PMQR, la razon de
prevalencia sugiere una posible asociacion positiva entre ambos, sin embargo, no fue
estadisticamente significativo debido a que el intervalo de confianza pasa por 1.

Finalmente, el coeficiente de Phi confirmo que la relacion individual entre un determinante
de resistencia a carbapenémicos y un PMQR es nula. Este coeficiente mostré que si existe una
relacion positiva entre el alelo gnrB1 junto con la combinacion aac(6’)-1b/aac(6’)- Ib-cr y entre
gnrB6 junto con aac(6’)-Ib de manera estadisticamente significativa, sugiriendo que cuando hay
presencia de uno de estos genes por consiguiente deberia encontrarse el otro. Ademas, también se

evidencid una relacion negativa entre KPC y NDM, siendo mutuamente excluyentes una de la otra.

7 Recomendaciones
A partir de los resultados obtenidos en este estudio, si bien se identific6 una frecuencia
considerable de determinantes de resistencia plasmidica a quinolonas (PMQR), no se evaluaron
algunos genes relevantes como gnrE y ogxAB. Por lo tanto, se recomienda incluir estos
determinantes en futuros andlisis, con el fin de obtener un perfil mas completo y detallado de la
resistencia a quinolonas presente en los aislados de K. pneumoniae; adicionalmente, se recomienda
realizar nuevamente la secuenciacion para el aislamiento gnrB1 _like con el propdsito de confirmar

que realmente se trata de un alelo del tipo gnrB1.
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Se hace importante el realizar estudios de epidemiologia molecular para detectar
tempranamente la circulacion de genes de resistencia emergentes como gnrC y la coexistencia de
estos mecanismos, que dificultan los procesos terapéuticos.

En cuanto a la posible asociacion entre los genes PMQR vy las carbapenemasas, se observo
una tendencia importante: la razon de prevalencia sugiere, que la presencia de un gen de
carbapenemasa podria aumentar hasta 1.91 veces la probabilidad de encontrar un gen PMQR en el
mismo aislado. Sin embargo, esta asociacion no alcanz6 significancia estadistica (IC95% 0.48-
7.66), lo cual limita la confirmacion de dicha relacion, asi mismo, se hace importante el conocer
los elementos moéviles en los que se encuentran los genes para poder relacionarlos con mayor
facilidad.

Para mejorar estos resultados, se sugiere ampliar los criterios de inclusion, incorporando
tanto aislados sensibles como resistentes a los carbapenémicos. Esta modificacion permitiria
aumentar la variabilidad del conjunto de datos y facilitar comparaciones mas robustas entre grupos.
Asimismo, se recomienda incrementar el tamafio de la muestra, lo cual contribuiria a mejorar el
poder estadistico del anélisis y, potencialmente, a confirmar la tendencia observada con mayor
solidez y significancia estadistica.

Es importante resaltar que las recomendaciones aqui propuestas tienen como finalidad
fortalecer la base estadistica de estudios futuros. No obstante, el objetivo principal de este trabajo
fue describir la presencia de genes PMQR y determinar cuales de ellos se encontraban en conjunto
con genes de resistencia a carbapenémicos en los aislados analizados. Los hallazgos obtenidos
constituyen una base valiosa para estudios posteriores enfocados en el analisis de relaciones

estadisticas y mecanismos de co-resistencia.
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Apéndices

Apéndice A

Condiciones de PCR y RFLP utilizadas en el desarrollo de este trabajo de grado.

qnrA

Reactivos Concentracion Volumen
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10uM Mix 1,5uL
Oligo forward 10pM 1uL
Oligo reverse 10pM 1uL
MgCl, 2mM 1,5ul
Taq DNA polimerasa 1U 0,2uL
ADN 200-500ng/mL 1pL

Agua libre de nucleasas  Para un volumen de 25uL

Condiciones de ciclado: gnrA

Pasos Temp°C  Tiempo Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 95 45 seg 35
54 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1
Conservacion 16 ) 1

qnrB central

Reactivos Concentracion Volumen
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10uM Mix 2,5uL
Oligo forward 10uM 0,8uL
Oligo reverse 10uM 0,8uL
MgCl, 2mM 2uL
Taq DNA polimerasa 1U 0,2uL
ADN 200-500ng/mL 1ulL

Agua libre de nucleasas Para un volumen de 25pL
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Condiciones de ciclado: gnrB

Pasos Temp °C Tiempo  Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 94 45 seg 35
55 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1
Conservacion 16 00 1
qnrB corto
Reactivos Concentracion  Volumen
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10uM Mix 1uL
Oligo forward 10uM 0,7uL
Oligo reverse 10uM 0,7uL
MgCl, 2mM 2ul
Taq DNA polimerasa 1,250 0,25uL
ADN 200-500ng/mL 1uL
Agua libre de nucleasas Para un volumen de 25pL

Condiciones de ciclado: gnrB corto

Pasos Temp°C  Tiempo Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 94 45 seg 35
51 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1

Conservacion 16 0 1
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qnrB largo

Reactivos Concentracion  Volumen
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10uM Mix 1ulL
Oligo forward 10uM 2,5uL
Oligo reverse 10uM 2,5uL
MgCl, 2mM 2uL
Taq DNA polimerasa 1,250 0,25uL
ADN 200-500ng/mL jms

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25uL

Condiciones de ciclado: gnrB largo

Pasos Temp °C Tiempo  Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 94 45 seg 35
54 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1
Conservacion 16 00 1
qnrC
Reactivos Concentracion Volumen
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10uM Mix 1uL
Oligo forward 10uM 1uL
Oligo reverse 10uM 1uL
MgCl, 2mM 2ul
Taq DNA polimerasa 1U 0,2uL
ADN 200-500ng/mL 1uL

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25uL
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Condiciones de ciclado: gnrC

Pasos Temp°C  Tiempo Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 95 45 seg 35
50 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1
Conservacion 16 o0 1
qnrD
Reactivos Concentracion Volumen
Buffer (NH4)2S04 1X 2,5uL
dNTPs 10puM Mix 1uL
Oligo forward 10pM 2ul
Oligo reverse 10uM 2ul
MgCl, 2mM 2ul
Taq DNA polimerasa 1U 0,2uL
ADN 200-500ng/mL 1uL

Agua libre de nucleasas  Para un volumen de 25uL

Condiciones de ciclado: gnrD

Pasos Temp°C  Tiempo Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 95 45 seg 35
55 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1

Conservacion 16 0 1
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qnrS

Reactivos Concentracion Volumen
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10uM Mix 1,5uL
Oligo forward 10uM 1uL
Oligo reverse 10uM 1uL
MgCl, 2mM 1,5uL
Taq DNA polimerasa 1U 0,2uL
ADN 200-500ng/mL IuL

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25uL

Condiciones de ciclado: gnrS

Pasos Temp °C Tiempo  Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 95 45 seg 35
54 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1
Conservacion 16 o0 1
qnrVC1/VC2
Reactivos Concentracion Volumen
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10uM Mix 1ulL
Oligo forward 10pM 2ul
Oligo reverse 10pM 2ul
MgCl, 2mM 2,5uL
Taq DNA polimerasa 1U 0,2uL
ADN 200-500ng/mL 1ulL

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25puL
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Condiciones de ciclado: gnrVC1/VC2

Pasos Temp°C  Tiempo Ciclos
Denaturacion 95 5 min 1
Ciclos de amplificacion 94 45 seg 35
45 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1
Conservacion 16 o0 1
qepA
Reactivos Concentracion Volumen
Buffer (NH4)2S04 1X 2,5ulL
dNTPs 10uM Mix jms
Oligo forward 10uM 2,5uL
Oligo reverse 10uM 2,5uL
MgCl, 2mM 2ul
Taq DNA polimerasa 1,250 0,25uL
ADN 200-500ng/mL jms
Agua libre de nucleasas Para un volumen de 25pL

Condiciones de ciclado: gepA

Pasos Temp °C Tiempo Ciclos
Denaturacion 97 10 min 1
Ciclos de amplificacion 96 1 min 15 seg 35
63 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1

Conservacion 16 0 1
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aac6'-Ib

Reactivos Concentracion Volumen

10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL

dNTPs 10uM Mix 1ul

Oligo forward 10uM 2,5uL

Oligo reverse 10uM 2,5uL

MgCl, 2mM 2ul

Taq DNA polimerasa* 1,25U 0,25uL.

ADN 200-500ng/mL 1uL

Agua libre de nucleasas Para un volumen de 25uL
* Agregar Taq polimerasa a cada vial antes de cumplir los 10 min de la denaturacion (Hot Start).

Condiciones de ciclado: aac(6’)-1b

Pasos Temp °C Tiempo  Ciclos
Denaturacion 94 10 min 1
Ciclos de amplificacion 94 45 seg 35
60 45 seg
72 45 seg
Extension final 72 10 min 1
Conservacion 16 00 1

RFLP aac6’-Ib-cr

Reactivos Volumen
10X NEBuffer IpL
BtsCI 0,5uL
ADN S5uL
Agua libre de nucleasas 9uL

Se lleva a bafio de maria a 50°C por 30 minutos. Los productos positivos para aac6'-Ib-cr
se corren nuevamente en gel de agarosa al 2%. Un resultado positivo evidencia dos bandas (270 y
207 pb) en la electroforesis.

Nota: Todos los reactivos utilizados provienen de la casa comercial New England BioLabs.
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Apéndice B

Autorizacion del Laboratorio Clinico Higuera Escalante & Cia para el uso de los aislamientos.

Floridablanca, 23 de febrero de 2021

Sefiores:

Comité de Etica en investigacion cientifica

Universidad industrial de Santander

Asunto: Autonzacion para e manejo de aislamientos durante el desamolo ded proyecto fitulado “Evaluacion de
la concordancia entre dos métodos microbioldgicos y una tiomica molecular para |3 deteccion de
carbapenemasas en aislamientos de Kebsiella pneumaniae resistentes 3 carbapendmicos” y proyectos luluros
relacionados

Respetados miembros del Comite,

La Unidad de Invesaigaciones de Higuera Escalante, el Grupo de Investigaciones en Laboratonio Clinico y Banco
de Sangre Higuera Escalante y el Comité Técnico Cientifico mediante acta CTC-HE 009-2020 ded 31 de agosto
de 2020 han dado autorzacion para el mansjo de aslamientos durante el desamolio del proyecto fitulado
“Evaluacion de |a concordanda entre dos métodos microbioldgicos y una 1éaica molecular para la detectidn
de carbapenemasas en aistamientos de Kiebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos” desarroliado por
Ia Estudiante Natalia Elisa Aldana Lozano y durante &l desamolio d2 proyectos uturos relacionados. Bl manejo
y manipuiacion de los atslamientos se realizard aplicando los profocolos de Bioseguridad y procesamiento
establecidos por & servicio de Microblologia de Higuera Escalanie y |a resolucion 008430 de 1593 del Ministerio
de Salud

PBX:6787870 www.higueraescalante.com

VIP, Cartos Ardila Lte Sede Cabecera Fascal imernacional

Torre @ plso 4 Modulo 39 ClL4aN" 2% Piso 0 Madulo Y0
Flondatiancs Gucaramanga Floridadtanca
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Apéndice C
Alineamiento de secuencias realizado en la plataforma BLAST/NCBI para el aislado Kp58.

> qnrB1_Consensus
TACTGTATAAAAAACAGGTACAAATATGGCTCTGGCACTCGTTGGCGAAAAAATTG
ACAGAAACCGTTTCACCGGTGAGAAAATTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGTGATT
TTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTG
AAAGCCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGTGCGATGCTGAAAGATGCCATTTTTAAA
AGCTGTGATTTATCCATGGCGGATTTTCGCAATTCCAGTGCGCTGGGCATTGAAATT
CGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGCGCAAGCTTTATGAATATGATC
ACCACGCGCACCTGGTTTTGTAGCGCATATATCACGAATACCAATCTAAGCTACGCC
AATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGTTGGATAGGT
GCCCAGGTACTGGGCGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCG
ACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTG
GGTGACTTAGATATTCGGGGCGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTGGACAACTACCAG
GCATCGTTGCTCATGGAGCGACTTGGCATCGCGGGTG

select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max = Total Query E Per.
D ipti Scientific N Acc. L i
escrlp on e "v: ame Score Score Cover value Ident cc’ €N Accession
- - v v -
Klebsiella pneumoniae isolate 405 genome assembly, plasmid: P1 Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 194000 OW849227 1
Klebsiella pneumoniae strain UHD-56_PH plasmid pESBL-PH-56._complete sequence Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 247173 CP121146.1

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae strain CS00491 plasmid p1_CS00491, complete sequence Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 181271 CP126059.1

Klebsiella pneumoniae strain Zagreb002 genome assembly, plasmid: 3 Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 192631 0OZ111514.1

Klebsiella pneumoniae isolate 307 genome assembly, plasmid: P1 Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 187217 OW968351.1

Klebsiella pneumoniae isolate 307 genome assembly, plasmid: P2 Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 238024 0X030720.1

Klebsiella pneumoniae strain UHD-49_PH plasmid pESBL-PH-49, complete sequence Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 247178 CP121130.1

plasmid pGN4144-1_complete sequence Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 233015 CP142064.1
Klebsiella pneumoniae strain ENT1988 plasmid pMDR._complete sequence Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 108694 CP061352.1
Klebsiella pneumoniae strain VHVKP13 plasmid unnamed1, complete sequence Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 233890 CP184384 1

Klebsiella pneumoniae strain akP_NORM_URN_2013_96200 plasmid pKPNU_2013_96200.1, compl.

.. Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 154762 CP153876.1

Klebsiella pneumoniae isolate 307 genome assembly, plasmid: P2 Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 242274 OW968366.1

Escherichia coli strain F0O021EC006510 plasmid pF0021EC00651 Escherichia coli 1218 1218 100% 00 100.00% 105238 CP169187.1

Klebsiella pneumoniae strain cre57 plasmid unnamed4, complete sequence

Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 83848 CP039539.1

Klebsiella pneumoniae strain KP64_WM3_49.22 ST307_KPC2 plasmid unnamed1, complete sequence Klebsiella pneumoniae 1218 1218 100% 0.0 100.00% 246730 CP141555.1
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Klebsiella pneumoniae strain ENT1988 plasmid pMDR, complete sequence
Se ID: CP061352.1 Length: 108694 Number of Matches: 1

4

Range 1: 20728 to 21386 GenBank |Graphics |

Score Expect Identities Gaps Strand

1218 bits(659) 0.0 655/655(100%) 0/655(0%) Plus/Plus

Query 1 TACTGTATAAAAAACAGGTACAAATATGGCTCTGGCACTCGTTGGCGAAAAAATTGACAG 60
|||I\||||H|II|II||||IIIIH|||||\||||II||||||||||H||I|HI|I

Sbjct 20728 AAATATGGCTCTGGCACTCGTTGGCGAAAAAATTG 20787

Query 61 AAACCGTTTCACCGGTGAGAAAATTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGTGATTTTTCAGG 128
|||HIIIIHIIII||||||IIIIH||||H||||||||||||||||H||I|HI|I

Sbjct 20788 AAACCGTTTCACCGGTGAGAAAA CATTTTTTAACTGTGATTTTTCAGG 28847

Query 121 TGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTGAAAGCCAG, 18e

Sbjct 20848 TGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTGAAAGCCAGAA 20987

Query 181  AGGGTGCAATTTTAGTCGTGCGATGCTGAAAGATGCCATTTTTAAAAGCTGTGATTTATC 240
IIIH|I||IHIIIIIIIIIIIIIH|I||H|II|II|II|II||I|H||I|HI|I

Sbjct 20988 GTGCAATTTTAGTCGTGCGATGCTGARAGATGCCATTTTTAAAAGCTGTGATTTAT 20967

Query 241  CATGGCGGATTTTCGCAATTCCAGTGCGCTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACA 300
LELLLLLLE L LR L E L LT

Sbjct 20968 CATGGCGGATTTTCGCAATTCCAGTGCGCTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACA 21027

Query 301 AGGCGCAGATTTCCGLGGCGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTG 360

Sbjct 21028 AGGCGCAGATTTCCGCGGCGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTG 21887

Query 361 TAGCGCATATATCACGAATACCAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGARAGTCGTGTTGGA 420

Sbjct 21088 TAGCGCATATATCACGAATACCAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGA 21147
Query 421 ARAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGTTGGATAGGTGCCCAGGTACTGGGCGCGACGTTCAG  48@

Sbjct 21148 GTGTGAGCTGTGGGAAAACCGTTGGATAGGTGCCCAGGTACTGGGCGCGACGTTCAG 21287

Query 481  TGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCARACTTCAC 540
IIIH|I||IHIIIIIIIIIIIIIH|I||H|II|II|II|II||I|H||I|HI|I

Sbjct 21208 TGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTC, 21267

Query 541  ACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTCGGGGCGTTGATTTACA 600
IIIH|I||IHIIIIIIIIIIIIIH|I||H|II|II|II|II||I|H||I|HI|I

Sbjct 21268 ACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTCGGGGCGTTGATTTACA 21327

Query 661 AGGCGTTAAGTTGGACAACTACCAGGCATCGTTGCTCATGGAGCGACTTGGCATCGCGG 659

FLLCLLEECEEEE LT L L et errr
Sbjct 21328 AGGCGTTAAGTTGGACAACTACCAGGCATCGTTGCTCATGGAGCGACTTGGCATCGCGE 21386

Klebsiella pneumoniae strain ENT1988 plasmid pMDR, complete sequence

GenBank: CP061352.1
GenBank FASTA

Link To This View | Feedback

! 15 K |ID K LIS K lp |25 K \30 K 135 K |40 K 45 K S0K S5 K B0 K |BS K |70K |7SK |80K 185 K ‘90 K JSS K ‘IGO K 108,694
= I = = IE LR ] A EE = EE I N IIN I N = N -E E! E= -3 I ! P RN LI R -BEE | EEm E R s w T =m0
= L} = LI L~ 1 ] = = 181 ¢ = = 1= I 2! 1 =R =11 1 | 1= | 3 2 = 11 == L | L~ = = 5
i1 1s = 1 ] ﬁ 1 = ] (] ] 2y ] S | ] [ I 1 s z 1 a == 1= = = 1]
) £ cpo61352.1 ~ | Find: v | @ {i @ A%e=E T A Tools » | ¥ Tracks &, Download » @ 7 ~
{20,700 [e0.750 |20.800 [20.850 |2e.500 |20.950 [at K |21.050 |21.100 |o1.150 |21.200 |21250 [21,300 |21.350 [21,40¢
Sequence 00 x
Genes L (2 1L00x
TGS T P — = O/ [#] ICN80_26415 > > > > |
X - o]
Gene: ICN80_26415 a
Location: 20,753..21,397
Length: 645 nt
(U) BLAST Results for: Nuclectide Sequence [Positional Info] (i
CP061352.1 position: 20,914
Gene position: 162 I VK]
|20.700 [28.758 |20.200 20,850, |20.500 |21.2¢0 |21.250 21,300 |21.358 21,40¢

CDS: Q0C40788.1
Name: quinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrB1
Location: 20,753..21,397
[Len,
Span on CP061352.1: 645 nt
Protein length: 214 aa
[Positional Info)
CPD61352.1 position: 20,914
CDS position: 162
Protein position: 54
Protein sequence: EFIGCQFYDRESQKG[CINFSRAMLKDAIFKS
[Qualifiers)
inference: COORDINATES: similar to AA
sequence:RefSeq:WP_017900990.1

CP061352.1: 21K..21K (723 nt) 2 ° Tracks shown: 3/4

Download FASTA: Q0C40788.1

Links & Tools
BLAST Protein: Q0C40788.1
FASTA record: Q0C40788.1
GenBank record: Q0C40788.1 v




DETERMINACION DE GENES PMQR EN Klebsiella pneumoniae RESISTENTE A

CARBAPENEMICOS 89

Apéndice D
Alineamiento de secuencias realizado en la plataforma BLAST/NCBI para el aislado Kp68.

>qnrB6_Consensus
AAACAGGTACAAATATGGCTCTGGCACTCGTTGGCGAAAAAATTGACAGAAACCGTT
TCACCGGTGAGAAAATTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGTGATTTTTCAGGTGCCGA
CCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTGAAAGCCAGAAAGG
GTGCAATTTTAGTCGTGCGATGCTGAAAGATGCCATTTTTAAAAGCTGTGATTTATCCA
TGGCGGATTTTCGCAATGCCAGTGCGCTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCAC
AAGGCGCAGATTTCCGCGGCGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTT
TTGTAGCGCATATATCACGAATACCAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGT
TGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGTTGGATGGGTGCCCAGGTACTGGGCGCG
ACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCA
GCGAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTCGGG
GCGTTGATTTACAAGGCGTTAAGCTGGACAACTACCAGGCGTCGTTGCTCATGGAGC
GGCTTGGCAC

select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max  Total Query i Per.
Description Scientific Name Acc. Len i
vlpl ! = Score Score Cover value Ident = Accession

v v v v v

Klebsiella pneu... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 55469 CP0523481

Enterobacter soli strain ECC-115 plasmid pECC-115-4, complete sequence Enterobacter soli 1186 1186 100% 0.0 100.00% 105360 CP143721.1

Enterobacter cloacae NUH12_ECL006 plasmid pNUH12_ECL006_1 DNA, complete sequence Enterobacterclo... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 323818 AP019382.1

Enterobacter hormaechei FUJ80145 plasmid pFJMB80145_1 DNA, complete genome Enterobacterho... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 366190 AP025860.1

Klebsiella pneumoniae strain 110 plasmid unnamed1,_complete sequence Klebsiella pneu... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 193029 CP138774.1

Enterobacter hormaechei FUJ80377 plasmid pFJMB80377_1 DNA, complete genome Enterobacterho... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 367018 AP025916.1

Klebsiella quasi... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 382965 AP025167.1

Raoultella ornithinolytica strain TET32 plasmid pTET32A, complete sequence Raoultella ornith... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 68533 CP067414.1

Klebsiella pneu... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 58118 CP093499.1

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Thompson strain JNQH950 plasmid pJNQH950-1,_complete seq... Salmonella ente... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 111466 CP136147.1

Enterobacter hormaechei FUJ80374 plasmid pFJMB80374_1 DNA,_complete genome Enterobacterho... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 367582 AP025904 1

Escherichia coli strain ET650 plasmid unnamed1, ¢ lete sequence Escherichia coli 1186 1186 100% 0.0 100.00% 252113 CP100937.1

Klebsiella pneumoniae strain 11A14CRGN021 plasmid p11A14021_B_KPC, complete sequence Klebsiella pneu... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 87325 0Q821066.1

Enterobacter hormaechei strain 2023CB-00606 plasmid unnamed1 lete sequence Enterobacterho... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 5466 CP143340.1

Enterobacterho... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 62614 CP1437631
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Klebsiella pneumoniae strain GH27 plasmid pGH27_70, complete sequence Klebsiella pneu... 1186 1186 100% 0.0 100.00% 70382 MN5435721
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Klebsiella pneumoniae strain D17KP0013 plasmid pD17KP0013-2, complete sequence
Sequence ID: CP052348.1 Length: 55469 Number of Matches: 1

Range 1: 12284 to 12925 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1186 bits(642) 0.0 642/642(100%) 0/642(0%) Plus/Minus
Query 1 GGTACAAATATGGCTCTGGCACTCGT CAGAAACCGTTTCA 6@

Sbjct 12925 AAACAGGTACAAATATGGCTCTGGCACTCGTTGGCGAAAAAATTGACAGAAACCGTTTCA 12866

Query 61 CCGGTGAGAAAATTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGTGATTTTTCAGGTGCCGACCTGA 120

Sbjct 12865 CCGGTGAGAAAATTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGTGATTTTTCAGGTGCCGACCTGA 12806

Query 121 GCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTGAAAGCCAGAAAGGGTGCAATT  18@

HII||I|\I||II|II\II|II||IHIIIIHII|II|IHIIIIIHIIIIIIIHI
Sbjct 12885 GCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTGAAAGCCAGAAAGGGTGCAATT 12746

Query 181 TTAGTCGTGCGATGCTGAAAGA TGATTTATCCATGGCGGATT 248

Sbjct 12745 TTAGTCGTGCGATGCTGAAAGATGCCATTTTTAAAAGCTGTGATTTATCCATGGCGGATT 12686

Query 241 TTCGCAATGCCAGTGCGCTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATT  38@

Shjct 12685 TTCGCAATGCCAGTGCGCTGGGCATTGAAATTCECCACTGCCGCGCACAAGGLGCAGATT 12626

Query 301 CGCGGCGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTEGTTTTGTAGCGCATATA 360
H||||||HI||||IH||||||IH||||||HI|||||H||||||H|||||IHI

Shjct 12625 TCCGCGGCGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGLGCACCTGGTTTTGTAGCGCATATA 12566

Query 361 TCACGAATACCAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAARAGTGTGAGL  42@

Sbjct 12565 CGAATACCAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTG 12506

Query 421 TGTGGGAAAACCGTTGGATGGGTGCCCAGGTACTGGGCGCGACGTTCAGTGGTTCAGATC 486

Sbjct 12585 GGAAAACCGTTGEATGGGTGCCCAGGTACTGGGCGCGACGTTCAGTGGTTCAGATC 12446

Query 481 TCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCGAACTTCACACATTGCGATC  54@

Sbhjct 12445 TCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCGAACTTCACACATTGCGATC 12386

Query 541  TGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTCGGGGCGTTGATTTACAAGGCGTTAAGC 608
HII||I|\I||II|II\II|II||IHIIIIHII|II|IHIIIIIHIIIIIIIHI

Sbjct 12385 TGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTCGGGGCGTTGATTTACAAGGCGTTAA 12326

Query 681 TGGACAACTACCAGGCGTCGTTGCTCATGGAGCGGCTTGGCA 642

Sbjct 12325 TGGACAACTACCAGGCGTCGTTGCTCATGGAGCGGCTTGGCA 12284

Klebsiella pneumoniae strain D17KP0013 plasmid pD17KP0013-2, complete sequence

GenBank: CP052348 1
GenBank FASTA

Link To This View | Feedback

] 2K, |4k |8K__|8K__ [OK ]IE [WK__|BK__|!8K_[20K |22K [24K |26K [28K (30K |32K |34K 36K [38K |40K |42K |44K (46K 48K |SOK |S2K  55,48¢
= mEEEm EEsEmEmcm | s= EN e S = Ens s == == = ! mm s = = o = == Im == =
= = = =1 = z = == == == 5 = - f——— I =z LI = = ==
= 1 = L) L = = L) L]
) &3 CP052348.1 - | Find: v || | Q —{=lola HJXUEUMSH]X27 — A Tools » | ¥ Tracks » ¥, Download » @ 7 ~
ene: /_ I

h2.250 |12.300 [12.350 |12.400 t2.458 Location: complement(12,267..12,011) j12.758 12,500 |rz.850 [12.902 |t2.

Length: 645 nt 00 x

[Positional Info]
Genes CP052348.1 position: 12,467 LO00O X%
Gene position: 445
I B, WO O 42025 1]
et | CDS: QIK42025.1

Name: guinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrB6
Location: complement(12,267..12,911)

(U) BIAST Results for: Nucleotide Sequence [Length] [i -
Span on CP052348.1: 645 nt
1 Protein length: 214 aa
I [Positional Info) P
2,250 12,300 12.350 |12.400 1245y A6 1 pcttion 12,467 12,750 |12.800 12,850 __liz%00 |12
CP052348.1: 12K..13K (706 nt) CDS position: 445 /" ¥ Tracks shown: 3/4

Protein position: 149
Protein sequence: CELWENRWMGAQVLG[AITFSGSDLSGGEFST
[Qualifiers]
inference: COORDINATES: similar to AA
sequence:RefSeq:WP_017900990.1

Download FASTA: QJK42025.1

Links & Tools
BLAST Protein: QJK42025.1
FASTA record: QJK42025.1
GenBank record: 0JK42025.1
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Alineamiento de secuencias realizado en la plataforma BLAST/NCBI para el aislado Kp43.

>qnrB1_like

AAAGTAGGAATCAACGCCCCGAATATCTAAGTCACCCAACTCCGAATTGGTCAGAT
CGCAATGTGTGAAGTTTGCTGCTCGCCAGTCGAAAGTCGAAAACTCGCCGCCGGAG
AGATCTGAACCACTGAACGTCGCGCCCAGTACCTGGGCACCTATCCAACGGTTTTCC
CCCAGCTCACACTTTTCCACCACAACTTTCGAAAAATTGCCGTACCTTAAATTGTTTT
TCTTGATATTTCCCCTCCAAACCCAGGGGCCCTGGTGGACCATATTCTTAAACTTTGC
CCCCCGAAAACCGCCCCCTTTGCCCCGGCATGGCCAAATTTCATGCCCCACCCCCCG
GAATTTCCAAAAACCCCCCTGGATTAATCACCACCTTTTAAAATTGCATCCTTCCCAT
CGCACGACTCAAAATTGCACCCCCTTCTGGCTTTCACGATCATATAACTGACAGCCG
ATAAATTCTCTGCCGCTCACGTCGCCGCCTGAAAAATCACAGTTTTAAAATGTACTA
TTTTCAATTTTCTTCACCGCTGAAACGGTTTCTGTC

Description
-

Klebsiella pneumoniae strain UHD-58_PH plasmid pESBL-PH-58,_complete sequence

Klebsiella pneumoniae strain AMC116055 plasmid unnamed3._complete sequence

Klebsiella pneumoniae strain Z0117KP0017 plasmid pZ0117KP0017-1, complete sequence

Enterobacter hormaechei strain 80014967 plasmid pE80014967-1, complete sequence

Klebsiella pneumoniae isolate 147 genome assembly, plasmid: P2

Enterobacter hormaechei strain Ehh_9 plasmid pEh9_1,_complete sequence

Klebsiella pneumoniae isolate 392 genome assembly, plasmid: P2

Klebsiella pneumoniae isolate 307 genome assembly, plasmid: P2

Klebsiella pneumoniae isolate 392 genome assembly, chromosome: main

Scientific Name
M

Kiebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter hormaechei

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter hormaechei

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter hormaechei

Klebsiella pneumoniae

Max

628
628
628
628
628
628
628
628
628
628
628

Total Query
Score Score Cover
v v v

628 99%

628
628
628
628
628
628
628
628
628
628

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

E Per.
value Ident

v v
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%
2e-175 87.77%

Acc. Len
-

247179
243116
298973
206102
125259
339654
194711
229632
195930
217745
5394027

Accession

CP121142.1
CP185171.1

CP098155.1
CP104468.1

0OwWs493181
CP126845.1

0X030689.1

0X030750.1

CP152590.1

CP129251.1

OW968234 .1
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Klebsiella pneumoniae strain UHD-58_PH plasmid pESBL-PH-58, complete sequence

S

Range 1: 236818 to 237358 GenBank

ID: CP121142.1 Length: 247179 Number of Matches: 1

Gra

phics

Score

628 bits(340)

Strand
Plus/Minus

Identities

481/548(88%)

Expect
2e-175

Gaps
13/548(2%)

Query 9

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbict

237358
69
237298
129
237238
189
237178
249
237118
a7
237859
365
237601
423
236943
483
236884
543
236825

AACGCCCCGAATATCTAAGTCACCCAACTCCGAATTGGTCAGATCGCAATGTGTGA

CGCCCCOAATATCTAA TCCGAATTGGTCAGATCGCAATGTGTG

AGTTTGCTGCTCGCCAGTCGAAAGTCGAARACTCGCCGCCGGAGAGATCTGAACCACTGA

AGTTTGCTGCTCGCCAGTCGAAA TCGCCGCCGGAGAGATCTGAACCACTGA
ACGTCGCGCCCAGTACCTGGGCACCTATCCAACGGTTTTCCCCCAGCTCACACTTTTCCA

ACGTCGCGCCCAGTACCTGGGCACCTATCCAACGGTTTTCCCACAGCTCACACTTTTCCA

CCACAACTTTCGAAAAATTGCCGTACCTTAAATTGTTTTTCTTGATATTTCCCCTCCAAA
CEDPEEERECEEer e e b teee b ner peeeer 1 1 el
ACACGACTTTCGAAAAATTGGCGTAGCTTAGATTGGTATTCGTGATATATGCGCTACAAA
CCCAGGGGCCC- TGGTGGACCATATTCTTAAACTTTTCcccccTaaaacc %cccccttt
CEVLLCTE e FE et IR
ACCAGGTGCGCGTGAT-GATCATATTCATAAAGCTTGCGCCGCGGAAATCTGCGCCTTGT
ca-tggccaaatttca-t ccccacccccc aatttccaaaaaccccccTGG

IR SRR

GCGC- GGCAGTGGCGAA—TTTCAATGCCCAGCGCACTGGAATTGCGAAAATCCGCCATGG

ATTAATCACCACCTTTTAARATTG-CATCCTTCC- CATCGCACGACTCAAAATTGCACCC

[T 1L I|II|II|I [E LT |II|IHIH|I IIHIIHIIII
ATAAATCAC -AGCTTTTAAAAATEGCATCTTTCAGCATCGCACGAC

CCTTCTGGCTTTCACGATCATATAACTGACAGCCGATAAATTCTCTGCCGCTCACGTCGE

T-TTCTGGCTTTCACGATCATAGAACTGACAGCCGATAAATTCAGTGCCGCTCAGGTCGG

CCTGAAARATCACAGTTTTAARATGTACTATTTTCAATTTTCTTCACCGCTGAAACGG

| I||I||I||II|II|II I||I||I||H|II|II|IHIH 11111 IIHIIII
CTGAAARATCA ACTATTTTCAATTTTCT-CACCGGTGARACGG

TTTCTGTC 558

[LLIE
TTTCTGTC 236818

Klebsiella pneumoniae strain UHD-58_PH plasmid pESBL-PH-58, complete sequence

GenBank: CP121142.1
GenBank  FASTA

Link To This View | Feedback

68
237299
128
237239
188
237179
248
237119
306
237060
364
237602
422
236944
482
236885
542
236826

Run BLAST

Pick Primers.

Related information
S Assembly

L 52 cm21142.1 - | Find:
236800

L jsegse
iSequence

(Genes

Jiwmipia PaTAT.

Gene: PET47_26¢
Location: 236,788..237,432

26995

Length: 645 nt
[Posttional Info)

vl 1
236,050

L l
|_j236800 ;
CP121142.1: 237K.237K (595 nt)

[(U) “BIXST Results for: Nucleseidd

24 CP121142.1 position: 236,899
£ Gene position:

: 112

cos: wnuwul

uinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrB1
Location: 336.788.297431

[Positior
cnznn l pomm 236,899

pmmn nns

mm::_ sTrmmrsmcscszmcommEsq(

[
Inforence: COORDINATES: smilrto A
sequence:RefSeq:WP_017900990.1

m

Download FASTA: WEM16043.1

Links & Tools

BLAST Protein:
FASTA record:
GenBank record:

WEM16043.1
WEM16043.1
WEM16043.1

A Tooks = | € Tacks » #_ Download »
237,25

_panse [ o

00 %

', BioProject
BioSample
Protein

Taxonomy

Component Of

100x

Identical RefSeq
Publed (Weighted)

{237,150

" 1 We

237,250 237,300 [237,350,

oo%

Recent activity

" &) Tracks shown: 3/5

Tum Off

Clear

MULTISPECIES: quinolone resistance pentapeptide repeat

protein QnrB6 (Gammaprote.

a

MULTISPECIES: quinolone resistance pentapeptde fepeat
protein QnrB10 [Enterobac

protein QnrB1 [Gammaprote.

a3

Kiebsiella pneumoniae pMG298 qnrB gene for quinolone

MULTISPECIES: quinolone resistance pentapeptide repeat
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Apéndice F
Aislamientos que no se tuvieron en cuenta para el analisis por la baja calidad de las secuencias.

Kp55

>gnrB F
GAACTAAAATTCACCCAACTCCAAATTGATAAATCCCGTGTGGGGATGCCGGGCCCACCCGCAAAAAACAACAC
CTCGCCGCCGAGAAACTGAACCGATGAACGTGCCCCCCAAACCTGGCTACAAACAGGGTTTTCCCCCAGCTCGA
CTTTTCCAAGACGAATTTAAAAATGTTGGCGTTGCTGAGGTTGGTATTGAGAGATATGCCGCCACAAAAGGTGG
GAGCGCGTGGTGAACATATAAAAATTGTAGCCCCGCAAAAGCGCGCTGTTTGCGCGCGTGGGAAATTTATTTGC
CCACCCCACTGGATTGGAAAAAAAAAACCCCCCATAGAAACAGATTTTTTTTTGGAGTGTTATACTTCCGCATC
ACACAAATAGATTCCTTCCTTTGTGGATTTCAATATAAAAGACCTGACATAAAATTTCTGCCTTGCCGCGGGGG
TCGGACCTGTAAAATTTTAAGTGCAATAGTACT

(59-535) *

>gqnrB R
CCCCGAATCTAATCTCCCACACCTCATTTTTCTATCTCAATTTTTTGGTTTCCTCTCACCCCTCTGAATTTAAC
ACTCGCCCCCTCCAAGATCCTGACCACCGAACATCGCGCCCTTTTCCTCGTGCGCTATCCTACAGATGTTCCCT
CCACTCCCTCTTTTTCACACCACGTTCATTTTCTTGCTGCCGCTGCGCTTGGTATTCATGATCTCCACTCCGCC
ACACAAAGCGCACATTTTTGCGGATCTCTCTATATTGCTCCCCGCACATCTCGCCCTTGTGTGCGCCGCTGGCT
AATTTCAATGCCCCCCCCACTCAACTCGCTTTAATCCACCCCGCGTTGTAACACCTTT

> qnrB_Consensus
GAACTAAAATTCACCCAACTCCAAATTGATAAATCCCGTGTGGGGATGCCGGGCCCACCCGCAA
AAAACAACACCTCGCCGCCGAGAAACTGAACCGATGAACGTGCCCCCCAAACCTGGCTACAAAM
AGGTGTTWYMACSCSRGSTSGACTTTTCMAAGACGAAKTTAAARATGTKGGSGKKGCTGAGGTT
GRWATTGAGAGMYATGCSGCGCACAMAAGGTGSGAGAYGYGYGGKGARCATATAWARATTGTAG
MYCCGCAAAAATGYGCGCTTTGTGTKGCGCGMGTGGGARATCWTRWWTRCCMASCSCASYGGAY
WGSAAGAAAAWRAACSYSSYRTAGAAAMAGATTTKKKWKTGGAGKGAWYATACTKYMGSATAGC
GCACGASGAAAWRGRYKCSWISYTYKGTGGATTTCAGGATCWTRRARGRSSYGASWGTWAAATT
TCWGCCTWGCCGSGKGRGWSGRAMCYRWAAAATTGWKATAGWRMAATGAGKWSTGGGAGATTAG
ATTCGGGG
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Nota: Electroferograma de la secuencia reverse

|
WAL

/NS

del aislado Kp55.

< Edit Search l Save Search Search Summary v © How to read this report? @8 BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 70AXO7KUO15  Search expires on 07-120507am Download Allv | PercentIdentity e Query/Coverage
Pogom  © Giaion~ L el L Jel L Je[ ]
Database core_nt  See details v m
Query ID Icl|Query_6286505
Description None
Molecule type  dna
Query Length 477
Otherreports ©

A No significant similarity found. For reasons why,click here

Nota: No se obtuvo ninguna coincidencia con ninguna de las dos secuencias.
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Kp77

>gnrB F
GAGAAAATAGCCCAAATCCCATTTTTTTTCTCTGAGTTTTTTGGTGCGCCCCCGACCGCCCCCCAAATTTTATC
AGCTGTCTTCTCTGAGATTGAGAAAGCCAAAGGGGGCGCCTTTTTTCTCGTGAGACGGTAACAGACGCCTTTTT
TAAAAGCTGTTATTTACCCGAGGGAGATTTACTTAATTCCTGTGCTCTGGGTGGTAAAATTCCCCACCGCCGCA
CAAAACGCGCAGATTTCCGCGGCGCAATCTTTATGAATAAGATGACCACGCGCACCTGGTGTTGTGGCGTGTAT
ATCATCAATGCCAATCTAAGTGACCTCAATTAATCCAAACATGGGTGAGTCAAAAGTGAGCCGTGAGAAAACCA
TTGGATAGCTGCACACGTACTGGGCGCGACCTTCCTTGGTTCATAATTCTCCGGAGGCGAGTTTTCTACTTTCT
ACTGGCGAGCAGCACACTTCACTCGTTGCCATCTGACCTATTCGGAGTTGGTTGACTTAGATATTCGGGGTGTT
GATTTATAAGGCGTTAAGTTGGACCACTACCCAGCATCGTTGCTCTTGTAGCCA

>gqnrB R
AACGCATGGGGGAAGTTGCTGCTCCCCCGCCCCARAATCAAAAACCCCCGCCCCAAAAAACAGAAACCCCGAAC
GTCGCGGCCAATTCCCGGGCACCCTTCCCAACGGTTTTCCCCCTTTTCCACCTTTTCCTACCCAACTTTCAAAA
AATTGGCTTACTTGAAATGGGTATTCTAAATTTTTGCCGTCCAAACCCAGGGGGCGGTGGTGACGGATTCCCTA
GTTAATACCGCGAACACCAGCCCCTTGTGGTTTGGGTGGAGAATTTCAATGCAACGCCCCTGGAGACGACTTTT
CCTCCATGGTGGAGTCACAACTTTTTTAAATGGGAAAAAATTTTTAGCTGGACGAGCATTGGGCGCGTTCTTGC
TTGGGTGATTTCAGAACTCACCGGGGATTAATTTTTTGCCTTGCACGGGGGCACCTGAAACTTCAAACTTAAAG
ATCTAATATTTTCGTTTTCTCACGAGAAAAACGGTTTCGGTCTTTTTTTTCGCCAACTAGAGCAGAAC

>gnrB Consensus
GTTCTGCTCTAGTTGGCGAAAAAAAAGACCGAAACCGTTTTTCTCGTGAGAAAATAGCCSAAATCCCATWTTWK
WICTYTRAGTTTGAAGTTTSRKGYGCCCCCGWSCRMS SCMMAAAWTTWATCMSCKGTSWKYTCTGARATYRMSM
AAGCCAAAGRRSGCGCCTYWWTKCTCGTCSAGMYRRWAAYWTKWY SCCWTTTWWAAAAGY TGTKACTYYACCAY
GRRGGARAWKTACKTAMTYCMKGKGCKYTGSRTGGTRAAATTCYCCACCGCMRMMCAMAASGSGCWGRTKTYCG
CGGYRYWAWCTTWRKGAATMMGATSACCACCGCGCMCCTGGTGTTGTGGACGGYRWAWATYWWSAATRCCMATY
TCAAGTRASCTCAATTWWTYSAAASWTGGGTGAGKMAAARGTGGARMMGKGRGAAAACCRTTGGGAWRGSTGCM
CRSGWAYTGGSCGCGACSTTCCKKGGTTYMTRWTTYTYSGGRSGSGRGTTTTYKAYTTTGSKRCKGGSGAGCAG
CACACTTCACYCSWTGCSWTCTGACCTATTCGGAGTTGGTTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTATAAGGC
GTTAAGTTGGACCACTACCCAGCATCGTTGCTCTTGTAGCCA
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Citrobacter braakii strain S08-YN93 plasmid pS08-YN93 QnrB10 (qnrB10) gene, complete cds
Sequence ID: HM439647.1 Length: 645 Number of Matches: 1

Range 1: 186 to 619 GenBank |Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
298 bits(161) 7e-76 345/436(79%) 4/436(0%) Plus/Plus

Query 137 AGACGCCTTTTTTAAAAGCTGTTATTTACCCGAGGGAGATTTACTTAATTCCTGTGCTCT 196

Sbjct 186 AGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTT 245

Query 197 GGGTGGTAAAATTCCCCACCGCCGCACAAAACGCGCAGATTTCCGCGGCGCAATCTTTAT 256

CEE DR TEEE e ee b L L L TEEE LT
Sbjct 246 GGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTAT 305

Query 257 GAATAAGATGACCACGCGCACCTGGTGTTGTGGCGTGTATATCATCAATGCCAATCTAAG 316

|
Sbjct 386 GAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACCAATCTAAG 365

Query 317 TGACCTCAATTAATCCAAACATGGGTGAGTCAAAA--GTGAGCCGTGAGAAAACCATTGG 374

|
Sbjct 366 CTACGCCAATTTTTCGAAA-GT-CGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTATGGGAAAACCGCTGG 423

sttt it st

Sbjct 424 ATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTT 483

Query 435 TCTACTTTCTACTGGCGAGCAGCACACTTCACTCGTTGCCATCTGACCTATTCGGAGTTG 494

Sbjct 484 TCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTA 543

st ittt

Sbjct 544 GGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAACTACCAGGCA 683
Query 555 TCGTTGCTCTTGTAGC 57@

Sbjct 684 TCGTTGCTCATGGAGC 619

Nota: Alineamiento con la secuencia Forward del aislado Kp77.
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Nota: Electroferograma donde se muestran las inconsistencias con encontradas en los

alineamientos para el aislado Kp77.
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Apéndice G
Alineamiento de secuencias realizado en la plataforma BLAST/NCBI para el aislado Kp21.

> qnrC_Consensus
TTATTGAATCGAATGATTTTGAAGGATGTAATTTTATCTATGCAGACCTACGAGATG
CTTCATTTATGAATTGCATGCTTTCAATGGCGAATTTCCAAGGGGCAAACTGTTTTGG
CCTTGAATTGAGAGAATGCGATTTAAAAGGTGCTAATTTCTCACAGGCAAACTTTGT
TAATCATGTTTCTAACAAAATGTATTTTTGCTCTGCTTACATTACGGGTTGTAATTTG
TCTTATGCTAATTTCGATAAGCAATGCCTTGAAAAGTGTGATTTATTTGAAAA

Description Scientific Name Moty fiouey 5 2 e Accession

v - Score Score Cover value Ident Len

v v v v - -
Proteus mirabilis strain 06-489 plasmid pHS10 insertion sequence ISPmi1 putative transposase ORFA and p... Proteus mirabilis 523 523 100% 5e-144 100.00% 4409 EU917444.1
Achromobacter spanius strain C1 QnrC family quinol resi per ide repeat protein (qnrC) gene... Achromob .. 523 523 100% 5e-144 100.00% 651 OR533302.1
Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-L38A mutant QnrC (gnrC)_ gene, complete cds synthetic construct 523 523 100% 5e-144 100.00% 666  HMO011098.1
Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-D11-20aa mutant QnrC (gnrC) gene lete cds synthetic construct 523 523 100% 5e-144 100.00% 636 HM011092.1
Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-1216T mutant QnrC (gnrC) gene,_complete cds synthetic construct 523 523 100% 5e-144 100.00% 666 HM011097.1
Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-S153P mutant QnrC (qnrC) gene, complete cds synthetic construct 523 523 100% 5e-144 100.00% 666 HM011102.1

Proteus mirabilis 06-489 pHS10 gnrC gene for QnrC family quinol resistance per ide repeat protein... Proteus mirabilis 523 523 100% 5e-144 100.00% 866 NG_048054.1

Proteus mirabilis strain 06-489 plasmid pHS10 insertion sequence ISPmi1 putative transposase ORFA and putative transposase ORFB
genes, complete cds; and QnrC (gnrC) and amidase family protein genes, complete cds
Sequence ID: EU917444.1 Length: 4409 Number of Matches: 1

Range 1: 1859 to 2141 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
523 bits(283) 5e-144 283/283(100%) 0/283(0%) Plus/Plus
Query 1 TTGAATCGAATGATTTTGAAGGATGTAATTTTATCTATGCAGACCTACGAGATGCTT 68

Sbjct 1859 TTATTGAATCGAATGATTTTGAAGGATGTAATTTTATCTATGCAGACCTACGAGATGCTT 1918

Query 61 ATTTATGAATTGCATGCTTTCAATGGCGAATTTCCAAGGGGCARACTGTTTTGGCCTTG 120
III\I\IIIII\IIIIII\IIIII\I\IIIHIIIII\IIIII\I\IIII\\IIII\I\I

Sbjct 1919 TTATGAATTGCATGCT TTCAATGGCGAATTTCCAAGGGGCAAACTGTTTTGGCCTTG 1978

CAT
Query 121 AA'lf"FGlAGAGMTGCGATTTMAAGGTGCTAATTTCTCAEAGGCAMCTTTGTTMTCATG 18@

Sbjct 1979 AATTGAGAGAATGCGATTTAAAAGGTGCTAATTTCTCACAGGCAAACTTTGTTAATCATG 2038
Query 181  TTTCTAACAAAATGTATTTTTGCTCTGCTTACATTACGGGTTGTAATTTGTCTTATGCTA 248

Sbjct 2039 TTTCTAACAAAATGTATTTTTGCTCTGCTTACATTACGGGTTGTAATTTGTCTTATGCTA 20938

Query 241  ATTTCGATAAGCAATGCCTTGAAAAGTGTGATTTATTTGAAAA 283
III\I\IIIIHIIIIIIHIIII\I\IIIHIIIIIHIIII

Sbjct 26899 CGATAAGCAATG GAAAAGTGTGATTTATTTGAAAA
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Proteus mirabilis strain 06-489 plasmid pHS10 insertion sequence ISPmi1 putative transposase ORFA and putative
transposase ORFB genes, complete cds; and QnrC (gnrC) and amidase family protein genes, complete cds

GenBank: EU917444 1
GenBank FASTA
Link To This View | Feedback

! |200 1400 800 1200 1K 1200, 400 1,500, \Lg 2k D 2200|2900 2800|2800 |3K [2200 (3400 3800 2800 4K | 4,408
s R —
 FU917244.1 - | Find: x| eia I @QimeE T A Tools = | ¥ Tracks - ¥ Download = 2 7 ~
le |Lese [ees [187a [18se 1890 [Lsee [1318 [L92@ (1930 |L948 (1950 (1968 (1976 (1980 [19%0 [2K (2016 |2820 [2838 [2040 [2058 [2060 [2a7e [2080 (2098 [210 (218 [212a [2130 [2148 |25
|Sequence [
lGenes i &0 LO00x
et
U) BLAST Results for: Nucleotide Sequence LR
© E =02 anrc
Gene: qnrC
e |1ese [1ese [187e |L8se [18%@ |L9ee 1918|1920 (1,939 1,948 1,95 L‘:“h‘::: égﬁl?EZ,BSZ 40 2050|2068 |2ere [2ece (2099 [21ee |2ue [2i2e [2130 (2148 215
ength: 666 nl ~
EU917444.1: 1.8K..2.2K (311 nt) [Positional Infs] /" ¥ Tracks shown: 3/6
EU917444.1 positi 19!
Gene position: 235

CDS: ACK75961.1
Name: QnrC
Location: 1,717..2,382
[Length]
Span on EU917444.1: 666 nt
Protein length: 221 aa
[Pasitional Info]
EU917444.1 positi 1,

951

Protein positi
Protein sequence: LRDASFMNCMLSMAN[FIQGANCFGLELRECD

Download FASTA: ACK75961.1
Links & Tools

BLAST Proteil
FASTA recoi

GenBank reco
# Biokdit Sequence Alignment Editer - [CABIoEdit\Temp\~out.tmp] - x
$ File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA Werid WideWeb Options Window Help - & x
=]
(=] a ’—_I':"‘m"“" = [—_|" Bl 3 total sequences
“Mode: = Selechion: Sequence Mask: None St
Hods|Sthect/ SEae Posnien Numbering Mask. Hane e at !
H Sero | =1

F 1D I3T oo B TR BT ] [ g

— L e e e e e e e e e e ey

0 300 310 0 330 370 38 350

= 2
_Consanzu!

B & [toweten <[ =B 3ot sequences

= Selacton Saquence Mask: Hone St
S Uoecl / S, Posion HNumbenng Mask Nare i "
. o Senoll e 1 |
f 1 0 LT feo & Emal (DI AaE et Gl SNy qu
L R L L N R LR L R LA E AR ERREALARE Vprresern e e e g
]l 350 410 20 4 0 450 60 0 0 500 51 530 540

Consensus

& Download v  GenPept Graphics <«Descriptions
QnrC family quinolone resistance pentapeptide repeat protein [Proteus mirabilis]
Sequence ID: WP_032492368.1 Length: 221 Number of Matches: 1

See 2 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 49 to 141 GenPept Graphics Related Information

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame A‘w -3D
190 bits(483) 8e-59 Compositional matrix adjust. 93/93(100%) 93/93(100%) 0/93(0%) +3 structure displays
Identical Proteins - Identical

Query 3  IESNDFEGCNFIYADLRDASFMNCMLSMANFQGANCFGLELRECDLKGANFSQANFVNHV 182 . :
TESNDFEGCNF IYADLRDAS FMNCMLSMANFQGANCFGL ELRECDLKGANE SOANFVNHY proteins o WhEL32492368:1
Sbjct 49  IESNDFEGCNFIYADLRDASFMNCMLSMANFQGANCFGLELRECDLKGANFSQANFVNHV 108

Query 183 SNKMYFCSAYITGCNLSYANFDKQCLEKCDLFE 281
SNKMYFCSAYITGCNLSYANFDKQCLEKCDLFE
Sbjct 189 SNKMYFCSAYITGCNLSYANFDKQCLEKCDLFE 141
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QnrC family quinolone resistance pentapeptide repeat protein [Proteus mirabilis]
9i1695270299]reflWP_032492368.1|

Link To This View | Feedback
0 20 2 0 I . C 0 < x o " 120 x 2

8 s 60 7o %0

0 @00 @0
2 wr_034923681 = Find Yada amzI A Tolse @Tacss * Downosd e

N o ) &) 100 Juo 8 [0 10
Sequence LCE
LSy W
(D) BIAST Results for: Nucleotide Sequence 00

‘.‘. > AL

s .4 7o v =0 e \ 120 120 1o

VIP_032492368.1: 45..148 (104 33) | Alignment: Query_ 2338637 x WP_032492368.1 © Tradks shawn: 2/5
Anchor: WP_012492368.1 (49..141)

Query: Quary_2338637 (3..281)
Span on WP_032492368.1: 93
Segments: 1

Coverage: 12.9%
Identity: 100.0%
Mismatches: 0
Gaps: 0
Download FASTA: Query_2338637 |

Links & Tools

BLAST protein: WP_032492368.1
FASTA record: W/p_032492366.1
GenBank record: WP_032492368.1

Unaligned
5" (2.1)

Rogions
. 2 (View
3 (263.282):2 (View
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Alineamiento de secuencias realizado en la plataforma BLAST/NCBI para el aislado Kp35.

>qnrC_Consensus
TTATTGAATCGAATGATTTTGAAGGATGTAATTTTATCTATGCAGACCTACGAGATG
CTTCATTTATGAATTGCATGCTTTCAATGGCGAATTTCCAAGGGGCAAACTGTTTTGG
CCTTGAATTGAGAGAATGCGATTTAAAAGGTGCTAATTTCTCACAGGCAAACTTTGT
TAATCATGTTTCTAACAAAATGTATTTTTGCTCTGCTTACATTACGGGTTGTAATTTG
TCTTATGCTAATTTCGATAAGCAATGCCTTGAAAAGTGTGATTTATTTGAAAATAAA

= dSTiTul an

19 STYUETIUES STIEUIEy

Description
v

vcnuann

wiapiuve

wISianiue uTT Ul Icouns

WIun vicwos

Scientific Name
-

Ld Proteus mirabilis strain 06-489 plasmid pHS10 insertion sequence ISPmi1 putative transposase ORFA and p... Proteus mirabilis

%4 Achr

spanius strain C1 QnrC family quinolone resistance pentapeptide repeat protein (qnrC) gene... Achromobacter .

L4 Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-L38A mutant QnrC (gnrC) gene lete cds

" Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-D11-20aa mutant QnrC (qnrC) gene._c lete cds

04 Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-1216T mutant QnrC (gnrC) gene,_complete cds

¥ Synthetic construct plasmid pHS12 clone QnrC-S153P mutant QnrC (gnrC) gene, complete cds

synthetic construct
synthetic construct
synthetic construct

synthetic construct

L4 Proteus mirabilis 06-489 pHS10 qnrC gene for QnrC family_quinolone resistance pentapeptide repeat protein... Proteus mirabilis

Max

v
531
531
531
531
531
531
531

Total
Score Score

v
531
531
531
531
531
531
531

Query

Cover
v

100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

E
value

v
3e-146
3e-146
3e-146
3e-146
3e-146
3e-146

3e-146

Per.
Ident
-
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

Acc.

Len
-

4409
651
666
636
666
666
866

Accession

EU917444 1
OR533302.1
HM011098.1
HM011092.1

HM011097 .1
HM011102.1

NG_048054.1

Proteus mirabilis strain 06-489 plasmid pHS10 insertion sequence ISPmi1 putative transposase ORFA and putative transposase ORFB
genes, complete cds; and QnrC (gnrC) and amidase family protein genes, complete cds
Sequence ID: EU917444.1 Length: 4409 Number of Matches: 1

Range 1: 1859 to 2145 GenBank Graphics

Score

531 bits(287)

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shict
Query
Shict
Query
Sbjct

1
1359
61
1919
121
1979
181
2039
241
2099

Expect Identities Gaps Strand

3e-146 287/287(100%) 0/287(0%) Plus/Plus

TGAATCGAATGATTTTGAAGGATGTAATTTTATCTATGCAGACCTACGAGATGCT

TTGAATCGAATGATTTTGAAGGATGTAATTTTATCTATGCAGACCTACGAGATGCTT

CATTTATGAATTGCATGCTTTCAATGGCGAATTTCCAAGGGGCAAACTGTTTTGGCCTTG

IIIII\\IIIII\I\IIIIII\I\IIII\\HIIII\\IIIII\I\IIIIII\IIIIII\
ATTTATGAATTGCATGCT TTCAATGGCGAATTTCCAAGGGGCARACTGTTTTGGCCTTG

TTGAGAGAATGCGATTTAAAAGGTGCTAATTTCTCACAGGCAAACTTTGTTAATCATG
IIIIIHIIIII\HIIIIII\HIIII\HIIIIIHIIIII\HIIIIII\IIIIII\

AATTGAGAGAATGCGATTTAAAAGGTGCTAATTTCTCACAGGCAAACTTTGTTAATCATG

AACAAAATGTATTTTTGCTCTGCTTACATTACGGGTTGTAATTTGTCTTATGCTA

TAACARAATGTATTTTTGCTCTGCTTACATTACGGGTTGTAATTTGTCTTATGCTA

ATTTCGATAAGCAATGCCTTGAAAAGTGTGATTTATTTGAAAATAAA 287

TTTCGATAAGCAATGCCTTGAAAAGTGTGATTTATTTGAAAATAAA

60
1918
120
1978
150
2038
240

2898
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Proteus mirabilis strain 06-489 plasmid pHS10 insertion sequence ISPmi1 putative transposase ORFA and putative
transposase ORFB genes, complete cds; and QnrC (qnrC) and amidase family protein genes, complete cds

GenBank: EU917444 1
GenBank FASTA
Link To This View | Feedback

] 200 |90 |s00 [eoo 1K 1200 (400 (1600 |2400 2S00 2800  |3K [3200 (3400 [3800 (3800 |4K | 4408
= EU917444.1 | Find: v || a I A Tools ~ | ¥ Tracks » &, Download » @& 7 ~
be 1,860 |1.880 |1.900 1,920 |1.340 1.960 |1.980 2K |2.020 (2,040 |2.080 2,080 2100 [2.420 2140

Sequence

(U) BLAST Results for: Nucleotide Sequence Pl aarc oo x
Gene: gnrC
be 11,880 1,889 |1.900 11,920 |1.348 Lt";:;‘:;"f ég;z;msz [2.840 |2.068 2,080 j2.100 |2.120 [2.140
EU917444.1: 1.8K..2.2K (315 nt) [Positional 1,,,{,] 4 Q Tracks shown: 3/7

EU917444.1 position: 1,944
Gene position: 228

CDS: ACK75961.1
Name: QnrC
Location: 1,717..2,382
[Length]
Span on EU917444.1: 666 nt
Protein length: 221 aa
[Positional Info)
EU917444.1 position: 1,944
CDS position: 228
Protein position: 76
Protein sequence: YADLRDASFMNCMLS[M]JANFQGANCFGLELR

Download FASTA: ACK75961.1
Links & Tools

BLAST Protein: ACK75961.1
FASTA record: ACK75961.1

GenBank record: ACK75961.1

b 4 t Sequel gnment Editor - [CABioEdit\Temy

_’ru Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help - & x
D

B & [Cometen [0 -IB 3total sequences [ hade threshoid 100% |-+

Mode: [Select / Side + i) Smdﬁm o

10 I3T Goo+ BEREIEINIEEE s Ol  SAG e

R N R R R R N R R RN RN
280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3950 =

ONRC 35
Consensus

&1 DIX oo BEEEE ol BT @ e
Alaso’"’ ““doo’ " atellizol " asol U ladolaSol N ako T az0n T aso U Mado’ iS00 N Usiol 1 aze  Maze ! sge'
o
emitin Soetchams | | coors | Covr [velos:| rk: Lo | - Ackenson
W v v v v v
‘ mutant QnrC [synthetic construct] synthetic construct 194 194 99% 2e-60 100.00% 221 ADO60981.1
mutant QnrC [synthetic construct] synthetic construct 194 194 99%  2e-60 100.00% 221 ADO60978.1
| QnrC family quinolone resistance pentapeptide repeat protein, partial [Achromob. spanius] Achromobacter spanius 194 194 99% 2e-60 100.00% 217 WOC99104.1
‘ mutant QnrC [ hetic construct] synthetic construct 194 194  99% 2e-60 100.00% 221 ADO60979.1
mutant QnrC [synthetic construct] synthetic construct 194 194 99%  2e-60 100.00% 221 ADO60983.1
QnrC family quinol i ide repeat protein [Vibrio liei] Vibrio gangliei 194 194 99%  2e-60 100.00% 221 WP_105901077.1
QnrC family_ quinol i ide repeat protein [Proteus mirabili Proteus mirabilis 194 194 99%  2e-60 100.00% 221 WP_032492368.1
mutant QnrC [synthetic construct] synthetic construct 194 194 99% 2e-60 100.00% 221 ADO60980.1
mutant QnrC [synthetic construct] synthetic construct 194 194 99% 2e-60 100.00% 218 ADO60977.1
: mutant QnrC [synthetic construct] synthetic construct 194 194 99%  3e-60 100.00% 211 ADO60973.1
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QnrC family quinolone resistance pentapeptide repeat protein [Proteus mirabilis]
Sequence ID: WP_032492368.1 Length: 221 Number of Matches: 1
See 2 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 49 to 143 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
194 bits(494) 2e-60 Compositional matrix adjust. 95/95(100%) 95/95(100%) 0/95(0%) +3

Query 3 IESNDFEGCNFIYADLRDASFMNCMLSMANFQGANCFGLELRECDLKGANFSQANFVNHV 182
TESNDFEGCNFIYADLRDASFMNCMLSMANFQGANCFGLELRECDLKGANFSQANFVNHV
Sbjct 49  IESNDFEGCNFIYADLRDASFMNCMLSMANFQGANCFGLELRECDLKGANFSQANFVNHV 108

Query 183 SNKMYFCSAYITGCNLSYANFDKQCLEKCDLFENK 287
SNKMYFCSAYITGCNLSYANFDKQCLEKCDLFENK
Sbjct 109 SNKMYFCSAYITGCNLSYANFDKQCLEKCDLFENK 143

QnrC family repeat protein [Proteus mirabilis]
0iI695270299|ref|WP_032492368.1|
Link To This View | Feedback

#0 E 0 00 . " o " & 20 - a mo %0 "o w0 0 200 a0 22

= WP_032492368.1 «  Find: v a @m I ATooss | Tockse # Downloads & /»

w0 0 |7 o [0 [100 1o 120 1% o

) 0 20

i

Sequence 00
GCTFIESNOFEGCNFEIVADLRDOASFUNCULSMNANFOGANCFGLELRECOLKGANFSOANF VNNV SNKMUYFCSAVITGCHNLSYANFOKOCLEKCDLFENKVYGAS
(U) BLAST Results for: Nucleotide Sequence 00«

b ety

© w0 [0 o
I : ! “ 0% Query_4017221
SR N e Alignment: Query_4017221 X WP_032492368.1
Anchor: WP_032492368.1 (49..143)
Query: Quiry_4017221 (3,.267)
Span on WP_032492368.1: 95
. 1

90 1o 120 1% 0

€ Tracks shown: 2/8

Identity: 100.0%

Download FASTA: Query_4017221

L 4 Links & Tools
BLAST protein: WP_032492368.1
FASTA rocord: WP_022492368.1
GenlBank rocord: WP_032492368.1




