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RESUMEN

El seguimiento epidemioldgico y farmacoldgico de la resistencia a antibiéticos
B-lactdmicos mediada por la presencia de B-lactamasas requiere identificacion
precisa, lo cual es posible mediante la secuencia del gen, que es identificado
con herramientas bioinformaticas que se incorporan a sistemas de informacion.
Para implementar un prototipo de sistema de informacién que permite clasificar
secuencias de genes de B-lactamasas producidas por microorganismos resisten-
tes aislados en hospitales y realizar su cruce con los datos clinicos, se obtuvieron
las secuencias de B-lactamasas reportadas a escala mundial en la base de datos
Uniprot utilizando el sistema de recuperacién de secuencias (SRS) del Instituto
Europeo de Bioinformatica (EBI), se disefio un sistema de datos moleculares y
clinicos usando “Unified Modeling Language” (UML), y se generd un modelo
implementado en un servidor con sistema operativo UNIX, gestor de bases de
datos MySQL para realizar la creaciéon de la base de datos y lenguajes de pro-
gramacion Perl y PHP para implementar programas y cruzar datos. El sistema de
informacion BLA_ID_CLINIC permite hacer el cruce de datos moleculares vy clini-
cos, de tal forma que se puedan identificar las B-lactamasas de microorganismos
resistentes en hospitales y hacer un seguimiento del manejo de los antibiéticos
y el comportamiento epidemiolégico, modelo bioinformético permanentemente
actualizado, disponible a través de Internet en http.//bioinf.ibun.unal.edu.oc/
BLA_ID_CLINIC.

Palabras clave: Bioinformatica, beta-lactamasas, identificacion, sistema de infor-
macion.
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SUMMARY

Bioinformatics model design for the detection, identification
and classification of 3-lactamases genes, as a tool for crossing
molecular data with clinical data

The epidemiology and pharmacology of the B-lactamic antibiotics resistance at hospi-
tal level mediate by the presence of B-lactamasas requires of their precise identifica-
tion, possible through the gene sequence that can be identified using bioinformatics
tools and incorporated into the information systems. Prototype of information sys-
tem BAL_ID_CLINIC was implemented for allowing genes sequences classification
of B-lactamases produced by isolated resistant microorganisms in hospitals and their
crossing with the clinical data. The information system was development using Uni-
fied Modeling Language UML and the prototype was implemented in an Unix server,
using MySQL management system for data base building and Perl and PHP as a
programming languages for writing scripts that obtain cross relationship between
the different kind of data inside the system and the result report presentation. BLA_
ID_CLINIC allows crossing of molecular and clinical data. It can identify B-lactamasas
produced by resistant microorganisms isolated in hospital patients and can give in-
formation related with the antibiotics management and the epidemiologic behavior.
The bioinformatics prototype BLA_ID_CLINIC is permanently updated and available
through Internet in http.//bioinf.ibun.unal.edu.oc/BLA_ID_CLINIC.

Key words: Bioinformatics, beta-lactamases, classification, information system.

INTRODUCCION

La gran incidencia de infecciones nosocomiales, la importancia de las enterobacterias
como los agentes causales mds frecuentes y el surgimiento de cepas resistentes a
los antibidticos, son factores que inciden en uno de los mayores problemas de la
medicina actual y del futuro: la resistencia bacteriana.

Mundialmente, el indice de infecciones intrahospitalarias (IIH) es de 7,4%, en pro-
medio; el 35% son de origen exdgeno y de este el 80% corresponden a contami-
naciones cruzadas. El promedio de dias estancia por esta causa oscila entre 7 y 10,
aunque, dependiendo del servicio, puede llegar a ser de 20 o maés dias. La mortali-
dad general puede ir de 0,5% a 2% y se estima como causa directa de muerte en
pacientes hospitalizados entre el 3% vy el 4% y como causa asociada el 3% (1).
Este problema clinico se ha convertido en un factor de importancia epidemiolégica
y socioeconomica tal, que fue declarado en 1999 por la Organizacion Mundial de la
Salud como un problema de salud publica.

En el ambito local, en Bogotd desde el afio 2000 hasta el 2003 se notificaron anual-
mente de 8.000 a 12.000 infecciones intrahospitalarias y han sido identificadas, por
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certificados de defuncion, entre 300 y 400 muertes asociadas a IIH (3,75% a 49%);
el indice global de IIH de la ciudad oscila entre 2,4 y 2,5 por cada 100 egresos hos-
pitalarios (1).

La resistencia de los microorganismos a los antibidticos es la consecuencia fenotipica
de la diseminacion de genes portados por elementos genéticos transferibles y de
la presion selectiva de cepas resistentes por el uso inadecuado de antibidticos, las
cuales disminuyen la efectividad de los tratamientos y generan en ocasiones fracaso
terapéutico (2).

Desde la introduccién de la penicilina, hace més de 50 afios, uno de los grupos de
antibidticos mas utilizados han sido los B-lactdmicos. El uso de estos antibidticos no
ha escapado a la pérdida de sensibilidad de parte de los microorganismos, principal-
mente porque éstos expresan diferentes tipos de enzimas, denominadas B-lactama-
sas, que les permiten hidrolizar el anillo B-lactdmico presente en estos farmacos. La
aparicion de resistencia a los antibidticos, atribuible a presencia de las B-lactamasas,
ha propiciado que se intensifique la investigacién y el desarrollo de modificaciones
quimicas en la estructura de los antibidticos B-lactdmicos, y que se generen varios
subgrupos: penicilinas, cefalosporinas, inhibidores de B-lactamasas, carbapenémicos
y monobactdmicos.

Desde el punto de vista hospitalario, la aparicién de cepas resistentes a los antibio-
ticos B-lactdmicos implica que el comité de infecciones de la respectiva institucion
hospitalaria cuente con informacion no sélo acerca del microorganismo, sino también
del tipo de B-lactamasa involucrada, de tal forma que se puedan plantear estrategias
terapéuticas alternativas que permitan controlar la infeccion y limite el incremento de
la resistencia. Con esta informacién disponible serfa posible hacer un seguimiento
epidemiologico, detectar la forma en que se van diseminando los microorganismos
causantes de los brotes, el mecanismo utilizado para transmitir la resistencia, que en
muchos casos puede ser horizontal y no clonal, y la racionalidad con que han sido
utilizados los antibiéticos en el tratamiento de los diferentes casos.

Para adelantar la caracterizacién del microorganismo y el tipo de B-lactamasa que
biosintetiza se ha recurrido, por su elevada especificidad, a métodos moleculares que
identifican marcadores moleculares especificos (3). Estos marcadores moleculares
representan un gran volumen de secuencias (12.430 secuencias (4)), por lo general
de ADN que se encuentran, en su mayorfa, reportadas en bases de datos como el
EMBL o GenBank, o en algunos casos en las publicaciones de los investigadores que
se especializan en el estudio de este tipo de microorganismos (8.626 reportes en
Medline (5)). Este hecho le dificulta a un comité de infecciones tener acceso répido
a métodos que permitan comparar las caracteristicas genéticas del microorganismo
que estd evaluando con los reportados tanto en las bases de datos internacionales,
como los datos que se pueden generar en el entorno local, y es alin més dificil eva-
luar el comportamiento del microorganismo frente a determinado antibiético.
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En general, los paises desarrollados han implementado sistemas informéticos hos-
pitalarios que permiten hacer un seguimiento del comportamiento de la infeccion
intrahospitalaria y su relacién con el uso de antibidticos, y han desarrollado sistemas
computarizados que apoyan a los médicos en la seleccién de antibidticos (6) o en la
realizacion de estudios que utilizan bases de datos locales e inferencias epidemiolo-
gicas dentro de las instituciones hospitalarias (7), o a comparar estas estadisticas con
las de otros paises (8).

Es evidente que este tipo de problema mundial es mas critico en Colombia, donde
hay dificultades de caracterizacién, registro y sistematizacion permanente de los ca-
sos de IIH, en especial aquellos en donde se presenta resistencia a los antibidticos.
En este aspecto, el Grupo para el Control de la Resistencia Antimicrobiana en Bogota
(Grebo (9)) ha cumplido una gran labor, al coordinar esfuerzos entre mdltiples enti-
dades hospitalarias locales estableciendo, como medio para compartir, estandarizar,
sistematizar y analizar los datos, el programa Whonet (10), lo cual ha permitido hacer
un seguimiento sistemdtico de la resistencia de los microorganismos en el entorno
hospitalario. Sin embargo, a causa de las limitaciones en la identificacion precisa de
los diferentes tipos de B-lactamasas involucradas en la resistencia, el seguimiento de
los agentes causales, no es preciso.

El desarrollo de modelos sistematizados para el registro de datos clinicos, que utiliza
estdndares como los propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) por
medio del software Whonet, combinado con estrategias adecuadas de caracteriza-
cion molecular, ayuda a mejorar la precision en el seguimiento de la resistencia frente
a los antibidticos B-lactémicos y permite identificar los tipos de agentes responsables
de la infeccién, el tipo de resistencia, sus mecanismos de diseminacién y la forma
como deben manejarse racionalmente los agentes antiinfecciosos para poder contro-
lar y, mds aun, para prevenir la aparicién de resistencias a éstos.

En general, puede decirse que en muchas de las instituciones hospitalarias privadas
y del sistema estatal se cuenta con herramientas de cémputo que permiten siste-
matizar los datos asociados con las historias clinicas de los pacientes en las que se
encuentra informacién acerca de la resistencia y de los microorganismos causantes
de infeccion intrahospitalaria, pero es dificil encontrar, en el caso de las resistencias a
antibidticos B-lactémicos, el tipo especifico de enzima causante, y més dificil atin es
correlacionar estos datos para hacer evaluaciones epidemiolégicas y de manejo ade-
cuado de los antibidticos. Se han realizado trabajos de recopilacion y andlisis de da-
tos relacionados con la resistencia bacteriana intrahospitalaria (11, 12) y un sistema
que permite guiar a los investigadores en la caracterizacién molecular de un grupo
particular de B-lactamasas (13), sin que existan reportes de modelos que integren y
crucen los dos tipos de datos.

Con base en el andlisis anterior, es evidente la necesidad de desarrollar una herra-
mienta bioinformética que permita:
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e Sistematizar los datos locales asociados con la aparicién de microorganismos
resistentes a antibioticos B-lactdmicos y sus caracteristicas moleculares.

e Sistematizar las caracteristicas moleculares de B-lactamasas reportadas en el
mundo.

e Jerarquizacion y sistematizar los datos clinicos y farmacolédgicos asociados con
datos moleculares de algunos aislamientos obtenidos en el entorno hospitalario
por el Grupo de Epidemiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotd, utilizando como referencia las
indicaciones de la OMS por medio de su programa Whonet.

e Comparar los datos moleculares obtenidos localmente con las bases de datos
internacionales para hacer su identificacion.

Un prototipo de sistema bioinformético con estas caracteristicas constituye una he-
rramienta de apoyo importante para los comités de infecciones de las instituciones
hospitalarias, en el seguimiento del manejo y comportamiento de la resistencia de los
antibidticos, ya que en la medida en que se acumulen los datos con el paso del tiem-
po, éstos permitirdn hacer andlisis tanto prospectivos como retrospectivos del com-
portamiento epidemioldgico de la resistencia bacteriana, mediada por B-lactamasas,
en el dmbito hospitalario. Por tratarse de un problema multifactorial, el modelo pro-
puesto pone a disposicién del medio una parte importante de los datos sistematiza-
dos y jerarquizados asociados con la resistencia que presentan los microorganismos
productores de B-lactamasas, la cual se puede cruzar con las demés fuentes de datos
disponibles, de tal forma que se puede llegar a tener un entendimiento integral del
problema y a generar bases locales que agilicen y fortalezcan la toma de decisiones.

Este trabajo presenta la implementacion de una herramienta bioinformética que per-
mite comparar de la secuencia de una posible B-lactamasa aislada de un microorga-
nismo resistente con las ya reportadas, predecir su clasificacién y almacenar los datos
clinicos de resistencia frente a antibidticos y de localizacién del aislamiento, para que
sirvan como base futura en el seguimiento epidemiolédgico y en el manejo racional de
los antibidticos en los dmbitos nacional e internacional.

MEeTopoLoGia

Se basa en la estrategia para el disefio de sistemas de informacién y comprende
cuatro fases fundamentales:

Blsqueda de secuencias

Se realizd la busqueda de datos por medio del Sistema de Recuperacién de Se-
cuencias (SRS) implementado por el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) (10),
el cual realiza la recuperacion de secuencias y otros datos bioldgicos mediante un
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sistema indexado que permite hacer el cruce simulténeo de varias bases de datos y
responde a consultas complejas.

Organizacion de las secuencias

Las secuencias fueron jerarquizadas con la finalidad de facilitar el disefio de una base
de datos para almacenar estas y otros datos bioldgicos asociados, Utiles para man-
tener la referencia entre la base de datos Uniprot y los datos clinicos almacenados
localmente.

Seleccion de los datos clinicos

Tomando en cuenta las referencias bibliogréficas, con la asesoria de expertos de las
areas clinica y epidemioldgica, se selecciond un conjunto de datos clinicos utilizando
como referencia los campos incluidos en la base de datos del software Whonet (10).
Estos datos se correlacionaron con el tipo de microorganismo, la clase de B-lactamasa
producida, su resistencia frente a los antibioticos B-lactémicos, terapias previas vy la
localizacion fuente del aislamiento, entre otros.

Modelamiento de los datos moleculares y clinicos

Con los datos seleccionados se elaboré un modelo utilizando Unified Modeling Lan-
guage UML (14), que permite cruzar datos moleculares y clinicos, de tal forma que
se pueden caracterizar las B-lactamasas de microorganismos intrahospitalarios resis-
tentes y hacer un seguimiento del manejo de los antibiéticos y el comportamiento
epidemiologico. El sistema de informacién BLA_ID_CLINIC fue implementado en un
servidor SUN Z40 del grupo de Bioinformética del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia, con sistema operativo Linux SUSE 10, servidor
web Apache version 2.0; PHP version 4.3.4; MySQL versién 4.0.18 y lenguaje Perl
version 5.8.3 y esta disponible en Internet en la direccién: http.//bioinf.ibun.unal.edu.
co/BLA_ID_CLINIC/.

Resuttapos

Buisqueda de las secuencias

Teniendo en cuenta que la clasificacion de las B-lactamasas estd basada en los cam-
bios en la secuencia de la proteina, la base de datos Uniprot integra las principales
bases de datos de secuencias de proteinas tales como Swissprot, Trembl y PIR, entre
otras. De Uniprot se obtienen las secuencias de aminoécidos y las anotaciones rela-
tivas a las B-lactamasas que se han identificado, secuenciado y documentado hasta
el momento.

La consulta a esta base de datos se realizd utilizando del Sequence Retrive System
SRS del Instituto Europeo de Bioinformaética (4), restringida solo a aquellos registros
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que contenian la secuencia de caracteres: "beta” y “lactamase”, en cualquier parte del
registro y ademds la palabra “bacteria”, con el propésito de recuperar sélo aquellas
secuencias de B-lactamasas que han sido descritas en bacterias. Esta consulta dio
como resultado un total de 1.534 registros.

En la busqueda de datos sistematizados de B-lactamasas y con el propoésito de en-
contrar secuencias que faciliten su identificacion, se localizé en Internet el sitio web
"Amino Acid Sequences for TEM, SHV and OXA Extended-Spectrum and Inhibitor
Resistant 3-Lactamases” (15), que intenta estandarizar la nomenclatura B-lactamasas
manteniendo en tablas actualizadas las secuencias tipo y los nombres de las B-lac-
tamasas de los grupos TEM, SHV and OXA clasificadas hasta el momento y cubre
los tipos de estas enzimas mds diseminados hasta ahora. De este sitio en Internet
se descargaron las tablas, en formato texto, para utilizarlas como referencia para la
identificacién, por tratarse de secuencias tipo de B-lactamasas ya identificadas. Asf es
posible comparar una secuencia problema, obtenida de un microorganismo resisten-
te a los antibidticos B-lactdmicos, con las secuencias que se encuentran reportadas
en estas tablas, para hacer su identificacion.

Organizacion de las secuencias

Para recuperar las 1.534 secuencias de B-lactamasas fue necesario seleccionar los
campos, dentro de la base de datos Uniprot, que pudieran ser Utiles para realizar
el disefio del repositorio local de estos datos, parte fundamental del sistema de
informacion en desarrollo. Fueron seleccionados los campos de identificacién (Entry-
Name) de la secuencia, el nombre del microorganismo (Species), la fecha en que
fue reportada por Ultima vez esta secuencia (DateSeqUpate), las referencias biblio-
gréficas (MedlinelD), la descripcion de la secuencia (Description), el nombre del gen
(GeneName) y sus sindénimos (Synonym) y desde luego la secuencia en formato
Fasta (Sequence), como un subconjunto de campos que permiten facilmente hacer
seguimiento de la secuencia dentro de otras bases de datos, dentro de la bibliografia
asociada a ella y de su clasificacién como B-lactamasa. En estas circunstancias se con-
figurd el SRS para que extrajeran de Uniprot los datos almacenados en los campos
mencionados previamente para los 1.534 registros y se pudiera generar asf una tabla
de texto plano llamada “wgetbla.txt”, que se almacend localmente.

Seleccion de los datos clinicos

Con el propésito de desarrollar un prototipo de sistema de informacién que integrara la
informacién molecular de las B-lactamasas con la informacion clinica relacionada con
ellas, se selecciond un conjunto de datos clinicos (Tabla 1), utilizando como referencia
los campos incluidos en la base de datos del software Whonet (10). Estos se pueden
dividir en cinco grupos asf: Localizacién: permite geoposicionar la muestra de tal forma
que sea fécil hacer un seguimiento de cualquier otro dato asocidndolo al lugar donde
se detecta la resistencia. Demografia del paciente: incluye los datos minimos que per-
miten identificar y cualificar al paciente, de tal forma que se pueden correlacionar con

115



Barreto y Reguero

Tabla 1. Datos clinicos seleccionados.
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Tipo de dato clinico

Campo seleccionado

Localizacion

Country
Gty
Lab or Institution

Demografia del paciente

Patient ID

First name

Last name
Date of birth
Sex

Patient Type
Ethnic Group
Occupation
Patient Country
Patient city

Informacion clinica

Location type
Date of Data Entry
Date of admission
Date of discharge
Date of operation
Date of ward admission
Initial Diagnosis
Infection date
Infection site

Type of residence
Operation

Patient outcome

Resultados de laboratorio

Laboratory

APl Number
Beta-lactamase
Gram Stain
Organism

PCR result
Phage Type
Serotype
Susceptibility Test method
Susceptibility results

Results Clinical Interpretation

Informacién farmacoldgica

Antibiotic

Dosage

Route of administration
Start Date

End Date

Response to treatment
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ciertos comportamientos de los procesos infecciosos y sobre todo con su respuesta
frente a los farmacos utilizados en los tratamientos respectivos, como los antibiéticos.
Informacidn clinica: hace referencia a los campos relacionados con las causas iniciales
de tratamiento del paciente, y los sitlia en el tiempo de la infeccion, la aparicion de la
resistencia, su tipo y el sitio. Resultados de laboratorio: estos campos permiten vincu-
lar la identificacién del agente causante, el tipo de resistencia y especialmente del an-
tibiograma realizado por métodos automatizados (discos de difusion, MIC o ETest®)
o procedimientos manuales estandarizados en laboratorio responsable. Informacidn
farmacoldgica: los campos incluidos relacionan los tratamientos farmacolégicos dados
al paciente durante su tiempo de tratamiento; el tipo de antibiético, la dosis, el tiempo
de tratamiento y el resultado de éste, son correlacionados con la identificacién precisa
de la B-lactamasa causante de la resistencia, lo que permite hacer seguimiento de la
efectividad de los esquemas de tratamiento a través del tiempo.

Modelamiento de los datos moleculares y clinicos

Se dise6 el diagrama de casos de uso para el sistema BLA_ID_CLINIC (Figura 1) en
el cual, tomando en consideracién el punto de vista de un usuario, se definieron tres
modulos que integran los datos moleculares y los datos clinicos, permiten la clasifi-
cacion de la B-lactamasa usando métodos bioinforméticos, reportan los datos mole-
culares y clinicos y, lo més importante, permiten recuperar los datos que facilitan el
seguimiento de las B-lactamasas a varios niveles, como se describe a continuacion:

SISTEMA BLA_ID_CLINIC

Clasificar una secuencia Usa , Usa
segin tipo de Blsqueda Blast indices Blast
B-lactamasa

Busqueda de datos
de una clase
de B-lactamasa

[ ] Busqueda de
B-lactamasas expresadas
Busqueda de datos por un microorganismo
» de B-lactamasas
ya reportados
Usuario Busqueda de acuerdo

con la institucion
donde se afslan

Busqueda de acuerdo
con la institucion
donde se afslan

Captura datos
moleculares

[ ]
Captura datos Clasificar una secuencia Usa
Reportar datos pdinicos e __Usa
B-lactamasa
UNIPROT

Figura 1. Caso de uso sistema de informacion BLA_ID_CLINIC.
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Mddulo 1. Identificacién de secuencias. Este modulo le permite al usuario intro-
ducir una secuencia de nucledtidos de una B-lactamasa que quiera identificar (Figura
2A), la cual es comparada con la base de datos local de secuencias provenientes
tanto de Uniprot, como de las que hayan sido aisladas y reportadas localmente y
registradas directamente en el sistema mediante el modulo de reporte de datos, uti-
lizando el programa Blast del Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI)
(16). Como se observa en la Figura 2B, el usuario recibe un listado en el cual se pre-
senta la clasificacion y el origen de las secuencias que pueden estar relacionadas con
la secuencia que se va a clasificar, ordenadas por similaridad, a partir de la cual la cla-
sificacion final asignada a la secuencia corresponde a una decision del investigador.

LARERSIDID
NACIONAL !
D COuoN Bt

| Inicio | Blast | Busqueda | Registro |

Consulta nuesira
% Guia del usuario

ctaaacttcaaattcaatcttataaqtcttatgaacattcaagcactcttacttataacam % visita nuestras

Introduzca la secuencia de DNA
>bla-oxa69 gene for Betalactamase, strain SDF

agcgetatttttatttcagectgetcaccttatatagtgactgotaatecaaattacagt.
lgcttcaaaatctgatgaaaaagcagagaaaattaaaaatttatttaacgaagcacacact

acgggtgttttagttatccaacaaggocaaactcaacaaagetatggtaatgatcttget/
cgtgcttogaccgagtatgtacctgottegacettcaaaatgettaatgetttgatagge &
cttgagcaccataaggcaaccactacagaagtatttaagtgggacgggcaaaaaaggeta v

Preguntas
frecuentes

A (entrode Binformatica
Hituto de Biotec
O desde su computador Browse... _” Universidad Nacional de Colombia
i cenbio_nal@unal.edu.co

Borrar secuencia  Enviar Tel. 3165000

Ext. 16961 - 16956

Ca
'%G

BLASTX 2.2.9 [May-01-2004]

Reference:
IAltschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schédffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Query= bla-oxa69 gene for Betalactamase, strain SDF
(852 letters)

batabase: bladb
344 sequences; 98,007 total letters

Searching.done

Score
Sequences producing significant alignments: (bits)

OXA-T5
OXA-68
OXA-T7
OXA-33
OXA-65
OXA-69
OXA-88
OXA=34
OXA=66
OXA-35 S532

NXA-R3 532

%@"p‘i

A C
A
+. Univers
] cen
Tel. 316

E
Value

e-159
e-155
e-155
e-155
e-155
e-154
e-154
e=154
e=154

e-153 B

A=153

Figura 2. A. Formulario para hacer la identificacion usando BLAST de secuencias de nucledtidos de B-lac-
tamasas. B. Resultados de la buisqueda BLAST para la identificacidn de una B-lactamasa.
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Modulo 2. Busqueda de datos de B-lactamasa. Como se ve en la figura 1, este
modulo usa procedimientos que, desde el punto de vista de un usuario, van dirigi-
dos a la busqueda de reportes de B-lactamasas agrupadas segun: su clasificacion; el
microorganismo que las produce; tipo de B-lactamasas reportadas para una determi-
nada institucién clasificadas y ordenadas de acuerdo con la localizacién del paciente
dentro del hospital y tipo de B-lactamasas asociadas a la resistencia de determinado
antibidtico. Las consultas se realizan seleccionando la opcién correspondiente en el
formulario implementado para tal propésito (Figura 3A). Una vez realizada la con-
sulta, los datos se presentan como un listado. Si el usuario selecciona acceder a
datos referentes a un tipo de B-lactamasa, el sistema buscard y presentard tanto las
secuencias reportadas en Uniprot, como las que se hayan secuenciado e identificado
localmente correspondientes al tipo seleccionado (Figura 3B).

Modulo 3. Reporte de datos de B-lactamasas. Si se toma en cuenta que uno de
los mayores problemas en nuestro medio, para el seguimiento de la aparicion de
la resistencia bacteriana, es la falta de sistemas que permitan documentar los datos
relativos a ésta, se desarrollé un conjunto de formularios para realizar el registro de
la informacién asociada con el sitio donde se encuentra el paciente; su informacién
demogréfica; los datos clinicos; los resultados de laboratorio y los datos farmacologi-
cos (Figura 4). Estos formularios permiten enviar la informacién a la base de datos,
en la medida en que éstos se van produciendo en el &mbito clinico o de laboratorio.
El médulo de registro también incluye el almacenamiento de secuencias de B-lacta-
masas aisladas e identificadas en nuestro medio, para lo cual se disefié un formulario
que permite capturar la informacién molecular (Figura 5).

Discusion

De la busqueda en Uniprot se obtuvieron 1.534 secuencias de proteinas que per-
miten identificar B-lactamasas y los respectivos microorganismos que las contienen,
y ademés sus indices cruzados con las bases de datos Uniprot y MedLine. Cabe
subrayar que aunque es posible obtener los registros completos para almacenarlos
localmente, serfa una redundancia innecesaria, ya que ellos pueden ser consultados
directamente en cualquier momento en Uniprot, utilizando el EntryName de la B-
lactamasa.
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| Inicio | Blast | Busqueda | Registro |

.:: Seleccione los parametros:

Ciudad: [Bogota =] éﬁ@ ;

Institucién | Hospitals | Unidad: ISeIec(ione Loc. ~|

{ ]
Familia B-lactamasa |TEM-1 =] gww‘:
ce
Tel. 31
Antibiotico  [Selecc. Medicam. =l
Fecha de inicial: | Abril >l |1 ~||2006 ~|

Fecha de final:  [Mayo o7 | |2006 -

ENVIAR CONSULTA
s
Resultados Busqueda -
G
Resultados obtenidos con los siguientes limitadores: visi
Bogota, , 2006-4-1, 2006-5-07 ?@ Pr
Reportes en Uniprot
| Cent
_Instit
Entry Name Descripcion Clasificacion gu"":;:;
Beta-lactamase TEM precursor (EC 3.5.2.6) (TEM-1) Tel. 31650
BLAT ECOLI  (TEM-2) (TEM-3) (TEM-4) (TEM-5) (TEM-6) (TEM-B/CAZ-2) TEM-1 -
(TEM-16/CAZ-7) (TEM-24/CAZ-6) (IRT-4) (Feniclllinase).
QSRLHO_PROMI Beta-lactamase TEM-1 precursor (Fragment). TEM-1
Q27W35%_NEIGO TEM-1 beta lactamase gene. TEM-1
Q5XX10_PROMI Beta- TEM-1 (Beta- TEM-1b). TEM-1
TEM-1 (TEM pectrum beta-
(Hypothetical protein) (Beta-lactamase TEM-1b)
QBS161_ECOLI (Bets-lactamase TEMIF) (Beta-lactamase TEMIE) TEM-1
(Beta-lactamase TEM1D) (Beta-lactamase varlant TEM-10)
(Beta-
TEM beta-lactamase [Beta lactamase TEM-1) (TEM
Q7BESS_KLEPN extended-spectrum beta- lactamase) (Beta-lactamase TEM-1
TEM-1H) (BlaTEM-1b beta-lactamase).
Q7BP57_SHIFL TEM-1 beta lactamase. TEM-1
Reportes Locales
Ciudad Institu  Unidad  Caso Clinico Fecha Trat. Lab
Bogota HospitalS Urgendias 0AD2 2006-05-p7 /18t [Lab

Figura 3. A. Formulario para la bisqueda de datos de B-lactamasas. B. Resultados de bisqueda un tipo
de B-lactamasa.
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| Inicio | Blast | Busqueda | Registro |

1. Institucién
2. Informacién demografica del paciente
3. Historia clinica
4. Secuencia nueva
|
NUEVO PACIENTE
Te
Nombre:
Apellido:
Documento Iden:
Tipo de =
Documento < J
Fecha de
Nacimiento | Enero =1 =l]1920 =
Sexo * Masculino " Femenino
Grupo étnico Caucasico j
Ocupacidn
Ciudad: IBogotEi |
Pais: IColambia j
Emver A
Historia Clinica
INSTITUCION: Hospitall x|
Documente Identificacion
paclente:
Tipo de Documento F Pasaporte r Cédula
Fecha de Admisidn [anuary =l |1 x| [2005 x|
Fecha de alta JJanuary x| |1 x| [2005 ]
Evento dlinico
unidad [ uci |
Diagnostice
angis [ O tipo
mreccion [+ o [ 5 oo
Fecha:  [january x| |1 =] |2005 x|
VERTRATAMEENTOS  VERLAB.RESULTS
ADICIONAR OTRO EVENTO B
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Tratamiento

Antibiético IAMPICILINA =l

Dosis

Respuesta F Activa r No activa
Fecha de inicio Ijan"aw j I 1 ﬂ I2005 j
Fecha de final Ijanuar\l j I 1 j IZOOS j
ADICIONAR OTRO TRATAMIENTO

Figura 4. Formularios de captura de datos de: A. Localizacién del paciente, demografia; B. Datos clinicos,
resultados de laboratorio y C. Datos farmacoldgicos.

Reporte Local de Secuencia BLA

Evento Clinico
Base de Datos

donde se

repota IEMBL ~| Enty Name
Clasificacion TEM-1 j

Secuencia

Figura 5. Formularios de registro de secuencias de genes de B-lactamasas.

En cuanto a los datos clinicos incorporados, éstos corresponden a los incluidos en una
historia clinica completa dentro del sistema de informacion de una institucion de sa-
lud cualquiera, el cual a su vez es compatible con otros sistemas, de tal forma que los
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datos puedan ser cruzados utilizando herramientas como Whonet para hacer segui-
miento de la resistencia hospitalaria en Bogota. Por tratarse de la construccién de un
prototipo que debe compartir facilmente sus datos con Whonet y que se integre sin
mucha dificultad con otros sistemas de informacion, se incorporo la menor cantidad
de datos posibles dentro del sistema desarrollado, seleccionandolos de los maneja-
dos por Whonet en su Dbase tabla FIELDLST.ENG (10), de tal forma que permitieran
hacer un adecuado seguimiento del comportamiento de las B-lactamasas en cuanto
al origen de la muestra, el microorganismo resistente, lugar donde se presenta el
hallazgo, los resultados del laboratorio clinico, los tratamientos con antibidticos utiliza-
dos, las caracteristicas del paciente y su repuesta frente a los tratamientos utilizados.

Se implement¢ el sistema de informacion BLA_ID_CLINIC, integrando los elemen-
tos necesarios para suministrarle al usuario una herramienta actualizada, que facilita
el seguimiento de la aparicién de secuencias de B-lactamasas en la base de datos
Uniprot; permite hacer el almacenamiento local de secuencias aisladas e identifica-
das de microorganismos resistentes detectados en instituciones hospitalarias locales.
Ademads, el sistema articula la informacion molecular con la clinica utilizando los
estdndares que facilitan su integracién con herramientas como Whonet. El sistema
BLA_ID_CLINIC le permite al investigador evaluar datos sobre el manejo de los an-
tibidticos, con lo cual se facilitard la implementacién de herramientas para el segui-
miento epidemiolégico de este tipo de infecciones en el entorno intrahospitalario y
entre diferentes instituciones, ya que hace una referenciacién precisa del lugar de
aislamiento y de la clase de B-lactamasa.

Para desafiarlo primero se alimentaron los datos obtenidos desde Uniprot en la tabla
UniprotBLA vy se introdujeron los datos de secuencias de B-lactamasas tipo en la ta-
bla Clasificacion. Asi mismo se obtuvo una muestra de historias clinicas tomadas de
casos de resitencia bacteriana a antibiéticos B-lactdmicos, documentados en estudios
previos realizados por el grupo de Epidemiologia Molecular del Instituto de Biotec-
nologfa, con las que se alimentd la base de datos en los aspectos relacionados con
localizacion, instituciones, eventos clinicos, tratamientos y resultados de laboratorio.

Utilizando a los expertos del grupo de Epidemiologfa Molecular del Instituto de Bio-
tecnologia, se probo el sistema de identificacion con varias secuencias, una de ellas
obtenida de un aislamiento de una presunta B-lactamasa CTX-M. Conviene destacar
que el sistema de informacién BLA_ID_CLINIC arrojé datos que permitieron clasificar
las secuencias conocidas y que en el caso de la presunta CTX-M, el resultado dio un
porcentaje de identidad menor de 100 con el grupo de secuencias clasificadas como
CTX-M en el sistema, que no correspondfa a ninguna de las ya clasificadas, lo cual
fue corroborado por los expertos. Una vez asignada su clasificacion, ésta fue incluida
COMO una nueva secuencia tipo dentro del sistema.

Por tratarse de un prototipo, que puede ser adaptado segln las necesidades de los
usuarios, esta primera versién no incluy6 ninguna seguridad relacionada con quienes
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pueden administrar, modificar o solo ver los datos; sin embargo, estas consideracio-
nes son importantes cuando se trate de la puesta en produccion del sistema. En la
etapa de produccion del sistema BLA_ID_CLINIC se considerard el manejo confiden-
cial, legal y ético que debe dérseles a los datos clinicos, que involucran decisiones de
especialistas, manejo de pacientes de parte de instituciones de salud y resultados de
andlisis de laboratorio.

La siguiente etapa en el desarrollo realizado es poner a disposicion de las entidades
que hacen seguimiento de la resistencia a antibidtico en Bogoté el sistema BLA
ID_CLINIC para intentar su implementacion y mejoramiento productivo en Bogot3,
desarrollar una interfase que permita utilizar las herramientas de anélisis del soft-
ware Whonet directamente sobre los datos que se puedan almacenar en el sistema
BLA_ID_CLINICy ampliar su base de datos para que incluya otros tipos de resistencia,
para que sea un modelo integral para la recopilacion y anélisis de datos moleculares y
clinicos asociados con la aparicién de cualquier tipo de resistencia a los antibiéticos.

El sistema BLA_ID_CLINIC promueve la creacion de bancos de datos de resistencia a
antibidticos que puedan ser alimentados en linea mediante Internet, que garanticen
el acceso de los datos y que permitan hacerle un seguimiento adecuado a todo nivel
a la forma en que se maneja y controla la resistencia a antibidticos.

Por Ultimo, el éxito de sistemas que permitan un adecuado seguimiento de la apa-
ricion de resistencia, tanto en el aspecto epidemiolégico como en el farmacoldgico,
molecular y clinico, implica avanzar en la implementacion de métodos moleculares
como la secuenciacion, porque son el medio mas idéneo para garantizar la identifi-
cacion precisa de B-lactamasas. Este tipo de tecnologfas, a raiz de la secuenciacién
del genoma humano, estén cada dia més disponibles debido a su rapidez, reprodu-
cibilidad y bajo costo.
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