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Disefio de primers con bases degeneradas

El caso de CTX-M - PRIMERS UNIVERSALES
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Nombre primer Gen Secuencia §--3°
CTX-MU1 ATG TGC AGY|ACC AGT ANR GT
cfx-m
CTX-MU2 TGG GTR AAR TAR GTS|ACC AGA
1= Pagani, et al, JCM 41(9):4264-4269, 2003
. £ ) Tamafie amplicon Ciclade
: £ : Desnaturalizacion inicial = 94°C por 5min;
= 593 pb Ciclado =30-35 ciclos de:94°C 30seqg -- 52° 30seg -- 72°C 60seq;
1. Extension final = 72°C por Smin
7.
flecaas B.CC..Bucnanans T...0.8c000caa - - =
B L. G..Ce elBs e e esesns T...C.0. 00000 Reaccion de PCR --> Vol. final = 25ul
S i L e i Y - = Reactive Volumen
i‘-T-r ii+G+cCi+Gilii l-r-:.-| IC1G1# - -
--T-r tivGiCCi-G -------- :‘---'c-‘G-ri- ® TADN 215u|
B . G.CC..6.cceeea- T...C.G6.......
Jr.o.... I o S ~ P eeCueBrvensas Buffer 10X 25ul
N G.CC. .G, e eaa T T
i G.CC..Geennnnn T...C.G.uvunon- MgClI2 (50 mM) 0,75 ul
AL s 5 & & G:CC: iBsssscsss P:issCslBasansas i
Jr..... G.CC.oGrvocnnnn s SR o B < S dNTP’s (10 mM) 0,5 ul
L G.CC. . 5. s e ees- T...C.5...0.:=
_______ A.CC. .G ~ o Ta | {SUul)
RG] >> concentracién de  JPrimer Forward (10 uM) 15l
i gci : primers Primer Reverse (10 pM) 1,5ul
........ G.CA.. "“""_"“'E“*‘*"'HEG 15.6 ul
B G.CHA. .G, eeeeas L
S BuCuoweBronecnnns G I o Vol. Final 25 ul
5T
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Diseino de primers
para grupos

blacy.m = 159 alelos

El caso de CTX-M >
PRIMERS POR GRUPO

o3 Grupos primer secuencia 5-3° amplicon
CTXM8/25G-F CTGGAGAAAAGCAGCGGGGG
CTXM-8/ CTXM-25 604 pb
CTXM&/25G-R CGCTGCCGGTTTTATCCCCGAC P
CTXM1/15G-F CAGTTCACGCTGATGGCGACG
CTXM-A [ CTXMAS - m1/156-R CGGCGCACGATCTTTIGGCCA 756 pb
CTXMIG-F ATGGTCGACAAAGAGAGTGCAACG
CTXM-9 CTXMIG-R GCGGCTGGGTAAAATAGGTCACC 808 pb
CTXM-2 CTXM2G-F GCCGCTCAATGTTAACGGTGA 851 pb
Bﬁn_lli_s.sjANDD CTXM-1/15 CTXM2G-R ACCGTGGGTTACGATITICGC
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Diseno de primers para
discriminacion de alelos

Discriminacion entre alelos del gen mcr: mcr-1.1vs mcr-1.5

1330 1340 1350 1360 1370 1380
» | L » | - L . L | - L L | L L | L L L | »

e N T [y [y
cebador MCR-1.5-F TCCAGTGGCTGCAGHE

mcer-1.5 (KY283125.1) TTCATCGCTCARAGTA . . « v v v v v v an s .|- ACAGCAATGCCTATGATGTCTCAATG
mcr-1.1 (CP034390.1) TTCATCGCTCAAAGTA

ACAGCAATGCCTATGATGTCTCAATG

mcr-1.5 mcr-1.1

\ 7
M C+ C-1 C-2
14

<= Mcr-1.5
290 pb
Rawmo
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Diseno de primers para
discriminacion de alelos

Discriminacion entre OXA-48 y OXA-163

—_— W THAE TIAE = L TTAE Scroll L] I |
g I D 1L D % L=t D Eﬁ%ﬁﬁgillglg!“"ﬁ” Ei%%i% e @1]1 H % speed slow - fast
L|||||||||||IllllillllIllll;llll;llll||||||||||||||||||||I|||||||||||||| LI | bla bIaOXA-48
= 610 620 630 640 650 660 670 R
OXA 48 15260

CACTATATTATTCGGGCTARARCTCGGATACTCGACTAGAATCGAACCTAAGATTGGCTGETGEY
OXAa 163 11969 [GACTATATTATTCGGGCTAARARACTGGCATACGATAC

TRAAGATTGGCTGGET GG

blagyaies ==
653 pb
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Deteccion de clones por PCR multiplex

Rapid Identification of Major Escherichia coli Sequence Types Causing
Urinary Tract and Bloodstream Infections
JCM

M. Doumith,® M. Day,® H. Ciesielczuk,™” R. Hope,® A. Underwood,® R. Reynolds,® J. Wain,? D. M. Livermore,™? N. Woodford™®

bp Rapida identificacion de clones de relevancia clinica:
490 -ST73/ST95/ST69 sensibles a la mayoria de ATB
- Tratamiento optimo
310
-ST131 resistente a multiples drogas
200 - carbapenem para complicadas;
—>fosfomicina o nitrofurantoina para ITU
104

-Ninguno de estos ST

FIG 1 Agarose gel electrophoresis of DNA fragments generated by the new | ~2 Iratamiento empirico segun guias.
multiplex PCR for the four major E. coli STs. Lane M, 100-bp ladder (Invitro-
gen, Paisley, United Kingdom).
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Otras aplicaciones PCR de punto final
Mapeo de plataformas

Transposon

Tn1546

» PCR-RFLP vanSH

e >~ T+ va >+

: EcoRl :
1S1251 Th5482 . 543,384 |20, 700
B > - <
1496 bp Hindin ! liinan
PCR vanSH oy 939
3 932
b ' 709 — —709
1862 bp ‘ 614 — +548
Ths4g > W WEmpemm T e 384
364 bp + - 230
Tn1546
- e
TRABAJANDO
JUNTOS ) Corso A. et al. UJID. 11:69-75. 2007.

PARA COMBATIR ANLIS Organizacion de las Naci
(A RESSTENCIA Wibean  OPS @ mmmnsiniy (IES o s

A LOS ANTiMiCROBiANOS y la Agricultura




Otras aplicaciones PCR de punto final
Mapeo de plataformas

Mapeo por PCR de variantes de Th4401

tnpA  orf  tnpA AtnpA tnpR  tnpA Ablargy . Blage, tnpiitrai

m | 1 | |
1
2121
2 4617
] eeeeee——— [ ———  e—— 1] ——
1175 1242 1214 ] 1096
0 2229
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DhA copy number (log)

PCR punto final

Area de deteccién

en gel con
10 BrEt/SyBr/GelRed
g
8 Plateau
7 Area de
s deteccion
5 qPCR
4
3

Amplificacion

1- exponencial
G b T T 1
a 5] 10 15 20 25 0 35
PCR cycle
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PCR cuantitativa (qPCR) o
PCR en Tiempo Real

Deteccion de genes en tiempo real
Cuantificacion de acidos nucleicos
> velocidad de resultados

< contaminacion

> especificidad
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SYBR-Green

PCR cuantitativa (qPCR)

(@) SYBR green assays Amplification Plots TR
Fluorescence .
1500 R
‘*’ ‘* Unbound SYBR 3000 >
e CIECTECTT g o
1500
Template
denatyration 1030
500
NERBERER SYBR green e
. . e 5 10 15 0 15 0 35
¢ fuorescence Cycles
L
PCR amplification
(wencaling and cxteasion)
Fluorescence Flunrescence
Ay e [THTHT] TTETHTI
. 5 Placemcont lebed
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Journal of

¥ ati W Antimicrobial
PCR cuantitativa (qPCR) Jtimiop Chemother Chemotherapy

SYBR-Green Rapid detection of carbapenemase genes by multiplex real-time PCR

Jussimara Monteiro'?, Raymond H. Widen?, Antonio C. C. Pignatari?, Carly Kubasek® and Suzane Silbert'*

[IMP-1 IGESH1
30- #\
25+ NDM-1 PC-2
. 20-
T
e
% 154
10+ Figure 1. Results from the real-time multiplex PCR melting curves of the
amplicons generated by primers targeting the six carbapenemases types.
5 The gene targets, from left to right, are as follows: blaywe type (T 80.1°C),
blaox/\.z,g (Tm 816C), blONDM.l (Tm 84 C), blOc,[s type (Tm 884C), b’a\/]M
0 type (T, 90.3°C) and blayec type (T, 91.6°C).
T
70 75 80 c 85 90 95
TRABAJANDO
JUNTOS

PARA COMBATIR - .
. ANLIS ‘ ,Ps \A/N\ Organizacién de las Naciones et
LA RESISTENCIA MALBRAN g pomme Q\@ Unidas para la Alimentacién 0] J ?RGANIZAACIONTAU :‘D'ALD ESAN:DAD e
A LOS ANTiMiCROBIANOS ety (iR @nuit. y la Agricultura 0

Unién Europea



Sonda
v

PCR cuantitativa (qPCR) con sonda Primer F
p w

X
SRR I ﬂ
Sensibilidad Primer R
_ Multiplex . Sistema Tagman
ADN | e TaCTCo0CTA80 $

molde | IGGACATGAGCCGATTL

Polimerasa

Primers TITITIT TITTTOT

-_--..---------ﬂ"’ AII
Emisién de fluorescencia

B >
i (distintos fluoroforos =
multiplex)

CA
dNTPs T T

)| " ‘

i

TaqMan O O
Probe
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PCR cuantitativa (qPCR) con sonda

Molecular Beacons

Molecular beacons are hairpin probes with
reporter and quencher

Qo |

|

During annealing, the probe binds to the
» target sequence to separate reporter and
quencher. The reporter fluoresces

I|
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PCR cuantitativa (qPCR)
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Secuenciacion de acidos nucleicos
Meétodo de Sanger

——————————|ADN

TGGACATGAGECGATTE |molde T

, . T {
Q Polimerasa NNNNTACTCGGCTAAG
TITIT

primer TTTTTTTTTrTTT A f 1
CATAQG
T T T T dNTP’s LU
) ' @
LA LS T @ T
222 dideoxi- T T
’ )
dNTP S f T .-----““LII 1L T T UL DY L M
T
e e .
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Secuenciacion de acidos nucleicos Sanger
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FYRIAL
5400
20400
20500
15400
2300

YRS AL
5400

20400
20500
15400
42300

GYR3AL
5400
20400
20500
15400
=300

CARTGACTTGGAACARAGCC TATAARAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTALTC
CARTGACTTGGAACARAGCC TATAARAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTALTC
AR TG A TG A A A R A e TATAA R A A A T TGO G TGTCGTTGGTGACGTALTC
AR TG TG A A A R A O TATAA R A A A T TGC G TG TCGTTGGTEACGTALTC
CARTGACTTGGAAC ARG C TATAARAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTALTC
——————————— AR AR TTATARLR A AT TGO G TG TCGTTGGTGACGTARTC

i i - v e e R

Ser 83 Codong? Asp
G TAAATACC AT A GGCGATITCCC AGTGT AT A C S [CGTATG
GOTAAATACCATCCCCACGGCGATTCCOGCAGTGTR ClAC [CGTATGG
G TAAATACCATCCCCACGGCGATTCOSCAGTGTA 2|l Asn [CGTATGE
GeTAAATACCATCCCCACGGCGATTCOGCAGTGTR LA [CGTATGG
GeTAAATACCATCCCCACGGCGATTCOCAGTGTR AC%E Tyr [CGTATGG
GoTAAATACCATCCCCACGGCGATTCOGCAGTGTATUACIAC [CGTATGG
EE R AR A R T A A A A AN TG TR ER[E AT LT LTLE| T A A AR AT A A TR ARG EL

CoECAGCCATTCTCGC TGCGTTACATGC TG TGGATGGTCAGHGTAACTTCGETTC
CECAGCCATTCTCGC TG G TTAC AT GC TGETGGATGGTCAGEGTAACTTCGETTC
A AT T T T G T TAC AT TG TGEAT GG TCAGEGTAACTTCGETTC
A AT T T T G T TAC AT TG TGEAT GG TCAGEGTAAC TTCGETTC
CoECAGCCATTCTCGC TGCGTTACATGC TG TGGATGGTCAGHGTAACTTCGETTC
CoECAGCCATTCTCGC TGCGTTACATGC TGETGGATGGTCAGGGTAACTTCGETTC

e i i e i e i i T v e v i i

110
65
65
65
65
14

WT

120
120
120
1=0

99

220
175
175
175
175
154

ﬂ Y WLTS
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Tipificacion molecular bacteriana

APLICACION CLINICA Y EPIDEMIOLOGICA
« Confirmacion de brotes
« Determinacién de reinfeccioén o recidiva en un paciente
« Diseminacion intra- e inter-hospitalaria de clones
« Vigilancia epidemioldgica de clones geografica y temporalmente
« Caracterizacion de Enfermedades Transmitidas por Alimentos

« Caracterizacion de Enfermedades Zoonoticas

Estas técnicas buscan confirmar hipétesis epidemiolégicas, no son técnicas de uso rutinario!
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ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE) 7 ﬁ il

determinada

e (=
e

«lll

I Lisis de los “plugs”

a

Corrida
electroforetica

Armado del gel ! Tt
1€ —_—

° [ 4 T —— — s T =
Res!rlc’c!on ~ B B B B 120° — e = R =
enzimatica ] ] ] ] B =2 =

‘ : ,(~ _— e B Fo

TRABAJANDO ¥
JUNTOS et

5 rrameins. Q)i L/ vy laAgricultura —

A LOS ANTIMICROBIANOS

Suspensién |:> Y ——— % /
bacteriana de DO %

o000 im

> 8
-

il

F

PARA COMBATIR e ‘ _
B : ANLIS o/ -4 de las Naciones nf ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL
LA RESISTENCIA MALBRAN i . QYg) Unds prala Almentaci ()](_ " it s

w




MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

PCR Sequencing Allele assignment Sequences type assignment
3 . ]
I — > — ——— - Genes que codifican proteinas con
—_— 4 funciones metabdlicas centrales
I 1 (core) / housekeeping genes
AN 34-1- -7 - Conservados
AVALARENE ST 51 - Transmitidos verticalmente
I BE— 7 - Unica copia
I S ‘ - Los genes seleccionados deberian
—’ ey 2
estar distanciados fisicamente
para minimizar posibles linkage
gDNA PCR Allele Allelic Sequence genético de locis.
products sequences profile type

TREDIJANDO — Ruppitsch, W. J.Land Manag., Food and Environm. 67: 199-224, 2016.
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MULTILOCUS SEQUENCE TYPING i
® CTX-M1
® CTX-M14
® CTxX-Mm27
(MLST) 3 e
® CTX-M-2
asph | ginA | ghA | oA | pgm | tt | uncA ST-04 o Croias
ST-45 4 7 10 4 1 7 1 ® g:—::-g
S§T-2 4 7 51 4 1 7 1
! ST-25
 ST25 | 4 7 10 1 1 7 1 ST-2 "eg., 16
sto4 4 | 7 10 1 1 1 1 ¥ RY
ST-68 4 7 10 4 32 7 6 ST-243 ST-68 43 1p11606@ &
| o @ ! @) 1679681
ST-88 4 7 10 4 36 28 1 —_— YA
ST243 4 7 10 3 42 7 1
ST-109 2 7 10 4 1 7 5
ST-116 26 7 10 5 1 7 21 | ST23
sT203 17 7 10 30 1 7 4 ST-116  ST-109
Figure 2
Clonal complex structures as revealed by MLST data. Clonal complexes are currently defined informally,
by defining a central genotype and related genotypes, i.e., those that share up to four identical MLST
loci. Identifying the central genotype depends on their frequency in samples of the population in
question, their longevity, and a central position when analyzed by a variety of heuristic techniques. Once
a central genotype is assigned, the MLSTdBNet software can identify all members of a clonal complex
automatically. The figure shows the allelic profiles of members of the €. jejuni ST-45 complex visualized
by split decomposition.
Maiden. Annu. Rev. Microbiol. 2006. 60:561-88 372~ 80
Eﬁﬂ%\gANDD Brisse.JCM.50:2974-81.2012
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20 perfiles de resistencia

Jourmal of Glohal Antimicrohial Besistance 15 [2019) 160-162

Contants lists aveilable at SciencaDiract

Journal of Global Antimicrobial Resistance

journal hoemepage: www.elsevier.com/flocate/jgar

Short Communication

Multidrug-resistant Escherichia coli harbouring mcr-1 and blacysx m
genes isolated from swine in Argentina i

Diega Faccone™”, Fabiana A. Maoredo®, Gabriela 1. Giacoboni®, Ezequiel Albarnoz?,
Laura Alarcén”, Victorio F. Nievas®, Alejandra Corso™’'

34 E. coli de 31 muestras fecales de lechones con diarrea y cerdos sanos de dos
granjas de San Luis y Entre Rios.

Seleccién en agar Mac Conkey con 2 mg/mL colistina y/o 4 mg/mL de cefotaxima.

Profile of resistance No.
CIP | SXT GEN | FOS | Isolates
5
3 10 (29%)
2
3
2
2
2
2
2
1
1 24 (71%)
1
1
1
1
1
] 1 ]

=

Fig. 1. Resistance profile of Escherichia coli (n=34) isolated from pigs. C3G, third-
generation cephalosporin; TET, tetracycline; CMP, chloramphenicol; CIP, ciproflox-
acin; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole; COL, colistin; GEN, gentamicin;
FOS, fosfomycin; MDR, multidrug-resistant.
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Caracterizacion de £ co/ide muestras fecales de cerdos de R 5

Arge ntl na Multidrug resistant Lscherichia coli harbouring mer- 1 and Bla: s }
o

genes isalated trom swine in Argentina

Diege Facvone=Y, Faliana A Muoredes, Galniela L Ciacoboni®, Ceeguiel Al
aura Alarcém” virkorin F, MirvasT, A cjandra Cprsa

DISTRIBUCION GRUPOS CTX-M

CTX-M-9/14
CTX-M-2 4,2%

8,3%

CTX-M-1/15
16,7%

CTX-M-8/25
70,8%

PCR clones ST131, ST73, ST69 y ST95 de E. coli:

ST131 = 1 aislamiento Alta diversidad genética - 29 perfiles de PFGE
ST95 = 2 aislamientos

CONCLUSIONES: Los aislamientos de E. coli recuperados de lechones con diarrea y cerdos sanos portaban BLEE y/o
genes mcr-1. La resistencia a cefalosporinas de 3ra generacion estuvo asociada con la presencia de la BLEE tipo CTX-M,

y en particular la variante CTX-M-8/25.
Se detectaron en cerdos clones de E. coli generalmente asociados a infecciones en humanos.




Caracterizacion de £ co/iproductora de BLEE
de pacientes sanos y cerdos

409 hisopados personas (223) y cerdos (186) sanos.

Seleccién en agar Mac Conkey con 4 mg/mL de ceftriaxona.

212 E. coli productores de BLEE: humanos (111) y cerdos (101).

Chakkraphong Seenama -

Visanu Thamlikitkul®
3 Panan R.::H:I:h:,l.w'«rt:-ngjir;s.l-':ul3

Infection and Drug Resistance

Multilocus sequence typing and blagsg,
characterization of extended-spectrum beta-
lactamase-producing Escherichia coli isolated from
healthy humans and swine in Northern Thailand

Table 3 Distribution of blactx.m, blatem, and blasyy in ESBL-E. coli isolated from healthy people (n=111) and swine (n=101)

bla genes Number of isolates
Healthy humans (n=111) Healthy swine (n=101) Total (n=212)
blacrs.m 46 32 78
203 blacry.m [Hblagy I 0 |
blacrx.mtblatem*bla spy 3 I 4
" | Blatem 4 5 9
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gHE;«UgDMBAT'R
A I ANLIS ops W Organizacion de las Naciones v 6
LA RESISTENCIA ; ; \v nidas para [a Alimentacion ?E?A,NI‘Z,TSFI,,N,‘,MP?DIéL o“e‘ smmm ANIMAL
A LOS ANTIMICROBIANOS @ LU, O @ Qc@ yiangraturs /()]e




Caracterizacion de £ co/iproductora de BLEE

de pacientes sanos y cerdos

Table 6 Distribution of the clonal complexes and their sequence type members detected in ESBL-Ecoli isolates from humans and

swine

Chakkraphong Seenama
Visanu Thamlikitkul?
Panan F"'.al:l:ha'u».rt.‘mgjirals:ul3

1,2 Infection and Drug Resistance

a

Hultilocus sequence typing and blagse.

Dove

DRIGIMNAL RESEARCH

characterization of extended-spectrum beta-

lactamase-producing Escherichia coli isolated from
healthy humans and swine in Northern Thailand

Clonal complex

Number of isolates

Sequence types Healthy humans (n=59) Sequence types Healthy swine (n=73) Total (n=132)
| CC10 (ST10) cC 10 ST 10, 34,48, 617 | I8 ST 10, 34, 48,218 | 30 48 |
cC 14 ST 1193 2 ST 1193 | 3
cc23 ST 23,410 5 ST 23, 410 9 14
cc3s . : ST 38 4 4
cC 46 : . ST 46 2 2
cces ST 8 | ST 86 | 2
ccos ST 142 | - - |
cc 10l ST 101 8 ST 101 | 9
[_CC131 (ST131) cC 131 ST 131 17 ST 131 7 24 |
cC 155 ST 55, 56, 58 5 ST 58, 155 9 4
cC 156 : : ST 156 3 3
cC 165 - a ST 165 2 2
cC 168 ST 93 | ST 168 2 3
CC 206 . : ST 206 ! |
CC 405 : : ST 405 | |
CC 648 STé48 | : |
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1.2 Infection and Chrug Resistance Diove

Chakkraphong Seenama™

- L 4 - . 1 2 3
Caracterizacion de £ col/iproductora de BLEE Visanu Thamlikitkul 5
Panan Ratthawongjirakul® Multilocus sequence typing and blagsg.
- characterization of extended-spectrum beta-
de pacle“tes sanos v cerdos lactamase-producing Escherichia coli isolated from
8T 174 healthy humans and swine in Northern Thailand
ST 174 ST 457
o ST o T4
° B crxm 1em
ST12 a7 W& L ST N T3 St esr.:ﬁ;; ir e B crxm
sten @ " CC10 (ST10) waL 945 B e
Sy 6% 111 B crem, 1em, sHv
ST 175/ SR 2 il O crxm sk
ST 6359 2SS
ST 48 50' : _ _—
S 746 “0s Hurman " A 1
ST 5873 < ST 58 4
ST 7626

ST 7626

’1 S
ST 206 %
ST 5766 st 221
Sk ST 410
STO ot 10Bbaes
8]
ST 2165 T
S I,

CONCLUSIONES Los aislamientos de E. coli que portaban BLEE y provenian de personas sanas y cerdos compartian

idénticos STs, lo que sugiere un posible nexo epidemioldgico o transmisidn entre estos huéspedes.
Esto también indica que tanto las personas sanas como los cerdos de granja son reservorios de genes de resistencia.



EJEMPLO DE SITUACIONES POSIBLES....

Observacion Pregunta

Accion

SITUACION: VIGILANCIA

Es una beta-lactamasa de
espectro extendido (BLEE) o
un AmpC?

Resistencia a cefalosporinas
de tercera generacién

SITUACION: INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA MOLECULAR

- Diferenciar BLEE de AmpC
del antibiograma inicial

Actividad BLEE y/o AmpC Que gen esta presente?
positiva

PCR positiva para blasry  ¥/0 Que variante alélica esta
blacyy presente?

- Actividad BLEE positiva Que BLEE es?

- PCR negativa para blasry v
y/0 blacyy
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JUNTOS

PARA COMBATIR -
LA RESISTENCIA ANLIS
A LOS ANTiMiCROBIANOS MALBREAT

Organizacion de las Naciones . ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL
Unidas para la Alimentacion ]m J Proteser a los animales, preservar nuestro futu

y la Agricultura

OPS '

- PCR para el gen blacry \ ¥/0 blacyy

- Opcional: PCR de grupo o PCR y
secuenciacién Sanger

- Derivar al LNR
PCR genes adicionales / clonado y
secuenciacién Sanger / WGS




EJEMPLO DE SITUACIONES POSIBLES....

Observacidn Pregunta Accion

SITUACION: VIGILANCIA Y DETECCION DE LA PRIMERA CARBAPENEMASA

Resistencia a cefalosporinas El aislamiento es resistente a - Evaluar sensibilidad a los
de tercera generacién carbapenemes? carbapenemes
Resistencia a carbapenemes Es una carbapenemasa? - Ensayos fenotipicos confirmatorios

de actividad carbapenemasa

Actividad carbapenemasa Derivar al LNR:
positiva Que gen esta presente? - PCR para carbapenemasas mas
comunes

De que variante se trata? .,
- Secuenciacién Sanger

Es un clon relevante? - Tipificacién molecular: PFGE / MLST
/ WGS
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