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1. Titulo

Colistin resistencia en Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes

hospitalizados



2. Resumen

Los mecanismos de resistencia adquirida y transmisible consisten fundamentalmente
en la produccion de enzimas bacterianas que inactivan los antibiéticos, algunas bacterias puede
desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibioticos y del mismo
modo un antibi6tico puede ser inactivado por distintos mecanismos. Algunos factores como la
automedicacion, la prescripcion innecesaria, el no cumplimiento de los tratamientos prescritos y
el consumo de residuos de antibidticos en alimentos de origen animal predisponen a la aparicion
de sUper bacterias capaces de expresar resistencia a multiples familias de farmacos. Por ello se
realizd el presente trabajo para identificar los genes de resistencia a colistina en cepas
productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados en un hospital de segundo
nivel de complejidad durante el 2019, fue un estudio de enfoque cuantitativo con disefio
descriptivo-transversal en el que se trabajo con 32 cepas de Enterobacteriaceae productoras de
carbapenemasas a las que se les realizo el tamizaje de los genes mcr 1, mcr 2, mer 3, mcr 4 y mcr
5, se identificaron los genes mcr 2 y mcr 5 en las bacterias Citrobacter freundii y Klebsiella
oxytoca. Demostrando la circulacion de cepas multirresistentes que inactivan los betalactamicos
y la colistina, siendo considerado este Gltimo antibidtico como una opcion de terapia combinada

en cepas productoras de carbapenemasas.

Palabras Claves

Farmacorresistencia bacteriana, Colistina, Enterobacteriaceae, Gen mcr.



Summary

The mechanisms of acquired and transmissible resistance consist fundamentally in the
production of bacterial enzymes that inactivate antibiotics. Some bacteria can develop several
resistance mechanisms against one or many antibiotics, and in the same way an antibiotic can be
inactivated by different mechanisms. Some factors such as self-medication, unnecessary
prescription, non-compliance with prescribed treatments and the consumption of antibiotic
residues in foods of animal origin predispose to the appearance of super bacteria capable of
expressing resistance to multiple families of drugs. For this reason, the present work was carried
out to identify the colistin resistance genes in isolated carbapenemase-producing strains of
hospitalized patients in a second-level hospital during 2019, it was a study with a quantitative
approach with a descriptive-cross-sectional design in which We worked with 32 carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae strains that were screened for the mcr 1, mcr 2, mer 3, mcr 4 and
mcr 5 genes, the mcr 2 and mcr 5 genes were identified in the Citrobacter freundii bacteria and
Klebsiella oxytoca. Demonstrating the circulation of multiresistant strains that inactivate beta-
lactams and colistin, the latter antibiotic being considered as a combined therapy option in

carbapenemase-producing strains.

Keywords

Bacterial drug resistance, Colistin, Enterobacteriaceae, Gene mcr.



3. Introduccién

Las infecciones producidas por enterobacterias como infecciones urinarias, pulmonares,
del torrente circulatorio, gastroenteritis e intoxicacion alimentaria son frecuentes la cuales
pueden adquirirse en la comunidad y en el &mbito hospitalario, muchas enterobacterias tienen
una beta-lactamasa cromosémica lo que determina una resistencia intrinseca a algunos
antimicrobianos facilitando la adquisicion de plasmidos que codifican otras betalactamasas de
amplio espectro (BLEA) y mecanismos de resistencia a aminoglucdsidos, quinolonas, en
especial las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las carbapenemasas asociandose a
una mortalidad considerable debido a la multirresistencia generada, convirtiéendose en un
problema de salud publica a nivel mundial a medida que transcurre el tiempo las bacterias han
desarrollado mecanismos de resistencia que les permiten inhibir la funcién de una gran variedad
de antibidticos llegando a la necesidad de reevaluar y reintroducir algunos antimicrobianos como

colistina. (Stefaniuk & Tyski, 2019).

La emergencia de resistencia a colistina es preocupante debido a que en la préactica clinica
se considera una de las opciones en terapia combinada y a veces Unicos agentes de eleccion
aungue no siempre sean efectivos para el tratamiento de bacterias con resistencia a maltiples
antibioticos, algunos estudios describen que el gen de resistencia mcr y sus variantes se
movilizan por plasmidos por ende es de naturaleza trasferible su presencia permite la
modificacion de las paredes bacterianas impidiendo la interaccion de las bacterias con colistina,
dentro de los genes méas prevalente estdn mcr 1 y mcr 2 encontrandose en cepas que presenta
genes de resistencia ya a carbapenémicos generando un cuadro clinico grave en las salud de los

pacientes y un esquema de tratamiento mas complejo. (Wang et al., 2018).



Se presume que la aparicion de este mecanismo esta relacionada con el uso de colistina
en la crianza de animales como prevencion para mejorar el crecimiento animal cuya carne con
residuos del antibidtico es de consumo humano. Asi mismo su uso en terapias para el tratamiento
de infecciones causadas por cepas multirresistentes representa un desafio para tratar
enfermedades infecciosas lo que sin duda aporta al incremento de la mortalidad. (Stefaniuk &

Tyski, 2019).

La presente investigacion de grado tuvo como objetivo identificar los genes de resistencia
a colistina en cepas productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados,
correlacionando los resultados reportados por microdilucion en caldo y métodos moleculares,
con el fin de lograr dar un apoyo que permita profundizar y aportar informacion a la comunidad
encargada de la salud fomentando conciencia sobre el uso de colistina tanto en la parte
hospitalaria como en la veterinaria. Para alcanzar los propoésitos del presente estudio se
comprobd la viabilidad de las cepas y la presencia de resistencia a algin carbapenémicos, luego
se realizd el tamizaje molecular con las cinco variantes del gen mcr obteniéndose la

identificacion de este gen en dos cepas.



4. Marco Tedrico

4.1 Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares sencillos con un tamafio de
0.5 a 5 micrémetros, manifestandose en una variedad de formas que incluyen bacilos, cocos y
espiroguetas, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni reticulo endoplasmico

que se reproducen por division asexual.(Basaldua, 2016; Murray et al., 2017).

Varios de ellos cuentan con sistemas de desplazamiento que les permiten ser méviles y
generalizados, su pared celular es compleja, existiendo dos formas elementales, una para
bacterias grampositivas con una gruesa capa de peptidoglucano y otra para bacterias

gramnegativas con una delgada capa de peptidoglucano. (Murray et al., 2017).

La adaptabilidad de las bacterias a pesar de su simplicidad estructural les dio la
oportunidad de desarrollarse en ambientes muy desfavorables y pobres en oxigeno a medida
que cambiaban las condiciones atmosféricas, las bacterias desarrollaron capacidades que
dieron como resultado la produccion acelerada de oxigeno lo que a su vez provoco el

desarrollo de bacterias aerObicas, anaerobicas y facultativas. (Basaldua, 2016).

4.1 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae es un conjunto de bacilos gramnegativos entéricos o
también denominados coliformes amplio y heterogéneo cuyo héabitat natural son los intestinos de
los seres humanos y los animales aunque también se encuentran de forma natural en el suelo, el

agua y la vegetacion. (Carrol, 2017).

Son bacilos aerdbicos o anaerdbicos facultativos que fermentan una variedad de

carbohidratos, tienen una estructura antigénica compleja produciendo diversas toxinas y factores



de virulencia, cuyo tamafio fluctda entre 0,3-1 um por 0,6-6 um, no forman esporas y pueden ser

moviles por flagelos peritricos o inmoviles. (Carrascoso, 2016).

Su ubicuidad y elementos genéticos mdviles adquiridos con frecuencia a través del agua,
alimentos, animales o fuentes inanimadas en el hospital indican que su huésped contacta
regularmente nuevas cepas con nuevo material genético incluido la resistencia a los antibiéticos,

(Pericacho-Gomez, 2015).

Las Enterobacteriaceae pueden llegar a ingresan a otras partes del cuerpo humano,
produciendo enfermedades, de las cuales las mas comunes son infecciones del sistema urinario e
infecciones del tracto respiratorio y menos comunes como infecciones en el sitio quirirgico o

infecciones de catéteres u otros equipos intravasculares. (Pericacho-Gémez, 2015).

4.2. Caracteristicas Microbiologicas

Las caracteristicas estructurales constituyen significativos factores de virulencia, como la
presencia de fimbrias que permiten evitar las barreras de defensa del organismo, la adherencia a
la célula huésped y otras bacterias. Algunas especies también producen capsulas con propiedades
polisacaridas, que pueden ser rigidas, organizadas o sueltas, con limites poco claros llamado

glucocaliz previenen la activacion del complemento y la fagocitosis. (Merino & Ldsch, 2015).

La pared posee una estructura multicapa compuesta por una membrana interna o
membrana citoplasmaética formada por una doble capa de fosfolipidos y proteinas que regulan
el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas, seguido de una capa externa constituido
por el periplasma el cual contiene una capa delgada de peptidoglucano y una membrana

externa compuesta por una doble capa de fosfolipidos, que incluye lipopolisacéaridos,



lipoproteinas unidas a peptidoglicano y proteinas poliméricas que forman porinas, que pueden

promover diversas sustancias incluidos los antibidticos. (Carrascoso, 2016).

4.3 Clasificacion

4.3.1 Escherichia coli spp

Es una bacteria en forma de bacilo puede ser méviles o inméviles anaerobio facultativo
no esporulante, tiene produccion de indol a partir de tript6fano, no utiliza citrato como fuente de
carbono es reductor de nitritos fermenta glucosa y lactosa con produccién de gas, con 3
antigenos Antigeno O: somatico, Antigeno H: flagelar, Antigeno K: de superficie. (Cravioto et
al., 2020). Es una bacteria con gran capacidad de adquirir varios factores de patogenicidad
debido a que habita principalmente el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento
considerandose un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patdgenas y
causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, como infecciones extraintestinales,
infecciones de vias urinarias, infecciones respiratorias, sistema nervioso central, provocando la

muerte por deshidratacion y otras complicaciones. (Canet, 2016).

Presenta un fenotipo sensible a todos los betalactamicos, se encuentra el mecanismo de
resistencia AmpC el cual hace que la bacteria sea resistente a algunas penicilinas, pero en la
actualidad Escherichia coli presenta no solo resistencia por AmpC sino que también por BLEA
y BLEE, por lo que la bacteria se ha hecho resistente a todas las cefalosporinas, dependiendo el

tipo de mecanismo que posea. (Abramo et al., 2018).

Segun (Farfan-Garcia et al., 2016), los principales patdgenos intestinales se describen en
funcion de los sintomas que generan y los factores de patogenicidad siendo, Escherichia coli

enterotoxigencas (ETEC), Escherichia coli enteropatégeno (EPEC) , Escherichia coli
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enteroagregativas (EAggEC), Escherichia coli enterohemorragicas (EHEC) y Escherichia coli

enteroinvasivas (EIEC)

4.3.2 Shigella spp

Estas bacterias son inméviles no formadoras de esporas tienen como Unico reservorio al
hombre y su dosis infectante minima es pequefia, lo que permite su transmision no sélo a través
de los alimentos, sino también a través del agua y por contacto directo entre nifios en las

guarderias.(Lopardo et al., 2016).

Segun (Anselmo et al., 2020), shigella estd compuesto por cuatro especies, shigella
dysenteriae perteneciente al Grupo A considerada el mas patdgeno teniendol15 serotipos del cual
el serotipo 1 produce la toxina Shiga involucrada en el sindrome urémico hemolitico, Shigella
flexneri parte del grupo B teniendo 8 serotipos algunos de los cuales relacionados con el
Sindrome de Reiter, un tipo de artritis reactiva ligada a factores genéticos y la infeccion con
algunos patogenos bacterianos, Shigella boydii del Grupo C cuenta con 19 serotipos, Shigella
sonnei de Grupo D cuenta con un solo serotipo los grupos C y D causan un cuadro infeccioso

generalmente auto limitado, con una baja mortalidad.

Los inhibidores mas frecuentes de las cepas de Shigella para suprimir los ataques clinicos
agudos de la disenteria y abreviar la duracion de los sintomas son ciprofloxacina, ampicilina,
doxiciclina y trimetoprim-sulfametoxazol, la azitromicina a menudo se utiliza para tratar nifios

con shigelosis. (Carrol, 2017).

4.3.3 Salmonella spp.
Es capaz de sobrevivir la acidez del estobmago, la alta osmolaridad del intestino delgado,

induce su internalizacion por las células epiteliales intestinales del ileon resiste la fagocitosis
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mediada por las células dendriticas y macrofagos los diferentes serotipos pueden producir
distintos cuadros de infeccion aguda en el hombre que clasicamente pueden clasificarse en cuatro
grupos: fiebre entérica, gastroenteritis, bacteriemia o infeccion focal extraintestinal,
denomindndose invasivas aquellas infecciones que traspasan la barrera intestinal.(Betancor &

Yim, 2016).

Como ocurre con otras enfermedades infecciosas el curso de la enfermedad y la evolucion
clinica depende de una gran variedad de factores, entre los que se incluyen la dosis recibida, el
estado inmune del hospedador, la composicién de su microbiota intestinal y el linaje genético

tanto del hospedador como del organismo infeccioso. (Betancor & Yim, 2016).

Segun (Barreto et al., 2016), dentro de los serotipos de salmonella estan Salmonella
enteritidis, typhimurium, hadar, virchow, infantis, son portadoras de una betalactamasas
cromosomica (AmpC), le confiere resistencia natural a todos los R-lactamicos, excepto

carbapenémicos a no ser que coexistan alteraciones en las porinas.

4.3.4 Klebsiella spp.

Es un bacilo gram negativo fermentador de lactosa en los medios diferenciales, todas las
especies de Klebsiella son bacilos inmoviles, aislados en pares o cadenas cortas, presentan una
capsula haciendo que las colonias que se desarrollan en agar se vean grandes, himedas y
mucoides, Se encuentra como microorganismo saprofito en la flora gastrointestinal como
colonizante en la piel y la nasofaringe. Las heces son la fuente de infeccion mas importante o por
contacto con equipo contaminados en los hospitales como catéteres, equipos de transfusion,

aditamentos de terapia respiratoria. (Herrera et al., 2017).
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Es causa frecuente de infecciones hospitalarias urinarias, pulmonares se encuentra en
heridas infectadas produce una infeccion secundaria en los pulmones en pacientes con
enfermedad pulmonar cronica causa una infeccion entérica debido a su enterotoxina produce

rinoscleroma. (Herrera et al., 2017).

Segun (Danamirys et al., 2018), los serotipos de Klebsiella, son las siguientes, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, Klebsiella aerogenes. Dentro de la
resistencia natural de esta bacteria es BLEA, capaces de inactivar las penicilinas, cefalosporinas

de primera, segunda generacion, a las cefalosporinas y aztreonam.

4.3.5 Yersinia spp

Son bacilos aerobios y anaerobios facultativos tienen flagelos anfitricos o peritricos
forman pilis y fimbrias no forman capsulas de gran espesor niesporas. Son infecciones
zoonoticas que afectan roedores, animales pequefios y aves, por lo que el ser humano es un
huésped accidental. Causa una enfermedad entérica aguda que se manifiesta por una diarrea
intensa, enterocolitis, linfadenitis mesentérica aguda que se asemeja a una apendicitis, fiebre,
dolor de cabeza, faringitis, anorexia, vomito, eritema nudoso, artritis, ulceracion cutanea,

abscesos hepatosplénicos, osteomielitis y septicemia.(Leiva et al., 2018).

Segun (Carrol, 2017), esta el género Yersinia, compuesto por al menos 11 especies, de las
cuales hay tres que son consideradas patdgenos humanos, Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica,
Yersinia pseudotuberculosis, presentan resistencia natural a la ampicilina, cefalotina y a

cefazolina.


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Aerobio
https://es.wikipedia.org/wiki/Anaerobio_facultativo
https://es.wikipedia.org/wiki/Flagelo_bacteriano
https://es.wikipedia.org/wiki/Pilus
https://es.wikipedia.org/wiki/Fimbria
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1psula_(microbiolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Espora
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4.3.6 Enterobacter spp

Es un patdgeno oportunista de ambientes hospitalarios, este microorganismo a menudo
puede encontrarse en infecciones de pacientes hospitalizados en unidad de cuidados intensivos y
en neonatologia, otras son descomponedores que viven en la materia organica muerta o viven en

el ser humano como parte de una poblacion microbiana normal.(Tufifio & Pefafiel, 2018).

Algunas enterobacterias patdgenas causan principalmente infeccién del tracto urinario y
respiratorio, en la actualidad se han descrito mas de diez especies de Enterobacter, de estos los
responsables de la mayoria de infecciones son Enterobacter cloacae con una mayor asociacion a

enfermedad en neonatos y lactantes y Enterobacter sakazakii. (Tufifio & Pefiafiel, 2018).

La mayor parte de las cepas posee una B lactamasa cromosémica denominada ampC que
las vuelve intrinsecamente resistentes a la ampicilina, cefalosporinas de primera y segunda

generaciones. (Carrol, 2017).

4.3.7 Serratia spp

Se encuentran en el medio ambiente como el agua potable, cafierias y en los seres
humanos pueden encontrarse colonizando la mucosa intestinal, el tracto respiratorio, el tracto
urinario, heridas e insumos hospitalarios, son considerados como patdgenos oportunistas la
infeccidn por estos microorganismos se da especialmente en salas de cuidados intensivos y de

neonatologia. (Lopardo et al., 2016).

La colocacion de catéteres intravenosos, intraperitoneales, via urinaria, vias respiratorias
se han identificado como factores predisponentes entre los pacientes hospitalizados.(Lopardo et

al., 2016). Serratia marcescens, suele tener resistencia a mdaltiples aminoglucosidos y


https://es.wikipedia.org/wiki/Descomponedor
https://es.wikipedia.org/wiki/Materia_org%C3%A1nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Materia_org%C3%A1nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Microbio
https://es.wikipedia.org/wiki/Tracto_urinario
https://es.wikipedia.org/wiki/Tracto_urinario
https://es.wikipedia.org/wiki/Tracto_respiratorio
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penicilinas, las infecciones se pueden tratar con cefalosporinas de tercera generacion.(Carrol,

2017).

4.3.8 Proteus spp

Es un bacilo gran negativo inmdvil residente del tracto intestinal del ser humano hombre
y algunos animales vive en el suelo degradando materia orgéanica causan infecciones urinarias
con complicaciones incluyendo célculos y lesiones celulares del epitelio renal, enteritis, abscesos
hepaticos, meningitis, otitis media y neumonia. Es un frecuente invasor secundario de

quemaduras y heridas asi como infecciones nosocomiales.(Leiva et al., 2018).

Las cepas Proteus vulgaris, mirabilis, penneri, tienen una sensibilidad muy variable a
los antibidticos. Proteus mirabilis suele inhibirse con penicilinas, los antibidticos mas activos de

otros miembros del grupo son los aminoglucésidos y las cefalosporinas.(Carrol, 2017).

4.3.9 Moraxella spp

Esta ampliamente distribuida en la naturaleza, en el suelo y aguas estancadas donde
contribuye a la degradacion de la materia organica gracias a su actividad proteolitica. No
obstante su ubicuidad, es una causa poco comun de infecciones adquiridas en la comunidad y es

mas frecuente encontrarla asociada a infecciones nosocomiales. (Gaudencio & La, 2017).

Este agente ha sido recuperado en forma ocasional en muy diversas infecciones, tales
como meningitis, abscesos de cerebro, artritis, infecciones polimicrobianas asociadas a
enfermedad hepatobiliar, teniendo 2 cepas Moraxella catarrhalis y Moraxella lacunata.(Carrol,

2017).
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4.3.10 Providencia spp

Estd presente en el intestino de varios animales y en fuentes medioambientales
contaminadas, puede colonizar el tracto gastrointestinal humano que es un importante reservorio,
Providencia stuartii son patdgenos oportunistas en humanos y pueden causar infecciones
urinarias, en particular en pacientes con catéteres urinarios por largo tiempo o aquellos con

quemaduras extensas. (Carrol, 2017).

4.4 Mecanismos de resistencia en Enterobacteriaceae

El gran nimero de especies dentro de la familia de enterobacteriaceae produce
una gran diversidad de mecanismos de resistencia como, cambios en proteinas de la
membrana externa, bombas de eflujo inespecificas, produccion de enzimas tipo [-
lactamasa y modificaciones del sitio blanco lo que hace que se incremente la
posibilidad de adquirir genes de resistencia tanto de microorganismos de la misma

especie como de otras. (Murray et al., 2017).

4.4.1 B-lactamasas

Las B-lactamasas, representan una forma importante de resistencia la cual
puede encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos, permitiendo facilmente
la trasferencia de estos hacia otras bacterias, poseen enzimas capaces de romper el
anillo B-lactamico de los antibi6ticos e inactivarlo, clasificandose en los siguientes

grupos. (Tooke et al., 2019).

4.4.2 B-lactamasas tipo AmpC

Estas pB-lactamasas, contienen residuos de serina en su sitio activo para la

catalisis de cefalosporinas de espectro reducido, aztreonam e inhibidores de B-
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lactamasas por lo general, producen estas enzimas en bajas cantidades sin alterar
significativamente la sensibilidad a las cefalosporinas de tercera generacion pero puede
haber mutaciones los cual lleva a la produccién constitutiva de estas enzimas para

hidrolizar a los antibidticos antes mencionados.(Microbiol & Uribe, 2017)

Segln (Tamma et al., 2019), los mecanismos de resistencia a la B-lactamasa

AmpC se pueden dividir en 3 categorias:

1. Resistencia inducible a través de genes ampC codificados cromosémicamente, por ejemplo,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Pseudomonas

aeruginosa.

2. Resistencia cromosomica no inducible debida a mutaciones del promotor o atenuador, por

ejemplo, Escherichia coli, especies de Shigella spp, Acinetobacter baumannii.

3. Resistencia mediada por plasmidos por ejemplo, Klebsiella pneumoniae, Escherichia

coli, especies de Salmonella spp.

Se caracterizan en su mayoria por ser resistentes a inhibidores como el acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam, son activas sobre aztreonam, cefamicinas como cefoxitina
y cefalosporinas de primera, segunda generacion y en menor medida a cefalosporinas de

tercera, son inhibidas por aztreonam, cloxacilina, oxacilina y acido borénico.(Gonzalo, 2021).

4.4.3 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Son un grupo de enzimas mediadas por plasmidos que extienden su espectro de hidrélisis
a cefalosporinas de tercera generacion, cuarta generacion y a monobactamicos, pero son
incapaces de hidrolizar cefamicinas y carbapenems. Lo que las diferencia de las B-lactamasas

de tipo AmpC, es que son inhibidas por los inhibidores de B-lactamasas como el acido
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Clavulanico, el sulbactam y el tazobactam. (Gonzalo, 2021).

4.4.4 B-lactamasas de tipo carbapenemasas.

Son capaces de hidrolizar la mayoria de los betalactdmicos existentes incluidos los

carbapenémicos, imipenem, meropenem, ertapenem, que se han asociado a elementos genéticos

trasferibles, clasificandose en 3 clases, aquellas de clase A sensibles al acido clavulanico y tienen

mayor accion sobre meropenem que imipenem, las de clase B que no tienen accién sobre

aztreonam y las de clase D (OXA-48). (Gonzalo, 2021).

Clase A: enzimas que contiene una serina en el sitio activo, denominada SME, son de
naturaleza plasmidica, confiriendo resistencia a los carbapenemicos y un perfil hidrolitico
que incluyen el Aztreonam, pero son inhibidas por el acido clavulanico y ain mejor por
el acido borodnico que se utiliza como estrategia de deteccion. (Gonzalo, 2021).

Metalo B-lactamasas (MBL): estas enzimas tienen un perfil hidrolitico que incluye
todos los antibidticos B-lactamicos con la excepcion del aztreonam y no se inhiben por el
acido clavulanico, sulbactam ni tazobactam. (Gonzalez Rocha et al., 2017).

Oxa-48: Las enzimas tipo oxa presentan una gran capacidad hidrolitica contra
carbapenemes pero ademas afectan cloxacilina y aminopenicilinas, no son inhibidas por
acido clavulanico por lo que complica su diagndstico son capaces de conferir resistencia
a los carbapenemes cuando la bacteria expresa otro mecanismo de resistencias como
cierre de porinas y la expresion exagerada de bombas de expulsion. (Gonzélez Rocha et

al., 2017).
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4.4.5 Resistencia a Quinolonas

Son la clase de inhibidores de DNA girasa y topoisomerasa IV por mutaciones Unicas, lo
cual disminuye la capacidad de unién del antibi6tico a su blanco molecular, antimicrobianos
sintéticos cuyo compuesto inicial es el &cido nalidixico, otro mecanismo descrito es la alteracion
en la permeabilidad de la pared celular explicado por el cierre de porinas y expresién de bombas

de expulsion. (Bush et al., 2020).

4.4.6 Resistencia a Aminoglucosidos

Son antibiéticos potentes de amplio espectro que actlan inhibiendo la sintesis de
proteinas, mediada por la producciéon de enzimas modificadoras de aminoglucosidos, sus tres
familias mas importantes producen acetilacion, fosforilacion y adenilacion alterando la
permeabilidad como cierre de porinas o expresion de bombas de expulsion, modificacion
enzimatica, modificacion del sitio diana a través de una enzima o mutacion cromosémica.

(Krause et al., 2016).

4.5 Resistencia cromosomica a la colistina

La resistencia conocida a la colistina de naturaleza cromosomica, se produce por la
modificacion del lipido A de los lipopolisacarido (LPS) bacteriano regulado a través de un
sistema de 2 componentes, implicando mutaciones en diferentes genes, cuyo resultado da lugar a
variantes del LPS que dificultan el efecto bactericida que ejerce la colistina por disrupcion de la
membrana externa, entre ellos destacan los genes mgrB y pmrB en enterobacteriaceae, la
mayoria de los aislados resistentes a colistina con mutaciones en al menos 1 de estos 2 genes se
han descrito en Klebsiella pneumoniae y en menor medida en Escherichia coli. (Ugarte Silva et
al., 2018). Otro mecanismo de resistencia de naturaleza cromosomica descrito en Klebsiella

pneumoniae y menos estudiado que los anteriores son los cambios en la cépsula, estos
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determinan un atrapamiento de la colistina, lo que da lugar a un incremento en los valores de la

concentracion minima inhibitoria (CMI). (Ugarte Silva et al., 2018).

4.6 Resistencia plasmidica a la colistina

Se conocia que la resistencia a la colistina, se daba por mutaciones a nivel cromosémico
que conducen a modificaciones en la capa de LPS, sitio de accion de esta molécula, no
habiéndose informado acerca de la transferencia horizontal de genes que otorgaran resistencia a
las mismas. (Wang et al., 2018). Sin embargo, en noviembre del 2015 se describié por primera
vez en China, el gen mcr-1 que confiere resistencia plasmatica a colistina/polimixina, un estudio
desarrollado en Italia demostrd que el 57% de bacterias productoras de carbapenemasas también

generaban resistencia a la colistina. (Blanco, y otros, 2016).

El gen mcr-1 tenia similitud estructural con las enzimas LptA y EptC, estas enzimas con
actividad fosfoetanolamina transferasa son capaces de adicionar una molécula de PEtN al acido
3-desoxi-manooctulosénico del nicleo del LPS, disminuyen la carga negativa neta del lipido A,
impidiendo la unién de la colistina, el hecho de que la colistina se haya utilizado de manera
masiva en animales de produccion, se planted como teoria de que se originé primero en animales

y se disemino posteriormente a humanos. (Wang et al., 2018).

Las dos caracteristicas de los genes mcr que mas preocupan son su localizacion en
plasmidos transferibles, que facilmente pueden diseminarse por conjugacién entre distintas
especies bacterianas como enterobacterias tanto de animales como de humanos y su frecuente
localizacion con otros genes de resistencia de importancia clinica, como betalactamasas de
espectro ampliado, genes de resistencia a carbapenemasas, blaCTX-M, blaNDM, blaKPC,

blaOXA-48 o quinolonas. (Sun et al., 2016).
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4.7 Gen mcr-1

Elgen mcr-1se ha detectado ampliamente en enterobacterias aisladas de animales,
muestras de seres humanos en todo el mundo y especialmente en entornos ambientales, este gen
se ha observado en plasmidos que contienen otros genes de resistencia a los antimicrobianos,
como las carbapenemasas y las betalactamasas de espectro extendido, puede diseminarse dentro
de los entornos hospitalarios incluso en ausencia del uso de colistina y en la comunidad.(Wang et

al., 2018).

4.8 Gen mcr-2

El gen mcr-2 tiene 76,7% de identidad de nucledtidos con MCR-1, se encontré en
aislados resistentes a colistina que no contenian mcr-1, se encuentran en plasmidos transferibles
que no estan restringidos a reservorios o huespedes como el transposon 1S1595, la variante mcr-
2 rara vez se ha identificado, y solo en cepas de E. coli de origen porcino y bovino en Bélgica.

(Zhang et al., 2019).

4.9 Gen mcr-3

El gen mcr-3 recientemente descubierto en cepas gramnegativas ya podrian estar
ampliamente diseminado en humanos, animales y el medio ambiente, identificAndose en E.
coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella de Asia y los Estados Unidos, mcr-3 mostrd una

identidad de secuencia de nucledtidos del 45.0% y 47.0% para mcr-1 y mcr-2. (Yin, 2017).

4.10 Gen mcr-4
El gen mcr-4 es mediado por un plasmido pequefio, no autoconjugativo con una amplia

gama de huéspedes replicAndose en diferentes especies y géneros bacterianos. Sin embargo, la
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movilizacion del plasmido necesita un plasmido auxiliar para promover la conjugacion. (Carattoli

et al., 2017)

4.11 Gen mcr-5

El gen mcr-5 es diferente de mcr-1, mcr-2, mer-3 y mer-4, mostrando solo 34% -36% de
identidad de secuencia de aminoéacidos con las otras cuatro proteinas, solo se han reportado
ampliamente mcr-1 y mcr-3 entre las Enterobacteriaceae, mientras que el gen mcr-5 solo se ha
encontrado en Salmonella spp, de aves de corral y productos alimenticios de origen animal en

Alemania.(Long et al., 2019).

4.12 Técnicas de identificacion de resistencia a las polimixinas

4.12.1 Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria.

La técnica de diluciobn en agar o en caldo es usado para medir la capacidad
antimicrobiana in vitro de un antibiotico frente a un cultivo, esta técnica se basa en el uso de
varios tubos o placas con caldo o agar a los cuales se afiade el antibidtico en diferentes
concentraciones, al igual que las concentraciones conocidas de microorganismos y luego de una
incubacion durante toda la noche a 37°C, es posible determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del antibiotico frente al microorganismo. Para el analisis del microorganismo a
probar se realiza la preparacion de una solucion madre que sea diez veces mas concentrada que
la Gltima concentracion mas alta, es decir, para el caso de la colistina la concentracion mas alta a
probar es de 125 ug/ml, por la tanto la solucién madre sera de 1250 ug/ml, en el estudio de la
resistencia a la colistina, se ha identificado como estdndar de oro a la técnica de micro-dilucion

en caldo para estudio de esta resistencia. (Weinstein., 2020).
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4.12.2 Prueba Répida Polimixina-NP

Se basada en la deteccion de la metabolizacién de la glucosa asociado al crecimiento
bacteriano en una concentracion de colistina o polimixina B, la prueba tiene incorporado un
indicador acido-base que por la formacion de metabolitos acidos cambia de color demostrando la
positividad o negatividad de la prueba. El ensayo descrito por Nordmann y otros, evalué a 135
aislados que expresaban varios mecanismos de resistencia a la colistina, y 65 aislados
susceptibles a la colistina. Demostrando al final una sensibilidad de 99,3% y especificidad de

95,4%. (Nordmann et al., 2016).

4.14.3 Microdilucion en caldo

Es un sistema de identificacion bacteriana y estudio de susceptibilidad que usa una tarjeta
con reactivos colorimétricos en donde son inoculados los microorganismos puros y es
interpretado el perfil de susceptibilidad automaticamente, trabaja con tarjetas reactivas de 64
pozos, cada pozo cuenta con una prueba individual para medir varias actividades metabdlicas
como acidificacion, alcalinizacion, hidrdlisis enzimatica y desarrollo en presencia de sustancias
inhibidoras, los célculos se realizan con los datos obtenidos y la comparacion con umbrales para

las reacciones de cada prueba. (Belingard & Officer, 2016).

4.14.5 Deteccion molecular

La deteccion de resistencia de la colistina por PCR, se realiza con la determinacion del
gen mcr-1 y sus variantes, es importante describir que debido al pronto desarrollo de la
resistencia a la colistina no se han descrito aun todos los posibles genes que confieran esta
resistencia, asi mismo es significativo recalcar la asociacion entre la resistencia a la colistina y a
los carbapenémicos, puesto que por lo general cuando se encuentra el gen mcr-1, también se

encuentra un gen que otorga resistencia a los carbapenémicos por lo que la reciente aparicion del
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gen mcr-1 mediado por plasmidos capaz de transferir un fosfoetanolamina transferasa es motivo

de preocupacion. (Payne et al., 2016).

La PCR es un método molecular muy variable, hace mdaltiples copias de una
secuenciacion de ADN diana a través de un proceso de amplificacion, se puede amplificar
cualquier porcion de &cido nucleico conocida siempre que esté ubicada entre dos secuencias
conocidas sus componentes son: ADN molde a amplificar, ADN polimerasa, cebadores de
secuencia especifica, nucledtidos para la sintesis de nuevo ADN y el tapon de

reaccion.(Larrachea, 2017).

Segun (Larrachea, 2017), los protocolos basicos de PCR incluyen los siguientes pasos

fundamentales:

1. Desnaturalizacion térmica del ADN que se utiliza como molde.
2. Hibridacion de cebadores sintético cuya secuencia les permite hibridar uno a cada
lado de la secuencia diana.

3. Elongacién de una nueva hebra complementaria.

En cualquier PCR es muy importante utilizar siempre un control negativo, un tubo que
contenga todos los reactivos menos el ADN molde, para poder monitorear posibles
contaminaciones, la manera mas comin de evaluar si se logré una amplificacion exitosa es a
través de la visualizacion del fragmento amplificado mediante electroforesis en geles de agarosa.

(Larrachea, 2017).
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5. Metodologia

5.1 Tipo de estudio
El presente estudio es de tipo cuantitativo con disefio retrospectivo, descriptivo y

trasversal.

5.2 Area de estudio

La investigacion se realizé en la ciudad de Loja, ubicada en el sur del Ecuador; con cepas
aisladas de pacientes del Hospital Isidro Ayora, unidad operativa de segundo nivel que recibe
pacientes referidos de unidades operativas del primer nivel de la zona 7; cuenta con servicios de
consulta externa en varias especialidades: Medicina interna, Cardiologia, Gineco Obstetricia,
Pediatria, Gastroenterologia, Diabetologia, Otorrinolaringologia, Oncologia, Oftalmologia,
Neumologia, Psiquiatria, Psicologia, Dermatologia, Neurologia Traumatologia, Ortopedia,
Audiologia, Reumatologia, Hemofilia, Hematologia, Patologia, Atencion a discapacitados,
Nefrologia y Pacientes a protesis; cuenta con los departamentos de hospitalizacion y apoyo
diagnostico como: Clinica, Cirugia, Pediatria, Ginecologia, Unidad de Quemados, Laboratorio
Clinico, Microbioldgico, Anatomo Patologico, Laboratorio de Tuberculosis y VIH, Servicios de
medicina transfusional, Imagenologia, Endoscopia, Laringoscopia entre otros; dispone de 255

camas.

Durante la primera fase del estudio se reconstituyo las cepas aisladas durante el 2019 en
el Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora — Loja y en una segunda fase se procesaron en
el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad

Nacional de Loja.
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5.3 Universo y muestra

El universo y muestra estuvo constituido por 32 cepas recuperadas de la familia
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos aisladas de pacientes hospitalizados durante el
afio 2019 en el Hospital Isidro Ayora; dichas cepas ya fueron identificadas y determinado su
perfil de susceptibilidad por métodos automatizados en el equipo Vitek Compact 2 de

BioMerieux

5.4 Criterios de Inclusion

e Cepas identificadas por métodos automatizados como Enterobacteriaceae.

e Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados

durante el afio 2019.

5.5 Criterios de Exclusion
e Cepas productoras de carbapenemasas que no tuvieron crecimiento bacteriano al

recuperarlas.

e Cepas productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados que no

pertenezcan a la familia Enterobacteriaceae.

5.6 Materiales y Métodos

5.6.1 Fase Pre- analitica
e Se obtuvo la autorizacion para la ejecucion del estudio (Anexo N°1).
e Elaboracion de ficha de recoleccion de datos: Los datos se recolectaron de los registros

de las muestras tomadas de pacientes hospitalizados en el Hospital Isidro Ayora, de las
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cuales se aislaron las diferentes cepas de la familia de Enterobacteriaceae productoras de

carbapenemasas (Anexo N°2).

5.6.2 Fase Analitica
e Protocolo de reconstitucion de cepas. ( Anexo N°3)
e Protocolo de extraccion de ADN de cepas aisladas (Anexo N°4).
e Procesamiento molecular por reaccion en cadena de la polimerasa convencional. (Anexo

NO5).

e Secuenciacion de los Primers utilizados (Anexo N°6)

5.6.3 Fase Pos-analitica
e Los datos obtenidos fueron registrados en una base de datos segun la bacteria aisladas y
el gen de resistencia (Anexo N°7).

e Evidencias Fotograficas (Anexo N° 8).

5.7 Tabulacion y presentacion de resultados
Los datos se tabularon y analizaron usando técnicas de estadistica descriptiva para
organizar los datos en tablas y graficos, los cuales se presentaron de acuerdo a los objetivos

planteados.

5.8 Consideraciones éticas
En el presente estudio se observaron los principios Bioéticos de confidencialidad y
autonomia, salvaguardando la privacidad de los pacientes, los resultados fueron usados

Gnicamente con fines académicos y cientificos.
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6. Resultados

Tabla N° 1

Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados en el
Hospital General Isidro Ayora, Loja. 2019

AREA DE HOSPITALIZACION

Medicina Neonatolog  Cirugia Hemodialis UCI Unidad de
MICROORGANISMO

Interna ia is Quemados  TOTAL

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

Escherichia coli 1 312 1 312 2 6.25
Klebsiella pneumoniae 7 21.8 3 93 6 187 3 93 5 156 24 75.0
Enterobacter cloacae 1 312 1 3.12
Klebsiella oxytoca 1 312 1 312 2 6.25
Citrobacter freundii 1 312 1 3.12
Klebsiella aerogenes 1 312 1 3.12
Morganella morganii 1 312 1 3.12
TOTAL 8 249 4 124 7 218 4 124 8 249 1 312 32 100

*UCI: Unidad de cuidado intensivos

Nota: Hoja de Registro de datos de pacientes hospitalizados durante el 2019.
Elaborado: Allison Loretho Ochoa Paz

Durante el afio 2019 se aislaron 32 Enterobacterias productoras de carbapenemasas en
pacientes hospitalizados, la mas frecuente fue Klebsiella pneumoniae (n=24) que represento el
75% en total; de acuerdo al servicio la produccion de carbapenemasas mas frecuente en las 7

cepas fue en Medicina interna y Unidad de cuidados intensivos.
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Tabla N° 2

Gen mcr y variantes en bacterias productoras de carbapenemasas aisladas de pacientes

hospitalizados.

Gen de Resistencia MCR 2 MCR 5 TOTAL

F % F % F %

Citrobacter freundii 1 50 1 50
Klebsiella oxytoca 1 50 1 50
TOTAL 1 1 2 100

Nota: Registro del estudio de investigacion.
Elaborado: Allison Loretho Ochoa Paz

Después de tamizar las 5 variante del gen mcr (mcrl, mcr2, mer3, merd y mcr5), se pudo

identificar los genes mcr 2 y mcr 5 en las bacterias Citrobacter freundii y Klebsiella oxytoca.

Como se muestran en las siguientes figuras:

Figura 1: Gen MCR 2 muestrade lalala 18

123456789 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 2: Gen MCR 5 muestrade la19 ala 33

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

1,644 pb

De las 32 cepas en estudio se realizo dos corridas en el gel de electroforesis, una de ellas
de la muestra 1 a 18 y otra de la muestra 19 a 32, utilizando en el primer carril el marcado de
peso molecular de 100 pb y en el ultimo carril 33 un control negativo, en la figura 1 el carril 6
muestra una banda correspondiente a la amplificacion del gen mcr 2 (715pb) y en el carril 25 de

la figura 2 muestra una banda correspondiente a la ampliacion del gen mcr5 (1.644 pb) .
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Tabla N° 3

Resistencia a colistin identificada por métodos moleculares y el resultado reportado por

microdilucion en caldo.

Resistencia en colistina  Gen mcr CIM

Klebsiella oxytoca mer 5 <05

Nota: Hoja de Registro de datos de pacientes hospitalizados durante el 2019.
Elaborado: Allison Loretho Ochoa Paz.

De las 32 cepas en estudio, en la identificacion por método automatizados s6lo a 6 de
ellas se testo colistina por microdilucion en caldo procedimiento que se realizd antes de la
recuperacion de cepas, por lo tanto se obtuvieron los resultados del registro de hospital Isidro
Ayora, dando resultados menores de 0.5 mg/L, segun los establecido en el CLSI no habria
resistencia para colistina por este método, sin embargo, en una cepa de Klebsiella oxytoca se
identifico por biologia molecular la presencia de la variante mcr5, verificando la falta de

fiabilidad de los métodos automatizados para detectar la resistencia a colistina.
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7. Discusion

La resistencia adquirida a los antibioticos se produce cuando las bacterias sufren cambios
en su estructura, contenido o material genético al verse expuestos a los antibidticos que se
prescriben para tratar distintas infecciones bacterianas (Ugarte Silva et al., 2018); estos cambios
en las bacterias hacen que los antibidticos dejen de ser eficaces, constituyendo un problema
global, creciente, preocupante en la actualidad, derivando en infecciones mas graves que
requieren esquemas de tratamiento mas largos y complejos. (Higuita-Gutiérrez & Quiceno,

2017).

El estudio se realizd en 32 cepas de la familia de Enterobacteriaceae la identificacion y
determinacion de la microdilucion en caldo se realizé por métodos automatizados procedimiento
realizado antes de la recuperacion de cepas, por lo que se obtuvieron los datos del registro del
hospital Isidro Ayora; la identificacion de los genes se realizo segun las condiciones descritas en
el articulo cientifico por (Rebelo et al., 2018) titulado PCR multiplex para la deteccion de
determinantes de resistencia a la colistina mediados por plasmidos, mcr-1, mcr-2, mcr-3, mer-4 y
mcr-5 con fines de vigilancia, en el cual se realizaron modificaciones empleado el método de
PCR convencional para la identificacion de cada gen con la observacion de la presencia de
bandas segun el par de base de cada primer utilizado; la distribucion de la muestra indicé que la
bacteria que produjo carbapenemasa frecuentemente fue Klebsiella pneumoniae con un 75%, de
las 32 cepas estudiadas se obtuvo 2 cepas portadoras del gen mcr variantes 2 y 5, a una de ellas
por métodos automatizados se determinaron el perfil de susceptibilidad dando un resultado
sensible a colistina, sin embargo, por métodos moleculares se detectd el gen mcr5; quiza por ello
el CLSI recomienda en la actualidad medir la susceptibilidad de colistina por el método de

elucién en caldo.



32

En el afio 2018 fue publicado en Perd un estudio realizado en 83 aislados de
enterobacterias en pacientes hospitalizados, el 66.2% correspondié a Klebsiella pneumoniae
como el patdgeno con mayor frecuencia, portador de los genes de resistencia para
carbapenémicos datos similares con los obtenidos en este estudio en el cual de 32 cepas aisladas
Klebsiella pneumoniae representd el 75% en total, lo que indica que a pesar del menor nimero
de muestras recolectadas en nuestra poblacién el mecanismo de resistencia a carbapenémicos es
predominante complicando el tratamiento con los antibiéticos de primera linea, lo que sumaria la

mortalidad y riesgo de transmision cruzada. (Sacsaquispe-Contreras & Bailon-Calderon, 2018).

En una investigacion realizada en Italia en el afio 2020 se realiz0 para determinar las
presencia de genes de resistencia a colistina mediados por plasmidos ( mcr-1 a mcr-5 ) por PCR
en tiempo real con 1062 cultivos de Escherichia coli, determinaron siete muestras positivas para
genes mcr, dos muestras fueron positivas para mcr-3, mcr-4 y cuatro para mcr-5, tres de los
aislados portadores de mcr también albergaban genes BLEE / AmpC, datos corroborados con los
obtenidos en este estudio, a pesar de tener un menor nimero de muestras donde se determinaron 2
cepas con genes mcr 2 y mcrb de 32 cepas en estudio, demostrando que la expresion de mcr ya se
encuentra identificada en nuestra situacion geogréafica, por otro lado nos ayudo a afirmar que
cepas que presente ya los genes de resistencia a colistina puede albergar otro genes de resistencia
para otros antimicrobianos, conociendo que nuestras cepas identificadas con los genes mcr
residen genes de resistencia a carbapenemicos, de manera que estd circunscripta en el ambito

hospitalario la presencia de cepas multirresistentes. (Tolosi et al., 2020).

En varios estudios realizados en Latinoamérica por (Yauri-Condor et al., 2020),
(Legarraga et al., 2018), (Melgarejo Touchet et al., 2018), en diferente afios en Per(, Paraguay y

Chile, determinando ya casos de prevalencia del gen mcr, en especies involucradas como
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Escherichia coli, Klebsiella Pneumoniae y Salmonella spp, las cuales también presentaban otro
genes de resistencia a antibidticos, desde su primera descripcidén en 2016, mcr-1 se ha detectado
en los cinco continentes, en seres humanos, animales, alimentos y en el ambiente, reflejando su
gran capacidad de diseminacion dada su localizacion en un plasmido transferible, por lo tanto al
relacionar los resultados con nuestro estudio, si bien el nimero de cepas en las que se ha
confirmado la presencia de este gen es pequefio, este estudio demostré la circulacion del gen mcr
de resistencia a colistina en Enterobacterias en Loja- Ecuador, a partir de muestras clinicas de
pacientes hospitalizados, con esto respalda la necesidad de implementar estudios de
epidemiologia molecular para prevenir el establecimiento de infecciones asociadas a la atencion
en salud por este tipo de microorganismos multirresistentes.

En un estudio comparativo por (Chew et al., 2017) en Singapur en el afio 2017, de setenta
y seis enterobacterias 21 fueron positivas para mcr-1, 18 aislamientos de Escherichia coli , 2
aislados de Klebsiella pneumoniae y 1 Klebsiella aerogenes, utilizaron métodos como Sensititre,
MicroScan, Vitek 2 y Etest con microdilucion en caldo para identificar que método tiene mayor
sensibilidad utilizando una concentracion minima inhibitoria entre 0,25y 0,5 mg / L de colistina,
donde pudieron determinar que algunas cepas que presente el gen de resistencia a colistina puede
presentar una concentracién minima inhibitoria sensible es decir menor del 0.5 mg/ L, datos
semejantes con este estudio en donde la cepa identificada con el gen mcr 5 tenia una
concentracion minima inhibitoria menor del 0.5 mg/L, razones posiblemente atribuibles a las
automedicacién y el uso de tratamientos empiricos que permiten la creacién de bacterias
multirresistentes; sin embargo, no esta clara la importancia clinica de las CIM para los aislados
positivos para mcr-1 que todavia se encuentran dentro del rango de susceptibilidad, por esta

razon el método confirmatorio para colistina serda PCR convencional o en tiempo real.
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8. Conclusiones

En 32 cepas recuperadas, se encontrd0 dos genes de resistencia en dos de ellas,
Citrobacter freundii con mcr 2 equivalente al 50% vy Klebsiella oxytoca con mcr 5
igualmente con un 50%, obteniendo resultados favorables en la investigacion,
demostrando la circulacion de cepas multirresistentes en nuestro medio que ademas de

expresar enzimas carbapenemasas también poseen el gen mcr .

En la investigacion se logro identificar que los métodos automatizados no son confiables,
puesto que las cepas recuperadas, mediante el método de biologia molecular presentaron
genes de resistencia a colistina aun teniendo valores de microdilucion en caldo menores
del 0.5 mg/L interpretdndose como sensibles, por lo tanto es preferible implementar

métodos como la elucidn en caldo en los casos especificos que se requiera.
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9. Recomendaciones

Fomentar la participacion del personal de salud con laboratoristas clinicos, bioquimicos
clinicos en las juntas de control epidemioldgico, debido a que en un grupo
multidisciplinario se puede llegar a plantear métodos de control muchas efectivos para

este tipo de infecciones intrahospitalarias.

Realizar investigaciones periddicas, prospectivas y retrospectivas, que pueden incluir
otras variantes del gen a colistina, sobre todo en aquellos centros en los que no existe
acceso a los nuevos antibidticos combinados que permitirian el tratamiento de bacterias
portadoras de carbapenemasas y la opcion seria el tratamiento combinado con

polimixinas.
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Alentamente,

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

Dr. Amable Bermeo Fiores, Mg. Sc.
DECANO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA

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

Calw Marwel Moresvos
A« Loe ' BQa0e
072 -57 070 Da. 0



11.2 Anexo 2

Ficha de recoleccion de datos del registro de muestras tomadas en el Hospital Isidro Ayora

- Micraarganisma Parfil de Euceptibilidad - Gen

Ak (CIM AMCCIM AWM CIR SAFCIN CLCIM CEP CIM FEP (CIM FOX CIM CTX [CIM CAZ CIM CROCIN CXICIN CIP (CIM FFCIM CN [ CIM IPM CIM. MER CIM F - [CIM NOR CIRM. T2P (CIM TGS CIM COL CIR

1305203 Klebsiclls Preumanize § 2 R 3R 3 R &4 R B4 F B4R &4 i 1 R 16 R BE WS 2R 320 Carbapenemasa
1AN05143 Klebsiclla Preumonize $ z R 32 R 54 F R &4 | z 3 1R %R 3 R 12 Carbapenemasa KPC
130323053 Klebsiclla Preumonize & H R 2 R 4R 16 R R &4 R 4 3 1R &R 16 R 12 F 033 0.3 Carbapenemasa KFC
1H0252TE Klebsiclla Proumonine R B4 R 2R 3 R b4 R B4 F Gt4FR 64 R 4 R 16 R BE a2 Carbapenemicos
130313285 Escherichia Coli b3 4 R »32 R i R 4R B4 R | dR 6 R B R 32 F 05 % 05 Carbapenemicos
13018174 Cinetobacter freundii &2 R P 6d F 4R :6d b i B #d6 3 <025 & 0 B 28 Carbapenemicos
130521336 Klebsiella Preumoniae
130411302 Marganella Marganii R R R R R | ] R R R
190723321 Klebsiell Preumonine & <2 Rox32 R 4 R 1 R 4R B4R B4R R 6 R 6 R 6 R 28§ <05 & 405 Cubapenemaza
130430325 Klebsiella Preumaniae
TA0TOE020 Klebsicls Preumonize R z R 3R 2R ®R 4 F 4R 64 R 4 R 18 R i R R 320 Carbapenemasa
130515066 Enterobacter cloaee & z R o4 R B4 F Gt4FR 64 R 4 R 16 R &R 16 R 12 Carbapenemasa
13075027 Escherichia Coli i R R R R R R | 5 R Carbapenemasa [KPC)
130426443 Klebsiclla Preumoniae
130605274 Klebsiclla AEROGENES
130607156 Klebsiclla Preomanize R »6d R shd R bd R B4R Bd R R M R 6 R B [ 2 Carbapenemasa [KPC)
130307021 Klebziclla Preumoniae 2 R 3 R g F B4R &4 i 1 R R 16 R 2 Carbapenemasa
130509236 Klebsiclla Preumoniae & <2 R #32 F 4R 2R g FE &R 4R 043 1 R » R s : 523 2R ¥R Carbapenemicos
130720056 Klebsiclla Ouytoca o R »32 R 4 R 16 R 4R 64 R R 6 R 6 R 6 R 2§ <05 & <05 Curbapencmaza
130625406 Klebsiclla Preumonine R 36d R »32 R4 R B4 R 4R B4 R R 6 R 6 R 6 R 2% 2% 05 Carbapenemicos
190427026 Klebsiella Prewmenine R B4R 32 R 32 R 32 R &4 R 64 R R B4 R 4 R &4 R iR 1 R i 2
130521366 Klebziclla Preumania: KPH
130414065 Klebsiclla Preumoniae & <2 R 52 F d R 16 F 4R 6d R R & R H$ R 6 [ = 13«05 Carbapenemasa
130605221 Klebsicla Preumonine R B4 R 32 R 64 R R b4 R 4 R 16 R R 2R R 320 Carbapenemaza (KPC)
13050837 Klebsiella Ouytaca
130515 Klebsiclla Preumanize R »6d R 3 E B FE »32R 2 R E % F = R x Carbapenemicos
131227340 Klebsiclla Preumanize R R R R R R R R R R Carbapenemicos
10610054 Klebziclla Preumenize R B4 R 32 R B4 F 6 R E4 R 4 R 16 R 1R 16 I 2 Carbapenemass
190520354 Klebsiclla Preumanine R 64 R 2R s32 R 4R 64 R B4 R 4R B4R B4R R e R 6 R 2R 8 R 520 Carbapenemaza (KPC)
TI0B0E0TD Klebsicla Freumoniae & <2 R 2R »32 R BR 64 F 4R 4R B4R 4 R & SR Carbapenemicos [KPC)

130516245 Klebsiclla Preumoniae
TA0T22260 Klebsicly Preamonize & 42 R #32 R 4 R 4 R 64 R G4 R 4R x4 R & R # % 32R 6 3 0 Carbapenemasa
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Protocolo Reconstitucién de cepas

1859

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Revisado/ Autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G. Mg. Sc.

PROTOCOLO PARA RECONSTITUCION
DE CEPAS

Fecha de Elaboracion: Marzo- 2021

Version: 001

Paginas: 1

Area: Laboratorio

Responsible: Estudiante

Objetivo: Reconstitucion de Cepas

Indicaciones: Reconstitucion de Cepas

Materiales Equipos

Cajas de Agar Sangre e Incubadora

Hisopos

Medios con glicerina

Crioperlas para la conservacion de cepas
Suero Fisioldgico

Medios de infusion cerebro corazén

Procedimiento:

Se registro los datos de cepas congeladas

Se descongelo las cepas que se encontraban en las crio perlas de conservacion de cepas o en glicerina.

Se incubaron las cepas en agar Sangre por 24 horas a 37°c.

Se traslado las cepas en medios de infusion cerebro corazon rotulas has los laboratorios de Biologia

Molecular para su procesamiento.

Nota: Protocolo que indica pasos y recomendaciones para la reconstitucion de cepas. Elaborado por la

autora en base a los conocimientos adquiridos en la carrera de Laboratorio Clinico.
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11.4 Anexo 4

Protocolo de extraccién de ADN de cepas aisladas

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA Revisado/ Autorizado:
Facultad de la Salud Humana Lic. Carmen Ullauri G. Mg. Sc.
Carrera de Laboratorio Clinico

Fecha de Elaboracion: Marzo- 2021
PROTOCOLO PARA EXTRACCION DE

ADN DE LAS CEPAS AISLADAS Version: 002

Paginas: 2

Area: Laboratorio

Responsible: Estudiante

Objetivo: Extraccion del ADN de las cepas aisladas

Indicaciones:
Extraccion del ADN de las cepas aisladas

Materiales Equipos

e Tubos eppendorf de 1.5 ml e Incubadora
e Tubos columna e Centrifuga
TL Buffer
Proteinasa K
RNasa

Buffer GB

Etanol Absoluto
Tapon WA 1
Tapon W2

EA

Pipetas Graduadas
Puntas para pipetas
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Procedimiento:

e Serecogié las células bacterianas centrifugando a 8.000 rpm durante 5 min, se desecho el
sobrenadante.

e Se agregue 180 ul de TL Buffer al sedimento celular recolectado y se resuspendio completamente
usando un mezclador vértex o por pipeteo. Se transfirid la suspension celular a un tubo de 1,5 ml o 2
ml.

e Se afiadid 20 pl de proteinasa Ky 10 ul de RNasa, se mezclé en vortex.

e Seincubaron a 60 ° C durante 1 hora.

e Luego se agregd 200 ul de Buffer GB y se mezcld inmediatamente en vortex.

e Se Afiadid 400 ul de etanol absoluto, mezclandose bien por pipeteo.

e Se transfirié con cuidado el lisado al dep6sito superior del tubo de la columna de unién se ajust6 con
un tubo de recoleccion.

e Se centrifugo a 8.000 rpm durante 1 min.

e Se desecho la solucién del tubo de recoleccion y se reutilizo el tubo de recoleccién.

e Seafadid 500 pl de tampon WAT sin mojar el borde, cierre el tubo y centrifugue a 8.000 rpm durante
1 min.

e Se desecho la solucién del tubo de recoleccion y se reutilizo el tubo de recoleccidn.

e Seafiadi6 500 pl de tampon W2 sin mojar el borde, se cierro el tubo y centrifugo a 8.000 rpm durante
Imin.

e Deseche la solucion del tubo de recoleccion y reutilice el tubo de recoleccion.

e Se centrifugo una vez mas a 13.000 rpm durante 1 minuto para eliminar el etanol por completo y
comprobar que no haya ninguna gota adherida al fondo del tubo de la columna de union.

e Se transfirié el tubo de la columna de unién a un nuevo tubo de 1,5 ml para elucién, agregando 50-
200 ul de EA

e Se utilizé agua libre de nucleasas en el tubo de la columna de unién y esperamos al menos 1 minuto a
temperatura ambiente 15 -25 °C hasta que el EA se absorba completamente en la fibra de vidrio del
tubo de la columna de unidn.

e Para aumentar el rendimiento de ADN, se esperd 5 minutos después de agregar el tampén EA. El
volumen de EA agregado fue de pl. Un volumen menor dard como resultado una solucién mas
concentrada.

e Se centrifugo a 8.000 rpm durante 1 minuto para eludir. (Corporation, 2018)

Bibliografia

Corporation, B. (2018). Guide AccuPrep ® Genomic DNA Extraction Kit.
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Protocolo de procesamiento molecular por reaccion en cadena de la polimerasa

convencional

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Revisado/ Autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G. Mg. Sc.

PROTOCOLO PARA PROCESAMIENTO
MOLECULAR POR REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA
CONVECIONAL

Fecha de Elaboracion: Marzo- 2021

Version: 002

Paginas: 2

Area: Laboratorio

Responsible: Estudiante

Objetivo: Procesamiento molecular por reaccion en cadena de la polimerasa convencional

Indicaciones: Reaccion en cadena de la polimerasa convencional

Materiales

Tubos eppendorf

GoTag® Green Master Mix 2X
ADN

Primers

Agua Ultra pura

Agarosa

TBE 0.5X

Equipos

Balanza

Termociclador

Camara de electroforesis
Fotodocumentador

Procedimiento:
Preparacion del Master Mix

Se agreg6 12.5 ul de master mix, 3.5 de agua ultra pura, 0.5 primer rev, 0.5 primer fw de cada uno de los
genes y 3 ul de ADN completando un total de 21 ul.
Se llevé al termociclador mediante las siguientes temperaturas segin (Rebelo et al., 2018).

Desnaturalizacién inicial

94°C por 15 minutos

Ciclado de 25 ciclos

Desnaturalizacion 94°C por 30 segundos
Hibridacion 58°C por 90 segundos
Extension 72°C por 60 segundos

Extensién final

72°C por 10 minutos

Enfriamiento

4°C
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Preparacion del gel de electroforesis

Se prepard suficiente cantidad de tampdn de electroforesis para llenar el tanque de

Electroforesis y para moldear el gel.

Se pes0 la cantidad apropiada de polvo de agarosa 1.5 g en un matraz Erlenmeyer.

Se agreg6 100 ml de tampdn TBE 1X a temperatura ambiente, taparlo ligeramente el cuello del matraz con
un tapén.

Se calent6 el matraz en el microondas hasta verificar la disolucion completa de la agarosa, logrando una
solucion transparente.

Se afiadi6 500ul de Sybr Safe al matraz y homogenizamos.

Se prepard la camara de electroforesis colocando los peines para formar las ranuras de muestra en el gel.
Se vertid la agarosa enfriada en la bandeja de gel y se esperd 10 minutos hasta que solidifique.

Se retird las dos reglas de separacion de ambos extremos con los peines, desmontando la bandeja que
contiene el gel en el tanque de electroforesis y se agregd el tampon de electroforesis suficiente (TBE 1X) para
cubrir.

En cada ranura se colocd 10 ul de cada muestra, para los extremo del gel se situ6 el marcado de peso
molecular 4 ul.

Se cargoé lentamente la mezcla de muestra en las ranuras del gel usando una pipeta.

Se cierra la tapa del tanque de gel y se acoplo las flexiones eléctricas para que el ADN migre hacia el &nodo
positivo, aplicAndose un voltaje de 130 V) durante 1 hora o hasta que el tinte azul haya migrado a una
distancia adecuada a través del gel.

Se apago la corriente eléctrica al final de la corrida, se retir0 las flexiones y la tapa del tanque.

Se examino el gel y la fotografia bajo luz ultravioleta.

Bibliografia

Rebelo, A. R., Bortolaia, V., Kjeldgaard, J. S., Pedersen, S. K., Leekitcharoenphon, P., Hansen, I. M., Guerra,
B., Malorny, B., Borowiak, M., Hammerl, J. A., Battisti, A., Franco, A., Alba, P., Perrin-Guyomard, A.,
Granier, S. A, de Frutos, C., Escobar, Malhotra-Kumar, S., Villa, L., ... Hendriksen, R. S. (2018).
Multiplex PCR for detection of plasmid-mediated colistin resistance determinants, mcr-1, mcr-2, mcr-3,
mcr-4 and mcr-5 for surveillance purposes. Eurosurveillance, 23(6), 1-11. https://doi.org/10.2807/1560-
7917.ES.2018.23.6.17-00672




11.6 Anexo 6

51

Secuenciacion de los primers utilizados para la identificacion de los 5 genes de mcr

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Revisado/ Autorizado:
Lic. Carmen Ullauri G. Mg. Sc.

1859

Secuenciacion de Primers

Fecha de Elaboracion: Marzo- 2021

Version: 001

Paginas: 1

Area: Laboratorio

Responsible:

Estudiante

Objetivo: Secuenciacion de los primers

GEN Secuencia del Primer

mcr-1 REV: 5’- AGATCCTTGGTCTCGGCTTG-3’
FW: 5- AGATCCTTGGTCTCGGCTTG-3’
mcr-2 REV: 5- CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT-3’
FW: 5-TCTAGCCCGACAAGCATACC-3’
mcr-3 REV: 5’- AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG-3’
FW: 5- AATGGAGATCCCCGTTTTT-3’
mcr-4 REV: 5’- TCACTTTCATCACTGCGTTG-3’
FW: 5-TTGGTCCATGACTACCAATG-3’
mcr-5 REV: 5’- ATGCGGTTGTCTGCATTTATC-3’
FW: 5-TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG -3
Bibliografia

Rebelo, A. R., Bortolaia, V., Kjeldgaard, J. S., Pedersen, S. K., Leekitcharoenphon, P., Hansen, I. M., Guerra,
B., Malorny, B., Borowiak, M., Hammerl, J. A., Battisti, A., Franco, A., Alba, P., Perrin-Guyomard, A.,
Granier, S. A, de Frutos, C., Escobar, Malhotra-Kumar, S., Villa, L., ... Hendriksen, R. S. (2018).
Multiplex PCR for detection of plasmid-mediated colistin resistance determinants, mcr-1, mcr-2, mcr-3,
mcr-4 and mcr-5 for surveillance purposes. Eurosurveillance, 23(6), 1-11. https://doi.org/10.2807/1560-
7917.ES.2018.23.6.17-00672




1105203
131051435
130323053
131025275
1303135255
131015174
130521336
130441302
130723321
1304303523
130T0E020
130513066
13073027
130426443
130605274
130607156
1300t
130303236
130720036
130623406
130427026
130521366
130414063
130605221
13050:E3T1
130515111
131227340
1306100354
130520554
130605070
130516245
1a0T22260

11.7 Anexo 7

Microorganizmao

Klebziclla Preumanias
Elebziclla Freumoniz:
Elebziclla Preumoniae
Elebziclla Freumonia:
Ezcherichia Cali
Cinctobacter Freundii
Elebziclla Preumaniz:
Farganclla Marganii
Elebziclla Freumoniz:
Elebziclla Preumanias
Elebziclla Freumonia:
Enterobacter cloucas
Ezcherichia Cali
Elebziclla Preumaniz:
klebzizlla acrogencs
Elebziclla Freumoniz:
Elebziclla Preumanias
Elebziclla Freumoniz:
Elebziclla Oxytaca
Elebziclla Preumaniz:
Elebziclla Freumoniz:
Klebsizlla Preumoniae
Elebziclla Preumaniz:
Klebziclla Preumanias
Klebziclla Oxytoca
Elebziclla Preumanias
Elebziclla Freumoniz:
Elebziclla Preumoniae
Klebsiclla Preumaniae
Elebziclla Preumaniz:
Klebziclla Preumanias
Elebziclla Freumoniz:

Base de datos segun la bacteria aislada y el gen de resistencia identificado

_ Gien

Carbapenemaza
Carbapenemasa KFC
Carbapenemasza KPC
Carbapenemicoz
Carbapenemicas
Carbapenemicas

Carbapenemasa

Carbapenemaza
Carbapenemaza
Carbapenemasza [KPC)

Carbapenemaza [KPC)
Carbapenemaza
Carbapenemicos
Carbapenemasza

Carbapenemicos

kPN
Carbapenemaza
Carbapenemaza [KPC)

Carbapenemicos
Carbapenemicos
Carbapenemasza
Carbapenemasza [KPC)
Carbapenemicas [KPC]

Carbapenemasa
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Orina
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Crina

izquicrda

Eangre

Fangre

Abscezo de clavicula
Orina

ORIMA

COrina

Fangre

Eangre

Qrina

Herida de Cateter
LCR

Qrina

Cirugia
Pledicina Inkerna
Pedicing Inkerna
Pledicina Interna
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Cirugia

Cirugia
Meonatologia
Hemadializiz
Pledicina Interna
Hemadializiz
(B[]
Hemadializiz
Lc|

Cirugia

Cirugia

Uc|
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Cirugia
Pledicina Inkerna
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Gram Megativa
Gram Megatya
Gram Megativa
Gram Megativa
Gram Megativa

Gram Megativa

Gram Megatva
Gram Megativa

Gram Megatya
Gram Megativa
Gram Megativa
Gram Megatva

Gram Megatva

Gram Megativa
Gram Megatva

Gram Megatva
Gram Megatva
Gram Megativa

Gram Megativa

Gram Megativa
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Preparacion de medios de cultivo

Evidencias Fotograficas
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Extraccion de ADN de las cepas en estudio

PCR convencional
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Gel de electroforesis

Resultados de cada Gen mcr

Gen mcer-1 Gen mcr-2



Gen mcr-3 Gen mcr-4

Gen mcer-5
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Certificado de Traduccion

Loja, 22 de noviembre del 2021

Bq.F
Maria Cristina Cucva

PROFICIENTE EN EL IDIOMA INGLES

CERTIFICO:

e he realizado la traduccion de espafiol a inglés del resumen derivado de la tesis
denominada  “Colistin - resistencia  en  Enterobacteriaceae productoras de
carbapenemasas aisladas de pacientes hospitalizados™, de autoria de la Srta. Allison
Loretho Ochoa Paz porladora de la cedula de wentidad ndmero 1150332514, cgresada de
la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad
Macional de Loja, la misma que se encuentra bajo direccion de la Mg Sc. Carmen Ullauri G,

previo a la obtencion del titulo de Licenciada en laboratono Clinico.

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

uso del presente en lo que considere conveniente,

L

Bq.F. Maria Cristina Cueva C

Proficiente en o idioma Inglés
Res. Min. 034-5D-DINEPP
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