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1. Titulo.

“Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos aisladas en muestras de pacientes

hospitalizados”



2. Resumen

La familia Enterobacteriaceae forma parte de la microbiota del organismo compitiendo con
otros microorganismos patdgenos; actian como oportunistas causando mas de 50% de infecciones
intrahospitalarias, tienen alta capacidad de adaptacion ubicandose en el grupo de superbacterias
con indices altos de multiresistencia, gracias a la comin administracion no controlada de
medicamentos. El presente trabajo tuvo como objetivo conocer los genes productores de
carbapenemasas en Enterobacteriaceae aisladas en muestras de pacientes hospitalizados en el
Hospital Isidro Ayora, Loja; mediante un estudio descriptivo-transversal, se aislaron 32
Enterobacterales productoras de carbapenemasas. Los resultados obtenidos nos demuestran que
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, son las bacterias que predominan en infecciones en
pacientes hospitalizados; Klebsiella. pneumoniae presenta mayores indices de resistencia; siendo

asi el gen productor de carbapenemasa que predomina en el area local el blaKPC.

Palabras clave: Enterobacterales, farmacorresistencia bacteriana, infeccion,

hospitalizados, genes.



Summary

The Enterobacteriaceae family is part of the organism's microbiota, competing with other
pathogenic microorganisms; they act as opportunists causing more than 50% of nosocomial
infections, have a high capacity for adaptation, being located in the group of superbugs with high
multi-resistance indices, due to the common administration of no controlled medication. The
present work aimed to know the genes Carbapenemase Producers in Enterobacteriaceae Isolated
from Patient Samples hospitalized at the Isidro Ayora Hospital, Loja; Through a descriptive-cross-
sectional study, isolated 32 carbapenemase-producing Enterobacterals. The results obtained
evidence that Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli are the predominant bacteria infections
among hospitalized patients; Klebsiella. pneumoniae presents higher indices of resistance; Thus,

the carbapenemase-producing gene that predominates in the local area is the blakPC.

Key words: Enterobacterals, bacterial drug resistance, infection, hospitalized, genes.



3. Introduccion.

Enterobacteriaceae es una familia bacteriana de las mas diversas y causantes universales de
mas del 50% de las infecciones en hospitales, asi mismo la tasa de portadores se incrementa
notablemente en los pacientes hospitalizados y las mayores tasas de colonizacién se relacionan
principalmente con el uso inadecuado de antibioticos. (Ocampos Ugarte & Takahasi Alvarez,

2015)

La mayoria de Enterobacteriaceae forman parte de la microbiota intestinal, ayudando en la
absorcion de nutrientes y defendiendo el espacio del ataque de microorganismos ajenos al lugar;
a diferencia de otras que son altamente patdgenas pudiendo causar infecciones de vias urinarias
leves o infecciones complicadas como sepsis; el tratamiento y erradicacion dependeré de factores
como la zona de infeccion, la presencia de mecanismos de resistencia, presencia de via central u
otros dispositivos, estado inmunitario del paciente, enfermedades cronicas, estancias hospitalarias
prolongadas y el uso previo de antibidticos particularmente cefalosporinas de amplio espectro.

(Jawetz, Melnick, 2013; Rojo et al., 2018)

La resistencia bacteriana es un fendmeno progresivo caracterizado por una respuesta
disminuida de los grupos de antibidticos ya sea de forma parcial o total contra los
microorganismos, causado por el uso indiscriminado de los mismos ademas de la presion evolutiva
de los patogenos. Dicha resistencia puede ser intrinseca o propia del microrganismo cuando posee
mecanismos propios determinados genéticamente que no tienen dependencia con las dosis de
antibidticos suministradas; pero también tenemos la resistencia adquirida ya sea por mutaciones
en el ADN, o por adquisicion de genes a traves de trasposones, integrones o plasmidos, en los
cuales la administracion incontrolada de antibidticos tiene gran repercusion, ocasionando
transformaciones como por ejemplo: la de una Betalactamasa en Betalactamasa de espectro

extendido, etc. dicha resistencia es considerada una crisis preocupante a nivel mundial; que va en



estado creciente, por tal razén quedan pocas opciones terapéuticas para maltiples infecciones sin
que estas adquieran pronta resistencia a la mayoria de antibidticos; asociandose a altas tasas de
morbilidad y mortalidad, limitaciones en las opciones terapéuticas e incremento en los costos por
terapias alternativas y estadia hospitalaria por largos periodos. (Al6s, 2015; Toledo Barrigas,

2015)

La Organizacion Mundial de la Salud (2017) indica: “La resistencia a los antibidticos es hoy
en dia una de las mayores amenazas para la salud mundial, seguridad alimentaria y desarrollo”;
por otro lado, la Organizacién Panamericana de la Salud (2017) también sefiala “La resistencia a
los antimicrobianos pone en peligro la eficacia de la prevencién y el tratamiento de una serie cada

vez mayor de infecciones por virus, bacterias, hongos y parasitos”

Un estudio realizado en un Hospital Universitario de Piura, Perd demostré que el 2.16% de
frecuencia de infecciones esta causado por Enterobacteriaceae productoras de betalactamasas tipo
AmpC y un 14.39 % por betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) con mayor prevalencia

en K. pneumoniae seguido de E. coli. (Dedios Periche, 2018)

Por otro lado, un estudio realizado durante el afio 2017 en un Hospital de la cuidad de
Latacunga, Ecuador, indico la presencia de E. coli aislada de muestras de orina donde el 15 % de
estas corresponde a cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido y 5 % a cepas con

betalactamasas tipo AmpC. (Alvarez, 2017)

Un estudio mas cercano dirigido a analizar los mecanismos de resistencia bacteriana en bacilos
Gram negativos en un Hospital de la cuidad de Loja durante el periodo julio-noviembre 2013, dio
como resultado la presencia del 26,4% de cepas productoras de BLEE; y el 11,2% mostro
resistencia a carbapenémicos, y de las cuales el 1,6% corresponden a cepas productoras de

carbapenemasas; dichos resultados denotan una alta prevalencia de cepas productoras de BLEE a



nivel intrahospitalario y ambulatorio, mientras que los productores de carbapenemasas se

presentaron unicamente a nivel intrahospitalario. (Toledo Barrigas, 2015)

Los genes que codifican carbapenemasas, usualmente se encuentran en plasmidos o en otros
elementos genéticos mdviles; dicha movilidad ha permitido su mayor diseminacion en
enterobacterias como: E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Serratia, y especies de
Salmonella; siendo demostrado en diversos aislamientos donde se hallan pat6genos

multirresistentes, extremadamente resistentes o panresistentes. (Meletis, 2016)

Un estudio de resistencia a carbapenémicos en enterobacterias de hospitales de Per(, durante
el periodo 2013-2017, han confirmado la presencia de carbapenemasas en: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis. Providencia rettgeri, Providencia stuartii,
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, portando los genes de
resistencia blakPC (31,3 %), blaNDM (67,5 %), y blaIMP (1,2 %). (Sacsaquispe-Contreras &

Bailon-Calderon, 2018)

Por otra parte el Ministerio de Salud Publica del Ecuador en el Plan Nacional para la Prevencion
y Control de la Resistencia Antimicrobiana; informé que los primeros aislamientos de
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos (CRE) datan de 2010, donde se registré el primer
reporte de Klebsiella productora de carbapenemasas, posteriormente se notificaron casos en
hospitales de Quito, Azogues, Guayaquil y Cuenca; siendo hasta el afio 2012 identificados 22
géneros de bacterias con enzimas tipo KPC; ya para el 2015 en el Hospital Luis Vernaza de
Guayaquil se aisld Providencia rettgeri NDM-1, pero KPC seguia siendo hasta ahi la
carbapenemasa mas frecuentemente identificada distribuida en K. pneumoniae, E. coli, K. oxytoca,
Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae y Proteus mirabilis. Hasta que

en 2018 a traves del Centro Nacional de enlace se notifico el hallazgo de Raoutella ornithinolytica



productora de OXA-48 siendo el primer reporte de la enzima en una bacteria considerada

ambiental hasta ese momento aislada a nivel hospitalario. (Ministerio de Salud Publica, 2018)

Gracias a la resistencia a carbapenémicos, dia tras dia quedan menos opciones terapéuticas y
uno de los compuestos usados como Ultima alternativa contra microorganismos multirresistentes
es colistin, una polimixina en desuso por su alta toxicidad; pero ha resurgido como medicamento
de dltima linea; aungque también existen otras opciones de terapia con antibidticos combinados
como por ejemplo ceftazidime/avibactam y ceftolozano/tazobactam, pero que en nuestro pais no

son de uso comun por su gran costo y dificultad de conseguirlos. (Ugarte Silva et al., 2018)

Ante este escenario se propuso el siguiente estudio: identificar las bacterias que causan
infecciones en pacientes hospitalizados y describir los genes que producen las Enterobacteriaceae
resistentes a carbapenémicos aisladas en dichos pacientes en un hospital de segundo nivel de
complejidad. Dichos resultados buscaron aportar con datos apegados a la realidad local como
aporte cientifico y que motive no solo la prescripcion del tratamiento adecuado, sino, el

establecimiento de medidas que promuevan el uso racional de antibioticos.



4. Revision de la literatura.

1. Bacterias.

Son organismos procariontes unicelulares de tamario relativamente pequefio que seencuentran
en casi todas las partes de la tierra debido a las adaptaciones que tiene y pueden adquirir; poseen
un ADN circular en la mayoria de especies con un solo cromosoma, que se acomoda en el espacio
intracelular, ya que carecen de nucleo definido; en su mayoria poseen pared celular compuesta de
peptidoglucano aunque existen excepciones (micoplasmas), muchas de estas también disponen de
flagelos en diferentes ubicaciones con funciones especificas. Su clasificacion puede darse por la
forma en las que se presentan ya sean esferas (cocos), barras (bacilos), filamentos curvados
(vibrios) y helicoidales (espirilos o espiroquetas); por su acomodacion; por su tincién en gram
negativas, gram positivas y acido alcohol resistentes; y por sus factores de crecimiento como

temperatura, nutrientes y ambiente. (Jawetz, Melnick, 2013; Murray et al., 2017)

1.1. Enterobacteriaceae.

Son una familia extensa y variada de bacilos Gram negativos, en su mayoria son anaerobios o
aerobios facultativos, fermentan una amplia gama de hidratos de carbono, poseen una estructura
antigénica compleja con més de 150 antigenos somaticos termolabiles o lipopolisacaridos, mas de
100 antigenos K o capsulares termolabiles, y mas de 50 antigenos H o flagelares; ademas de
producir diversas toxinas y otros factores de virulencia, algunos son moviles con flagelos

peritricos y otros no. (Jawetz, Melnick, 2013; Murray et al., 2017)

Dentro de esta familia tenemos varios géneros como son Escherichia, Shigella, Salmonella,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus y otros mas, que habitan principalmente en el intestino
tanto de humanos como de aminales; algunos de estos microorganismos forman parte de la
microbiota normal y rara vez producen enfermedad como es el caso de Escherichia coli; peropor

el contrario hay otros altamente patogenos como Salmonella o Shigella. (Jawetz, Melnick, 2013)


https://es.wikipedia.org/wiki/Coco_(bacteria)
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Vibrios
https://es.wikipedia.org/wiki/Espirilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Espiroqueta

Segun Murray, las enterobacterias mas frecuentes con mayor importancia clinica son;
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii, Citrobacter
koseri, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Salmonella entérica, Serratia marcescens, Shigella sonnei, Shigella flexneri,
Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis. (Jawetz, Melnick, 2013;

Murray et al., 2017)

1.1.1. Género Escherichia.

Dentro de este género se agrupan cinco especies; de las cuales E. hermannii y E. vulneris
ocasionan infecciones de heridas, aunque su papel patégeno ha sido muy discutido desde afios
atras; se ha confirmado el rol patdgeno de esta Ultima en heridas; E. fergusonnii se relaciona con
ciertas patologias entéricas; E. blattae se considera como ajena al hombre; siendo E. coli la de
mayor importancia clinica para el humano, ya que forma parte de la microbiota normal del
intestino pudiendo causar sindromes diarreicos e incluso infecciones extraintestinales. (C. Pérez

etal., 2018)

E. coli se ha estudiado de tal manera que actualmente es la forma de vida libre mas
perfectamente comprendida sobre la tierra; es una bacteria que crece facil en medios de peptona
enriquecidos con sangre, en medios diferenciales y su cultivo in vitro no es dificil; suele ser mavil
en su mayoria, y gran parte de sus serotipos fermentan lactosa y son capaces de producir indol a
partir de tript6fano; las patologias a las cuales est& asociada son: infecciones del sistema urinario;
infecciones respiratorias; infecciones del sistema nervioso central; septicemia; y sindromes
diarreicos, haciendo referencia a esta Gltima patologia existen diversos tipos de E. coli
diarreogeénicas, las cuales son E. coli enteropatdgena (ECEP); E. coli enterotoxigena (ECET); E.
coli enteroinvasiva (ECEI); E. coli enteroagregativa (ECEA) E. coli adherencia difusa (DAEC)
y E. coli enterohemorragica (ECEH) o productora de toxina shiga (STEC). (Rios-Muhiz et al.,

2019; Vazquez et al., 2014)



Este microorganismo es la causa mas frecuente de infeccion de las vias urinarias; y se ha
denominado E. coli uropatogena, las que afectan a la vejiga o al rifion en un hospedador sano
poseen un pequefio nimero de antigenos O y producen hemolisinas que son citotoxicas y facilitan
la colonizacion e invasion a los tejidos para su posterior infeccion; otras cepas que producen
pielonefritis expresan el antigeno K y elaboran fimbrias P que se unen al antigeno del grupo

sanguineo. (Jawetz, Melnick, 2013)

Las cepas de E. coli uropatogena representan aproximadamente el 80% de las infecciones
urinarias no complicadas, el 95% de las infecciones adquiridas en la comunidad y el 50% de las
infecciones adquiridas en los hospitales; a pesar de esto sigue siendo el patégeno mas frecuente
en las infecciones urinarias complicadas; este microorganismo puede extenderse desde el tracto

urinario al torrente sanguineo para posteriormente causar bacteriemia. (Kot, 2019)

Las cepas de E. coli causantes de infecciones intestinales y sindromes diarreicos; poseen
factores de virulencia similares entre si y otros muy variados; EPEC para adherirse a las células
de la mucosa del intestino; necesita fimbrias formadoras de pilis codificada por un plasmido, y el
islote de patogenia del locus cromosémico de borramiento del enterocito que induce la adherencia
estrecha; ETEC posee pilis conocidos como antigenos del factor de colonizacion que son
especificos de seres humanos e inducen la adherencia células epiteliales del intestino, algunas de
estas cepas producen una enterotoxina termolabil que esté relacionada con la toxina del célera 'y
otras producen la enterotoxina termoestable STa que activa a la guanilil ciclasa en las células
epiteliales entéricas y estimula la secrecién de liquido; la STEC se denominan asi por las toxinas
citotoxicas que producen y hay por lo menos dos formas antigénicas de la toxina; toxina similara
Shiga 1y toxina similar a Shiga 2; por altimo de los méas de 150 serotipos de STEC, el O157:H7
es la mé&s comun y el que se identifica con mayor facilidad en las muestras de seres humanos.

(Gomes et al., 2016; Yacarini-Martinez et al., 2019)
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E. coli tiene un mecanismo de resistencia AmpC intrinseco no inducible que en ausencia del
antimicrobiano la cantidad de enzima producida es baja, por lo que no confiere resistenciaclinica
a excepciones a algunas penicilinas, pero en presencia del farmaco se produce una induccion del
gen blaAmpC y la cantidad aumenta considerablemente, también puede sobreexpresarse como
consecuencia de mutaciones del promotor o del atenuador del gen confiriendo resistencia a amino,
carboxi, y ureidopenicilinas, las asociaciones con inhibidores, cefalosporinas de primera
generacion, cefamicinas y en funcion del nivel de hiperproduccion, también pueden afectar a
cefalosporinas de tercera generacion y monobactamicos, mientras que las C4G y los
carbapenémicos se mantienen activos; esta también se vincula con la transmision de resistencia a
los antibidticos tanto en la comunidad como en los hospitales. (Jawetz, Melnick, 2013; Navarro et

al., 2010)

En el caso de la resistencia debido a alteraciones de las porinas, las bombas de expulsion causan
regularmente un bajo nivel de resistencia y pueden expresarse de forma intrinseca, y suelen
asociarse a la expresion de otros mecanismos de resistencia contribuyendo a una resistencia
clinicamente relevante; aqui toma importancia la bomba de expulsion de E. coli bomba (AcrB), la
PFM (AcrA) y el canal de membrana (TolC) que también poseen otras enterobacterias. (Martinez-

Martinez, 2016)

1.1.2. Género Shigella

Son bacilos gram negativos no moviles, no formadores de esporas, anaerobios facultativos, las
cuatro especies del género que provocan manifestaciones clinicas de shigelosis, como diarrea
acuosa hasta diarrea exudativa fulminante, son S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S. sonnei;
todas fermentan glucosa, con excepcién de S. sonnei; y la imposibilidad para fermentar lactosa
ayuda a distinguirlas en los medios diferenciales; ademas que forman &cido a partir de hidratos de

carbono pero pocas veces producen gas. (Jawetz, Melnick, 2013; Prats & Mirelis, 2012)

11



Se divide en varias especies dentro de las cuales estan S. dysenteriae perteneciente al serogrupo
A,y que tiene 15 serotipos, S. flexneri del serogrupo B y formada por 19 serotipos, S. boydii del
grupo C, con 20 serotipos y finalmente S. sonnei serogrupo D, con tan solo 1 serotipo; esta division
en multiples serotipos depende del antigeno Oy las diferencias bioquimicas de cada una. (Mattock

& Blocker, 2017)

La enfermedad maés grave resulta de la infeccion causada por las especies S. dysenteriae; se
considera a S. flexneri menos virulenta, mientras que S. boydii y S sonnei, generalmente originan
episodios autolimitados de diarrea; la transmision de estas bacterias se produce principalmente por
ruta fecal-oral directa, o indirecta en lugares con una higiene deficiente y su aislamiento es

predominante en los paises en vias de desarrollo.(Villacrés et al., 2017)

Son muy sensibles a fluctuaciones de temperatura y a condiciones ambientales desfavorables;
sin embargo, son tolerantes a pH bajos, por lo que pueden soportar la acidez del estbmago y luego
colonizar el tracto digestivo; esta propiedad, sumada a que son infectivas a bajas dosis, contribuye

a su patogenicidad. (Niyogi, 2005)

La patogenicidad esta asociada a su habilidad de invadir y colonizar el epitelio intestinal
evadiendo las defensas del hospedador, mediante factores de virulencia IpaH (invasion plasmid
antigen H), la inhibicién de la coagulacién inducida por trombina que provoca la eliminacion de
sangre en las heces, e IAL (invasion-associated locus) que promueve la internalizacion e invasion
del tejido blanco gracias a la produccion de adhesinas e invasinas y permite la diseminacion
intercelular de la bacteria y el traslado de diversos factores de virulencia; también forma poros a
través de la membrana de las celulas del epitelio intestinal, permitiendo la penetracion de la

bacteria al citoplasma del enterocito. (Mattock & Blocker, 2017; Villacrés et al., 2017)

S. dysenteriae ademas produce la toxina Shiga que difunde extracelularmente hasta células

blanco especificas; posee efectos citotoxicos, inhibiendo la sintesis proteica y llevando a la muerte
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de células intestinales, células epiteliales del glomérulo y del tubulo renal y las células de la
microcirculacion del sistema nervioso central; causa de esta manera sindrome urémico hemolitico

(SUH) y convulsiones.(Cristina Naranjo, 2018)

Shigella posee una betalactamasa cromosomica no inducible de clase C (AmpC) similar a la de
E. coli que en su forma salvaje se expresa a niveles muy bajos, por lo que no confiere resistencia
clinica, a excepcién de cuando se halla hiperproducida que otorga resistencia a varias penicilinas
(amino, carboxi, ureido), y varias cefalosporinas de acuerdo al grado de produccion,
manteniéndose activos algunas cefalosporinas de tercera generacion, todas las cefalosporinas de
cuarta generacion y los carbapenémicos; al igual que Salmonella este microorganismo son

clinicamente resistentes a cefalosporinas de primera y segunda generacion. (Navarro et al., 2010)

En Latinoamérica, Shigella es responsable del 8 al 12 % de los episodios de diarrea y del 50 %
de los casos de diarrea disentérica que requiere hospitalizacion; convirtiéndose asi es una patologia

endémica en esta zona y de la cual se han descrito varios brotes. (Cristina Naranjo, 2018)

1.1.3. Género Salmonella.

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae y al igual que otros miembros son bacilos anaerobios
facultativos, no formadores de esporas, son fermentadoras de glucosa, pero casi nunca fermentan
lactosa ni sacarosa; forman acido y a veces gas a partir de glucosa y manosa; reducen nitratos y
no producen oxidasa; la mayor parte de las cepas de son moviles con flagelos peritricos; se
multiplican facilmente en medios simples, y algunas suelen producir H2S. (Delgado Fernandez,

2015; Jawetz, Melnick, 2013)

Salmonella sobrevive al congelamiento en agua por periodos prolongados; ademas de ser
resistente a varias sustancias quimicas como: verde brillante, tetrationato de sodio, desoxicolato
de sodio, etc.; que inhiben otras bacterias entéricas, y que son incluidos en medios que ayudan

aislar e identificar este microrganismo. (Jawetz, Melnick, 2013)
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Los miembros de este género en un principio se clasificaron con base en la epidemiologia, los
hospedadores, las reacciones bioquimicas y las estructuras de los antigenos O, H y Vi; y los
nombres como Salmonella typhi, Salmonella typhimurium fueron escritos como si fuesen género
y especie; y aunque esta nomenclatura esta generalizada se utiliza de forma incorrecta. (Jawetz,

Melnick, 2013; Quirds Cardenas, 2016)

Los estudios de hibridacion de DNA-DNA han demostrado que hay siete grupos evolutivos; y
hoy en la actualidad, el género se divide en dos especies, cada una de las cuales contiene multiples
subespecies y serotipos; los dos especies son Salmonella bongori y Salmonella entérica, esta
Gltima que contiene las siguientes subespecies, entérica (subespecie I); salamae (subespecie I1);
arizonae (subespecie Illa); diarizonae (subespecie Illb); houtenae (subespecie IV) e indica
(subespecie V1), siendo asi casi todas las infecciones de seres humanos causadas por cepas de la
subespecie I, que se designa como Salmonella entérica subespecie entérica, la cual contiene varios
serotipos y es aqui donde se hace probable el uso de la nomenclatura ampliamente aceptada para
la clasificacion que seria: S. entérica subespecie entérica serotipo typhimurium, que puede

abreviarse a Salmonella typhimurium. (Quirés Cardenas, 2016)

Cuatro serotipos pueden identificarse en el laboratorio clinico mediante andlisis bioquimicosy
serologicos; estos serotipos son: Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B, Salmonella

Choleraesuis y Salmonella Typhi. (Jawetz, Melnick, 2013)

Las Salmonellas son transmitidas de los animales y los productos animales hacia el ser humano,
donde producen enteritis, infeccion sistémica y fiebre entérica, sin embargo, la mayor parte son
especialmente patdgenas en los animales que constituyen el reservorio para la infeccion humana:

pollos, cerdos, roedores, ganado vacuno, mascotas, y muchos otros. (Besser, 2018)

Salmonella no es portadora de una betalactamasa cromosémica, como otras

Enterobacteriaceae como E. coli, pero al igual que Shigella es clinicamente resistente a
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cefalosporinas de primera y segunda generacion; por otro lado, las mutaciones en la ADN girasa,
son muy comunes en muchas bacterias de esta familia, y es aqui cuando se aconseja reportar como
resistencia a fluoroquinolonas en el caso de observarse gque exista resistencia a acido nalidixico

en Salmonella. (Navarro et al., 2010)

1.1.4. Género Enterobacter.

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, incluye bacilos gramnegativos anaerobios
facultativos, mdéviles por medio de flagelos peritricos, fermentan lactosa, pueden contener
capsulas que producen colonias mucoides, estan ampliamente distribuidos en la naturaleza,
encontrandolos en el suelo, agua y como parte de la microbiota de animales, insectos y tracto
gastrointestinal humano; incluye varias especies dentro de las cuales se define el
complejo Enterobacter cloacae; la relacion dentro de este complejo se establece a partir de la
hibridacion ADN-ADN de genomas completos, pruebas bioquimicas y por la secuenciacion.

(Davin-Regli et al., 2019; Jawetz, Melnick, 2013; Murray et al., 2017)

Estos microorganismos son causa de una amplia gama de infecciones hospitalarias como
neumonia, infecciones urinarias, infecciones de heridas, de dispositivos, y septicemia siendo la
segunda Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos (CRE) mas comdn en los Estados
Unidos, contribuye cada vez mas a la propagacion de infecciones resistentes a carbapenémicos,
en particular, el complejo Enterobacter cloacae los cuales son patdgenos nosocomiales mas

comunes. (Davin-Regli et al., 2019)

Hasta la fecha, 22 especies se han encontrado en el género Enterobacter, entre estas siete se
agrupan dentro del complejo Enterobacter cloacae: E. cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E.
kobei, E. ludwigii, E. mori y E. nimipressuralis; el resto son E. amnigenus, E. arachidis, E.
carcinogenus, E. cowanii, E. dissolvans, E. gergoviae, E. helveticus, E. oryzae, E. pulveris, E.

pyrinus, E. radicincitans, E. soli, E. taylorae y E. turicensis; esta clasificacion se basa en el
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intercambio de caracteristicas fenotipicas y fundamentalmente genotipicas, determinadas por
hibridaciones de ADN-ADN de genoma completo, de hecho, E. cloacae comparte al menos un

60% de similitud en su genoma con los otros seis miembros de su grupo. (Davin-Regli et al., 2019)

El complejo E. cloacae, complejo E. sakazakii, y E. hormaechei representan las especies mas
comunmente aisladas en infecciones clinicas, principalmente en pacientes inmunocomprometidos
y hospitalizados, debido a la adaptacién a los antimicrobianos y su comportamiento como
patdgenos oportunistas; este género es miembro del grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter ), que se describen como la

principal causa de infecciones nosocomiales resistentes. (Davin-Regli et al., 2019)

La mayor parte de las cepas posee una B-lactamasa cromosémica denominada AmpC que las
vuelve intrinsecamente resistentes a la ampicilina y a las cefalosporinas de primera y segunda
generaciones; muchas mutantes suelen producir en exceso B-lactamasa que confiere resistencia a
las cefalosporinas de tercera generacion; esta no se inhibe por acido clavulanico ni por otros
inhibidores similares, es muy poco activa frente a cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima)
y frente a carbapenémicos, pero cuando en el mismo microorganismo la presencia del enzima se
acomparia de pérdida de porinas, también puede presentarse resistencia a estos compuestos; v al
igual que K. pneumoniae, algunas cepas intrahospitalarias tienen plasmidos que las hacen

resistentes a multiples farmacos. (Davin-Regli et al., 2019; Navarro et al., 2010)

Esta resistencia puede ayudar a una identificacion entre las bacterias ya que Enterobacter y C.
freundii son resistentes a cefoxitina y presentan sensibilidad disminuida a cefuroxima, mientras
gue M. morganii, Providencia y Serratia, son resistentes a cefuroxima y moderadamente

resistentes a cefoxitina. (Navarro et al., 2010)

1.1.5. Género Klebsiella.
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Son bacilos gram negativos, anaerobios facultativos, inmoviles y con capsula de polisacaridos,
son catalasa positivos y oxidasa negativos, lisina descarboxilasa positiva, fermentadores de lactosa
y fijadores de nitrdgenos; en este género se han descrito 77 antigenos capsulares K, y 8 antigenos
O distintos en las especies de Klebsiella y que son utilizados para la serotipificacion mas precisa

de las especies del género. (Jawetz, Melnick, 2013)

La clasificacion se basa en las caracteristicas de patogenicidad, las reacciones de pruebas
bioquimicas, la epidemiologia, serotipificacion y pruebas de hibridacion de ADN; con base a esto
el género esta formado por K. pneumoniae con tres subespecies Kp. subsp. pneumoniae, Kp. subsp.
ozaenae y Kp. subsp. rhinoscleromatis; también por K. oxytoca la cual se divide en 7 filogrupos
Kol, Ko2, Ko3, Ko4, Ko6, Ko7, Ko8; K. varicola que consta de 2 subespecies, subsp. varicola 'y
subsp. tropicalensis, ademas tenemos a K. quasipneumoniae, K. granulomatis y K. michiganensis.

(March-Rosselld, 2017; Patricia et al., 2021)

K. aerogenes, que antes se encontraba clasificada taxondmicamente como E. aerogenes la
misma que, si presenta diferencias fenotipicas con el género Klebsiella que son; la motilidad, la
presencia de ornitina descarboxilasa y la falta de actividad ureasa en E. aerogenes; sin embargo,
el andlisis de la secuencia del genoma completo confirmé que la especie mas cercana a E.
aerogenes era K. pneumoniae, asi tanto CLSI como EUCAST han incluido esta modificacion en
sus documentos, que ahora mencionan E. aerogenes como K. aerogenes. (Davin-Regli et al.,

2019)

Todas las especies son capaces de causar algun tipo de infeccion en el ser humano; como
neumonias bacterianas, infecciones urinarias y bacteriemia con lesiones focales en pacientes
inmunocomprometidos u hospitalizados, también se han aislado en otros trastornos inflamatorios,
encontrandose asi entre las 10 bacterias mas patdgenas causantes de infecciones intrahospitalarias,

sin embargo, las especies de mayor importancia clinica por el nimero de infecciones que causan
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y su resistencia intrinseca a muchos antibioticos, son K. oxytoca y K. pneumoniae, siendo esta
segunda la que se encuentra incluida en el grupo ESKAPE. (Davin-Regli et al., 2019; Patricia et

al., 2021)

K. pneumoniae es resistente a la ampicilina por medio de la presencia de la 8 lactamasa de clase
A SHV-1 o relacionadas, codificadas en el cromosoma de la bacteria, que cuando se produce en
grandes cantidades puede observarse una resistencia de bajo nivel a ceftazidima; y en K. oxytoca
se trata de la K1 que si se hiperproduce se comporta como una betalactamasa de espectro

extendido. (Navarro et al., 2010)

1.1.6. Género Serratia.

Son bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos, moviles con flagelos peritricos; pueden
ser aisladas de diversos nichos ambientales y son patégenos para un amplio rango de seres; existen
14 especies y 2 subespecies que pertenecen al género: S. entomophila, S. ficaria, S. fonticola, S.
glossinae, S. grimesii, S. liquefaciens, S. marcescens subsp. marcescens, S. marcescens subsp.
sakuensis, S. nematodiphila, S. odorifera, S. plymuthica, S. proteamaculans, S. quinivorans, S.
rubidaeay S. ureilytica, siendo S. marcescens la especie mejor estudiada del género y que se aisla
con mayor frecuencia. (Jawetz, Melnick, 2013; Martina Lazzaro Directora & Eleonora Garcia

Véscovi Rosario, 2019)

Este género tiene caracteristicas que les permiten sobrevivir en condiciones extremas y
colonizar una gran variedad zonas, ya que secretan exoproteinas, presentan resistencia a multiples
antibidticos, realizan motilidades tipo swimming, producen metabolitos como prodigiosina en
cepas pigmentadas y presentan comportamientos comunitarios, por ejemplo quorum sensing y
produccion de biopeliculas; ademas de poseer factores de virulencia como hemolisina, fimbrias,
proteasas, lipasas, nucleasas, antigenos de pared celular, entre otros. (Martina Lazzaro Directora

& Eleonora Garcia Véscovi Rosario, 2019)
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Serratia es considerado como un patdgeno oportunista, y causante de infecciones
nosocomiales, principalmente en area de hospitalizacién y cuidados intensivos; ocasionando
elevadas tasas de mortalidad, y cuyos aislamientos en mayor parte son de S. marcescens, siendo

escasos los reportes de otras especies. (Mahlen, 2011)

S. marcescens da lugar a una amplia gama de manifestaciones clinicas: desde colonizacion
asintomatica hasta queratitis, conjuntivitis, infecciones del tracto urinario, neumonia, infecciones
de heridas quirdrgicas, sepsis, infeccion del torrente sanguineo y meningitis; todo esto gracias a
sus factores de virulencia y su gran capacidad de adherencia y elevada resistencia a protocolos de
esterilizacion y desinfeccion, persistiendo en material hospitalario, catéteres, agujas, tubos

intravenosos y endoscopios. (Cristina et al., 2019)

Las infecciones causadas suelen ser dificiles de tratar debido a la resistencia a multiples
antibidticos; teniendo resistencia intrinseca a varios antibioticos [3-lactdmicos como la penicilina
G, ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas de primera generacion, aunque pueden existir
mutantes que incluso presentan resistencia a cefalosporinas de tercera generacion; dicha
resistencia a B-lactamicos viene dada por dos mecanismos: la expresion de B-lactamasas capaces
de degradar antibioticos y, por otro lado, una menor permeabilidad de la membrana debido a

modificaciones en el antigeno O del LPS. (Cristina et al., 2019; Navarro et al., 2010)

1.1.7. Género Citrobacter.

Es un grupo de bacilos gram negativos aerobios encontrados con mucha frecuencia enmuchos
nichos ecologicos y como flora saprofita intestinal de animales y humanos; con una capacidad
variable de fermentar lactosa; algunos utilizan citrato y otros no, muchas tienen antigenos
somaticos O, flagelar H y de superficie K, lo que provoca reacciones cruzadas con otras
Enterobacteriaceae, este género frecuentemente causa infecciones importantes, especialmente en

inmunodeprimidos. (Jawetz, Melnick, 2013; L. H. Liu et al., 2018)
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El género esta compuesto por las siguientes genomoespecies: complejo C. freundii (C. freundii,
C. braakii, C. sedlakii, C. werkmanii, C. youngae, C. gillenii, C. murliniae y C. rodentium), C.

koseri, C. amalonaticus y C. farmer. (Manganello et al., 2001)

Por tratarse de un patdgeno oportunista es uno de los mas importantes causantes de infecciones
nosocomiales en unidades de cuidados neonatales, hospitalizacién y cuidados intensivos;
pudiendo provocar, infecciones urinarias, meningitis neonatal y abscesos cerebrales. (L. H. Liu et

al., 2018)

C. koseri y C. amalonaticus, presenta resistencia de bajo nivel a aminopenicilinas y
carboxipenicilinas, sensibilidad disminuida a ureidopenicilinas, manteniéndose sensibles a
cefalosporinas, monobactdmicos, carbapenémicos y a las asociaciones con inhibidores de
betalactamasas; por otra parte C. freundii presenta una betalactamasa cromosémica inducible con
actividad cefalosporinasa que le confiere resistencia a aminopenicilinas y cefalosporinas de
primera generacion, manteniendo la sensibilidad a carboxipenicilinas, ureidopenicilinas,
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, asi como monobactamicos y carbapenémicos.

(Navarro et al., 2010)

1.1.8. Género Proteus.

Son bacilos gram negativos miembros de la familia de bacterias Enterobacteriaceae,
normalmente no fermentan lactosa por razén de no tener una B galactosidasa, con algunas
excepciones, son oxidasa negativos y ureasa positivos; algunos son motiles, no esporulados ni
capsulados y son productoras de fenilalanina desaminas; cuyo género esta compuesto por P.
mirabilis, P. vulgaris, P. penneri, P. hauseri, P. terrae y P. cibarius, junto con otras

genomoespecies sin nombre. (Jawetz, Melnick, 2013; Murray et al., 2017)

Muestran dimorfismo en formas de nataciéon y enjambre; las células nadadoras predominan en

ambientes liquidos, como células individuales con flagelos peritricos; mientras que el
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comportamiento de enjambre resultada como un patrén de ojo de buey, como resultado de un
proceso ciclico, este fenotipo puede ocurrir tanto en condiciones aerébicas como anaerdbicas,
también un pH &cido aumenta drasticamente este comportamiento, siendo asi un factor importante
en la invasion y persistencia intracelular, con 15 a 20 veces mas que las células nadadoras.

(Pathogens et al., 2018)

Son comensales comunes de la microbiota gastrointestinal, normalmente el humano esta
colonizado por varias combinaciones de P. vulgaris, P. mirabilis y P. penneri, pero comprenden
menos del 0,05% de la microbiota intestinal de sujetos sanos; la mayoria de miembros del género,
excepto P. cibarius y P. terrae, se han aislado de muestras clinicas de humanos; se reconocen

clinicamente mas por ser una causa de infecciones del tracto urinario. (Pathogens et al., 2018)

Este género posee resistencia a las polimixinas mediada por modificaciones covalentes del
lipido A; también poseen resistencia intrinseca a la nitrofurantoina, colistina, tigeciclina y
tetraciclina; por otro lado, P. vulgaris, y P. penneri. presentan una betalactamasa cromosoémica
inducible con actividad cefalosporinasa que al igual que Citrobacter les confiere resistencia a
aminopenicilinas y cefalosporinas de primera generacion, pero no a carboxipenicilinas,
cefalosporinas de tercera y cuarta generacién, monobactamicos y carbapenémicos; si bien estos
patrones de resistencia estan mediados por diferentes betalactamasas, la disminucion de la
permeabilidad, ayuda a tener una menor sensibilidad a los carbapenémicos. (Girlich et al., 2020;

Navarro et al., 2010)

1.1.9. Género Yersinia.

Son bacilos gram negativos aerobios y anaerobios facultativos, métiles a 22°C, pero no a 37°C
por sus flagelos anfitricos o peritricos, forman pilis y fimbrias, pero no capsulas de gran espesor
ni esporas; ademas todas las especies del género poseen lipopolisacaridos con actividad

endotoxica y antigenos de envoltura celular bacteriana Ilamada fraccién I, una proteina que se
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produce a 37°C la cual tiene propiedades antifagocitarias y activa el complemento; por otro lado
el antigeno V-W es producido por las cepas virulentas de Y. pestis, la cual también produce

catalasa a una tempera de entre 28 a 35 °C. (Bintsis, 2017; Jawetz, Melnick, 2013)

El género incluye 10 especies, aungue solo 3 se consideran patdgenas para humanos o animales;
primeramente Y. pestis como agente causal de la peste, Y. pseudotuberculosis es principalmente
un patégeno animal, pero puede infectar a los humanos después de la ingestion de alimentos o
agua contaminados, y Y. enterocolitica ha surgido como una causa de gastroenteritis transmitida

por alimentos en humanos. (Bintsis, 2017)

Y. enterocolitica en la mayoria de las cepas, posee un fenotipo de cefalosporinasa y
penicilinasa, siendo resistente a aminopenicilinas, carboxipenicilinas, amoxicilina ac. clavulanico
y cefalosporinas de primera y segunda generacion; este fenotipo es producto de la sintesis de 2

enzimas, una de clase Ay otra de clase C. (Navarro et al., 2010)

1.1.10. Género Providencia.

Es un bacilo gramnegativo productor de ureasa de la familia Enterobacteriaceae que incluyea
Providencia stuartii, P. rettgeri, P. alcalifaciens, P. rustigianii y P. heimbachae; siendo las dos
primeras consideradas las de mayor importancia y patégenos oportunistas en pacientes
hospitalizados y residentes de edad avanzada en enfermeria, la mayoria de las infecciones se
asocian al uso prolongado de catéteres urinarios, aumentando la probabilidad de tener infecciones

polimicrobianas. (Murray et al., 2017; Wie, 2015)

Si bien estas especies no son causa habitual de infecciones del tracto urinario o bacteriemia,
cuando estdn implicadas en las mismas, su tasa de mortalidad general llega a ser alta,

especialmente en los ancianos con afecciones subyacentes. (Wie, 2015)

P. stuartii es ureasa positiva y cuya actividad es uno de los factores que contribuyen al

desarrollo de infeccion, sumando que posee fimbrias de tipo 3 que le permiten adherirse a las
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superficies; por otro lado, la coinfeccion con Proteus mirabilis contribuye al aumento de la
incidencia de urolitiasis y bacteriemia, ademas de estar asociada con la formacion de calculos en
el tracto urinario, la obstruccion de catéteres urinarios a largo plazo o el desarrollo de pielonefritis

aguda. (Wie, 2015)

Providencia, al igual que C. freundii presenta una betalactamasa de clase C que les confiere
resistencia a las asociaciones de inhibidores y una sensibilidad variable a cefoxitina; en el caso de
Providencia siendo resistentes a cefuroxima y moderadamente resistentes a cefoxitina; todo esto
puede varias por alteraciones en los genes lo que da lugar a una hiper produccion de la mismay
por lo tanto pueden pasar a ser resistentes a carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, las
cefalosporinas, manteniendo cierta actividad las de cuarta generacion y monobactamicos.

(Navarro et al., 2010)

1.1.11. Género Morganella.

El género actualmente consta de una sola especie M. morganii con dos subespecies, a saber,
morganii y sibonii; es una bacteria gramnegativa anaerobia facultativa, movil, no fermentadora de
lactosa, que tiene la capacidad de produccion de ureasa y la presencia de fenilalanina desaminasa;
este microorganismo se encuentra en el medio ambiente y el tracto intestinal de humanos como la
mayoria de enterobacterias, siendo parte de la flora normal. (Jawetz, Melnick, 2013; H. Liu etal.,

2016)

Ademas, puede producir otros factores de virulencia, como hemolisinas y lipopolisacéridos;
estos factores le ayudan en su papel de patdgeno oportunista que principalmente causa infecciones

de heridas y del tracto urinario. (H. Liu et al., 2016)

Las infecciones causadas por M. morganii son amplias, incluyendo principalmente sepsis,

abscesos, infeccion del tracto urinario y bacteriemia; ademas que este microorganismo puede
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albergar BLEE y carbapenemasa, lo que da resistencia a multiples antibidticos y da como resultado

una alta tasa de mortalidad. (H. Liu et al., 2016)

Ademas, puede producir otros factores de virulencia, como hemolisinas y lipopolisacaridos;
estos factores le ayudan en su papel de patdgeno oportunista que principalmente causa infecciones

de heridas y del tracto urinario. (H. Liu et al., 2016)

M. morganii posee resistencia intrinseca a oxacilina, ampicilina, amoxicilina, a la mayoria de
las cefalosporinas de primera y segunda generacion, macrdlidos, lincosamidas, glucopéptidos,
fosfomicina, y colistina; siendo sensible a aztreonam, aminoglucésidos, penicilinas,
cefalosporinas de tercera 'y cuarta generacién, carbapenémicos, quinolonas,

trimetoprim/sulfametoxazol y cloranfenicol. (H. Liu et al., 2016; Navarro et al., 2010)
2. Mecanismos de patogenicidad de las Enterobacteriaceae

La invasién del microorganismo al hospedador da comienzo a la interaccion entre este y la
bacteria, lo que posteriormente produce una serie de procesos fisiopatoldgicos que dependen de la
patogenicidad y de la reaccion desencadenada por el sistema inmune para producir una
enfermedad infecciosa; se define como patogenicidad a la capacidad intrinseca de determinado
microorganismo para desarrollar una enfermedad infecciosa y la virulencia se refiere al grado de

patogenicidad dentro de un grupo o especie de microorganismos. (Murray et al., 2017)

Las enterobacterias poseen una estructura antigénica compleja con més de 150 diferentes
antigenos somaticos termoestables O (lipopolisacaridos), mas de 100 antigenos K (capsulares)
termolabiles y més de 50 antigenos H (flagelares); también producen diversas toxinas ya sean
endotoxinas o0 exotoxinas de importancia clinica, asi como otros factores de virulencia como
fimbrias y produccion de enzimas; muchos de estos mecanismos son similares y compartidos en

las diferentes especies de la familia. (Jawetz, Melnick, 2013)
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Los antigenos O son resistentes al calor y al alcohol; suelen ser especificos para cada género
sin embargo un solo microorganismo puede portar varios antigenos O; por otro lado los antigenos
K son externos a los antigenos O en algunas bacterias pero no en todas; y unos se expresan como
son polisacaridos, y otros como proteinas; finalmente los antigenos H estan situados en los
flagelos, y son desnaturalizado facilmente por calor o alcohol y su patogenicidad va a depender
de la secuencia de aminoacido en la proteina flagelar; si bien estos pueden ser diferentes en cada
especie también pueden ser similares en muchas, como por ejemplo muchas Shigella comparten
uno o mas antigenos O con E. coli; y Klebsiella comparte algunos antigenos K con esta. (Cardenas

et al., 2014; Jawetz, Melnick, 2013)

La patogenicidad es funcion de algunos antigenos superficiales y de las toxinas que generan;
asi como, las fimbrias acttian aportando su capacidad de adherencia, los antigenos O y K presentan
propiedades antifagocitarias e inhibidoras de las sustancias bactericidas del suero, y son
responsables de la virulencia de las cepas invasivas; muchas también expresan una endotoxina
ligada al lipopolisacarido, en especial al lipido A, responsable de la accion pirdgena y
probablemente de las alteraciones vasculares que se producen en las infecciones generalizadas.

(Jawetz, Melnick, 2013; Murray et al., 2017)

La presencia de fimbrias facilita la adherencia a tejidos, los flagelos ayudan en la movilidad
haciendo que se extienda la infeccion, las proteinas especificas de membrana externa enzimas
proteoliticas como las proteasas ayudan para la inactivacion de IgA; las hemolisinas permiten la
adherencia e invasion celular; los polisacaridos capsulares ayudan a la formacion de biofilms; los
lipopolisacaridos provocan endotoxicidad y dan cierta resistencia al suero; y en el caso de generos
que causen infecciones urinarias muchos producen ureasa para alcalinizar el pH y poder sobrevivir

mejor, lo que a su vez también produce citotoxicidad. (Cardenas et al., 2014; Murray et al.,2017)
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Las Klebsiellas forman grandes capsulas que constan de antigenos K las que recubren los
antigenos somaticos; la formacion de estan grandes capsulas le da cierta ventaja a este género para
producir infecciones; ya que le protege contra la actividad bactericida del suero, los péptidos
antimicrobianos y la fagocitosis; muchas cepas de E. coli también producen antigenos K, lo que
le permite tener una mayor adherencia a las células epiteliales. (Jawetz, Melnick, 2013; Murray et

al., 2017)

En el caso de E. coli uno de los factores de virulencia que son importantes para el contacto
patdgeno-hospedador son las OMPs las cuales son proteinas de membrana; OmpA principalmente
y su sobreexpresidn es un factor de riesgo para el desarrollo de infecciones; por otro lado, muchas
cepas de E. coli causan graves cuadros de diarrea y son las que producen toxina Vero o toxina

semejante a Shiga. (Jawetz, Melnick, 2013)

3. Antibidticos activos frente a Bacilos Gram negativos.

3.1. Destructores de la pared celular.

3.1.1. Betalactamicos: es una familia de antibioticos de uso extendido a nivel universal dado
su amplio espectro, su mecanismo de accion se basa en la destruccién de la pared celular mediante

el bloqueo de las proteinas ligadoras de penicilina (PBP). (Kapoor et al., 2017)

Segln Suarez & Gudiol (2009), a este grupo pertenecen:

Penicilinas: este grupo de farmacos es constituidos por 3 partes: un anillo betalactdmico, un
anillo tiazolidinico y una cadena lateral unida en posicion 6; constituyen el grupo de antibioticos
mas usados y mejor tolerados; por tener una buena distribucion en el organismo, baja toxicidad y
buena actividad bactericida; aqui tenemos aqui tenemos a la penicilina, amoxicilina, ticarcilina y

piperacilina.
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Cefalosporinas: son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas, constituidos por un
nucleo central y la fusion de dos anillos: un anillo betalactamico y un anillo dihidrotiazinico; son
antibidticos de amplio espectro, muy eficaces y poco tdxicos, pero que deben ser cuidadosamente
administrados para prevenir el desarrollo de resistencia; este grupo se divide por generaciones
donde tenemos: la 1ra generacion: cefalotina, cefazolina, cefalexina, cefradina; la 2da generacion:
cefaclor, cefuroxima, la 3ra generacion: cefpodoxima, cefoperazona, cefotaxima, ceftriaxona,

ceftazidima, la 4ta generacion: cefepime y por Gltimo la 5ta generacion: ceftobiprol, ceftarolina.

Monobactamicos: estos compuestos tienen una debil actividad antibacteriana, y lasimplicidad
de su estructura permitio sintetizar otros a partir de su nucleo adicionandole diversos radicales,
teniendo asi varios derivados semisintéticos y sintéticos con disimiles propiedades

farmacoldgicas; como principal tenemos al aztreonam.

Carbapenémicos: son los de mayor relevancia clinica; difieren de las penicilinas por cambiar
un atomo de carbono por uno azufre, ademas del doble enlace entre los atomos 2 y 3 del anillo
pentagonal de la penicilina; estas modificaciones les confiere mayor afinidad por las PBP, mayor
potencia y un espectro antibacteriano més amplio; constando dentro del grupo el ertapenem,

doripenem, imipenem y meropenem.

Inhibidores de las B-lactamasas (IBL): su mecanismo de accion se divide en dos: los
inhibidores reversibles, que se unen a las B-lactamasas, pero no la destruyen y pueden disociarse
de ella, perdiendo eficacia a medida que su concentracion disminuye; por otro lado estan los
ihibidores irreversibles, los que se unen a la B-lactamasa, alterandola y destruyendo su actividad
en forma permanente, la enzima queda modificada quimicamente de forma definitiva, mientras

que el IBL sufre un proceso de autodegradacion.
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El IBL tiene la funcién de unirse a la B-lactamasa impidiendo que el B-lactamico sea destruido,
dejando al antibidtico activo y libre para que ejerza su efecto; los IBL disponibles son acido

clavulanico, sulbactam y tazobactam.

3.1.2. Polimixinas: se descubrieron en 1940, donde se obtuvieron 5 compuestos a, b, ¢, d y e,
de los cuéles solo b y e se definieron de uso terapéutico, los mismos que cayeron en pronto desuso
por su alto potencial nefrotoxico y neurotoxico; su estructura esta formada por un decapéptido
catiénico unido a una cadena de acidos grasos, lo que da una carga positiva a la molécula y le
permite interactuar eléctricamente con la membrana externa de las bacterias gram negativas.

(Medina et al., 2019)

3.2. Inhibidores de la biosintesis de proteinas

3.2.1. Aminoglucosidos: son moléculas con carga positiva lo que les permite unirse con mayor
facilidad a la membrana externa de las bacterias, para luego formar poros los que permitan su
ingreso con la finalidad de alcanzar su sitio de accion que es el ribosoma; requieren condiciones
aerobicas para cumplir su funcién ya que necesitan oxigeno y transporte activo a través de
membranas; finalmente actuan con el ARN de la subunidad 30s ribosomal causando errores de
lectura y terminacion temprana de la traduccion del ARN mensajero bacteriano. (Kapoor et al.,

2017)

3.2.2. Tetraciclinas: actuan sobre el mismo sitio impidiendo la unién de ARN de transferencia

con el sitio ribosomal, y asi el inicio de la traduccion; esta familia esta formada por tres grupos:

Grupo | o primera generacion, con mala absorcion y poco lipofilicos, a la cual pertenecen la

tetraciclina, oxitetraciclina, y metaciclina. (Kapoor et al., 2017)

Grupo |1, estos son mejor tolerados con una mejor absorcion y son entre tres y cinco veces mas

lipofilicos, la minociclina y doxiciclina son los antibidticos de este grupo.
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Grupo |11, tltima generacion, aqui tenemos a la tigeciclina y las aminometilciclinas, que son

farmacos de mayor espectro y con mas resistencia que las anteriores. (Kapoor et al., 2017)

3.2.3. Macrdlidos: este tipo de antibi6ticos inhiben de manera temprana la translocacion
proteica al modificar las secuencias ribosémicas de la subunidad 50s, lo que termina de forma

temprana e incompleta con las cadenas de péptidos. (Kapoor et al., 2017)

3.3. Inhibidores de la replicacion del ADN

3.3.1. Quinolonas: se encargan de inhibir la girada del ADN bacteriano que es necesaria para
el corte de la doble cadena del mismo, y para su posterior reparacion durante la replicaciéon y
transcripcion; adicional a esto inhiben la topoisomerasa IV que es utilizada para desenrollar el
ADN durante la replicacion. Dentro de este grupo tenemos los siguientes: &cido nalidixico,

norfloxacina, ciprofloxacina y levofloxacina. (Kapoor et al., 2017)

4. Métodos de determinacion de susceptibilidad antimicrobiana.

4.1. Métodos de difusion

Método de Difusion por discos: Este es un método cualitativo, que se caracteriza por ser
facilmente estandarizable y que esta indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento
rapido. Partiendo de una muestra clinica siempre se debe realizar un cultivo puro para poder
comenzar el estudio de la sensibilidad antibiotica. Para esto se utiliza la técnica de aislamientoen
placas que contengan un medio adecuado para la cepa en estudio (al cual ademas se le deben
otorgar las condiciones atmosféricas especificas de esa cepa). El antibiograma por difusion de
disco basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores, es uno de los métodos que el NCCLS
recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos. (Palacios et al.,

2015)
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Sinergia de discos: este consiste en la visualizacion de una ampliacion del halo de inhibicion
en forma de cerradura debido al crecimiento de cepas productoras de 30 carbapenemasas en agar
con discos de carbapenémicos imipenem, meropenem, ertapenemy sus inhibidores, EDTA o acido
dipicolinico, para carbapenemasas de clase B y acido boronico, para carbapenemasas de clase A;

dichos discos deben ser colocados a una distancia correcta. (Navarro et al., 2011)

Discos combinados: este método similar al anterior, con la diferencia que el inhibidor esta en
el mismo disco que el carbapenémico y, para su valoracion, Unicamente se visualiza el halo de
inhibicién que produce, tanto el disco de carbapenémico, como el de carbapenémico + su

inhibidor. (Navarro et al., 2011)

4.2. Métodos de dilucién

Macrodilucion en caldo.

Se trata de uno de los métodos mas antiguos donde se emplea una cantidad considerable de
tubos de ensayo con un volumen minimo de 1mL del medio de crecimiento liquido, en los cuales
se coloca diluciones seriadas del antimicrobiano y se adiciona a cada solucion una cantidad de
bacterias suspendidas; para luego de 20-24 horas de incubacidn se determina el valor de la CMI,

cuantitativamente mediante la turbidez dentro de los tubos. (Schumacher et al., 2018)

La ventaja en este método es el indculo, ya que se puede multiplicar para analizar la tasa de
muerte bacteriana para diferentes concentraciones, mientras que la desventaja es la preparacion
manual de cada solucion antibiotica y la cantidad considerable de reactivos que se necesita para

cada una de las diluciones. (Schumacher et al., 2018)
Microdilucion en caldo.
La microdilucion en caldo es uno de los métodos mas utilizados en el laboratorio de

microbiologia para determinar las CMI cuantitativamente; este método se basa en utilizar bandejas
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que contienen 96 pocillos con fondo en “U”, cada uno con un volumen minimo de 0,1 mL y
concentraciones preestablecidas de antimicrobianos que, en cada uno de los pocillos, lo que
permite experimentar hasta 12 antibidticos en un rango de 8 diluciones dobles en una sola

microplaca. (Sandle, 2016).

El medio recomendado en estas pruebas de susceptibilidad antimicrobiana es el caldo Mueller-
Hinton ajustado con cationes (CAMHB), o el caldo Mueller-Hinton ajustado con cationes con 2-
5 % de sangre lisada de caballo para microorganismos exigentes que requieren condiciones
ajustadas y medios ricos en nutrientes; posterior a la incubacion por 24 horas, se produce un
cambio de turbidez y color por el crecimiento bacteriano por lo que se utiliza un dispositivo de
visualizacién manual o automatico que permiten la inspeccion de cada uno de los pocillos del

panel para determinar la CMI. (Schumacher et al., 2018)

Las ventajas del procedimiento de microdilucion incluyen la generacion de la CMI, la
disponibilidad de tener paneles preparados, asi como la economia de reactivos, espacio y tiempo
que se produce debido a la miniaturizacion de la prueba, pero también tiene su desventaja que es
la inflexibilidad de las selecciones de medicamentos disponibles en los paneles comerciales.

(Schumacher et al., 2018)

5. Resistencia bacteriana.

Muchas bacterias poseen resistencia natural a algunos antibioticos y otras la van adquiriendo;
el primer caso tiende a ser un mecanismo permanente, determinado por genes que no han sido
modificados por la interaccion con los antibi6ticos, como ejemplo tenemos a K. pneumoniae que
debido a la produccion de p- lactamasas es resistente a las penicilinas; en el segundo caso la
resistencia adquirida se da cuando la bacteria inicialmente es sensible a cierto tipo de antibiotico

pero genéeticamente se producen modificaciones ya sea por mutaciones, por adquirir genes de
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resistencia a través de plasmidos compartidos de otra bacteria o principalmente por la forma de

utilizar los antibidticos. (Garza-Ramos et al., 2009; Lopez Velandia et al., 2016)

El uso inadecuado de antibidticos ha generado que la resistencia adquirida aumente
incontrolablemente, ya que erradica a poblaciones bacterianas sensibles incluso las que forman
parte benéfica de nuestro organismo; por lo cual se van originando cepas resistentes las cuales se

reproducen a gran escala.

Las bacterias son tan perfectas que se adaptan al medio, a sus condiciones, toman informacién
del mismo y desarrollan mecanismos importantes para inhibir la accion de los antibi6ticos tales

como:

e Produccion de enzimas inactivadoras: un claro ejemplo es la produccion de B- lactamasas
que permite a la bacteria hidrolizar el anillo pB-lactamico del antibidtico. (Martinez-
Martinez, 2016)

e Alteracion de la barrera de permeabilidad: cambia la estructura externa bacteriana frente a
receptores especificos de los farmacos debido a la falta de permeabilidad por una mutacién
de la membrana que dafa el transporte. (Troncoso et al., 2017)

e Alteracion del sitio blanco del antibiotico: se refiere a la modificacion especifica de algin
sitio de la célula bacteriana como; la membrana celular o modificaciones a nivel ribosomal.
(Martinez-Martinez, 2016)

e Bombas de salida: expulsan al antibiotico desde el espacio periplasmico evitando que se
transporte al sitio de accion. (Martinez-Martinez, 2016)

6. Mecanismos de resistencia en Enterobacteriaceae.

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden desarrollar mecanismos de
resistencia frente a diversos agentes antimicrobianos, ademas de que han evolucionado hasta el

punto de llegar a compartir informacion genética entre ellas, crear interacciones reciprocas entre
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ellas y también con el huésped, generando asi una supervivencia mucho mayor. (L6pez Velandia

etal., 2016)

Si bien muchas bacterias poseen una resistencia natural o intrinseca que les confiere cierta
resistencia a uno o varios antibidticos, de acuerdo al estimulo de produccién de la misma esta no
suele ser de mucho interés clinico; como lo es la resistencia adquirida, que es realmente
importante, ya que aumenta los indices de resistencia, que es debida a la modificacion de lacarga
genética de la bacteria y puede aparecer por mutacion cromosémica 0 por mecanismos de
transferencia genética; ademas de que en una misma bacteria pueden haber diversos mecanismos

de resistencia lo que complica el trabajo de los antibioticos. (Troncoso et al., 2017)

6.1. Mecanismos contra Betalactamicos.

La resistencia a beta-lactamicos estd mediada por varios mecanismos; modificacion de las
proteinas PBP que impiden la union del antibiotico a su lugar de accion; impermeabilidad de la
pared por cambios en las porinas que disminuyen la permeabilidad del farmaco hacia el interior
de la pared bacteriana; extraccion activa o bomba de flujo que reduce las concentraciones de
antibidtico disponible y produccion de enzimas (beta-lactamasas) que inactivan al antimicrobiano.

(D. Q. Pérez, 2017)

Modificacion de las proteinas PBP: este puede ocurrir por mutacion de los genes que codifican
para estos péptidos o por la adquisicion de genes extrafios que producen nuevas proteinas PBP con
menor afinidad por antibioéticos beta-lactamicos; este mecanismo de resistencia es importante tanto
en cocos Gram positivos como en bacterias Gram negativas, y su presencia conjunta con otros
mecanismos aumenta la resistencia a un mayor nimero de antibidticos; al dia de hoy se han
encontrado varias cepas de Proteus spp resistentes a imipenem como resultado de la modificacién

estructural de las PBP. (Gastelo Acosta & Maguifia Vargas, 2018)
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Impermeabilidad de la pared por cambios en las porinas; es un mecanismo presente en un sin
numero de bacterias Gram negativas tanto de la familia Enterobacteriaceae como otros bacilos; y
consiste en la modificacion de las porinas de la membrana externa como resultado de mutaciones
cromosoOmicas, de manera que la penetracion del antibidtico es mas dificil y se reduce en gran
medida la cantidad que puede interactuar con las proteinas de membrana; ademas de dar
resistencia a betalactamicos, también puede impedir el ingreso de otro grupo de antibiéticos como

las quinolonas. (Gastelo Acosta & Maguifia Vargas, 2018).

Mecanismo de extraccion activa del antibiotico: este mecanismo de extraccion activa 0 mas
conocido como bomba de flujo evita la accidn de antibidticos, y esta codificado por plasmidos R
que poseen fragmentos genéticos moviles los cuales crean un sistema de bombeo de antibidtico
desde el interior hacia el exterior de la bacteria, en contra de un gradiente de concentracion. (D.

Q. Pérez, 2017)

Produccion de enzimas “betalactamasas™: son enzimas que hidrolizan la union peptidica
endociclica del anillo beta-lactdmico, y su produccion es el mecanismo mas frecuente de
resistencia antibiotica; pueden ser de caracter intrinseco y conferir baja resistencia asi como tener
continuas mutaciones que producen expresion de betalactamasas de espectro extendido, siendo
clinicamente resistente a las penicilinas, a todas las cefalosporinas y al aztreonam, pero no a los
carbapenémicos ni a las cefamicinas y muchas son inhibidas por el acido clavulanico y sulbactam
los que tienen mayor afinidad por la enzima e impiden la destruccion del antibidtico, de esta

manera permiten su accion. (Mina-ortiz et al., 2021)

Las BLEE se asocian a co-resistencia con aminoglucosidos y cotrimoxazol, dado que se pueden

transferir en el mismo plasmido con mucha frecuencia.

Segun Chiriboga & Araujo (2012), hay varios tipos de Beta-lactamasas:
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Beta-lactamasas inducibles: su produccidn se inicia cuando las bacterias que poseen un gen de
beta-lactamasa, se exponen a un beta-lactdmico; la accion de este en la pared celular activa un
mecanismo genético que inicia la produccién de la enzima; la misma que cesa ante la ausencia del

antibidtico en la pared o alrededor de ella.

Beta-lactamasas constitutivas: estas son aquellas que la bacteria posee de forma intrinseca o
natural y que produce de forma continua; como ejemplo tenemos la enzima cromosémica BLEA,

SHV-1 de Klebsiella pneumoniae que interviene en la resistencia contra ampicilina.

Beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE): se dan por mutaciones puntuales que resultan
en cambios de 1 a 4 aminoacidos, las cuales van a codificar estas enzimas; las bacterias que las
producen van a presentar resistencia también a los aminoglucdésidos, lo que produce una limitacion

mayor en la eficacia de los beta-lactamicos.

Beta-lactamasas resistentes a los inhibidores: los inhibidores tazobactam, acido clavulanico y
sulbactam, como su nombre lo dice inhiben la enzima y permiten que el antibidtico actue; pero
también existen betalactamasas en las que estos no tienen ningun efecto, y por ende estas confieren
resistencia a amino, ureido y carboxipenicilinas, ademas de muchas cefalosporinas, siendo

sensibles a las cefalosporinas de cuarta generacion, carbapenémicos y monobactamicos.

AmpC: son serin-betalactamasas, presentes de forma natural en diversas enterobacterias y otros
bacilos Gram negativos como Pseudomonas aeruginosa; estas enzimas son capaces de resistir la
inhibicidn por acido clavulanico, sulbactam y tazobactam; clinicamente presentan resistencia a
penicilinas, cefalosporinas de primeray segunda generacion, y con una falla terapéutica de muchas

de las cefalosporinas de tercera generacion. (Mina-ortiz et al., 2021)

6.2. Mecanismos contra Aminoglucésidos.

El mecanismo de resistencia mas importante contra este grupo de antibiéticos es la inactivacion

enzimatica, luego esta la alteracion de la permeabilidad y por Gltimo estan las mutaciones
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puntuales en los sitios de accion, el mismo que es limitado solo para estreptomicina y
espectinomicina ya que altera la proteina de la subunidad 30s denominada proteina S12, que es

donde actlan estos dos. (Gastelo Acosta & Maguifia Vargas, 2018; D. Q. Pérez, 2017)

La inactivacién enzimatica, viene dada por diversas enzimas que pueden inactivar estos
antibidticos a distintos niveles; asi es que pueden acetilar a través de acetiltransferasas, adenilar
por adeniltransferasas o fosforilar por fosfotransferasas, teniendo un perfil de accién diferente de
acuerdo al aminoglucosido sobre el que acttan, pero la presencia de mas de una enzima dificulta
el tratamiento; dichas enzimas pueden ser cromosémicas o plasmidicas y se expresan
constitutivamente, e independientemente de la presencia de antibidtico. (Gastelo Acosta &

Maguifia Vargas, 2018; D. Q. Pérez, 2017)

La inactivacion enzimatica se produce en el proceso de transporte del antibiético hacia el
interior de la célula para alcanzar el ribosoma; y la resistencia a los diferentes aminoglucésidos se
da por el balance entre la captacion intracelular y la inactivacion enzimatica, por ende, la velocidad
de inactivacion dependera de la afinidad de la enzima presente con el antibi6tico que este siendo

suministrado. (Gastelo Acosta & Maguifia VVargas, 2018; D. Q. Pérez, 2017)

La resistencia a este tipo de antibidtico tiene una incidencia muy variable a nivel mundial, como
consecuencia del uso de determinados aminoglucosidos en los diferentes paises; existe un
predominio de enzimas que inactivan la estreptomicina y kanamicina lo ha llevado a desplazar el

uso de estos farmacos. (Gastelo Acosta & Maguifia Vargas, 2018; D. Q. Pérez, 2017)

La resistencia a aminoglucdsidos por alteraciones en la membrana se basa en que estos entran
a la célula bacteriana por un mecanismo complejo que implica la adherencia a moléculas de carga
negativa, como residuos del LPS, cabezas polares de fosfolipidos y proteinas aniénicas de
membrana externa; posterior a esta adherencia por rearreglo del LPS se produce la entrada al

espacio periplasmico del agente, y su ingreso al citoplasma, se da por un sistema de trasporte
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ajustado al gradiente protonico, el mismo que depende de la actividad de las cadenas respiratorias
aerobias, lo cual explica la inactividad de estos agentes frente a anaerobios; entonces las
modificaciones de este gradiente electroquimico, dificultan la entrada del agente a la célula, lo
cual esta codificado por mutaciones cromosomicas espontaneas, generando alteraciones de este

potencial o de la cadena de electrones. (D. Q. Pérez, 2017)

6.3. Mecanismos contra Carbapenémicos.

Produccién de Carbapenemasas: las carbapenemasas representan la familia méas versatil de las
B-lactamasas, ya que tienen la capacidad de hidrolizar los carbapenémicos y también otros [3-
lactamicos; ademas de ser resistentes contra la acciéon de los inhibidores de B-lactamasas
disponibles; estas enzimas pueden ser codificadas en el cromosoma bacteriano o estar presentes

en elementos genéticos moviles mayormente en plasmidos. (Moreno-Monge, 2013)

Existe mas de un grupo de carbapenemasas que dependen de metales como el zinc para su
funcionamiento, lo que a su vez les divide en grupos; los mismos que difieren en su mecanismo

de hidrolisis, el modo de transferencia y la accion de los inhibidores. (Moreno-Monge, 2013)

Estas enzimas, sumadas a otras modificaciones de la bacteria similares a las que acompafian a
las BLEE, como son las bombas de explosién, la alteracion del PBP o alteracion del sitio de accion,

aumentan drasticamente la resistencia bacteriana.

7. Clasificacion Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) y Carbapenemasas.

7.1. BLEE.

Las betalactamasas son enzimas bacterianas capaces de hidrolizar los antimicrobianos
betalactdmicos, inactivandolos y haciéndolos inefectivos. Las BLEE estan entre las de mayor

relevancia clinica e incluyen tres tipos principales, TEM, SHV y CTX-M.
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Las TEM provienen de las clasicas TEM-1y TEM-2 contenidas en plasmidos, por otro lado, la
SHYV tienen origen cromosomico y finalmente las CTX-M, que tienen una historia evolutiva
distinta, tienen actividad BLEE intrinseca movilizada desde su predecesora cromosomica y son
las BLEE de mayor reporte mundial, predominando en agentes de infecciones nosocomiales como

Escherichia coli y Klebsiella spp. (Rivera-Jacinto et al., 2015)

Enzimas TEM y SHV.

Las betalactamasas de espectro extendido de tipo temoniera (TEM) y la variable de sulfhidrilo
(SHV), se derivaron de la sustitucion de aminoécidos del grupo de penicilinasas. (Rada et al.,

2019)

Las TEM se derivaron de los grupos TEM-1 y TEM-2 mientras que la SHV se derivaron del
SHV-1; ambas son capaces de hidrolizar antibi6ticos betalactamicos de espectro extendido y son
fuertemente inhibidas por el acido clavulanico y el tazobactam, estas se han encontrado con mayor
frecuencia en K. pneumoniae y E. coli, y son codificadas en diferentes plasmidos asociados con
otros genes de resistencia; se han logrado describir 189 variantes alélicas de tipo SHV y mas de

200 de tipo TEM. (Rada et al., 2019)

Enzimas CTX-M.

Las enzimas cefotaximasas (CTX-M) son un tipo que no esté relacionado con el grupo de las
TEM o las SHV; estas hidrolizan la cefotaxima y la ceftriaxona con mayor eficacia que a la
ceftazidima, y también, hidrolizan la cefepima efectivamente; llegan a inhibirse mejor con el
tazobactam que con el &cido clavulénico; estas han venido reemplazando las variantes TEM y
SHV hasta constituirse en el tipo mas comdn y de caracter endémico en una amplia area
geogréfica, y hasta la fecha se han identificado 172 variantes diferentes de las CTX-M, divididas

en cinco grupos con base en la secuencia de aminoécidos que poseen. (Rada et al., 2019)

7.2. Carbapenemasas.
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Segun la clasificacion molecular de Ambler, las carbapenemasas se agrupan en las clases
moleculares A (penicilinasas), B (metalo-p-lactamasas 0 MBL) y D (oxacilinasas). (lovleva &

Doi, 2017).
Clase A.

La primera carbapenemasa de clase A, SME-1 (“Serratia marcescens enzyme”) fue descritaen
1982 en una cepa de S. marcescens; posteriormente en 1984 se aislo una enzima inhibidora de
imipenem (“Imipenem-hydrolysing -lactamase”) en un aislado de E. cloacae procedente de un
paciente hospitalizado en EE.UU; ya en 1993, se aislé un tercer tipo de enzima carbapenemasa,
NmcA (“not-metallo-enzyme-carbapenemase A”) a partir de una cepa de E. cloacae; todas estas
carbapenemasas son de localizacion cromosomica, aunque algunas variantes de IMI, como IMI-

2, se han identificado en plasmidos. (Navarro et al., 2011)

Las enzimas GES (“Guiana extended spectrum”) fueron identificadas inicialmente como
BLEE, pero con el tiempo se identifico que hidrolizaban parcialmente el Imipenem; los genes que

la codifican son de localizacion plasmidica. (Astocondor, 2018)

En este grupo de serin carbapenemasas, las que tienen mayor transcendencia clinica e
importancia epidemioldgica son las denominadas KPC (“Klebsiella pneumoniae
carbapenemase”); las cuales son inhibidas por el acido borénico compuesto que se emplea para su
reconocimiento mediante meétodos fenotipicos; estas llamadas KPC se distinguen del resto de
carbapenemasas ya que se encuentran siempre en plasmidos transferibles. (Chinchilla Puente et

al., 2013)

La primera enzima KPC se identifico en un hospital de EE.UU., en 1996 en un aislado de K.
pneumoniae; desde entonces, se han detectado en distintas especies de enterobacterias hasta 24

variantes, siendo KPC-2 y KPC-3 las mas frecuentes. (Gonzalez Rocha et al., 2017)

Clase B.
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Las metalo-p-lactamasas (MBL) son el grupo de carbapenemasas mas diverso y diseminado a
nivel mundial; poseen un amplio perfil hidrolitico que incluye todos los antibioticos p-lactamicos,
aunque presentan muy baja afinidad por los monobactdmicos como el aztreonam y no se inhiben

por el acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam. (Gastelo-Acosta et al., 2016)

A diferencia de las clases A y D, el sitio activo de las MBL contiene un ion (o iones) de Zn*?,
que es esencial para la hidrolisis del anillo B-lactdmico; esta caracteristica estructural hace que
puedan ser inhibidos por agentes quelantes de cationes divalentes como el EDTA, acido 2-
mercaptopropionico o el acido dipicolinico, por lo que algunos de ellos se utilizan en el

reconocimiento fenotipico de esta familia. (Stoesser et al., 2014).

Las enzimas MBL maés importantes desde el punto de vista epidemioldgico, por su prevalencia
y por su elevada capacidad de diseminacion, son las de tipo IMP, VIM y NDM; la enzima IMP-1
(“Imipenem-resistant Pseudomonas”) fue la primera carbapenemasa transferible descrita en
concreto en P. aeruginosa; estas posteriormente se empezaron a encontrar asociadas a otras 27
especies como S. marcescens y K. pneumoniae, hasta que al dia de hoy se han descrito mas de 50
variantes en todo el mundo, siendo especialmente prevalentes en Asia. (Lopez Velandia et al.,

2016)

Las enzimas VIM (“Verona integron encode metallo-p-lactamase’) se describieron por primera
vez en Verona (Italia) en 1997 en un aislado de P. aeruginosa; y poco después se comunicé en
Francia una segunda variante, VIM-2, localizada en un plasmido transferible; desde alli hasta el
dia se han descrito méas de 40 variantes asociadas tanto a P. aeruginosa como a enterobacterias,
siendo VIM-2 la mas difundida a nivel mundial; pero VIM-1 la que posee un mayor perfil
hidrolitico frente a los antibidticos B-lactamicos, especialmente frente a las cefalosporinas. (Lopez

Velandia et al., 2016)
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Las enzimas NDM (New Delhi metallo-B-lactamase™) son las carbapenemasas con amplia
distribucion geografica mas recientemente identificadas; su primera descripcion se realizd en
2009, asociada a dos aislados de K. pneumoniae y E. coli procedentes de un paciente sueco llegado
de un hospital de Nueva Delhi (India); a partir de 2010 se han descrito 16 variantes y todas ellas

muestran un perfil hidrolitico similar al de otras MBL. (Rozales et al., 2014)

Clase D.

La clase D comprende mas de 200 enzimas OXA (“Oxacillin-hydrolysing carbapenemase”),
cuya produccion se ha asociado mayoritariamente con la especie Acinetobacter baumannii; toman
el nombre de oxacilinasas por su capacidad de hidrolizar la oxacilina y la penicilina; no hidrolizan,
0 apenas hidrolizan, las cefalosporinas de espectro extendido; a excepcion de la variante OXA-
163 y en general tienen una actividad carbapenemasa muy débil; estas no se inhiben por el &cido
clavulanico, acido borénico, ni por agentes quelantes como el EDTA, aungue si por el NaCl; ysu
elevada resistencia a la temocilina es una caracteristica propia que las diferencia de las

carbapenemasas de las clases Ay C. (Brafias et al., 2018)

Dentro de estas solo unas pocas variantes poseen actividad carbapenemasa, siendo una de las
principales la enzima OXA-48; que después de su primera descripcion en Turquia en 2001 en una
cepa de K. pneumoniae, su diseminacion ha sido mundial y principalmente asociada a
enterobacterias productoras de BLEE; identificando ya para 2011 en India una variante de esta

enzima, OXA-181, con un perfil hidrolitico idéntico a OXA-48. (Potter et al., 2016)

Los niveles de resistencia a carbapenémicos de estas enzimas son muy bajos, siendo sélo
detectables en muchos casos cuando van asociados a otros mecanismos de resistencia como BLEE

0 pérdida de permeabilidad de la membrana. (Brafas et al., 2018)

8. Métodos de deteccion.
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Para la deteccion de BLEE o carbapenemasas en cepas bacterianas, se pueden utilizar métodos
tanto fenotipicos como genotipicos; si bien las técnicas moleculares son consideradas los métodos
de referencia para confirmar la presencia de los genes de resistencia, estas técnicas no suelen estar

disponibles en el contexto de la practica clinica habitual. (Josa et al., n.d.; Toledo Barrigas, 2015)

Se han propuesto diversos ensayos fenotipicos para detectar presuntivamente la presencia de
estas, en aislamientos clinicos; pero no se recomiendan para confirmacion de la actividad
enzimatica BLEE o Carba, en enterobacterias debido a que tienen baja especificidad que pueden

dar falsos positivos debidos a otras enzimas no verdaderas carbapenemasas. (Navarro etal., 2011)

8.1. Métodos fenotipicos.

8.1.1. Concentracién Inhibitoria minima: La concentracion inhibitoria minima (CIM) de un
agente antimicrobiano es la minima concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la
multiplicacion y produccion de un crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema
de prueba. Se determina la concentracion en el laboratorio incubando una cantidad conocida de
bacterias con diluciones definidas del agente antimicrobiano. Utilizando los criterios de
interpretacion del NCCLS los resultados son interpretados como susceptible, intermedios o
resistentes. Las pruebas de la CIM pueden ser realizadas usando como medio de cultivo la
microdilucion en caldo o agar, siendo en caldo el método més utilizado en los laboratorios clinicos.

(Palacios et al., 2015)

8.1.2. Prueba de inactivacion de carbapenémicos: Esta prueba se basa en que los
microrganismos productores de carbapenemasas degradan el meropenem impregnado en un disco,
provocando su hidrolisis e inactivacion, y al sacar ese disco y enfrentarlo con una cepa de
susceptibilidad a carbapenémicos conocida (Escherichia coli ATCC 25922) no ocurre la
inhibicidn. En caso de que la carbapenemasa no esté presente, el meropenem no seré hidrolizado

y podrd inhibir el crecimiento de la cepa de E. coli. (Reyes-Chacon et al., 2017)
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8.1.3. Test colorimétrico: Se ha desarrollado un test colorimétrico rapido, denominado Carba
NP test, basado en la deteccion colorimétrica de la hidrolisis del imipenem, al momento de
producirse esta hidrdlisis, hay un cambio de pH y, en consecuencia, un cambio de color rojo a
amarillo/naranja que confirma la produccion de carbapenemasa. Este test tiene una buena

especificidad, pero baja sensibilidad para la deteccion del enzima OXA-48. (Sakurada, 2016)

8.2. Métodos genotipicos

8.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa convencional.

La deteccion de genes realizada por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional,
utiliza diversos reactivos: dNTPs, Buffer, Taq Polimerasa y los primers o cebadores que seran
disefiados de acuerdo a la epidemiologia de las CRE segun el lugar de estudio. (Sacsaquispe-

Contreras & Bailon-Calderon, 2018).

El proceso de la PCR comienza con la desnaturalizacion de la cadena molde, le sigue el
alineamiento de los primers que deben tener una secuencia correcta para que se unan a la cadena
molde de la muestra; y finalmente la extension o elongacion; este proceso también lleva controles
tanto positivos como negativos que pueden ser cepas ATCC. (Sacsaquispe-Contreras & Bailon-

Calderon, 2018)

La amplificacion se llevo a cabo con las siguientes condiciones de ciclo térmico: 10 mina 94 °
C y 36 ciclos de amplificacion que constan de 30 segundos a 94 ° C, 40 segundos a 52 ° C y 50
segundos a 72 ° C, con 5 min a 72 °C para la extension final; para luego que los fragmentos de
ADN se analizaran mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% a 100 V durante 1 hen 1 x
TAE (40 mmol / L Tris — HCI [pH 8.3], 2 mmol / L acetato, 1 mmol / L EDTA) que contiene 0,05

mg / L de bromuro de etidio. (Poirel et al., 2011)

8.2.2. FilmArray
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Consiste en un sistema cerrado dentro de una bolsa desechable, que aloja todos los productos
quimicos necesarios para aislar, amplificar y detectar acidos nucleicos procedentes de diferentes
patogenos; el componente plastico de esta bolsa contiene todos los 17 reactivos liofilizados, esta
también de divide en segmentos (ampollas) en las que se llevan a cabo todos los procesos
quimicos, una vez introducida la muestra en la bolsa, esta se lleva al instrumento FilmArray y se
inicia la prueba, la que comienza con la purificacion del acido nucleico, una primera etapa de PCR
multiplex, posteriormente otra etapa de PCR y finalmente el anélisis de fusion del ADN, todo esto

a través del software. (March-Rosselld, 2017)

8.2.3. MicroArrays

Esta metodologia se basa en la deteccion, mediante un analisis de imagenes, de la hibridacién
de una molécula diana a una sonda especifica inmovilizada en un soporte sélido. Los microarrays
detectan un gran nimero de genes de resistencia en un mismo ensayo dado que estas sondas, que
normalmente son oligonucledtidos, estdn pegadas a una distancia muy corta; estos microarrays
precisan 8h para la obtencién de los resultados y presentan una sensibilidad y una especificidad

practicamente del 100%. (March-Rossell6, 2017)

8.2.4. GeneXpert

es un test molecular rapido basado en RPC multiple en tiempo real, completamente
automatizado, que en 58 min detecta las secuencias genéticas, ayuda a pruebas confirmatorias de
resistencia a carbapenémicos, utilizando PCR en tiempo real GeneXpert y el equipo GeneXpert,
el Kit a utilizar en este proceso es Xpert®Carba-R (Cepheid®) el cual esta estandarizado tanto
para muestras de hisopado rectal como a partir de cultivos, y es capaz de detectar los genes KPC,

NDM, VIM, IMP-1' Y OXA-48. (Mufioz et al., 2017)
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5. Metodologia.

Tipo de estudio.
El presente estudio tuvo enfoque cuantitativo con disefio descriptivo y transversal.
Area de estudio.

El estudio se llevo a cabo en la ciudad de Loja, ubicada al sur del Ecuador, en el Hospital Isidro
Ayora; unidad operativa de 2° nivel que recibe referencias de las unidades operativas de la zona
7, cuenta con atencion a consulta externa en varias especialidades: Medicina Interna, Cardiologia,
Gineco Obstetricia, Pediatria, Gastroenterologia, Oncologia, Oftalmologia, Neumologia,
Psiquiatria, Psicologia, Dermatologia, Neurologia, Traumatologia Ortopedia, Audiologia,
Reumatologia, Hemofilia, Hematologia, Nefrologia; cuenta con departamentos de hospitalizacion
y apoyo diagnostico como: Clinica, Cirugia, Pediatria, Ginecologia, Unidad de quemados,
Laboratorio Clinico, Microbioldgico, Anatomo Patologico, Clinica del VIH, Servicio de medicina

transfusional, Imagenologia, Endoscopia; dispone de 255 camas.
Grupo de estudio.

La investigacion se realizé en muestras con pedido médico para cultivo y antibiograma de
pacientes hospitalizados del Hospital General Isidro Ayora durante el afio 2019; de las cuales se
obtuvieron 364 aislados de Enterobacteriaceae; clasificandolas en productoras de BLEE y
carbapenemasas, de estas ultima se analizaron los genes que provocan dicha resistencia de un total

de 32 cepas bacterianas.
Universo y muestra

El presente estudio trabajo con una muestra censal constituida por el total de bacterias
resistentes a carbapenémicos para la parte molecular, con un total de 32 cepas productoras de

carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados durante el afio 2019 las cuales ya tenian
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identificacion bacteriana y perfil de susceptibilidad determinado por microdilucion en caldo y
métodos automatizados a través del equipo VITEK 2 Compact de Biomeriux, en estas se confirmo
por método fenotipicos la presencia de mecanismos de resistencia para BLEE y carbapenémicos

por sinergia de discos.
Criterios de inclusion.

Muestras con pedido médico de cultivo y antibiograma que se hayan recibido en el Laboratorio

Clinico del Hospital Isidro Ayora Loja, durante el afio 2019.
Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados.
Criterios de exclusion.

Muestras de pacientes con pedido médico de cultivo y antibiograma procedentes de pacientes

ambulatorios.

Bacilos Gram negativos productores de carbapenemasas que no pertenezcan a la familia

Enterobacteriaceae.
Materiales y métodos

El presente estudio se realizé con el apoyo tecnoldgico del laboratorio de Biologia Molecular
de la Universidad Nacional de Loja para realizar la identificacion genotipica y del laboratorio de

microbiologia para la identificacion y fase fenotipica.

Para el cumplimiento del primer objetivo especifico planteado que fue clasificar las infecciones
causadas por Enterobacteriaceae productoras de betalactamasas de espectro extendido y
carbapenemasas en pacientes hospitalizados, se utilizé los resultados que estan en la base de datos
ya obtenidos sobre las infecciones causadas por cepas productoras de BLEE, y los datos
conseguidos sobre carbapenemasas a traves de biologia molecular; para el segundo objetivo

especifico que fue identificar los genes prevalentes de carbapenemasas en Enterobacteriaceae que
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causan infecciones en pacientes hospitalizados, se realiz6 una tabulacion de los datos ya obtenidos

a través de la genotipificacion por PCR.

Procesamiento de muestras

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio y se organizaron de la siguiente manera:

Fase pre analitica.

«  Obtencidén de permiso para la ejecucion del estudio. (Anexo N°1) (Anexo N°2).

« Elaboracién de instrumentos de recoleccion de datos: Los datos se obtuvieron de los
registros de las muestras tomadas a pacientes hospitalizados en el Hospital Isidro Ayora, de las
cuales se aislaron las diferentes cepas bacterianas productoras de carbapenemasas y BLEE.

(Anexo N°3)

Fase analitica

«  Preparacion de agar sangre para siembra de cepas bacterianas. (Anexo N°4)

Reconstitucion de cepas. (Anexo N°5)

Protocolo de extraccion de ADN (Anexo N°6)

Procesamiento molecular por reaccién en cadena de la polimerasa convencional (Anexo

N°7)

»  Protocolo de electroforesis (Anexo N°8)

Fase post analitica

« Instrumento para recoleccion de resultados (Anexo N°9) (Anexo N°10).

Tabulacién, presentacion e interpretacion de resultados.
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Los resultados obtenidos se tabularon en el programa Microsoft Excel 2010, de acuerdo a los
objetivos planteados, los mismos que seran presentados mediante tablas o figuras para su posterior

analisis e interpretacion.

Consideraciones éticas

En el presente trabajo de investigacion aplicara las Normas de Bioética manteniendo la

confidencialidad de los datos en estricto apego a los derechos de los pacientes.
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Tabla N°1

6. Resultados.

Enterobacteriaceae aisladas en servicios de Hospitalizacion durante el afio 2019.

AREAS DE HOSPITALIZACION

M'Cr;‘;{ggg_'smo CIRUGIA NEmua | NEONATOLOGIA| PEDIATRIA ucl GINECO OBS | QUEMADOS TOTAL
F % F % F % F % F % F % F % F %

E. coli 50 13,74 49 13,46 14 3,85 15 4,12 21 5,77 17 4,67 8 2,20 174 | 47,80
K. pneumoniae 20 5,49 18 4,95 24 6,59 4 1,10 23 6,32 3 0,82 7 1,92 99 | 27,20
K. oxytoca 2 0,55 7 1,92 4 1,10 0 0 0 0 0 0 0 0 13 3,57
K. aerogenes 2 0,55 1 0,27 1 0,27 0 0 1 0,27 0 0 0 0 5 1,37
E. cloacae 2 0,55 4 1,10 3 0,82 1 0,27 0 0 1 0,27 2 0,55 13 3,57
C. freundii 3 0,82 2 0,55 1 0,27 1 0,27 2 0,55 0 0 0 0 9 2,47
M. morganii 3 0,82 0 0 0 0 0 0 2 0,55 0 0 0 0 5 1,37
P. vulgaris 0 0 1 0,27 1 0,27 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,55
P. mirabilis 11 3,02 4 1,10 0 0 0 0 5 1,37 3 0,82 1 0,27 24 6,59
P. penneri 0 0 1 0,27 1 0,27 0 0 1 0,27 0 0 0 0 3 0,82
S. liquefaciens 1 0,27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,27 2 0,55
S. fonticola 0 0 0 0 1 0,27 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,27
S. marcescens 5 1,37 3 0,82 0 0 1 0,27 4 1,10 0 0 0 0 13 3,57
Salmonella typhi 0 0 0 0 1 0,27 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,27
TOTAL 99 | 2720 | 90 | 24,73 | 51 14,01 22 6,04 59 | 16,21 | 24 6,59 19 522 | 364 100

Autor: David Alejandro Gallegos Criollo
Fuente: Hoja de registro de muestras procesadas en microbiologia durante el 2019
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Los aislamientos de Enterobacteriaceae se obtuvieron de diversos tipos de muestras como
orina, secreciones, esputo, liquidos corporales, hemocultivos y dispositivos médicos de los
pacientes hospitalizados en las diferentes areas del “Hospital Isidro Ayora Loja”, se obtuvo un
total de 364 aislados bacterianos; siendo el area de cirugia la que presenta un mayor indice de
aislamientos con un 27,20%, seguida del area de medicina internay UCI con un 24,73%y 16,21%

respectivamente.

Dentro de las diferentes areas de hospitalizacion y de los 364 aislados bacterianos, se
identificaron 14 diferentes bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, siendo E. coli
la que predomina con un 47,80%, seguida de K. pneumoniae con un 27,20%, y finalmente P.

mirabilis con un 6,59% del total.

Tabla N°2

Enterobacteriaceae productoras de BLEE aisladas en pacientes hospitalizados del HIAL

durante el afio 2019.

MECANISMO DE RESISTENCIA BLEE
MICROORGANISMO
AISLADO NO PRODUCTORAS | PRODUCTORAS DE TOTAL
DE BLEE BLEE
F % F % F %

E. coli 109 29,95 65 17,86 174 47,80
K. pneumoniae 30 8,24 69 18,96 99 27,20
K. oxytica 10 2,75 3 0,82 13 3,57
K. aerogenes 5 1,37 0 0 5 1,37
E. cloacae 13 3,57 0 0 13 3,57
C. freundii 8 2,20 1 0,27 9 2,47
M. morganni 5 1,37 0 0 5 1,37
P. vulgaris 2 0,55 0 0 2 0,55
P. mirabilis 22 6,04 2 0,55 24 6,59
P. penneri 3 0,82 0 0 3 0,82
S. liquefaciens 2 0,55 0 0 2 0,55
S. fonticola 1 0,27 0 0 1 0,27
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S. marcensces 13 3,57 0 0 13 3,57
Salmonella typhi 1 0,27 0 0 1 0,27
TOTAL 224 61,54 140 38,46 364 100

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido.

HIAL.: Hospital Isidro Ayora Loja.

Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Fuente: Hoja de registro de muestras procesadas en microbiologia durante el 2019.

Las cepas de Enterobacteriaceae productoras de BLEE fueron 140 lo que representa el

38,46%, siendo asi K. pneumoniae la bacteria que presenta en mayor porcentaje este mecanismo

con el 18,96%, seguida de E. coli con el 17,86%.

Tabla N°3

Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas aisladas en pacientes hospitalizados del

HIAL durante el afio 2019.

PRODUCTORAS DE NO PRODUCTORAS DE
MICROORGANISMO | cARBAPENEMASAS. | CARBAPENEMASAS. TOTAL
AISLADO

F % F % F %
E. coli 2 0,55 172 47,25 174 47,80
K. pneumoniae 24 6,59 75 20,60 99 27,20
K. oxytoca 2 0,55 11 3,02 13 3,57
K. aerogenes 1 0,27 4 1,10 5 1,37
E. cloacae 1 0,27 12 3,30 13 3,57
C. freundii 1 0,27 8 2,20 9 2,47
M. morganii 1 0,27 4 1,10 5 1,37
P. vulgaris 0 0 0,55 2 0,55
P. mirabilis 0 0 24 6,59 24 6,59
P. penneri 0 0 0,82 3 0,82
S. liquefaciens 0 0 0,55 2 0,55
S. fonticola 0 0 0,27 1 0,27
S. marcescens 0 0 13 3,57 13 3,57
Salmonella typhi 0 0 1 0,27 1 0,27
TOTAL 32 8,79 332 91,21 364 100

HIAL.: Hospital Isidro Ayora Loja.

Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Fuente: Hoja de registro de muestras procesadas en microbiologia durante el 2019.
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Del total de 364 cepas aisladas, las que presentaron produccion de carbapenemasas fueron 32
lo que representa el 8,79% de este mecanismo de resistencia; siendo K. pneumoniae con el 6,59
% la bacteria que con mayor frecuencia produce carbapenemasas; seguida de K. oxytocay E.

coli con el 0,55% para ambas.

Tabla N°4

Total, de cepas productoras de carbapenemasas aisladas de acuerdo al &rea de hospitalizacion

del HIAL durante el afio 2019.

AREA DE HOSPITALIZACION
MICROORGANISMO MED u. TOTAL
AISLADO INTERNA CIRUGIA ucCl NEONATOLOGIA QUEMADOS
F % F % F % F % F % F %
Escherichia coli 0 0 0 0 1 3,13 0 0 1 3,13 2 6,25
Klebsiella 10 |3437| 6 [1875| 5 |1562| 3 937 | 0 0 | 24 | 75
pneumoniae
Enterobacter cloacae 0 0 0 0 1 3,125 0 0 0 0 1 3,13
Klebsiella aerogenes 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (313
Citrobacter freundii 0 0 0 0 1 3,13 0 0 0 0 1 3,13
Klebsiella oxytoca 1 3,13 0 0 0 0 1 3,13 0 0 2 16,25
Morganella morganii 0 0 1 3,127 0 0 0 0 0 0 1 (3,13
TOTAL 12 37,50 7 21,87 8 25 4 12,5 1 3,13 32 100

HIAL: Hospital Isidro Ayora Loja.
Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Fuente: Hoja de registro de muestras procesadas en microbiologia durante el 2019.

El total de cepas aisladas que presentaron enzimas carbapenemasas fueron 32; siendo K.
pneumoniae la que con mayor frecuencia muestra este mecanismo con un 75%; seguido de E.
coli y K. oxytoca con 6,25%, y por ultimo K. aerogenes, E. cloacae, C. freundii y M. morganii

3,13% respectivamente.

Del mismo total de 32 cepas bacterianas productoras de carbapenemasas; el area mas afectada

por estos microorganismos fue Medicina interna con un 37.50% seguido del area de UCI con
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UN 25% y Cirugia con un'y 21,87% respectivamente; siendo Neonatologia con 12,50% y

Unidad de Quemados con 3,13% las que menos indice de esta resistencia presentaron.

Tabla N°5

Genes presentes en las Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas aisladas de

pacientes hospitalizados en el HIAL durante el afio 2019

Genes que codifican la produccién de carbapenemasas
Microorganismos a P P TOTAL

aislados
KPC IMP VIM NMD OXA

F % F % F % F % F % F %

Escherichia coli 2 6,25 0 0 0 0 0 0 0 0 2 6,25

Klebsiella = 53 | 7187| 1 [3125] o | 0 | 0 | 0o | 0 | 0 | 24 | 75
pneumoniae
Enterobacter

1 |3125| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 /3125
cloacae
Klebsiella 1 (3125 1 |3125) 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 1 [3125
aerogenes
Citrobacter 1 [3125] 0 0 0 0 0 0 0 0 1 |3125
freundii

Klebsiella oxytoca | 2 6,25 0 0 0 0 0 0 0 0 2 6,25

Morganella 1 |3125| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 |3125
morgantli
TOTAL 321 100

HIAL: Hospital Isidro Ayora Loja.
Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Fuente: Registros de laboratorio de PCR convencional.

De las cepas de Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas, se realizo el estudio para
conocer que genes portan y permiten la produccion de carbapenemasas; obteniendo como
resultado la presencia de 31 blaKPC, y 2 blaIMP en las distintas bacterias aisladas; dos de las

cepas identificadas presentaron la presencia de ambos genes.

Los genes blakPC que predominan en este estudio estan distribuidos principalmente en K.

pneumoniae con el 71,87%, seguida de E. coli y K. oxytoca con 6,25%, quedando K. aerogenes,
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E. cloacae y C. freundii con el 3,12%; por otra parte, el gen blaIMP estuve presente en 1 caso de

K. pneumoniae y otro en E. cloacae.
Figura 1.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blakPC.
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Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Figura 1. Deteccion de genes blakKPC, por PCR en algunas cepas. Corrida electroforética en
gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular; 2 a 20 — Cepas bacteriana productoras
de Carbapenemasas. 21 - Control negativo. 12- Control Positivo.

Figura 2.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blakPC.
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Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Figura 2. Deteccion de genes blakPC, por PCR en algunas cepas. Corrida electroforética en
gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular, 2 a 14 — Cepas bacteriana productoras
de Carbapenemasas. 15 - Control positivo.
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Figura 3.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blaIMP y blaVIM.
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Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Figura 3. Deteccidn de genes blaIMP y blaVIM, por PCR en algunas cepas. Corrida
electroforética en gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular; 2 a 19 — Cepas
bacteriana productoras de Carbapenemasas. 20 - Control negativo, 21- Control positivo.

Figura 4.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blaIMP y blaVIM:
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Figura 4. Deteccion de genes blalMP y blaVIM, por PCR en algunas cepas. Corrida
electroforética en gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular (100pb), 2 a 14 —
Cepas bacteriana productoras de Carbapenemasas. 15 - Control negativo.

55




Figura 5.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blaNDM.
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Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Figura 5. Deteccion de genes blaNDM, por PCR en algunas cepas. Corrida electroforética en

gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular, 2 a 20 — Cepas bacteriana productoras
de Carbapenemasas.

Figura 6.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blaNDM.
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Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Figura 6. Deteccion de genes blaNDM, por PCR en algunas cepas. Corrida electroforética en
gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular; 2 a 14 — Cepas bacteriana productoras
de Carbapenemasas. 15 - Control negativo, 16- Control positivo.
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Figura 7.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blaOXA.
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Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Figura 7. Deteccion de genes blaOXA, por PCR en algunas cepas. Corrida electroforética en
gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular; 2 a 19 — Cepas bacteriana productoras
de Carbapenemasas. 20 - Control negativo, 21 — Control positivo.

Figura 8.

Electroforesis de cepas de Enterobacteriaceae para deteccion de genes blaOXA.
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Autor: David Alejandro Gallegos Criollo.

Figura 8. Deteccidon de genes blaOXA, por PCR en algunas cepas. Corrida electroforética en
gel de agarosa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular (100pb), 2 a 14 — Cepas bacteriana
productoras de Carbapenemasas. 15 - Control negativo.
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7. Discusion.

La resistencia bacteriana es una crisis alarmante a nivel mundial; y las bacterias que
mayormente la producen son las Enterobacteriaceae, dentro de los mecanismos mas fuertes y de
mayor preocupacion tenemos la produccién de enzimas como las Betalactamasas de espectro
extendido y las carbapenemasas; la frecuencia de estas en la poblacién estudiada es que la
presencia de BLEE se identificé en 140 aislamientos (38,46%) y de carbapenemasas en 32
(8,79%); y las bacterias que mayores indices de BLEE presentaron fueron K. pneumoniae

(18,96%) y E. coli (17,86%).

Del total de cepas aisladas con produccion de carbapenemasas que fueron 32, K. pneumoniae
fue la que con mayor incidencia presento con el 75%; seguido de E. coli y K. oxytoca con 6,25%,
y por dltimo K. aerogenes, E. cloacae, C. freundii y M. morganii con el 3,13% respectivamente;
la presencia de genes que codifican esta resistencia se vio distribuida principalmente en dos,
blakPC (93,94%) y blalMP (6,06%), los mismos que estan distribuidos principalmente en K.
pneumoniae con el 69,70%, seguida de E. coli y K. oxytoca con 6,06%, quedando K. aerogenes,
E. cloacae y C. freundii con el 3,03%; por otra parte, el gen blaIMP(6,06) estuvo presente en K.
pneumoniae (3,03%) y otro en E. cloacae (3,03%). La importancia de conocer los mecanismos
de resistencia y los genes que la producen es poder implementar opciones terapéuticas
combinadas para minimizar las tasas de mortalidad y los costos dentro de la atencion médica,

evitando el uso indiscriminado de antibiéticos.

En Loja, en un estudio dirigido a analizar los mecanismos de resistencia bacteriana en el
Hospital “Manuel Ignacio Monteros” durante el afio 2013, realizado por Toledo Barrigas (2015);
se encontrd que el 26,4% de cepas aisladas eran productoras de BLEE; y el 1,6% corresponden a
cepas productoras de carbapenemasas; resultados que discrepan a nuestro estudio ya que, la
presencia de BLEE se identifico en 38,46% y de carbapenemasas en 8,79%, indicando un

aumento significativo de la resistencia, aun debiéndose a un campo de estudio anélogo al
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nuestro; mostrando asi que la resistencia van en aumento masivo si no se responsabiliza el uso y

consumo de antibidticos.

Un estudio sobre epidemiologia molecular de las infecciones y colonizaciones por CRE en un
hospital de Madrid, llevado a cabo por Braiias et al., (2018); identifico 7 especies bacterianas,
predominando K. pneumoniae (78,9%) y E. cloacae (16,4%); exponiendo el tipo de
carbapenemasa mas frecuente en K. pneumoniae OXA-48 (91,1%) y en E. cloacae VIM
(71,4%); estudio que tiene cierta similitud con nuestros resultados en el caso de que K.
pneumoniae es la que mayormente presenta carbapenemasas con el 75%, sin embargo difiere en
otros resultados no siendo E. cloacae el segundo agente con mayor frecuencia, sino E. coli y K.
oxytoca con 6,25%, ademas de discrepar con la distribucion de genes de resistencia que en
nuestro estudio fueron blaKPC (93,94%) y blaIMP (6,06%); la similitud se basa en que K.
pneumoniae es uno de los patdgenos que se encuentra mayormente distribuido a nivel mundial,
aparte de ser un oportunista y de los que mayores infecciones genera, por presentar altos indices
de resistencia ha sido ubicado dentro del grupo Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter
spp. (ESKAPE); por otra parte, la presencia de genes diferentes se debe a la cercania con zonas
endémicas y de brotes de los mismos como son: Asia y Africa; ya que se encuentran mas cerca

continentalmente y esto sumado a las migraciones permitiria una diseminacion mucho mayor.

Un estudio sobre identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos en
Enterobacteriaceae en hospitales de Per(, realizado por Sacsaquispe-Contreras & Baildn-
Calderdn (2018); confirmo la presencia de carbapenemasas en E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis. P. rettgeri, P. stuartii, E. cloacae, E. aerogenes, C. freundii, portadores de los genes
de resistencia blakPC (31,3 %), blaNDM (67,5 %), y blaIMP (1,2 %); los resultados difieren en
la presencia del gen blaNDM el cual no se encontrd en nuestro estudio, y se asemeja en la

identificacion de los genes blakPC (93,94%) y blalMP (6,06%), esto se deberia a que es un
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territorio vecino y la diseminacion puede ser similar; pero por otro lado la diferencia estaria dada
por la cercania al territorio brasilefio donde se han reportado brotes de este gen, asi mismo
estaria involucrada su recién aparicion en Sudamérica y que no se ha diseminado por igual en

todos los paises.

Un estudio llevado a cabo en un Hospital de tercer nivel en la cuidad de Quito, realizado por
Morales et al., (2018); reporto 71 aislados bacterianos los cuales producian carbapenemasas de
los cuales 69 presentaron el gen blaKPC, en 1 el gen blaIMP y en otro dos no se logro identificar
el gen asociado; resultados semejantes a nuestro estudio ya que el gen prevalente fue blakPC
con 31 casos y blaIMP con 2; esta gran similitud se deberia a la epidemiologia nacional de los
genes, al lugar de estudio un hospital, ademas de usar el mismo sistema VITEK 2 para la

identificacion bacteriana y su susceptibilidad.
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8. Conclusiones.

K. pneumoniae y E. coli son las bacterias que predominan como causantes de infecciones en
estancia hospitalaria; ambas expresan similares indices de BLEE, pero K. pneumoniae es la que
predomina en los casos de produccion de carbapenemasas sobre otros miembros de la familia

Enterobacteriaceae.

Los genes que prevalecen en enterobacterias causantes de infecciones y que circulan
intrahospitalariamente son los blaKPC, cuya mayor presencia se hall¢ distribuida en K.

pneumoniae.

Las bacterias productoras de carbapenemasas predominan dentro del medio hospitalario,

principalmente en las areas de Medicina Interna, UCI, y Cirugia en ese orden respectivamente.
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9. Recomendaciones.
Se recomienda poner mas atencion e interés en la resistencia bacteria, ya que estamos creando
bacterias multirresistente las mismas que en un futuro ya no solo encontraremos en centros de

atencion de salud, si no en la comunidad, aumentando aqui el problema.

Se recomienda elaborar campafias de concientizacion a la poblacién en general sobre el uso y
consumo indiscriminado de antibidticos, lo que lleva asi a un desarrollo de indices de resistencia

mucho mas altos de los de hoy en dia.

Promover al personal de salud, el uso de terapias correctas, y no el abuso de medicamentos,
evitando aumentar las altas tasas de morbilidad y mortalidad, limitaciones en las opciones
terapéuticas e incremento en los costos por terapias alternativas y estadia hospitalaria por largos

periodos

Es recomendable que las autoridades de la Universidad Nacional de Loja, impulsen e
inviertan en investigaciones con caracteristicas cientificas que alcancen resultados eminentes y
permitan establecer estadisticas reales de nuestro medio, las cuales seran Utiles para toda la

poblacion.
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11. Anexos
Anexo N°1

Solicitud de permiso al Lider del Laboratorio.
Loja, 19 de Agosto de 2020
Lic. Angel Luzén

RESPONSABLE DEL LABORATORIO DEL HOSPITAL REGIONAL ISIDRO AYORA

Cuidad. -

De mis consideraciones:

Yo, David Alejandro Gallegos Criollo, con cedula de identidad nimero 1104806532, estudiantes
de la carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja, por medio del presente
me dirijo muy respetuosamente, deseandole un cordial saludo y éxitos en sus actividades diarias,
a la vez solicito muy comedidamente por su intermedio se me autorice el permiso correspondiente
para la realizacién de la parte practica del proyecto de tesis titulado “ENTEROBACTERIACEAE
RESISTENTES A CARBAPENEMICOS AISLADAS EN MUESTRAS DE PACIENTES
HOSPITALIZADOS*, lo cual implica el uso de muestras, registros y datos con el fin de cumplir
los objetivos planteados en la investigacion.

En espera de ser atentado en la forma mas favorable y oportuna, me anticipo en expresarle mis
sentidos reconocimientos.

Atentamente.

(TN

| ﬂt |

\? / '

David Aléjairidro 'Gallé'gos Criollo
ESTUDIANTE
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Anexo N°2

Solicitud de peticion de los Laboratorios de la Facultad de la Salud Humana
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Universidad Facultad
L{”é Ngcional de la Salud
delLoja Humana
g

Loja, 29 de octubre del 20

1859

Dr.

Amable Bermeo

DECANO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

Ciudad.-

De nuestras consideraciones:

Nosotros, Allison Loretho Ochoa Paz con cédula nimero 1150352514, David
Alejandro Gallegos Criollo con cédula nimero 1104806532 y Daniela Elizabeth Ruiz
Ruiz con cédula nimero 1105097669, estudiantes de 8vo ciclo de la carrera de
Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja por medio del presente nos
dirijimos a usted para solicitarle de la manera més comedida, se nos autorice el uso del
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de la Salud Humana, para ejecutar
nuestros proyectos de tesis aprobados: nombrados “COLISTIN RESISTENCIA EN
ENTEROBACTERIACEAE PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS
AISLADAS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS”, “ENTEROBACTERIACEAE
RESISTENTES A CARBAPENEMICOS AISLADAS EN MUESTRAS DE
PACIENTES HOSPITALIZADOS” y “CARACTERIZACION MOLECULAR DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS METICILINO RESISTENTE AISLADO DE
PACIENTES HOSPITALIZADOS" respectivamente, debemos mencionar que las
cepas aisladas seran las mismas por ello realizamos esta solicitud en conjunto, los gastos

en materiales e insumos seran financiados por nosotros.

Con la seguridad de ser atendidos favorablemente, le expresamos nuestros mas sinceros

agradecimientos.

Atentamente

Lo Danic Rz

Allison Loretho Ochoa Paz Daniela Elizabeth Ruiz Ruiz
C.I1150352514 C.1. 1105097669

I
€ " .....................
;—‘ o Gallegos Criollo
C.I. 1104806532

072 -571379 Ext.102
Calle Manuel Monteros,
tras el Hospital Isidro Ayora + Loja - Ecuador



Universidad Facultad
u Nac»onal dela Salud
Humana

mss

Of. Nro. 2021-0015-DF SH-UNL
Loja, 11 de enero de 2021

Sefiores

Allison Loretho Paz

David Alejandro Gallegos Criollo

Daniela Elizabeth Ruiz Ruiz

ESTUDIANTES DEL OCTAVO CICLO DE LA CARRERA DE LABORATORIO
CLINICO

Ciudad.-

De mi especial consideracion:

Acuso recibo de comunicacion de 29 de octubre de 2020, recibido en este
Decanato el 08 de enero de 2021, relacionado con el uso del Laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de la Salud Humana.

Al respecto, y con base al protocolo PCR MILTIPLEX, en mi calidad de Autoridad
Académica de esta Facultad, autorizo el uso del Laboratorio de Biologia Molecular
a partir del 18 de enero de 2021 para la ejecucion de los proyectos de tesis
denominados: “COLISTIN RESISTENCIA EN ENTEROBACTERIOACEAE
PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS AISLADAS DE PACIENTES A
CARBAPENEMICOS AISLADAS EN MUESTRAS DE PACIENTES
HOSPITALIZADOS", “ENTEROBACTERIACEAE RESISTENTES A
CARBAPENEMICOS AISLADAS EN MUESTRAS DE PACIENTES
HOSPITALIZADOS" y “CARACTERIZACION MOLECULAR DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS METICILINO RESISTENTE AISLADO DE
PACIENTES HOSPITALIZADOS", teniendo en cuenta como requisito obligatorio el
acudir al referido laboratorio con el Tutor o Director de Tesis.

Aprovecho la oportunidad para reiterar mi sentimiento de consideracion y estima.
Atentamente,

EN LOS TESOROS DE LA SABIDURIA
ESTA LA GLORIFICACION DE LA VIDA.

(7
Dr. Amable Bermeo Flores, Mg. Sc.
DECANO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA

cc. Lcda. Nathaly Moscoso, Carrera Laboratorio Clinico, Archivo
ABF/yadycordova

Calle Manuel Monteros
travs of Hosptal ladro Ayora - Loja - Ecuadior
072 -57 1379 B 102
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Anexo N°3

Rubrica de recoleccion de datos.

FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

Bacterias resistentes aisladas en pacientes hospitalizados y mecanismo de resistencia

CODIGO |EDAD

SEXO

TIPO DE
MUESTRA

BACTERIA
AISLADA

MECANISMO DE

RESISTENCIA
BLEE +
BLEE CARBA CARBA

77



Anexo N° 4

Preparacion de agar sangre.

Revisado y autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G.,
UNIVERSIDAD Mg.sc
NACIONAL DE LOJA Fecha de elaboracion:
FACULTAD DE LA Abril — 2021
SALUD HUMANA Versién: 001
CARRERA DE Péaginas: 2
LABORATORIO
CLINICO

Area: Laboratorio.

Responsable: Estudiante.

Objetivo: Preparara medio de cultivo Agar Sangre.

Nombre: Protocolo de Preparacion de Agar Sangre.

Materiales y equipos:

Agar.

Matraz.

Agua destilada.
Estufa.
Autoclave.
Cajas Petri.
Balanza.
Guantes.
Incubadora.
Sangre.

Procedimiento:

Pesar la cantidad necesaria de acuerdo a la proporcion a preparar
(40gr/1000mL)

Sellar el matraz evitando la contaminacion.

Hervir la mezcla, llevar a punto de ebullicion hasta que sea una solucion.
Colocar en la autoclave a 15 Ibs de presion, 121°C, durante 15 minutos.

Sacar y dejar reposar unos minutos hasta un lapso de temperatura de 40-50°C.

Una vez reposado agregar 5% de sangre de acuerdo al volumen total, mezclar
suavemente para evitar la hemolisis.

Verter con cuidado en las cajas Petri, evitando la contaminacion, que dara
errores posteriores.

Incubar las cajas Petri como control de calidad, para evitar crecimiento de
microorganismos ajenos a la investigacion.
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Bibliografia:
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Anexo N° 5

Recuperacion de las cepas de estudio.

Revisado y autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G.,
UNIVERSIDAD Mg.sc
NACIONAL DE LOJA Fecha de elaboracion:
FACULTAD DE LA Abril — 2021
SALUD HUMANA Versién: 001
CARRERA DE Péaginas: 2
LABORATORIO
CLINICO

Area: Laboratorio de Microbiologia.

Responsable: Estudiante.

Objetivo: Recuperar las cepas bacterianas de estudio.

Nombre: Protocolo de Recuperacion de cepas de estudio.

Materiales y equipos:

Cajas Petri con Agar sangre.
Asas estériles.

Cepas congeladas.

Estufa de incubacion.
Rotuladores.

Procedimiento:

Se llevo todas las cepas congeladas a -20°C a temperatura ambiente; a la vez
se ambiento placas de agar Sangre y se rotulo respectivamente.

Con una estéril se tomd una muestra de la cepa en la glicerina o de las perlas
CRYOBANK las misma que se inoculo en la placa de agar Sangre.

Se realizo la siembra por agotamiento para obtener colonias caracteristicas y
bien aisladas.

Se colocaron en posicion invertida en la estufa de incubacién con
temperaturas de 36°C = 1 °C por 24 horas.

Luego del periodo de incubacion se observé que los cultivos tengan las
colonias caracteristicas y crecimientos sin contaminaciones por otros

microrganismos, en caso de contaminacion desechar la placa y volver a aislar.

Se recogid de Paginas 5 a 7 colonias del cultivo puro y se realizé una escala
McFarland mayor a 1, en caldo infusion cerebro-corazén; y se incubo durante
24 horas a 37°C.

Bibliografia:

Belmonte, A., Nogueras, M., Contigiani, M., Gandini, V., & Sutich, E. (2008).
Estudio de métodos por congelacién para la conservacion y mantenimiento de cepas
de Gardnerella vaginalis. Bioguimica y Patologia Clinica, 72(2), 15-18.
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D. L., Gonzélez, N. R., & Microkit, D. L. (2006). Estudio sobre la recuperacion de
diferentes cepas microbianas de coleccion, mantenidas en congelacion, en los
diferentes tipos de CRIOTECA ® * MICROKIT. 1018-1020.
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Anexo N° 6

Extraccion de ADN Bacteriano

Revisado y autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G.,
UNIVERSIDAD Mg.sc
NACIONAL DE LOJA Fecha de elaboracion:
FACULTAD DE LA Abril - 2021
SALUD HUMANA Versién: 001
CARRERA DE P4ginas: 3
LABORATORIO
CLINICO

Area: Laboratorio de Biologia Molecular.

Responsable: Estudiante.

Objetivo: Extraer el ADN bacteriano, de las cepas de estudio.

Nombre: Protocolo de Extraccién de ADN Bacteriano

Materiales y equipos:

Pipetas regulables (1uL, 10uL, 100uL, 1000uL).

Puntas estériles.

Microcentrifuga.

Tubos ependorf.

Vortex.

Bafio maria

Cronometro.

Recipiente de desechos (riesgo bioldgico y cortopunzantes).
Refrigeradora.

Componentes del Kit
Reactivos:

Proteinasa K, liofilizada 25 mg x 2 viales.
RNasa A, liofilizada 24 mg x 2 viales
Buffer TL 35 ml.

Buffer GB 30 ml.

Buffer WAL 40 ml.

Buffer W2 80 ml.

Buffer EA 25 ml.

Adicionales:

Etanol absoluto

Tubo de 1,5 ml 0 2 ml (para la preparacion de lisado)

Solucidn salina tamponada con fosfato.

Tris-HCI 20 mM (pH 8.0), EDTA sodico 2 mM y Triton al 1.2%
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Preparacion de reactivos

ProteinasaK, liofilizada: Disolvemosen 1,25 ml de agualibre de nucleasas,
y se almacenar a -20 °C para prolongar la actividad de la proteinasa K.
RNasa A, liofilizada: Disolvemos en 600 ul de agua libre de nucleasas,
almacenar a -20 ° C para prolongar la actividad de la RNasa A.

Buffer TL 35 ml: Reactivo listo para su uso, mezclamos bien agitando antes
de usar y su estabilidad es de 2 afios almacenada a temperatura ambiente (TA,
15 - 25 °C).

Buffer GB 30 ml: Reactivo listo para su uso; mezclamos bien GB Buffer
agitando antes de usar, y su estabilidad es de 2 afios a temperatura ambiente.

Nota: No se debe agregar la proteinasa K liofilizada directamente al tamp6on GB.

Buffer WA1 40 ml: El tampon WAL esta en forma concentrada.

Antes de su primer uso agregamos 30 ml de etanol absoluto y su estabilidad es de 2
afios cuando se almacena a temperatura ambiente.

Buffer W2 80 ml: Reactivo listo para su uso y es estable durante 2 afios
cuando se almacena a temperatura ambiente.

Buffer EA 25 ml: El Tris-HCl a 10 mM (pH 8,5), esta listo para su uso y se
almacena a temperatura ambiente.

Extraccion de ADN de células bacterianas (bacterias gramnegativas)
1. Recogimos las células bacterianas anteriormente recuperadas e incubas por 24

10.

horas en caldo infusiona cerebro-corazén; posteriormente centrifugamos a
8.000 rpm durante 5 min, y desechamos el sobrenadante. (Repetir este proceso
en caso de que exista poca concentracion).

Agregamos 180 ul de TL Buffer al sedimento celular recolectado y
resuspendemos completamente usando un mezclador vortex o pipeteando.
Transferimos la suspension de las células bacterianas a un tubo de 1,5 ml o 2
ml.

Afadimos 20 pl de proteinasa Ky 10 pl de RNasa A; y mezclamos mediante
vortex.

Posteriormente incubamos a 60 ° C durante 1 hora, en el bafio maria.
Agregamos 200 ul de Buffer GB y mezclamos inmediatamente con un
mezclador vortex.

Anadimos 400 pul de etanol absoluto y mezclamos bien mediante pipeteo;
giramos un poco hacia abajo para que las gotas se adhieran debajo de la tapa.
Transferimos el lisado al deposito superior del tubo de la columna de unién
sin mojar el borde.

Cerramos el tubo y centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min. Cerrar cada tubo de
la columna de union para evitar la formacion de aerosoles durante la
centrifugacion.

En caso de que el lisado no haya pasado completamente a través de la
columna después de la centrifugacion, centrifugar nuevamente a una
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velocidad mayor (> 10,000 rpm) hasta que el tubo de la columna de union esté
vacio.

11. Desechamos la solucion del tubo de recoleccién y reutilice el tubo de
recoleccion.

12. Anadimos 500 ul de tampon WAL sin mojar el borde, cerramos el tubo y
centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min.

13. Desechamos la solucidn del tubo de recoleccién y reutilice el tubo de
recoleccion.

14. Aniadimos 500 pl de tampon W2 sin mojar el borde, cierre el tuboy
centrifugue a 8.000 rpm durante 1 min.

15. Deseche la solucion del tubo de recoleccién y reutilice el tubo de recoleccion.

16. Centrifugamos una vez mas a 13.000 rpm durante 1 minuto para eliminar el
etanol por completo y verificamos que no haya gotas adheridas al fondo del
tubo de la columna de union, ya que el W2 residual en el tubo de la columna
de unidn puede causar problemas en aplicaciones posteriores.

17. Transferimos el tubo de la columna de unién a un tubo nuevo de 1,5 ml para
elucion, agregamos 200 pl de tampon EA al tubo de la columna de union y
esperamos al menos 1 minuto a temperatura ambiente hasta que el EA se
absorba completamente en la fibra de vidrio del tubo de la columna de unién.

Para aumentar el rendimiento de ADN, debe esperar 5 minutos despues de agregar el
tampdn EA.

El volumen de EA afiadido se puede ajustar de 50 a 200 pl. Un volumen mas pequefio
dard como resultado una solucién mas concentrada, pero el rendimiento total puede
reducirse.

18. Centrifugamos a 8.000 rpm durante 1 minuto para eluir.

Para obtener un rendimiento mejorado, eluya la muestra dos veces.

El ADN genomico eluido es estable y puede usarse directamente o almacenarse.
Almacenamos a -20 °C para analisis posterior.

Almacenamos los reactivos igualmente a -20°C para andlisis a largo plazo y de 2 —
4°C para analisis posteriores. (Corporation, 2018)

Bibliografia.
Corporation, B. (2018). User ’ s Guide AccuPrep ® Genomic DNA Extraction Kit.
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Anexo N° 7

PCR convencional

Revisado y autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G.,
UNIVERSIDAD Mg.sc
NACIONAL DE LOJA Fecha de elaboracién:
FACULTAD DE LA Abril — 2021
SALUD HUMANA Version: 001
CARRERA DE Paginas: 4
LABORATORIO
CLINICO
Area: Laboratorio de Biologia Molecular.
Responsable: Estudiante.
Objetivo: Realizar PCR convencional a las cepas de estudio.
Nombre: Protocolo de PCR convencional.
Materiales y equipos:
e ADN bacteriano extraido anteriormente.
e Termociclador.
e Mastermix
e Primers.
e Pipetas regulables.
e Puntas estériles.
e Tubos ependorf pequefios.
Preparacion de Primers.
Los primers adquiridos vinieron liofilizados y fueron los siguientes:
PRIMER SECUENCIA GEN BP
IMP -F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC blalMP
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC 232
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA blaVIM
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 390
OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC blaOX A-48
OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG 438
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC bla-NDM
NMD-R CGGAATGGCTCATCACGATC 621
KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG bla-KPC 798
KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 232

La preparacion de los primers se dio siguiendo los pasos:

1. Colocamos 250uL de agua libre de nucleasas en cada primers liofilizado y
centrifugamos. (100pmol/uL)
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2. De estos primers que estan a una concentracion de 100pmol/uL, necesitamos
una concentracién de tan solo 10pmol/uL, para usar como primer de trabajo.

3. Realizamos una dilucion en tubos ependorf estériles, de 1:9, siendo asi 1 parte
de primer y 9 partes de agua libre de nucleasas. (10uL de primers + 90uL de

agua).

4. Una vez realizado la dilucion, preparamos alicuotas para almacenarlas y no

perder si estabilidad.

Preparacion del MasterMix:

Una vez listos los reactivos de trabajo y las extracciones de ADN de cada cepa, se
realizd la master mix para los diferentes protocolos de trabajo y posteriormente la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

e Gen blakKPC
PRODUCTO CADA CEPA (uL) L)
Master Mix 10 320
KPC rev 1 32
KPC fow 1 32
Agua 7 224
Muestra 1 32
20 640
e Gen bla NDM
PRODUCTO CADA CEPA (uL) L)
Master Mix 10 320
NDM rev 1 32
NDM fow 1 32
Agua 7 224
Muestra 1 32
20 640

e Gen blaOXA-48

REACTIVO O
PRODUCTO

VOLUMEN POR
CADA CEPA (uL)

VOLUMEN CON EL
TOTAL DE CEPAS
(uL)
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Master Mix 10 320
OXA-48 rev 1 32
OXA-48 fow 1 32

Agua 7 224
Muestra 1 32
20 640

e Genes blaIMP y bla VIM

VOLUMEN CON EL

s | doeesrers | oraoc s
Master Mix 10 320
IMP rev 1 32
IMP fow 1 32
VIM rev 1 32
VIM fow 1 32
Agua 5 160
Muestra 1 32

20 640

La amplificacién del producto se realiz6 con los siguientes ciclos y tiempos,

reflejados en el esquema:

PCR CONVENCIONAL/TERMOCICLADOR

PASOS ESPECIFICACIONES
lero A 95°C por 5 min
2do A 95°C por 20 seg
3ero A 55°C por 20 seg
A 72°C por 50 seg. y volver al 2do
4to - .
paso y repetir 34 ciclos.
Sto A 75°C por 5 min
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6to A 4°C por tiempo indefinido

Bibliografia:
Poirel, L., Walsh, T. R., Cuvillier, V., & Nordmann, P. (2011). Multiplex PCR for
detection of acquired carbapenemase genes. Diagnostic Microbiology and Infectious

Disease, 70(1), 119-123. https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2010.12.002
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Anexo N° 8

Electroforesis en Gel agarosa.

Revisado y autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G.,
UNIVERSIDAD Mg.sc
NACIONAL DE LOJA Fecha de elaboracion:
FACULTAD DE LA Abril — 2021
SALUD HUMANA Versién: 001
CARRERA DE Péaginas: 2
LABORATORIO
CLINICO

Area: Laboratorio de Biologia Molecular.

Responsable: Estudiante.

Objetivo: Realizar la electroforesis en gel de agarosa de las muestras realizadas la

PCR.

Nombre: Protocolo de Electroforesis en gel de agarosa.

Materiales y equipos:

Estufa o microondas.
Matraz.

Espatula.

Agarosa.

Cémara de electroforesis.
Balanza.

Solucion TBE.
Bromuro de etidio.
Transiluminador.
Cémara de luz UV.
Computadora.

Procedimiento:

Preparacion del Gel Agarosa para la corrida (1.5 %)

Se pesaron 0.75 gr de agarosa liofilizada en la balanza analitica, se coloco en
un matraz y se diluy6 con 150 ml de TBE con concentracion de 1X.
Colocamos en el calentador hasta que se disolvié completamente presentando
aspecto transparente.

Dejamos enfriar un poco y luego colocamos 250 pl de Bromuro de etidio y se
mezclo.

Posteriormente se vertid el gel en la camara con peine para su gelificacion.
Una vez gelificado se retird el peine y se le coloco TBE 1X en los lados de la
camara, hasta cubrir el gel.
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Electroforesis en Gel de Agarosa
e Una vez concluida la PCR, se tomé el producto amplificado y se coloc6 en los
pocillos del gel de agarosa, con una pipeta teniendo cuidado de no colocar
burbujas ni romper el gel.
e Se colocaron las muestras en cada posicion en el gel segun el protocolo de
corrida, incluyendo el marcador de peso molecular y los controles positivo
que correspondian a cepas de las cuales ya se habian realizado estudios y
estaban verificadas, y negativo para el cual se utilizé agua libre de ADNsa que
validaron cada corrida.
Corrida en el gel de agarosa (1.5%0)
e Colocadas las muestras, controles y marcador, se cerrd la camara y se
procedid a conectar a una fuente de poder de acuerdo al tiempo y potencia

indicado.
Concentracion Producto
de agarosa Voltaje Tiempo cargado
1,5 120V 1H30 5uL

e Corridas las muestras se coloco el gel de agarosa sobre el Transiluminador y
la cdmara de luz UV y se analizaron los resultados obtenidos, se tomaron fotos
de los productos amplificados para su debido registro. (Poirel et al., 2011)

Bibliografia:

Poirel, L., Walsh, T. R., Cuvillier, V., & Nordmann, P. (2011). Multiplex PCR for
detection of acquired carbapenemase genes. Diagnostic Microbiology and Infectious
Disease, 70(1), 119-123. https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2010.12.002
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Anexo N°9

Rubrica de recoleccion de resultados.

Mecanismo Gen que
de produce
resistencia | carbapenemasas

Tipo de | Infeccion Area de Bacteria

bdigo | Edad | Sexo italizanid i
Codigo | Ed muestra | causada | hospitalizacion.| aislada
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Anexo N°10

Esquemas de corridas electroforéticas.
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Anexo N°11

Cepas productoras de carbapenemasas a trabajar.

# DE AREA DE
IFENTIFICACION CODIGO BACTERIA HOSPITALIZACION
1 191119203 K. PNEUMONIAE CIR
2 191103143 K. PNEUMONIAE MED
3 190929083 K. PNEUMONIAE MED
4 191025278 K. PNEUMONIAE MED

5 190913285 E. COLI U. QUEMADOS
6 191018174 C. FREUNDI ucCl
7 190521396 K. PNEUMONIAE CIR
8 190411302 M. MORGANNI CIR
9 190729321 K. PNEUMONIAE NEO
10 190430328 K. PNEUMONIAE MED
11 190708020 K. PNEUMONIAE MED
12 190518066 E. CLOACAE MED
13 190731027 E. COLI UClI
14 190426443 K. PNEUMONIAE MED
15 190605274 K. AEROGENES UClI
16 190607156 K. PNEUMONIAE CIR
17 190907021 K. PNEUMONIAE CIR
18 190809236 K. PNEUMONIAE UcCl
19 190720096 K. OXYTOCA NEO
20 190628406 K. PNEUMONIAE CIR
21 190427026 K. PNEUMONIAE MED
22 190521366 K. PNEUMONIAE CIR
23 190414068 K. PNEUMONIAE NEO
24 190605221 K. PNEUMONIAE MED
25 190508371 K. OXYTOCA MED
26 190815111 K. PNEUMONIAE UcCl
27 191227340 K. PNEUMONIAE UcCl
28 190610034 K. PNEUMONIAE ucCl
29 190520354 K. PNEUMONIAE MED
30 190606070 K. PNEUMONIAE MED
31 190516248 K. PNEUMONIAE UClI
32 190722260 K. PNEUMONIAE NEO
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Informacién obtenida de la base de datos del HIAL

Anexo N°12
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Anexo N°13

Evidencia fotografica.

Obtencién de informacién de la base de datos del HIAL

'VALORES DE REFERENCIA

"Dr. Leopoldo Izquieta Perez"
R0 DE REFERENCIA NACIONAL DE RESISTENCIA A LOS
| Tamrcgionaustro@mspi gob ec

A P®OO w-RoTm 'HOSPITAL ISIDRO AYORA LOJA Fecha de recepcién = 23 may-2019
—— N Alejandra Cédiga INSPI = HIA181-0519RAM-C

: Rusz Riofrio Tipo de mucstra = Sangre
INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA INSPI 10 = 190518066 Mﬁﬂm reabido = §
E o 1 -

1 Leopoldo it Pere .
CENTRO D REFERENCIANACIONAL DE RESISTINGIA A LOS ANTIMICHOMANOS ACA pacicnic = 1104531585 Motivo de la soliitid = Confirmar Resistencia
oo

L ISIDRO AYORA-LOJA

Acdo mlidixico

mumRRPAR

Manual
Difusion de disco
CLst

Bt

Preparacion de material

e AT
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Equipos de Laboratorio.
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Extraccion de AND bacteriando (Gram Negativos)

Lecturas en el NanoDrop

Whzre
\ A0 (10 v 1
- AZ00 (10 e pot)
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A Al 201330
= R R N ML I e
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Proceso de electroforesis en Gel de agarosa

Primeras corridas electroforeticas.
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Anexo N°14

Certificado de traduccion.

Loja, 25 de Octubre del 2021

David Andrés Araujo Palacios
TRADUCTOR E INTERPRETE DE IDIOMAS(INGLES-ESPANOL-INGLES)

CERTIFICO:

Que he realizado la traduccién de espaiiol a ingles del resumen del Articulo Cientifico y
Resumen derivados de la tesis denominada “ENTEROBACTERIACEAE
RESISTENTES A CARBAPENEMICOS AISLADAS EN MUESTRAS DE
PACIENTES HOSPITALIZADOS” De autoria del Sr. David Alejandro Gallegos
Criollo portador de la cédula de identidad niimero 1104806532, estudiante de la Carrera
de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de
Loja, la misma que se encuentra bajo la direccién de la Mg.sc. Carmen Ullauri G, previo

a la obtencion del titulo de Licenciado en Laboratorio Clinico.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad, facultando al interesado hacer uso

del presente en lo que considere conveniente.
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CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Ofc. N° 435 CLC-FSH-UNL
Loja, 26 de agosto de 2020

Lic.

Carmen Ullauri Gonzéalez. Mg. Sc.

DOCENTE CARRERA DE LABORATORIO CLINICO FSH - UNL
Ciudad. -

De mi consideracion:

Es grato dirigirme a su usted con el propdsito de expresarle un cordial saludo, a la
vez que me permito solicitarle muy comedidamente se digne analizar y emitir informe
de estructura y coherencia, de acuerdo a la normativa vigente; para el proyecto de
tesis con el tema: “Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos aisladas
en muestras de pacientes hospitalizados” de autoria del Sr. estudiante David
Alejandro Gallegos Criollo, estudiante del VII ciclo de la Carrera de Laboratorio
Clinico Régimen 20009.

En la seguridad de merecer su favorable atencion, le antelo mi agradecimiento

Atentamente,

Bt SANDRA
¥~ ELIZABETH
; FREIRE CUESTA

Dra. Sandra Freire Cuesta,
GESTORA ACADEMICA DE LA CARRERA
DE LABORATORIO CLINICO

072 -571379 Ext.102
Calle Manuel Monteros,
tras el Hospital Isidro Ayora - Loja - Ecuador
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Loja, septiembre 01 de 2020

Sra. Dra.

Sandra Freire Cuesta, Esp.

GESTORA ACADEMICA DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
Ciudad. -

De mi consideracion:

Después de saludar su eficiente gestion a la cabeza de nuestra Carrera, me permito dar
contestacion al oficio Nro. 435 -CLC-FSH-UNL, de fecha 26 de agosto de 2020, en el que se pide
se emita informe de estructuray coherencia del trabajo de Proyecto de Tesis denominado:
“Enterobacteriaceae productora de carbapenemasas aisladas en pacientes hospitalizados” de
autoriade la Sr. David Gallegos Criollo, estudiante del séptimo ciclo de la Carrera de Laboratorio
Clinico.

En relacién al documento revisado, me permito indicar lo siguiente:
e Eltrabajo contiene todos los elementos de la estructura indicados en el Art. 135 del
Reglamento de Régimen Académicovigente de laUniversidad Nacional de Loja.
e Los elementos incluidos y objetivos de investigacion son viables y guardan coherencia

entre ellos.

Por lo antes expuesto considero que, el documento guarda Estructura y coherencia por lo que
recomiendo su aprobacién como trabajo de titulacion.

Segura de la favorable atencion a la presente antelo mis agradecimientos.

Atentamente,

. :

Firmado electrénicamente por:
¥ CARMEN ALEJANDRA
ULLAURI GONZALEZ

Lcda. GBRER Ullauri Gonzalez, Mg.sc
DOCENTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Calle Manuel Monteros
tras el Hospital Isidro Ayora - Loja - Ecuador
072 -571379 Ext.102
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CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Ofic. Nro. 004 - CLC-FSH-UNL
Loja, 05 de enero de 2021.

Licenciada

Carmen Ullauri Gonzalez

DOCENTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
Ciudad. —

De mi consideracion:

Por el presente y dando cumplimiento a lo dispuesto en el “Capitulo Il del
Proyecto de Tesis, Articulos 133, y 134 del Reglamento de Régimen Académico
de la Universidad Nacional de Loja, aprobado el 7 de julio de 2009” una vez que
ha cumplido con todos los requisitos y considerando que el proyecto de tesis fue
aprobado; me permito hacerle conocer que esta Direccion le ha designado
Directora del trabajo de Investigacion, titulado “ENTEROBACTERIACEAE
RESISTENTES A CARBAPENEMICOS AISLADAS EN MUESTRAS DE
PACIENTES HOSPITALIZADOS”, de autoria del Sr. David Alejandro
Gallegos Criollo, estudiante de la Carrera de Laboratorio Clinico

Aprovecho la oportunidad para expresarle mi agradecimiento por su e
colaboracién

Atentamente,

% SANDRA
i ELIZABETH
hfpfr FREIRE CUESTA

EI. Sandra Freire Cuesta
GESTORA ACADEMICA DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

c.c. Sr. David Gallegos Criollo
Archivo

SFClala.

072 -571379 Ext.102
Calle Manuel Monteros,
tras el Hospital Isidro Ayora - Loja - Ecuador
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Referente a/ memorando Ne 322

Conocido el Informe emitido por la Dra. Sonia Paulina Vallejo Maldonado,
Secretaria Abogada de la Facultad de la Salud Humana, mediante
memorando N°. 321—SG—FSH-UNL., de fecha 07 de diciembre del 2021,
en el que se hace constar que ellla peticionario/a ha presentado Ila
documentacion exigida para el efecto, consecuentemente se declara la
APTITUD LEGAL DE GRADO, al/a la senor/ita: GALLEGOS CRIOLLO
DAVID ALEJANDRO, con cédula N°. 110480653-2, egresado/a de la
Carrera de Laboratorio Clfnico, de la Facultad de la Salud Humana, de la
Universidad Nacional de Loja, previo a la obtencion del Titulo de
Licenciado/a en Laboratorio Clinico.

Loja, a 07 de diciembre de 2021.

Atentamente,
EN LOS TESOROS DE LA SABIDURIA
ESTA LA GLORIFICACION DE LA VIDA

;' SANTOS AMABLB
" BBRMBO F LORB S

Dr. Sa"ntos Amable Bermeo Flores, Mg. Sc.
DECANO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA

SABF/bmmc.
C. C.- Gallegos Criollo David Alejandro; Secretaria de la Direccion de Carrera; y, Archivo de
la Secretaria General, de la FSH.

Calle Manuel Monteros
traselHospital IS|d|oAyura Loja - Ecu<.odor
072-5 1379Ext 102
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UNIVERSIDAD _—
NACIONAL DE LOJA acultad de

la Salud
Humana

CARRERADE LABORATORIO CLINICO

ACTA DE SESION RESERVADA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

En la ciudad de Loja, a los dieciséis dias del mes de diciembre del dos mil veintiuno siendo las
08h00, se reune el Tribunal de grado para la Revision y Calificacion de la Tesis titulada:
“ENTEROBACTERIACEAE RESISTENTES A CARBAPENEMICOS AISLADAS EN
MUESTRAS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS”, de autoria del Sr. GALLEGOS CRIOLLO
DAVID ALEJANDRO , egresado de la Carrera de Laboratorio Clinico, el Tribunal lo preside la
Lic. Maria del Cisne Lojan Gonzalez y lo integran las docentes sefioras: Bq. Maria del Cisne
Luzuriaga Moncada y Lic. lliana Alicia Delgado, quienes calificaron la tesis en forma individual y
secreta, tomando en cuenta los siguientes aspectos: el contenido y la presentacion de la tesis
considerando: la estructura del documento, coherencia entre sus elementos, calidad de los
procesos de trabajo, el cumplimiento de los objetivos, la calidad de los resultados, conclusiones
y recomendaciones, la fundamentacion cientifico-técnica de la discusion, los efectos e impactos
potenciales, la presentacion y claridad de la redaccién; conforme lo establece el Art. 156
Reglamento Régimen Académico, obteniendo las calificaciones que a continuacion se detallan:
9/10, 9 /10, 9/10; Siendo el cémputo total de 9 /10 (nueve sobre diez), equivalente a
SOBRESALIENTE.

Suscriben la presente acta:

WEEE o coecsenicanonse por:
¥ MARIA DEL CISNE
r. LOJAN GONZALEZ

Lic. Maria del Cisne Lujan Gonzdlez ... BIEIER
PRESIDENTA

Eq. MaILE||ra del Cisne Luzuriaga Moncada e

= B LUZURIAGA
el g JONCADA

|L|ANA Firmado digitalmente
ALICIA e
DELGADO  "eigid%h8s "

Lic. lliana Alicia Delgado s

VOCAL

Firmado electronicamente por:
SONIA PAULINA
3 VALLEJO

4 ¥ MALDONADO

Dra. Sonia Paulina Vallejo Maldonado
SECRETARIA ABOGADA



