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RESUMEN

La resistencia al colistin, mediada por mutaciones cromosomicas y por genes mcr
transmitidos por plasmidos, se han informado cada vez méas en aislamientos bacterianos
tomados de humanos, animales de granjas, alimentos y medio ambiente. Esto ha generado
preocupacion sobre su posible transmision horizontal entre bacterias patdgenas en alimentos
a humanos. Aungue se conoce una propagacion mundial de bacterias resistentes al colistin,
no se conoce el estado preciso de esta diseminacion en nuestro pais. Por lo tanto, este estudio
tuvo como objetivo principal determinar la prevalencia del gen mcr y sus variantes en cepas
de Escherichia coli resistentes al colistin de muestras fecales de pacientes con un cuadro
presuntivo de gastroenteritis que asistieron a un centro de salud de tipo C de la ciudad de
Quito por el método de PCR y secuenciacion. Metodologia: En este estudio, se examinaron
150 muestras fecales en el periodo de enero a agosto del 2018, el analisis microbioldgico de
las colonias aisladas se realiz6 mediante pruebas bioquimicas. El perfil de susceptibilidad se
determin6 mediante microdilucién en caldo con el equipo automatico Sensititre, ademas se
identificaron los genes mcr-1, mcr-2 mcr-3, mcr-4 y mer-5 mediante PCR convencional y se
determind la coexistencia de estos con el gen CTX-M mediante PCR y secuenciacion.
Resultados: De 150 muestras analizadas, fueron detectados doce aislamientos positivos para
Escherichia coli con el gen mcr-1, dando una prevalencia del 8%. Dos de estas muestras
presentaban ademas el gen CTX-M 15. Los resultados de las pruebas de susceptibilidad
mostraron que la mayoria de los aislamientos positivos para mcr-1 (83%) fueron resistentes
al colistin con una CIM > 4 mg/l; sin embargo, se observo que el (16%) tuvo susceptibilidad
al colistin con una CIM < 0.25mg/1. Conclusion: Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran una clara presencia del gen mcr-1 en pacientes de la comunidad que asisten a

este centro de salud. Ademas, se evidencia la importancia de la deteccion molecular del gen



mcr, debido a que la terapia con colistin podria fallar como tratamiento de ultima linea contra

infecciones bacterianas resistentes a maltiples antibioticos.

Palabras clave: mcr, Escherichia coli, colistin, plasmido, resistencia antibidtica, CTX-M.
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ABSTRACT

Colistin resistance, mediated by chromosomal mutations and plasmid-transmitted mcr
genes, has been increasingly reported in bacterial isolates taken from humans, farm animals,
food and the environment. This has raised concerns about its possible horizontal
transmission between pathogenic bacteria in food to humans. Although a worldwide spread
of colistin-resistant bacteria is known, the precise state of this spread in our country is
unknown. Therefore, this study had as main objective to determine the prevalence of the mcr
gene and its variants in colistin-resistant strains of Escherichia coli from patients with
presumptive of gastroenteritis who attended a type C health center of the Quito city by the
PCR and sequencing method. Methodology: In this study, 150 fecal samples were examined
in the period from January to August 2018, the microbiological analysis of the isolated
colonies was performed by biochemical tests. The susceptibility profile was determined by
broth microdilution with the Sensititre automatic equipment, in addition the mcr-1, mcr-2
mcr-3, mcr-4 and mcr-5 genes were identified by conventional PCR and their coexistence
was determined with the CTX-M gene by PCR and sequencing. Results: Of 150 analyzed
samples, twelve positive isolates for Escherichia coli with the mcr-1 gene were detected,
giving a prevalence of 8%. Two of these samples also presented the CTX-M 15 gene. The
results of susceptibility tests showed that most of the positive isolates for mcr-1 (83%) were
resistant to colistin with an MIC> 4 mg / |; however, it was observed that (16%) had
susceptibility to colistin with an MIC <0.25 mg/ I. Conclusion: The results obtained in this
study demonstrate a clear presence of the mcr-1 gene in patients in the community who
attend this health center. In addition, the importance of the molecular detection of the mcr
gene is evidenced, because colistin therapy could fail as a last-line treatment against bacterial

infections resistant to multiple antibiotics.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

La resistencia al colistin mediada por plasmidos ha llevado a la medicina a un estado de
shock, ya que a medida que el control y manejo de infecciones causadas por bacterias
portadoras del gen mcr se han vuelto mas dificiles, las opciones terapéuticas para combatirlas
se limitaron (Osei J., 2018). El colistin, conocido también como polimixina E es un
antibidtico utilizado como ultima linea para combatir bacterias Gram negativas (Yi-Yun L.
et al., 2016). Su uso en humanos surgié como Gltimo recurso contra infecciones bacterianas
multirresistentes como P.aeruginosa, A. baumannii, y también Escherichia coli,
Enterobacter spp, Klebsiella pneumoniae entre otras (Medina et al, 2017), aunque es
importante destacar que desde su reintroduccién a la clinica, sigue existiendo confusién
sobre su eficacia terapéutica frente a infecciones por bacterias multirresistentes debido a las
diferentes formulas quimicas por parte de las farmacéuticas, a la informacion desactualizada
del producto y a la gran incertidumbre sobre las pruebas de sensibilidad, han llevado a un
vacio en el conocimiento sobre la dosificacion y su uso eficaz (Tsuji B. et al, 2019); aunque
este antibidtico presenta una resistencia innata contra todos los Gram positivos aerobios,
debe considerarse que hay microorganismos naturalmente resistentes al colistin como
Proteus spp, Serratia spp, Providencia spp, Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia
spp (MacLaren G & Spelman D, 2018). La administracion de este medicamento puede ser
de varias formas como intravenosa, intramuscular y por via parental (Bruno C, 2015). En la
industria de alimentos, el colistin se ha utilizado ampliamente en animales con fines
terapéuticos y profilacticos, en gran parte del mundo, este antibiotico se utiliza para tratar
infecciones causadas por Enterobacteriaceae en cerdos, vacas, pollos, cabras y ovejas,

ademas es utilizado en gran medida como promotor del crecimiento para mejorar la
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eficiencia del alimento y aumentar el peso corporal de los animales (Vivanco M, 2016).
Lastimosamente el uso indiscriminado de este antibidtico ha causado que la resistencia
generada por animales sea transferida a humanos dejando sin una de las opciones
terapéuticas posibles a los hospitales en caso de necesitarla (Fernandes et al, 2016). Por lo
tanto por su alta nefro y neurotoxicidad en humanos, se restringio su uso a animales. En el
Ecuador, el colistin es usado con mayor frecuencia en las unidades de cuidados intensivos
en humanos, sin embargo desde febrero del 2019, Ecuador mediante AGROCALIDAD que
es la agencia encargada del control y regulacion para la proteccion y el mejoramiento de la
sanidad animal, sanidad vegetal e inocuidad alimentaria, se sumo al Plan de Accién sobre la
Resistencia a los Antimicrobianos con apoyo de la OPS/OMS para prohibir todo uso del
colistin en animales con el fin de preservar el antimicrobiano como terapia Unicamente en

humanos (MSP Ecuador, 2019).

El colistin obtuvo protagonismo a partir del hallazgo en China de una cepa de Escherichia
coli SHP45 aislada de un cerdo la cual portaba el gen denominado mcr-1, que poseia un
plasmido que confiere resistencia al colistin, de este gen se derivan variantes descubiertas
en otras partes del mundo tanto en humanos como animales como mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-
5, mcr-6, mer-7 mer-8 y mer-9 (Liu Y. et al, 2016). El colistin tiene una estructura quimica
conformada por un anillo peptidico policationico el cual posee hasta diez aminoacidos, este
contiene un lazo en forma ciclica donde siete aminoacidos entre el grupo carboxilo de
treonina del carbono terminal 10 y el grupo amino del &cido diaminobutirico de la cadena
lateral en la posicion 4; este lazo mediante una cadena de tres aminoacidos se une al acido
graso terminal (Tran T. et al, 2016). Esta estructura tiene como caracteristica ser anfipatica
ya gque posee una carga positiva sobre los residuos del &cido aminobutirico y el extremo
terminal del acido graso. Esta caracteristica aporta la capacidad de ser soluble en la sangre y

ataca las membranas de las células eucariotas y procariotas (Aguayo A. et al, 2016). El sitio
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diana de accién del colistin es el lipido A del lipopolisacarido de las bacterias generando un
efecto bactericida. Los genes de resistencia al colistin estan mediados por plasmidos; mcr
pertenece a la familia de enzimas fosfatoetanolamina transferasa la cual cataliza la adicion
entre esta enzima al péptido A, generando una afinidad débil entre el colistin y el
lipopolisacarido. La proporcion mundial de aislados de mcr es menor en origen humano que
animal, lo que sugiere que este mecanismo de resistencia fue originado en animales y
extendido por transferencia horizontal a humanos. (Zhang et al. J., 2018) (Wang X. et al,

2018).

El gen mcr-1 tiene una frecuencia alta en Enterobacterias, produciendo una resistencia al
colistin con valores de una concentracion minima inhibitoria (CIM) que varian entre 4 a 16
mg/dl (Terveer et al, 2017). A nivel mundial se ha reportado en animales una prevalencia
muy variada que oscila entre 0,02% al 20,6% en ganado, 1,5% a 19% en carne de venta y
0,08% a 2% en pacientes hospitalizados (Terveer et al, 2017), esta distribucion sugiere que
los animales son un reservorio éptimo para la transferencia de plasmidos a seres humanos
(Baquero et al., 2013). Ademas estudios demuestran que puede existir correlacion entre
aislamientos positivos para B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), como CTX-M con
la coexistencia del gen mcr-1 en un mismo clon bacteriano, los cuales son capaces de
expresar y transferir mcr y BLEE, por lo que la expansién de estos genes puede ser
subestimada (Falgenhauer et al, 2016). Hasta la actualidad se ha reportado mcr-1, mcr-3,
mcr-4, mcr-5 mcr-8 y mcr-9 en humanos y mcr-2, mer-6 y mcr-7 Unicamente en animales

(Wang X. et al, 2018) (Rebelo et al., 2018).

Los estudios sobre portadores del gen mcr-1 en heces de humanos en centros de salud son
muy limitados, hasta el momento paises asiaticos cuentan con la mayor cantidad de reportes

(Terveer et al, 2017); en Latinoamérica entre los afios 2000 y 2018 existen pocos reportes
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de casos publicados en humanos con 18 en Brasil, 3 en Argentina, 2 en Colombia y
Venezuela y entre Ecuador, Chile, Uruguay, Bolivia y PerG se han reportado 1 (Mendes V.
et al., 2019). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia del
gen mcr y sus variantes, asi como la coexistencia con el gen CTX-M en muestras fecales de
pacientes que acuden al Centro de Salud Tipo C de Guamani entre enero a agosto del afio

2018.

1.2 JUSTIFICACION

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son los patdgenos mas frecuentes en
infecciones relacionadas al microbioma intestinal, ya que este es un reservorio normal de
bacterias resistentes a antibiéticos de uso en humanos, por lo tanto, sirve como transporte
asintomatico de bacterias productoras de los genes que provocan multirresistencias, siendo
asi necesario tomar medidas de prevencion y control. Por esta razon, varios estudios se han
enfocado en la deteccion de genes responsables de multirresistencias antibidticas como lo es
el gen mcr y sus variantes mcr-1, mcr-2, mer-3, mcr-4, mer-5, mer-6, mer-7 y mer-8. En el
Ecuador, solo existe un caso reportado del gen mcr-1 en humanos, por lo tanto, la
informacidn sobre la caracterizacion de los genes de resistencia al colistin es muy escasa en
aislados clinicos de Escherichia coli. De esta manera, por la importancia clinica que tienen
las Enterobacteriaceae, especialmente Escherichia coli es necesario realizar el presente

estudio.

El colistin pertenece a la familia de antibiéticos denominada polimixinas, las cuales se han
utilizado con frecuencia en el area veterinaria alrededor del mundo en la terapéutica y como
promotor de crecimiento. Antes de la deteccion del gen mcr, la resistencia al colistin estaba
ligada Gnicamente a mutaciones cromosémicas que regulaban la sintesis de la pared de las

bacterias Gram negativas.
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El gen mcr estd mediado por plasmidos y tiene la funcion de codificar una fosfoetanolamina
transferasa que altera los lipopolisacéridos de la membrana de las bacterias Gram negativas,
esto reduce la unién del antibiotico evitando la lisis de la bacteria. EI gen mcr-1 ha sido
descrito en su mayoria en animales de granja segun un estudio realizado en China en el 2016,
no obstante, se han observado varios casos de infecciones por Enterobacteriaceae en
humanos, la prevalencia méas alta en aislados clinicos de la region de las Américas se
encuentra en paises como Brasil, Colombia y Argentina, principalmente en muestras

diarreicas con una alta frecuencia de Escherichia coli.

La presente investigacion partié de un estudio mayor denominado Proyecto AGISAR —
INSPI que investigd la “Prevalencia y resistencia antimicrobiana en Campylobacter,
Salmonella y E. coli ESBL, en granjas avicolas, carne de aves de corral y casos de
gastroenteritis en humanos de octubre 2017 a julio de 2018 en el Distrito Metropolitano de
Quito.”; donde se planted analizar la prevalencia del gen mcr y sus variantes en muestras de
heces fecales de pacientes que acudieron al Centro de Salud Tipo C de Guamani
identificando la coexistencia del gen mcr con el gen CTX-M para posteriormente hacer un

analisis y establecer su prevalencia.

Debido a la importancia clinica que este tema merece, se evaluo la presencia del gen mcr y
CTX-M mediante la técnica de PCR convencional y secuenciacion de aislados de
Escherichia coli provenientes de heces fecales, resultados que pretenden evidenciar la
situacion actual de estos genes a nivel comunitario que se atiende en el Centro de Salud tipo

C de Guamani.

En este estudio los resultados obtenidos aportaran a la Red Integral de Salud debido a que

no se cuenta con una prevalencia comunitaria de los genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y
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mcr-5; este estudio dard paso a nuevas investigaciones orientadas a la bdsqueda de estos

genes de resistencia en poblaciones mayores.

La investigacion planteada fue viable gracias al financiamiento del proyecto AGISAR —
INSPI. Ademas, la presente investigacion contd con el equipamiento e infraestructura
necesaria por parte del Centro Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) para realizar los analisis

microbioldgicos y moleculares.

1.3 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Determinar la presencia del gen mcr y sus variantes presentes en Escherichia coli aisladas
de muestras fecales de pacientes captados en el Centro de Salud Tipo C de Guamani de Quito

en el afio 2018.

1.4.2 Objetivos especificos

» Determinar el perfil de susceptibilidad antimicrobiano de cepas de Escherichia coli

mcr aisladas de las muestras fecales, mediante el método de microdilucion en caldo.

» Identificar las variantes del gen mcr y p-lactamasas de espectro extendido CTX-M
en aislamientos de Escherichia coli mediante reaccion en cadena de la polimerasa

convencional

> Determinar la coexistencia de las variantes de CTX-M en los mismos aislamientos

de Escherichia coli mediante secuenciacion.
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» Determinar la relacion que existe entre pacientes que presenten Escherichia coli
portadora del gen mcr y variables epidemioldgicas referentes a los habitos

alimenticios y la convivencia con animales domésticos y de granja.

1.4 LIMITACION DEL ESTUDIO

» Pacientes que en la encuesta realizada por el proyecto AGISAR-INSPI contestaron
que no consumieron carne de pollo, res o chancho 2 dias previos a acudir al centro
de salud y recolectar la muestra de heces fecales.

» Pacientes que en la encuesta realizada en el proyecto AGISAR-INSPI contestaron

gue tomaron antibioticos previos a la toma de muestra de heces fecales.
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CAPITULO Il

2.1 ANTECEDENTES

Shen et al. informé el primer hallazgo de resistencia al colistin, en aislados de pollos vivos
en China en el afio de 1980 sin saber que este se trataba del gen mcr. Posteriormente el 18
de noviembre de 2015, Liu et al. informan sobre la primera descripcion de la resistencia al
colistin por medio de plasmidos (gen mcr-1) en alimentos preparados para animales y para

consumo humano en China (Liu et al., 2016; Zhanggi Shen, 2016).

Un estudio realizado entre noviembre del 2012 y noviembre del 2013, para la identificacion
de la prevalencia del gen mcr-1 en heces de turistas holandeses que habian permanecido
entre 8 a 40 dias en distintos puntos de América del Sur; encontraron que 6 de 9 aislamientos
presentaban Escherichia coli productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

y con resistencia al colistin mediado por el gen mcr-1 (Maris S Arcilla, 2015).

En abril del 2016, Brasil informo del primer hallazgo de Escherichia coli productora del gen

mcr laislado de alimentos para consumo humano y animal (MR Fernandes, 2016).

En mayo del 2016 en Argentina, el Laboratorio Regional de Referencia de la Red
Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA) reporta
el hallazgo de 9 cepas de Escherichia coli portadoras del gen mcr-1, de pacientes de 6
hospitales diferentes del pais; los aislamientos no tenian relacion genética entre si y se
detecto que la resistencia era de tipo transferible, es decir que este mecanismo es capaz de

transferirse entre bacterias (Melina Rapoporta, 2016).

En el mismo afio, en Colombia se detecta por primera vez enterobacterias con el gen mcr-1
en tres aislamientos de Salmonella y uno de Escherichia coli, de pacientes de distintas zonas
del pais (Melina Rapoporta, 2016).
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En el Ecuador, en el afio 2016 se reportd por primera vez un caso de Escherichia coli positiva

para el gen mcr-1 en un paciente de 14 afios (Ortega P. et al., 2016).

Variantes del gen mcr

Mientras estos hallazgos iban surgiendo, se fueron encontrando nuevas variantes del gen
mcr, como la identificacion del gen mcr-2, en Bélgica, de muestras porcinas y bovinas las
cuales contenian el gen mcr-1 con ciertos cambios en su secuencia, indicando que este nuevo
gen tiene una fosfoetanolamina transferasa de 1617 pares de bases en un plasmido IncX4,

compartiendo el 76.7% de los nucleotidos con el mcr-1 (Xavier BB, 2016).

En agosto del 2017, se describe el primer hallazgo del gen denominado mcr-3 extraido de
una muestra de Escherichia coli de un hemocultivo de un paciente en Dinamarca, en un

plasmido IncHI2 (Roer et al., 2017).

En ese mismo afio, se identifica el nuevo gen mcr-4 de resistencia al colistin proveniente de
una cepa de Salmonella aislada de un cerdo sacrificado en Italia en el afio 2013, asi como en
cepas de Escherichia coli extraidas de diarreas de cerdos en Espafia y Bélgica entre el 2015

y 2016, este es mediado por un plasmido no autoconjugativo (Carattoli A, 2017).

Y finalmente en diciembre del afio 2017, se identifico un nuevo gen de resistencia al colistin
denominado mcr-5 con 1644 pares de bases, localizado en el plasmido ColE, obtenido de 14
aislados de Salmonella que presentaban los genes mcr-1, mcr-2 y mecr-3 (Borowiak et al.,

2017).

Para el mes de junio de 2016, el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
de los Estados Unidos (CDC) identifico por primera vez Escherichia coli portadora del
gen mcr-1 en una muestra humana, por otro lado el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) y el Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados
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Unidos (HHS) informaron la deteccion de Escherichia coli portadora del gen mcr-1 en las

heces de un cerdo (McGann P, 2016; Smith et al., 2016).

Hasta la actualidad, no se han reportado casos de muertes causadas por microorganismos
portadores del gen mcr. Aunque es posible ser portador asintomatico de bacterias con este
gen, con la probabilidad de diseminacién por plasmidos o al pasar su informacién genética

a otras bacterias mas virulentas (OPS/OMS, 2016).

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Antecedentes

Varias especies de Enterobacteriaceae multirresistentes constituyen un grave problema para
la salud publica (Soto Z. et al, 2016) (Gémez O, 2014), Varios estudios reportan la presencia
de resistencia al colistin codificados por genes en Escherichia coli. Actualmente, existen
diversas variantes de estos genes como mcr-1 (Yi-Yun L. et al., 2016) mcr-2 (Xavier et al.,
2016) mcr-3 (Yin W et al, 2017) mcr-4 (Carattoli A, 2017) mcr-5 (Borowiak et al., 2017)
mcr-6 (Partridge S. et al., 2018) mcr-7 (Yang Y. et al., 2018) mcr-8 (Wang X. et al., 2018)

y mcr-9 (Carroll L. et al., 2019) que han sido documentadas en varias especies y género.

No obstante, a excepcion de mcr-9 todas las variantes fueron descubiertas en cerdos y aves
de corral; en humanos solo se han reportado los genes mcr-1, mcr-2, mcr-3 , mcr-4, mcr-5,
mcr-8 y mcr-9 (Zhang et al., 2018) (Dalmolin T. et al., 2018). Por ejemplo, en América
Latina y el Caribe las variantes del gen mcr mas prevalentes son mcr-1, mcr-3 'y mcr-5 las
cuales han sido identificadas tanto en muestras clinicas como de animales, en su mayoria
caracterizadas en cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella entérica
serovar Typhimurium (Mendes V. et al., 2019). En el Ecuador, solo existe un reporte clinico

del gen mcr-1 de un paciente de 14 afios hospitalizado en la ciudad de Quito (Ortega P. et
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al., 2016). En el pais, existen dos reportes de resistencia al colistin mediado por el gen mcr-
1 en animales, en cerdos y pollos de granjas de la selva amazénica y de la costa del Pacifico
del Ecuador (Yamamoto Y. et al., 2019) y en heces de perros en un parque publico de la
ciudad de Quito (Ortega D et al., 2019). A nivel de medio ambiente en el pais, hasta el
momento, no existen estudios reportados relacionados a la presencia de genes de resistencia

al colistin.

2.2.2 Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae de clase Gramnegativo
esta se encuentra presente como microbiota normal del colon en seres humanos (De La
Fuente et al, 2017). Se trata de un bacilo mdvil, oxidasa negativo, anaerobio facultativo,

fermentador de lactosa cuyo crecimiento 6ptimo es a 37°C (Mosquito S. et al., 2011).

Este microorganismo es considerado el patégeno oportunista principal del género
Escherichia debido a que convive normalmente en el intestino de los humanos, pero en
personas con baja inmunidad causa infecciones intestinales y extraintestinales (Gomes et al,
2016) gracias a que sus cepas han evolucionado mediante adquisicion, transfiriendo genes
horizontalmente. Escherichia coli tiene un tamafio del genoma tan extenso que puede
contener genes de virulencia adicionales y de caracteristicas fisicas distintas, esto es en gran
parte, permitido por una gran coleccién genética flexible que posee a través de la perdida y
ganancia de material genético en una serie de puntos clave en todo el genoma (Croxen et al,
2013). Estas caracteristicas permiten una transferencia facil entre genes bacterianos que se

encuentran en alimentos y el ser humano (Blount et al., 2015).
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2.2.3 Epidemiologia

Uno de los agentes epidemiol6gicos mas importantes causantes de diarreas es Escherichia
coli, especialmente en paises en desarrollo donde presentan un alto indice de mortalidad y
morbilidad especialmente en nifios (M. Urrestarazu et al, 2009), esto se debe a que la alta
contaminacion de agua y productos alimentarios son fuentes principales de transmision de
Escherichia coli, donde se demuestra que en Sudameérica el 30% de los alimentos para

consumo estan contaminados por esta bacteria (Gémez, 2014).

Con respecto a microorganismos portadores del gen mcr, desde su descubrimiento en el
Ecuador existe solo un unico caso reportado en el afio 2016 por (Ortega D. et al., 2016),
representando junto a Chile, Paraguay y México uno de los paises con menos reportes en
Latinoamérica y el Caribe, con apenas el 0.2% de reportes de bacterias positivas para este

gen (Mendes V. et al, 2019).

2.2.4 Colistin y su mecanismo de accion

Este antibidtico es llamado de ultima linea, debido a que su uso es limitado, y se incluye
dentro de esquemas terapéuticos combinados, en caso de que los antibidticos comunmente
prescritos no sean eficaces o apropiados de acuerdo con la situacion del paciente, ya que se
conoce que produce nefrotoxicidad y neurotoxicidad en dosis mayores a las recomendadas

0 usos prolongados (Vidal, 2017).

Muchas bacterias del medio ambiente son resistentes al colistin, ya que este medicamento se
utiliza ampliamente en la industria de alimentos con fines terapéuticos y profilacticos en
animales como promotor del crecimiento en el ganado con el fin de prevenir enfermedades
por Enterobacteriaceae. Pero en los ultimos afios se ha descubierto que los genes que

confieren resistencia al colistin son bucles de ADN presentes en plasmidos que son
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compartidos facilmente, generando el paso de informacién entre distintos tipos de cepas

bacterianas.

Colistin es un polipéptido con la capacidad de alterar la permeabilidad de la capa externa de
lipopolisacéridos de las bacterias Gramnegativas, esto genera la muerte de la bacteria por
atraccion electrostéatica por la carga positiva de los grupos amino y el carboxilato con iones
sulfato de la capa externa de las bacterias (Medina et al, 2017) provocando modificaciones
de las paredes de las bacterias generando una pérdida de su contenido interno y por

consecuencia un efecto bactericida (Vidal Group, 2014).

2.2.5 Betalactamicos

Los betalactamicos son antibioticos cuya principal funcion es evitar la sintesis de los
peptidoglucanos de la pared celular de las bacterias para inducir la lisis (Baquero et al., 2013)
(Rada A. et al., 2019). Las betalactamasas son enzimas con un mecanismo de accién que
consta en romper un puente de amida del anillo betalactdmico para inactivar el antibiotico al
no permitir la unién a las proteinas ligadoras de penicilinas (PBP) de la bacteria (Vargas E.
et al., 2016). Los B-lactamicos poseen estructuras similares a D-alanil-D-alanina, que es un
aminoéacido terminal para la sintesis de la pared peptidica (Ocampo A. et al., 2015). Estos
antibidticos se unen irreversiblemente al sitio activo de las PBP lisando las bacterias (Shaikh
S. etal., 2015) (Lahey Clinic, 2017). Por otro lado, los B-lactdmicos son capaces también de
activar una autolisina bacteriana, que es una sustancia enddgena que produce la lisis del
peptidoglicano en concentraciones de mas de 4 y 0 veces de CIM (Miranda, 2013). Ambler
clasifico en clases serin proteasas A, C y D basandose en la homologia proteica y de clase

dependiente de zinc B (Joaquin Gémez, 2015).
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Los carbapenémicos son antibidticos en contra de bacterias Gram positivas y negativas
(Vanegas J. et al., 2016) (Ocampo A. et al., 2015). Estos antibidticos tienen un anillo -
lactamico fusionado con un anillo similar al de las penicilinas, su mecanismo de accién es
impedir la sintesis de la pared bacteriana e interrumpir el ensamblaje de los peptidoglicanos
(Martinez P.et al., 2014) (Cuzon G. et al., 2013). Estos antibidticos son considerados de
ultima eleccion, entre los més utilizados estdn meropenem e imipenem para el tratamiento
de infecciones, principalmente por bacterias Gram negativas aerobias (Rojas L. et al., 2013)
(Vargas E. et al., 2016).

Las carbapenemasas son [-lactamasas que hidrolizan B-lactamicos y carbapenémicos
(Blanco G. et al., 2014) generando resistencia bacteriana. Existen varias especies bacterianas
que sintetizan carbapenemasas, entre ellas se encuentran las enterobacterias donde con
mayor frecuencia se ha aislado este tipo de enzimas (Zilberberg M. et al., 2017) (Daikos G.

etal., 2014).

2.2.6  Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia bacteriana pueden ser intrinsecos, naturales, adquiridos o de
tipo adaptativo (OIE, 2016) (di Conza J. et al., 2014). La resistencia intrinseca se caracteriza
por ser propia de la bacteria sin tener relacién con la presencia del antibidtico. Este tipo de
resistencia esta ligada a la presencia de genes en el cromosoma bacteriano que contribuyen
a la inactivacion de antibioticos como fluoroquinolonas o B-lactamico (Shah M. et al., 2016).
La resistencia adquirida suele ser resultado de una mutacion o alteracion en los genes del
cromosoma bacteriano, o por la incorporacion de material genético transferido
horizontalmente a la bacteria (Reid C. et al., 2015).

La resistencia adaptativa confiere a la bacteria la capacidad de sobrevivir en presencia de

antibidticas donde expresa sus genes de resistencia dependiendo las condiciones del medio
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donde se encuentra (Ingle D. et al., 2018). Finalmente, estas resistencias pueden combinarse
al expresar diferentes fenotipos (Fica A., 2014) (Laxminarayan R. & Chaudhury R., 2016).
La resistencia antibidtica de Escherichia coli, igual que muchas enterobacterias, puede ser
intrinseca o adquirida (Miranda, 2013). Los tipos de mecanismos moleculares de resistencia
antibidtica destacan por su relevancia siendo alteracion del sitio blanco, alteraciones de

permeabilidad e inactivacion enzimética (Mosquito S. et al., 2011).

2.2.7 Transferencia horizontal de genes

Las transferencia horizontal de genes es un proceso donde la bacteria transfiere su material
genético a otra, esto puede ser entre bacterias de una misma especie o entre especies distintas
en un ambiente adecuado (Kintses B. et al., 2019). Este proceso es uno de los mecanismos
de evolucidn bacteriana mas importante, ya que las bacterias adquieren informacién genética
nueva proporciondndoles ventajas selectivas, siendo este mecanismo esencial para
desarrollar resistencias antibiéticas (Hughes A. et al., 2016) (Cullen T. et al., 2015).

Las bacterias son capaces de transferir horizontalmente sus genes mediante diferentes
procesos como la transduccidn, conjugacion, transformacién y por la incorporacion de ADN
mediante recombinacion del sitio especifico u homélogo y por transposicion (Brito 1. et al.,
2016). Los elementos genéticos que participan en este intercambio son principalmente
plasmidos, integrones, bacteriéfagos, ADN y transposones (Kaiser G., 2019).

En las bacterias, el proceso méas utilizado es el mecanismo de transferencia de genes de
resistencia por conjugacion, proceso donde dos bacterias hacen contacto fisico entre sitios
especificos (Luo Q. et al., 2017). Este contacto genera la formacion de un puente plasmatico
Ilamado pili, donde un plasmido pasara de una bacteria a otra. Estos procesos pueden llevarse

a cabo de forma inducida por condiciones de laboratorio o natural (Burmeister A., 2015).
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2.2.8 Plasmidos

Los plasmidos son fracciones de ADN extracromosomal que son transferidos de una bacteria
a otra independientemente si son de la misma especie (Yang F. et al., 2019). Los elementos
extracromosomales tienen una estructura de doble cadena circular de ADN, pequefia con
extremos libres y se pueden replicar de forma independiente (Dimitriu T. et al., 2019). Los
plasmidos pueden ser de dos tipos, los movilizables que adquieren elementos genéticos como
transposones o elementos de insercion los cuales son moviles y los conjugativos que tienen
la capacidad de movilizarse por si solos (Li Q. et al, 2019). Estos dos tipos son los
responsables de la alta diseminacion de determinantes genéticos que confieren resistencia a
las bacterias Gram negativas. Los plasmidos transportan genes clave especificos para
codificar antibi6ticos como las polimixinas, quinolonas, B-lactdmicos, cloranfenicol,
macroélidos, trimetoprim, aminoglucésidos, tetraciclina o sulfonamidas (Castellanos . et al.,

2017) (Knudsen P. et al., 2018).

2.2.9 Deteccion molecular de resistencia antibiética

La identificacion de genes de resistencia presentes en una bacteria es facil gracias a los
diferentes métodos disponibles en la actualidad (Kadri K., 2019). Entre los métodos mas
utilizados se encuentra la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y el secuenciamiento
(May M., 2019). La técnica de PCR se basa en una reaccién enzimatica que da como
resultado la amplificacion de una seccion especifica del ADN (Gast M. et al., 2019). Durante
el proceso ocurren cambios bruscos de temperatura por ciclos, que dara origen a tres pasos
primordiales que son la desnaturalizacion, hibridacién y extension del ADN (Russo J, 2017).
En la denaturacién se utiliza altas temperaturas que van de 90 a 95 °C lo cual promovera la
separacién de las cadenas de ADN (Stein L, 2010). Después secuencias cortas de ADN

Ilamadas primers, se hibridan con las cadenas de ADN separadas previamente por la
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denaturacion. Posterior a esto, la enzima de ADN polimerasa sintetiza nuevas cadenas de
ADN a una temperatura de 72°C llamando a este proceso hibridacion (May M., 2019).

En la secuenciacion del ADN, se puede observar el orden de los nucledtidos de una sola
secuencia, con esta informacion se conoce su estructura y funcion (Rebelo et al., 2018). El
secuenciamiento puede ser de primera o de siguiente generacion (Wetterstrand K, 2019), la
primera generacion que es el mas comdnmente utilizado es de dos tipos:

e Secuenciamiento Sanger, donde se emplea nucledtidos conocidos como
dideoxinucleotidos (ddNTPs) que se caracterizan ya que carecen del grupo 3 OH,
impidiendo la elongacion del producto a amplificar. Los ddNTPs que estan
marcados, se incorporan al azar generando una poblacion con una sola base diferente
de las demaés. En la electroforesis estos productos migran en un gel de poliacrilamida
(Mardis E, 2011).

e Secuenciamiento Maxam-Gilber, el cual es un método no enzimatico (Metzker M,

2010).

2.2.10 Gen mcr y sus variantes

El gen mcr-1 contiene informacion que codifica un mecanismo genético que confiere la
resistencia al colistin, el cual fue desarrollado en la década de 1950, obtenido de la bacteria
Paenibacillus polymyxa colistinus, para atacar a todos los bacilos Gram negativos, siendo

este el primer mecanismo de transmision relacionada con un plasmido (Gua et al., 2016).

En el afio 2016, en China se notifico la aparicion de un gen de resistencia al colistin mediado
por plasmidos, denominado mcr-1 (Liu Y. et al, 2016), desde entonces, se han notificado
varios reportes sobre la aparicion de mcr-1 en Enterobacteriaceae obtenidas a partir de
animales, humanos, medio ambiente y alimentos alrededor del mundo (Baron S. et al, 2016).
El gen mcr codifica una fosfatoetanolamina (pEtN) transferasa que modifica los lipidos A
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de las bacterias, confiriendo resistencia al colistin. Un analisis in vitro demostré que las
caracteristicas de esta pEtN son muy similares a enzimas presentes en bacterias Gram

negativas intrinsecamente resistentes al colistin (Hu M. et al, 2016).

El gen mcr fue detectado principalmente en Escherichia coli y en menor proporcion, en
bacterias como Klebsiella pneumoniae. Los estudios epidemioldgicos sugieren que mcr-1 se
ha detectado en diez especies distintas de Enterobacteriaceae (Arcilla et al, 2016).
Recientemente, se han informado nuevas variantes del gen mcr, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-

5, mcr-6, mer-7 y mer-8 (Mendes V. et al., 2019).

Curiosamente, todas estas variantes se detectaron en paises distintos lo cual indica la
posibilidad de una evolucidn constante del gen mcr-1 mediado por alguna presion selectiva

desconocida en los humanos, animales y medio ambiente (Sun J. et al, 2018).

El gen mcr-2 se identificé por primera vez en cerdos y bovinos en Bélgica en aislados de
Escherichia coli (Xavier et al., 2016). Después esta misma variante fue recuperada de
muestras humanas en Suiza (Liassine N. et al, 2016). El andlisis filogenético realizado entre

mcr-1y mcr-2 mostro una identidad de aminoacidos del 80.6% (Xavier et al., 2016).

El gen mcr-3 fue descubierto por primera vez en Malasia de aislados de Escherichia coli de
cerdos, asi mismo, de una muestra clinica en Tailandia de Klebsiella pneumoniae y de
Salmonella Typhimurium en los Estados Unidos (Yin W et al, 2017). El analisis que se llevo
a cabo de este gen mostro que tenia una estrecha relacion con pEtN de Aeromona spp que es

intrinsecamente resistente a colistin (Quiroga C. et al, 2019).

El gen mcr-4 se encontr6 en Europa procedente de Salmonella Typhimurium y Escherichia

coli en humanos y animales productores de alimentos (Carattoli A, 2017). Este gen tiene una
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identidad de secuencia de aminoacidos de 34% con el gen mcr-1, 35% con el gen mcr-2 y

49% con el gen mcr-3.

El gen mcr-5 se observd en 14 aislamientos de Salmonella Paratyphi B dTa + de aves de
corral y alimentos en Alemania (Borowiak et al., 2017). Este gen comparte el 35% de

identidad con las variantes del gen mcr-1, mecr-2, mer-3 'y mer-4.

Estos genes de resistencia al colistin se han convertido en una amenaza para la salud publica.
En América Latina, la incidencia de mcr es baja, sin embargo, es posible observar un

aumento rapido de la prevalencia de estos genes (Quiroga C. et al, 2019).

2.2.11 Gen CTX-M

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son un tipo de mecanismo de resistencia
a cefalosporinas mas comunes en Enterobacteriaceae. Esta enzima otorga a la bacteria la
capacidad de hidrolizar antibidticos donde las mas relevante es de tipo CTX-M, la cual tiene
actividad intrinseca siendo estas las de mayor reporte a nivel mundial, predominando en

enterobacterias como Escherichia coli (Rivera-Jacinto et al., 2015).

Escherichia coli productora de CTX-M esta asociada a infecciones comunitarias y
hospitalarias (Tadesse D. et al, 2018). Informes en varios paises describen la presencia de
cepas bacterianas de Escherichia coli con el gen CTX-M en animales aparentemente sanos,
en productos alimenticios de origen animal, asi como en mascotas y animales de granja

(Davis M. et al, 2015).

Los genes CTX-M incluyen mas de 50 enzimas divididas en 5 grupos por similitud de
aminoéacidos, de esta manera se disponen en CTX-M 1, CTX-M 2, CTX-M 8, CTX-M 9

CTX-M 15y CTX-M 25; la bacteria Escherichia coli productora de CTM-X esta diseminada
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entre la comunidad tanto hospitalaria como en los entornos sociales, por lo tanto es necesario

prestar atencion para prevenir la propagacion de etas cepas (Zamani et al., 2015).

Segun Quiroga (2019) existe una asociacion clara entre el gen mcr-1 y diferentes genes que
codifican las B-lactamasas, particularmente la familia de las bla CTX-M (Quiroga C. et al,

2019).

En junio del 2018, Melgarejo et al. Encontr6 en Paraguay resistencia al colistin con el gen

mcr-1y al simultdneamente resistencia a cefalosporinas CTX-M (Melgarejo et al., 2018).

2.2.12 Concentracion minima inhibitoria (CIM) para colistin

La susceptibilidad al colistin conlleva varias complicaciones por sus propiedades catidnicas
intrinsecas. Sumado a esto, segin un articulo publicado por Barry, detalla que existen
problemas de difusion en aislados de enterobacterias diferentes a las Pseudomonas, lo cual
genera una susceptibilidad falsa en comparacion con el uso de la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CIM). (International Standards, 2006; Hindler et al;

Barry, 1974).

El comité Europeo de Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana (EUCAST) indica que los
puntos de corte para Enterobacteriaceae es susceptible <2 mg/l y resistente > 2 mg/l

(EUCAST, 2017).

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), facilita puntos de corte de difusion
en disco Unicamene para Pseudomona aeruginosa, por lo cual no se tiene establecido
claramente como proceder con Escherichia coli, la recomendacion de este es no
proporcionar una intepretecién de resistente, intermedio o susceptible, sino defnir los

aislamientos como cepa salvaje o no salvaje (CLSI, 2017).
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En el afio 2016 CLSIy EUCAST lanzaron una recomendacion en conjunto la cual sugirio el

método de CIM utilizando la ISO-20776 para colistin (EUCAST(2), 2016).

La CIM de colistin es un método recomendado para los laboratorios, por lo tanto, se evalu6
en este estudio el método mencionado para determinar su susceptibilidad (E. Matuschek et

al., 2017).

2.2.13 Animales y colistin

El colistin es la Unica forma aprobada en varios paises en la produccion porcina para el
control de infecciones por Enterobacteriaceae, especialmente ara aquellas causadas por
Escherichia coli (Cui et al., 2017). Sin embargo el uso indiscriminado en concentraciones
subinhibidoras como promotores de crecimiento durante muchos afios ha llevado a que las
bacterias adquieran genes adicionales, generando resistencias bacterianas intrinsecas,

dificiles de entender y combatir (Baquero et al., 2013) (Mendes V. et al., 2019).

En la Gltima encuesta realizada en el 2012 por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) revel6 que solo 10 paises informaron su uso en alimento de animales como promotor
de crecimiento (Quiroga C. et al, 2019). A partir del afio 2000 después de décadas de uso del
colistin en animales, surgieron varios estudios sobre el aumento en la tasa de resistencia al

colistin en Enterobacteriaceae (Doumith M. et al, 2016) (Anjum M. et al, 2016).

Varios estudios apuntan a que una transferencia horizontal de genes es posible, debido a que
los plasmidos de mcr son altamente transmisibles, pudiendo pasar esta condicion entre
bacterias, especialmente del género Enterobacteriaceae (Bradford P. et al, 2016) (Cao L et

al, 2018).
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

CIM: es la més baja concentracion de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un

microorganismo después de su incubacion (Baquero et al., 2013).

CTX-M: Las enzimas tipo CTX-M son un grupo de lactamasas B de espectro extendido de
clase A (BLEE) que se estan propagando rapidamente entre las enterobacterias en todo el
mundo. Los genes que codifican CTX-M han sido capturados del cromosoma de Kluyvera

spp (Rossolini et al., 2008).

Gen mcr: el gen denominado Mobile Colistine Resistance por sus siglas mcr, el cual confiere
una resistencia mediada por un plasmido por transferencia horizontal de genes (Liu Y. et al,

2016).

Plasmidos: son un conjunto de genes que se transfieren mediante conjugacion, que codifican
enzimas especificas que utilizan las bacterias para conferir resistencias ante los antibioticos

(Blount et al., 2015).

Reaccién en cadena de la polimerasa: con sus siglas PCR, es una técnica de biologia
molecular la cual consisten en obtener un gran nimero de copas de un fragmento de ADN
especifico, para lo que se utilizan altas y bajas temperaturas para replicarlas, dejar que se
separen y vuelan a unir y duplicarse, todo esto empleando polimerasas termoestables,
generalmente extraidas de microorganismos que resisten estas temperaturas, las Thermus

aquaticus. (Mullis, 1990).

Transferencia horizontal: es el paso de material genético entre organismos celulares de

caracteristicas parecidas, por medio de plasmidos (Smith et al., 2016).
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CAPITULO Il
3.1 MARCO METODOLOGICO
3.1.1 Tipo de estudio

El presente fue estudio de tipo observacional, descriptivo y transversal ya que se determin6
la presencia del gen mcr y sus variantes, en aislados de Escherichia coli procedentes de
muestras fecales de pacientes que acudieron al Centro de Salud Tipo C de Guamani, sin
intervenir o modificar la unidad de anélisis, Unicamente describir a través de las
caracteristicas que plantea la investigacion, ademas es transversal porque el estudio fue

llevado a cabo en un tiempo determinado en la unidad de andlisis y en el estudio.
3.1.2 Tipo de muestreo

Para el presente estudio, del total de muestras de heces fecales captadas por el INSPI durante
el afio 2018, provenientes del Centro de Salud Tipo C de Guamani calculadas por el proyecto
AGISAR-INSPI; siendo un muestreo no probabilistico por conveniencia de casos que
cumplan con los criterios de inclusion, obteniendo un tamafio muestral de 150 heces fecales

de las 300 captadas por el proyecto AGISAR-INSPI.
3.2 FASES METODOLOGICAS
3.2.1 Fase I. Solicitudes, aprobaciones y autorizaciones

Para el inicio de este estudio se recopil6 los documentos requeridos por el INSPI-CZ9 para
su revision y aprobacion. Una vez aprobado el estudio por parte de sus autoridades, se envio
el oficio de aprobacion ver Anexo 3 y el protocolo de investigacion para su revision y
posterior aprobacion, al Subcomité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la

PUCE para garantizar que el estudio se ejecuto con las normas bioéticas vigentes.
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Cabe destacar que esta investigacion es parte del proyecto titulado “Prevalencia y resistencia
antimicrobiana de Campylobacter, Salmonella y E coli ESBL en granjas avicolas, carne de
aves de corral y casos de gastroenteritis humanas de octubre 2017 a Julio 2018 en el Distrito
Metropolitano de Quito”, el cual cuenta con la aprobaciéon del CEISH INSPI-LIP ver Anexo

4y la autorizacion por parte de la Direccion Nacional de Inteligencia en Salud ver Anexo 5.

3.2.2 Fase Il. Recoleccion de informacién

Los datos necesarios para el estudio se recabaron de las encuestas realizadas en el proyecto
AGISAR — INSPI ver Anexo 6 luego de la autorizacion respectiva. Para asegurar la
confidencialidad de los pacientes, se utiliz6 un codigo Unico determinado a cada paciente en
el proyecto AGISAR — INSPI en todo documento escrito y electronico, durante los ensayos
de laboratorio. La informacion completa de los pacientes sera manejada Unica y
exclusivamente por el personal autorizado del CRN — RAM del INSPI y no estuvo al alcance

del investigador en ningin momento.

3.2.3 Fase Ill. Procedimiento y analisis por laboratorio

3.2.3.1 Analisis microbioldgico e identificacion

Se realizo6 la siembra de las muestras de heces por agotamiento en agar MacConkey, se
incubaron a 37°C de 18-20 horas, las cepas que presentaban fermentacion, morfologia de
colonias medianas, circulares y convexas con bordes definidos redondeados, fermentadoras
de lactosa, con un color rosado caracteristica de Escherichia coli se aislaron para su posterior
identificacion bioquimica. La esterilidad de los medios de cultivo agar MacConkey fue

evaluada al incubar el 5% de los medios preparados a 37°C por 24 horas ver Anexo 7.

Pruebas bioquimicas: las muestras que crecieron en agar MacConkey con aspecto de
Escherichia coli fueron identificadas mediante bioquimicas manuales compuestas por: TSI,
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urea, citrato, SIM, RM y VP ver Anexo 7. Las cepas de Escherichia coli fueron almacenadas

en TE y BHI + glicerol al 20%, estas ultimas a -70°C.

La selectividad del medio MacConkey y pruebas bioquimicas se realiz6 seglin la norma
ISO/TS11133-2 al inocular una cepa de Escherichia coli ATCC® 25922, con el fin de
evidenciar crecimiento de colonias fermentadoras de color rosado, otra cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 para visualizar crecimiento de colonias no
fermentadoras con tonalidad verde y una cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 25923
para observar ausencia de crecimiento después de 48 horas de incubacién a 37°C ver Anexo

8.

Susceptibilidad antimicrobiana (microdilucién en caldo)

La susceptibilidad antimicrobiana se realizé6 mediante el método de microdilucién en caldo
(MDC / BDM) bajo las normas del CLSI 2017 unicamente de las muestras positivas para el
gen mcr mediante biologia molecular. Se utilizé una placa para Gram negativos Thermo
Scientific™ Sensititre™ Gram Negative GNX2F AST Plate ver Anexo 1, donde se dispensd
30ul de la cepa previamente sembrada en caldo Mueller Hinton cationes ajustados,
posteriormente se dispensé 50 ul del caldo inoculado en cada pocillo, se incub6 a 37°C por
24h para leer su resultado. El panel usado permitié determinar la CIM de cefepime,

cefotaxima, ceftacidima, colistin, ertapenem, imipenem y meropenem.

3.2.4 Fase IV. Analisis Biologia molecular

Los analisis de biologia molecular consistieron en extraer el ADN de las cepas positivas para
Escherichia coli y amplificar los genes mcr y CTX-M, todos estos ensayos fueron realizados
en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de Referencia Nacional e Resistencia a

los Antimicrobianos (CRN-RAM) del INSPI.
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3.2.4.1 Extraccion de ADN a partir de la suspensién bacteriana

La extraccion se realizé6 mediante ebullicion. La cepa suspendida en 500ul de solucién TE
1X, se homogenizd por vortex por 1 minuto, subsiguiente se realizo el lisado por ebullicion
en el equipo Thermomixer confort de Eppendorf® ver Anexo 1. El protocolo utilizado
consistio en someter la suspension bacteriana a 95°C durante 10 minutos, posteriormente
centrifugarla por 5 minutos a 14.000 rpm, separar el sobrenadante y almacenarlo en un tubo

Eppendorf® a -20 C° (Rebelo et al., 2018).

3.2.4.2 Amplificacion e identificacion de genes mcr por PCR convencional

Para la investigacion de los genes se amplificé los sitios especificos descritos en la Tabla 1,
pertenecientes a cada gen mcr siguiendo el protocolo detallado en el Anexo 9. Para esta PCR
se utilizd controles positivos de cada variante del gen mcr (mcr-1, mer-2, mer-3, mer-4 y
mcr-5) y un control negativo que fue agua del grado molecular, utilizados en cada corrida

de la PCR ver Anexo 1.

Tabla 1. Secuencia de primers utilizados para la identificacion del gen mcr y sus variantes

Nombre primer Secuencia 5" - 3’ Gen Tamarfio Referencia

mcrl_fw AGATCCTTGGTCTCGGCTTG (Rebelo et al.,
2018)

mcrl_rev AGATCCTTGGTCTCGGCTTG merl 320

mcr2_fw CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT (Rebelo et al.,
2018)

mcr2_rev TCTAGCCCGACAAGCATACC mcr2 715

mcr3_fw AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG (Rebelo et al.,
2018)

mcr3_rev AATGGAGATCCCCGTTTTT mcr3 929
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mcré_fw TCACTTTCATCACTGCGTTG (Rebelo et al.,

2018)
merd_rev TTGGTCCATGACTACCAATG mer4 1,116
mer5_fw ATGCGGTTGTCTGCATTTATC (Borowiak et
al., 2017)
mer5_rev TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG mer5 1,644

Nota: fw: Forward, rev: Reverse. Adaptado de (Rebelo et al., 2018), por Kenny De La Torre, 2019.

Los genes fueron amplificados por la técnica de PCR convencional, realizando una PCR
multiplex para los genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5 con un volumen final de 25ul,

conformada por los componentes del Anexo 10.
3.2.4.3 Amplificacion e identificacion de CTX-M por PCR convencional

Se amplificd los genes de los grupos CTX-M de las muestras positivas para mcr, para su
posterior relacion con las variantes del gen mcr. Los primers utilizados fueron los descritos

por Dallenne y Cols (2010).

Tabla 2. Secuencia de primers utilizados para la identificacion de CTX-M

Nombre primer Secuencia5” - 3’ Gen Tamafio  Referencia
MultiCTXMGp1_fw TAGGAARTGTGCCGCTGYA CTX-M (Dallenne C
group 1 et al., 2010)

MultiCTXMGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 688
MultiCTXMGp2_fw CGTTAACGGCACGATGAC CTX-M (Dallenne C
group 2 et al., 2010)

MultiCTXMGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 404
MultiCTXMGp9_fw TCAAGCCTGCCGATCTGGT CTX-M (Dallenne C
group 9 et al., 2010)

MultiCTXMGp9_rev TGATTCTCGCCGCTGAAG 561

Nota: fw: Forward, rev: Reverse. Adaptado de (Dallenne C et al., 2010), por Kenny De La Torre,
2019.

42



Los genes fueron amplificados por la técnica de PCR convencional para las variantes del
gen CTX-M, utilizando los primers descritos anteriormente, con un volumen final de 25ul
de la mastermix, conformada por los componentes detallados en el Anexo 7. Para la
amplificacion de los genes mcr se utilizaron las condiciones descritas por Rebelo et al.,
(2018) en el equipo BioRad C1000® detallado en el Anexo 11. Las condiciones de la PCR
para la amplificacion del gen CTX-M fueron las descritas por Dallene y Cols (2010). Esto
se realizd en el equipo BioRad C1000® bajo las condiciones que se detallan a en el Anexo
11. Las muestras se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2% con TAE 1X
como buffer, a 90 V/cm por 1 hora en la cdmara de electroforesis BioRad® Sub Cell Model
96 con una fuente de poder BioRad® Power Pac™ Basic. Se tifio el gel con Bromuro de
Etidio (Img/ml) y se revelo en el foto documentador BioRad® Molecular Imagen Gel

System.

3.2.4.4 Purificacion y secuenciamiento.

Para la secuenciacion se utilizé Unicamente las cepas positivas para una de las variantes del
gen mcr y CTX-M mediante PCR convencional. Se purifico 12 amplicones con el kit
Wizard® SV Gel on PCR Clean up System de Promega siguiendo los pasos detallados en el

Anexo 12. Posteriormente se envid a Macrogen Corea a ser secuenciados.

3.25 Fase V. Interpretacion de los resultados

Se interpreto las pruebas diagnosticas dependiendo de los resultados obtenidos; al evidenciar
una banda en el gel de agarosa segun el peso molecular del primer utilizado, indico la

presencia de las variantes del gen mcr, asi como el gen CTX-M.
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3.3 ANALISIS DE DATOS

En el programa MEGA X se utilizo Clustal W para analizar las secuencias de forward y
reverse de mcr y CTX-M obtenidas del secuenciamiento como lo recomienda (Kumar S et
al, 2016), para limpiar los resultados y conseguir una secuencia consenso. Los resultados
fueron comparados con las secuencias disponibles en el GenBank con la herramienta

BLAST, para obtener un porcentaje de identidad entre ambas.

Los datos se tabularon mediante estadistica descriptiva para obtener resultados en
frecuencias relativas y absolutas. Los perfiles de susceptibilidad por CIM fueron trasladados
a una hoja electronica Microsoft Office — Excel, version 2010 y expresados mediante

graficos de barras.

Manejo posterior de las muestras y resultados del estudio.

Ver Anexo 12.
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Aislamiento e identificacion de Escherichia coli.

A partir enero a septiembre del 2018, mediante el proyecto AGISAR-INSPI se recolectaron
300 muestras de heces de pacientes que acudieron al area de emergencia del Centro de Salud
Tipo C de Guamani de las cuales se tomaron 150 muestras de heces para este estudio n=150,
a las cuales se procedié a sembrar en agar McConkey donde se observaron colonias
medianas, circulares y convexas con bordes definidos redondeados, fermentadoras de
lactosa, con un color rosado. La identificacion de especie y genero se realizO mediante
pruebas manuales bioguimicas, donde se obtuvo el patron de: Indol (+), H2S (-), Motilidad
(+), RM (+), VP (-), TSI (A/A) indicando un resultado positivo para Escherichia coli, ver

Anexo 2.

De las muestras analizadas (n=150) se obtuvo el 100% de positivas para Escherichia coli.

4.1.2 Datos epidemiolégicos de la poblacion de estudio.

El 45% de los pacientes corresponde al sexo masculino; en tanto que el 55% fueron de sexo
femenino. Respecto a las edades, estuvieron comprendidas entre 0 a 73 afios; el rango de
edad mas frecuente fue de 0 meses a 12 afios con 68 muestras, como se observa en la Figura

1.
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Figura 1. Representacion del nimero de pacientes de acuerdo con el rango de edades en
funcion del sexo.

0 meses a 12 afios

13 a 18 afios

W Femenino

 Maseul
19 a 64 affos r Masculino

65 a 73 afios

Elaborado por: Kenny De La Torre.

Relacion entre poseer el gen mcr-1 con el rango de edad y el género de los pacientes.

De las encuestas utilizadas en este estudio, se obtuvo los datos relacionados a la edad de los
pacientes, para evaluar una posible relacion entre ser portador del gen mcr-1 con los
diferentes rangos de edad. Esto fue relacionado mediante la prueba de Chi cuadrado
considerando una diferencia significativa con un valor de p < de 0,05. Se determino que no
existe una relacién estadisticamente significativa entre la edad de los pacientes y ser portador
del gen mcr-1, como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Relacidn entre poseer el gen mcr-1 con el rango de edad de los pacientes.

Rango de edad del Casos

paciente Pos. para mcr-1 Neg. para mcr-1 Total
0 meses a 12 afios 3,3% 42,0% 45,3%
13 a 18 afios 0,0% 8,0% 8,0%
19 a 64 afos 4,7% 36,7% 41,3%
65 a 73 afios 0,0% 5,3% 5,3%
Total 8,0% 92,0% 100%
Chi cuadrado de Valor: 2,690; gl: 3; p-valor: 0,05

Pearson

Elaborado por: Kenny De La Torre S.
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Por otro lado, el analisis realizado entre ser portador del gen mcr-1 y el género de los
pacientes, tampoco mostro una relacion; es decir, al realizar la prueba del Chi cuadrado se
obtuvo un valor de p < de 0,05. Determinandose que no existe relacion estadisticamente
significativa entre estas variables como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Relacion entre poseer el gen mcr-1 con el género de los pacientes.

Casos
Género Pos. para mcr-1 Neg. para mcr-1 Total
Femenino 4,0% 50,7% 54,7%
Masculino 4,0% 41,3% 45,3%
Total 8,0% 92,0% 100%
Chi cuadrado de Valor: 0,115; gl: 1; p-valor: 0,05

Pearson

Elaborado por: Kenny De La Torre S.

4.1.3 ldentificacion molecular del gen mcr y sus variantes

4.1.3.1 Amplificacion del gen mcr y sus variantes.

El tamafio del producto amplificado y los primers del gen mcr y sus variantes se detallan en
la Tabla 1, de los cuales fue evidenciado el gen mcr-1 en 12 muestras. En la figura 2 se puede

observar la amplificacién de las cepas siguiendo el protocolo establecido ver Anexo 10.

Mediante la técnica de PCR convencional se realiz6 la amplificacion de los genes mcr-1,
mcr-2, mcr-3, mer- 4 y mer-5, de los cuales el 8% resultaron positivos para el gen mcr-1,

mientras que el 92% restante resultaron negativas para los genes mcr-2, mcr-3, mcr- 4y mcr-

5, ver Figura 2.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la amplificacion de los genes mcr-1.
Nota: C+: control positivo de mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr- 4 y mcr-5; C-: control negativo de

mcr-1, mer-2, mer-3, mer- 4 y mer-5.

C- C+ Ladder mcr-1 mcr-1  mecr-1 mer-1  mer-1 mer-1 mcer-1 - mer-1 mer-1 - mer-1 mcr-1 mer-1

mer-5 B
mcr-4
mcr-3

mer-2 ™ —

Elaborado por: Kenny De La Torre.
4.1.3.2 Amplificacion del gen CTX-M.

Mediante la técnica de PCR convencional se observé que el 16% de las muestras resultaron

positivas para el gen CTX-M del grupo 15, ver Figura 3.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la amplificacion del gen CTX-M. Nota:

C+: control positivo de CTX-M; C-: control negativo de CTX-M; /: negativo para CTX-M.

Ladder C+ C- CTX-M CTX-M

T il
i . d

Elaborado por: Kenny De La Torre.
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4.1.4 Evaluacion de susceptibilidad antibiotica

Posterior al resultado de la PCR, las muestras positivas para el gen mcr se sometieron a una
evaluacion de susceptibilidad a través de CIM mediante el método automatizado Sensititre,

donde se obtuvo resistencia a ciprofloxacina, colistin y levofloxacina en la mayoria de las
muestras; estos y el resto de los antibidticos se detalla en la Figura 4.

Figura 4. Perfil de susceptibilidad antibiética de las cepas de Escherichia coli mediante método

CIM. La figura indica los porcentajes de resistencia para cada antibidtico.
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Elaborado por: Kenny De La Torre.

la mayoria de las cepas, en tanto que en el resto se presenta una susceptibilidad con < 0,25

ug/ml. Por otra parte, se puede observar un 100% de susceptibilidad para carbapenémicos.
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4.1.5 Andlisis de secuencias.

Los primers forward y reverse del estudio tuvieron una complementariedad alta con los
genes a estudiar. De las 150 muestras 12 resultaron positivas para mcr-1, y 2 para CTX-M,
por lo tanto, estas 14 muestras fueron purificados sus amplicones y enviados a secuenciar en
Corea; se obtuvo una secuencia consenso de las mcr-1y de las CTX-M que fueron editadas
y limpiadas por el programa MEGA X. La similitud de las secuencias obtenidas fue
confirmada en la plataforma BLAST, donde se obtuvo una similitud del 100% entre ellas y

con Escherichia coli mer-1.

La secuencia consenso fue de 298pb para el gen mcr-1 para 12 de las 150 muestras testeadas;
el resto de las muestras dieron negativas para mcr-1 sus variantes, de igual manera para

CTX-M.

Tabla 5. Identificacion del gen mcr-1 y CTX-M en cepas de Escherichia coli. La tabla

detalla el codigo de la muestra, porcentaje de similitud por BLAST Yy el resultado.

Muestra Similitud BLAST % Resultado
CSG 2019-1 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019-3 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019-8 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 - 16 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 -18 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 - 23 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 - 30 100% Escherichia coli mcrl
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CSG 2019-31 100% Escherichia coli mcrl

CSG 2019 -42 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 -89 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 - 110 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 - 118 100% Escherichia coli mcrl
CSG 2019 - 16 100% Escherichia coli CTX-M 15
CSG 2019 - 23 100% Escherichia coli CTX-M 15

Elaborado por: De La Torre K.

Se puede observar 100% de similitud entre las cadenas de aminoacidos y nucleoticas entre
los genes obtenidos en GenBank y la secuencia consenso. En las siguientes figuras podemos

observar la similitud del alineamiento del gen completo de mcr-1y el gen CTX-M 15.

Figura 5. Alineamiento de la secuencia del gen mcr-1y de la secuencia consenso.

'
e IR R R R N R R N R N R R R R R R R R R R N RN R R R
1. Egcherichia coli mer 1 Complete gerIC

2. ECOmer1_concenso c CCiGC cCCgCcc C cc

Elaborado por: De La Torre K.

Se puede evidenciar la homologia entre las secuencias nucleotidicas consenso de mcr-1y la
del gen completo de mcr-1 proveniente del GenBank (nimero de acceso KY550359.1). (*)

Indica que los pares de bases son idénticos.

Figura 6. Alineamiento de la secuencia del gen CTX-M y de la secuencia consenso.

Speciesibbry v |t xx[z]x x[x]x]x[ex 222 w22 k2|2 222 w22 2 k2|2 ]2 2|2 222 2 x| |2 x| 2] 2 k2 x| x] 22 2] 2|2
1. Escherichia coli CTX-M-15 complete CDS
2. ECO-0053-C_CTX concenso

Elaborado por: De La Torre K.
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Se puede evidenciar la homologia entre las secuencias nucleotidicas consenso de CTX-My
la del gen completo de CTX-M 15 proveniente del GenBank (nimero de acceso

NG_048935). (*) Indica que los pares de bases y aminoacidos son idénticos.
4.1.6 Resultado de la encuesta

De los aislados positivos para el gen mcr, se analiz0 las preguntas 1.y 7. del “Consentimiento
Informado y Encuesta Proyecto AGISAR — INSPI”, ver Anexo 6, donde se obtuvo una gran
variabilidad en las respuestas por parte de los encuestados como se detalla en la Figura 7 y

Figura 8.

Figura 7. Representacion de la frecuencia de resultados de la pregunta 1 de las encuestas
del proyecto AGISAR-INSPI. Se relaciona la positividad o negatividad de ser portador de

gen mcr frente al alimento consumido previo a la recoleccion de las muestras fecales.
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Elaborado por: De La Torre K.
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Figura 8. Representacion de los resultados de la pregunta 7 de las encuestas del proyecto
AGISAR-INSPI. Se relaciona la positividad o negatividad de ser portador de gen mcr frente

a animales de compaiiia o de granja.
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Elaborado por: De La Torre K.
Relacion de la presencia del gen mcr-1'y poseer animales de granja o domésticos.
De las respuestas obtenidas por parte de las encuestas de cada uno de los pacientes que
participaron en este estudio, se comprobd que no existe una relacion significativa entre
poseer animales domésticos o de granja con ser portador del gen mccr-1, mediante la prueba
de Chi cuadrado con un valor de p < 0,05 como indica la Tabla 6.

Tabla 6. Relacion de la presencia del gen mcr-1'y poseer animales de granja o domésticos.

Casos
Animales Pos. para mcr-1 Neg. para mcr-1 Total
Posee 4,7% 64,0% 68,7%
No posee 3,3% 28,0% 31,3%
Total 8,0% 92,0% 100%
Chi cuadrado de Valor: 0,647; gl: 1; p-valor: 0,05

Pearson

Elaborado por: De La Torre K.
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CAPITULOV

5.1 DISCUSION

5.1.1 Prevalencia de Escherichia coli mcr-1

El gen mcr es considerado un problema emergente, debido a sus multiples reportes alrededor
del mundo y al incremento de su incidencia (Arcilla et al, 2016). Por lo general el gen mcr
ha sido relacionado a infecciones que se transmiten horizontalmente entre animales y
humanos (Wise et al, 2018). El aislamiento de Escherichia coli con el gen mcr resistente al
colistin es complicado en métodos de rutina de laboratorio (Chabou S. et al, 2016) (Osei O.,
2018). Los métodos como agar y caldo con colistin aunque identifican de manera rapida
bacterias Gram negativas resistentes al colistin, pueden inhibir bacterias que no sean
resistentes que pueden ser cruciales con fines de vigilancia epidemioldgica (Chew K. et al.,
2017) (Momin A. et al., 2017). Ademas, el método de difusion de disco no es un método
confiable debido a la pobre difusion de colistin en el agar (Turlej-Rogacka A. et al, 2018)
(Lo-Ten-Foe J. et al, 2007). El tiempo de espera para un resultado mediante estos métodos
es largo entre 18 a 24 horas, lo cual es una desventaja (Bardet L. et al, 2017) (Nordmann P.
et al., 2018). Es importante mencionar que la especificidad y sensibilidad de estos métodos
es considerablemente baja respecto a métodos moleculares (Bardet L. et al, 2017) (Chabou
S. et al, 2016). En el presente estudio, el gen mcr-1 se detectd en 12 cepas (8%) de
Escherichia coli recolectadas de pacientes que acudieron al Centro de Salud Tipo C de
Guamani, de 150 muestras (n=150) analizadas. Contrario a otros estudios realizados en
nuestra region, donde la prevalencia de resistencia al colistin mediada por el gen mcr-1 en
Enterobacteriaceae fue del 1,5% (Bradford P. et al, 2016), sin embargo en Colombia un

estudio realizado por Saavedra (2017) determind la resistencia a colistin en varias
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Enterobacteriaceae dando como resultado una prevalencia del 3,5% de Escherichia coli
positivos para el gen mcr, esta prevalencia aunque es alta referente a otros estudios a nivel
mundial. En el estudio de Chan (2018) en Asia es contrario a esta prevalencia, el cual obtuvo
un 2,08% de muestras positivas para mcr-1y al estudio de Wise (2018) donde el 2,98% de
muestras estudiadas para mcr y sus variantes resultaron positivas para mcr-1 (Saavedra S. et
al, 2017) (Chan W. et al, 2018) (Wise et al, 2018). Cabe destacar también que el resultado
de este estudio es contrario a lo reportado hasta la fecha en la comunidad europea, donde la
prevalencia del gen mcr-1 va entre 0% - 0,92% Zurfluh (2017) y Arcilla (2016) y
respectivamente (Arcilla et al, 2016) (Zurfluh K et al, 2017). No obstante, es necesario
mencionar que el Unico caso reportado hasta el momento de una prevalencia alta es un grupo
de granjeros de Vietnam, donde se observé el 34,7% de Escherichia coli mcr-1 positivos, y
se atribuy0 el resultado a la exposicidn entre los granjeros y las aves de corral que ellos
criaban (Vinh N. et al, 2017). La ausencia de las variantes mcr-2, mcr-3, mcr- 4 y mcr-5 en
este estudio pueden atribuirse a la limitada diseminacion de estos genes ya que estas son mas
frecuentes en muestras clinicas en humanos y en animales como cerdos, terneros y aves de
corral (Garcia et al., 2018), estas variantes del gen mcr se han identificado recientemente
como demuestran los estudios de (Borowiak et al., 2017) (Carattoli A, 2017) (Xavier et al.,

2016) y (Yin W et al, 2017).

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la poblacion portadora del gen mcr-1 fue
la pediéatrica (rango 0 — 12 afios) con 5 nifios 42% con una media de 4,8 afios respecto a 47%
que fueron de pacientes adultos (rango 18 — 73 afios). Esto se debe principalmente porque
las muestras clinicas fueron en su mayoria procedentes del centro de salud el cual atiende en
su mayoria nifios. Esta poblacion al estar expuesta a serios factores de riesgo como detalla
Sani (2018) en un estudio sobre la prevalencia de mcr-1 indica que la mayor frecuencia de

diarreas es causada por Escherichia coli en nifios por los habitos alimenticios, este patdgeno
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es uno de los causantes de alrededor de 2,2 millones de muertes relacionadas a alimentacion
e higiene, donde es su gran mayoria son nifios. Sin embargo, contrario al presente estudio,
Terveer (2017) reportd una media de edad de 62 afios (rango 18-93 afios) y al estudio
realizado por Cao (2018) que menciona que su rango de edad de pacientes oscilo entre 30 a
70 afios. Sin embargo, segin Wang (2017) la edad del paciente no esta asociada al gen mcr,
observando que no existe una asociacion directa con la positividad de mcr-1 ya que no es
evidente una tendencia marcada en edades (Sani et al, 2018) (Terveer et al, 2017) (Cao L et

al, 2018) (Wang et al, 2017).

Cabe destacar que un estudio para determinar la presencia de mcr realizado en Bolivia a
nifios de edad escolar sanos de ciudades rurales de ese pais por Giani (2018), obtuvo una
media de edad de 9,2 afios, contrario a este estudio que aunque el rango de edad con mayor

prevalencia fue 0 a 12 afios su media marco 4,8 afios (Giani T et al, 2018).

5.1.2 Susceptibilidad antibiética de Escherichia coli mcr-1

La especie Escherichia coli se caracteriza por ser muy susceptible a generar
multirresistencias, generando un problema para tratamientos antibiéticos eficaces (Aguilar,
2015). Aunque Escherichia coli no se caracteriza por tener una resistencia a carbapenémicos
o colistin, en el pais, no se ha investigado ampliamente el estado actual de estas resistencias

(Ortega P. et al., 2016) (Mendes V. et al., 2019).

En este estudio, con respecto a los carbapenemicos ertapenem, imipenem y meropenem las
muestras presentaron un 100% de sensibilidad dato similar al estudio de Wang (2017) el cual
obtuvo 97%, 99% y 100% de sensibilidad respectivamente por el método de CIM, de igual
manera respecto al estudio de Cao (2018) donde todos sus aislamientos de mcr-1 fueron

susceptibles a carbapenemicos, ya que estos antibidticos son muy estables a la hidrolisis
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causada por BLEE (Wang et al, 2017) (Cao L et al, 2018) (Aguilar, 2015). En contraste,
ninguno de los asilamientos mcr-1 positivos resultaron resistentes a imipenem, ertapenem y
meropenem, dato exactamente igual al reportado por Garcia (2018) el cual investigo mcr-1,
mcr-4 y mcr-5 dando como resultado un perfil de susceptibilidad igual al reportado en este
estudio y a un estudio en Argentina y Canada por Tijet (2017) donde todos sus aislamientos

fueron susceptibles a estos antibiodticos (Garcia et al., 2018) (Tijet N. et al, 2017).

En este estudio, dos muestras 1,33% fueron positivas para el gen mcr, presentaron
sensibilidad al colistin mediante CIM, dato similar al reportado por Giani (2018) donde
obtuvo un 1,77% de prevalencia de sensibilidad a colistin en muestras positivas para el gen
mcr, aunque por el momento no se tiene una explicacion exacta de este fendmeno, segln se
deduce es posible que en la prueba de CIM la resistencia a colistin se encuentre asociada a
diferentes genes que confieren resistencia cromosomica a variantes del gen mcr o a otros
polipéptidos de las Escherichia coli (Giani T et al, 2018) (Ugarte R. et al, 2018). Sin embargo
datos son contrario al de Fernandez (2016) el cual obtuvo un 0,16% de muestras susceptibles
a colistin, y también al estudio de Wise (2018) que recolecto muestras en los 5 continentes
entre el afio 2014 — 2016, obteniendo como resultado ningun aislado positivo para mcr que

sea sensible al colistin (Fernandes et al, 2016) (Wise et al, 2018).

Es importante recalcar que el gen mcr que confiere resistencia al colistin, puede pasarse por
alto en paises como Brasil, segin un estudio realizado por Fernandez (2016) donde por
protocolos internos Gnicamente a las cepas resistentes a carbapenémicos se les evalua la
susceptibilidad al colistin, esto puede deberse también a un bajo nivel de resistencia que
presenta la bacteria y que puede contribuir a una diseminacion silenciosa del plasmido, y
estos resultados pueden pasarse por alto si solo se prueba colistin en aislamientos resistentes

a colistin; se conoce gque aproximadamente desde el 2012 existe una posible transmision del
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gen mcr hacia América del Sur por viajeros provenientes desde Europa y Asia segun Arcilla
(2016), donde la diseminacion de patdgenos resistentes entre esto Escherichia coli mcr-1, se
asocian a las altas tasas de fracaso al tratamiento y al uso de multiantibioticos (polimixinas)
principalmente en las unidades de cuidados intensivos (Fernandes et al, 2016) (Arcilla et al,

2016).

5.1.3 Gen de resistencia CTX-M presente en Escherichia coli positivo para
el gen mcr-1

A nivel mundial, la acumulacion de resistencias tanto intrinsecas como adquiridas a
antibioticos constituyen factores preocupantes dentro de la salud. Respecto al gen de la -
lactamasa CTX-M, de las muestras antes mencionadas (n=150) dos de estas, el 1.33% fueron
positivas para el gen CTX-M 15 con presencia simultanea del gen mcr-1, dato similar al de
Wise (2018) que obtuvo un 1% de muestras portadoras del gen CTX-M y mcr, también
similar al estudio de en Bolivia, donde se observé un 1,78% de Escherichia coli positivos
para mcr y el gen CTX-M (Wise et al, 2018) (Giani T et al, 2018). Asi mismo, el Centro
Nacional de Investigacion de Referencia del Ecuador (2018) en el mismo afio de este estudio

2018 revela que un 3,52% de muestras presenta el gen mcr y CTX-M (CRN-RAM, 2019).

Por otra parte las muestras positivas a CTX-M 15 resultaron resistentes a cefepime,
cefotaxima y ceftacidima, dato igual al reportado de un aislamiento canadiense por Tijet
(2017), Zhang (2016) y al de Guiral (2011), que demostrd la resistencia a cefalosporinas
debido a la coexistencia con el gen de la f-lactamasa CTX-M 15 (Tijet N. et al, 2017) (Zhang

R (2) et al, 2016) (Guiral E et al, 2011) (Moremi et al, 2017).

En este estudio, 68% de las muestras resultaron resistentes para las quinolonas levofloxacina
y ciprofloxacina, dato similar al de Gurnee et al (2015) el cual obtuvo el 91% de aislamientos
de Escherichia coli resistente a multiples antibidticos, esto podria explicarse ya que estos
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antibioticos son utilizados como primera opcion terapéutica para infecciones
gastrointestinales, ademéas el patdgeno comin para una persona sana, adulto o nifio/a es

Escherichia coli con una prevalencia alta de ser resistente a quinolonas (Gurnee et al, 2015).

5.1.4 Relaciones entre las preguntas de la encuesta y Escherichia coli con
el gen mcr-1

De acuerdo a los analisis de las preguntas de la encuesta, la convivencia con animales
domeésticos o de granja es muy diversa y no se establece una relacién estadisticamente
significativa entre ser portador del gen mcr-1 y habitar con estos animales; Wang (2017)
explica que existe una asociacion debil entre ser portador de Escherichia coli mcr y vivir
cerca de granjas de animales, dato contrario al de Yi-Yun (2016) el cual mostro una estrecha
relacién entre ser portador de Escherichia coli mcr-1 y convivir con animales de granja y
sus practicas de cria (Wang et al, 2017) (Yi-Yun L. et al., 2016). Sin embargo, en China se
investigo las heces de un paciente positivo para el gen mcr-1 que trabajaba en una tienda de
animales, donde 5 perros y 2 gatos poseian el gen mcr en sus heces, obteniendo como
resultado que 4 cepas de Escherichia coli mcr-1 positivo de perros se relacionaban
clonalmente con la cepa positiva para mcr-1 del paciente como detalla Lei (2017), lo que
sugiere que las Escherichia coli portadoras del gen mcr y sus variantes pueden ser
transferidos de animales de compafiia 0 domésticos a los seres humanos (Lei L. et al., 2017)
(Zhang (3) et al, 2016). También en el Ecuador, Ortega (2019) descubri6 que 20 de 50 heces
de perros recolectadas de un parque publico en la ciudad de Quito presentaban el gen mcr-1
(Ortega D et al., 2019). Por lo tanto segln este estudio es muy llamativo que pacientes que
manifestaron vivir con perros, gatos y gallinas posean el gen mcr-1 en sus heces, este dato
podria inferir que los animales mencionados poseen este gen y pudo haberse transmitido de

animales a humanos (Dalmolin T. etal., 2018) (Liu Y. et al, 2016). Es importante mencionar
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que la mayor cantidad de publicaciones sobre transferencia de genes resistentes al colistin
se relacionan con cerdos y en este estudio no se obtuvo ningin paciente positivo para el gen
mcr-1 que conviva con estos animales (Yi-Yun L. et al., 2016). Otro dato llamativo es que
4 pacientes no poseian ningun animal, pero presentaron el gen mcr-1, este dato puede ser
explicado ya que el centro de salud de donde se tomaron las muestras se encuentra en el &rea
rural de la ciudad de Quito donde habitan una gran cantidad de animales de granja
especialmente mamiferos, por lo tanto puede que el gen haya sido contraido al tener un

contacto indirecto con estos animales (Brito J. et al., 2019).

Segun el alimento consumido por el paciente previo a acudir al centro de salud, se pudo
determinar que por la gran variabilidad de respuestas, no es posible establecer una relacion
directa entre el alimento y la presencia de Escherichia coli con el gen mcr, sin embargo en
Argentina Dominguez (2019) presento un reporte en el cual analiz6 muestras de pollos de
corral Escherichia coli mcr-1 positivos frente a reportes de Escherichia coli mcr-1,
mostrando una diseminacion efectiva por transferencia horizontal mediada por plasmidos ya
que se observd los mismos plasmidos de los aislamientos en pollos como en los de humanos
(Dominguez et al, 2019). Sin embargo, 4 pacientes positivos para Escherichia coli portador
del gen mcr-1 refirieron haber consumido carnes rojas previa a la recolectar sus muestras
fecales, esto puede deberse a la falta de coccion de los alimentos, los cuales pueden ser
portadores del gen mcr-1 y de esta manera haberse transferido a los pacientes. También es
importante mencionar que existe una mayor deteccion del gen mcr-1 en alimentos que se
consumen sin cocinar 0 son procesar como vegetales o frutas, pudiendo explicar que en este
estudio 2 pacientes que consumieron vegetales previos a la entrega de sus muestras fecales,
resultaron ser positivos para el gen mcr-1 (Yang F. et al., 2019). Es importante destacar que
la aplicacion de estiércol animal como abono para plantas productoras de alimentos es un

factor predisponente para la transmision de bacterias productoras de mcr-1 (Zheng B. et al.,
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2017). En un estudio realizado en Egipto se detect6 el gen mcr-1 en lacteos de venta popular,
lo que sugiere que puede existir una relacion de transferencia de genes horizontal entre los
2 pacientes positivos para el gen mcr-1y haber consumido este alimento (Hammad A. et al,
2019). Aunque hay datos limitados sobre la diseminacion del gen mcr-1 en huevos de gallina
y embutidos para consumo humano, la presencia Escherichia coli y Salmonella spp. en aves
de corral y granjas porcinas son considerados un factor de riesgo directo al ser capaces de
transferir genes de resistencia como BLEE y mcr (Del Bianco F. et al., 2018) (Verraes C. et

al., 2013).

Finalmente cabe destacar que la resistencia al gen mcr esta mediada por plasmidos, en un
estudio del estado del arte realizado a nuestra region Sudamérica y el Caribe sobre la
prevalencia del gen mcr, se encontré que el plasmido IncX4 es el més frecuente en este
territorio, pudiendo ser el vector clave responsable de la diseminacion del gen mcr-1 en

América Latina (Mendes V. et al., 2019).

5.2 CONCLUSIONES

La prevalencia obtenida en este estudio sobre la deteccion del gen mcr y sus variantes sugiere
que la propagacion del gen mcr-1 es alta a nivel comunitario, en los pacientes que acuden al
Centro de Salud de Guamani, lo que representa un mecanismo de resistencia relevante en

contexto, por lo tanto, debe prestarse mucha atencion a la deteccion oportuna de este gen.

Aungue no se encontrd una relacién estadisticamente significativa entre el alimento
consumido antes de acudir al centro de salud, varios estudios demostraron que el gen mcr-1
podria ser capaz de transmitirse horizontalmente a través de la cadena alimentaria,

generalmente entre aves y humanos, por sus numerables reportes actualmente.
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Por la gran variedad de datos respecto al animal de convivencia con los pacientes, se
determiné que no existe una relacion estadisticamente significativa entre ser portador de
Escherichia coli positivo para el gen mcr y poseer un animal doméstico o de granja, existen
varios estudios que apoyan posibilidad de transmitir el gen mcr-1 de animales domésticos o

de compafiia hacia los humanos, especialmente perros y gatos.

Respecto a la relacion entre la edad y genero de los pacientes con ser portador de Escherichia
coli positivo para el gen mcr-1, la prueba estadistica de chi cuadrado demostré que no existe
relacion significativa entre estas variables, no obstante se observo que en esta poblacion la

mayor prevalencia de casos se reportd en nifias con una media de edad de 5,7 afios.

Las cepas de Escherichia coli portadoras gen mcr-1 y el gen CTX-M 15, presentaron un
patron esperado en la CIM, con excepcion de 2 muestras 1,33% de mcr-1 que resultaron
sensibles a colistin, posiblemente esta condicion se encuentra asociada a diferentes genes
que confieren resistencia cromosomica a variantes del gen mcr-1 o a los polipéptidos de las

Enterobacteriaceae.

Por la importancia que presenta este antibidtico utilizado de Gltima linea para tratamientos
hospitalarios contra bacterias Gram negativas, es importante conocer el tipo de mcr que
puede manifestarse ya que complica la interpretacion del perfil de susceptibilidad manual o
automatizado, de aqui la importancia de confirmar fenotipicamente las muestras después de

su analisis molecular.

Si bien no existe una relacion directa entre ser portado de Escherichia coli positivo para el
gen mcr con tener ademas el gen CTX-M, es muy importante garantizar una vigilancia activa
frente a colistin mediante el método de microdilucion en caldo, ya que varios paises tienen

como protocolo solamente investigarlo si el perfil de susceptibilidad del primer analisis,
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resulta resistente a carbapenémicos, pudiendo generar una diseminacion silenciosa de genes

de resistencia como mcr y sus variantes.

Esta informacion actualizada sobre la aparicion de genes mcr en aislamientos bacterianos en
heces de humanos es esencial para anticipar las tendencias a futuro con respecto a la

prevalencia y la diseminacion de la resistencia por plasmidos al colistin.

5.3 RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar de manera prioritaria, estudios epidemioldgicos para evaluar la
prevalencia del gen mcr y sus variantes, asi como la administracion de antibidticos con la
finalidad de monitorear multirresistencias, evitando la propagacion de estos mecanismos de

resistencia.

La monitorizacion continua es muy importante para determinar la prevalencia del gen mcry
sus variantes entre bacterias gran negativas tanto en humanos, animales y medio ambiente.
Por la elevada prevalencia del gen mcr-1 encontrada en Escherichia coli, se recomienda
continuar con estudios complementarios que puedan identificar las variantes del gen mcr-1
como la caracterizacion y secuenciacion del plasmido responsable de su expresion. Asi como

alinear los resultados para compararlos con la base de datos en el GeneBank.

Debido a que ciertas muestras presentaron el gen mcr pero no expresaron resistencia, es
recomendable realizar estudios mediante Real Time PCR para conocer de manera

cuantificada la cantidad de ADN presente.

La reevaluacion de la aplicacion de colistin en animales como promotor de crecimiento y a
su vez la implementacién de un cribado constante de animales en pie y carne a la venta para
genes mcr seria una medida muy importante para prevenir la propagacion de estos genes a
humanos por transferencia horizontal.
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Se podria profundizar estudios sobre la prevalencia del gen mcr a nivel hospitalario, y entre
comunidades de la costa, sierra y oriente ecuatoriano con el fin obtener datos que aporten

para su control.

Es importante prestar atencion a los protocolos utilizados por los laboratorios ya que se
puede pasar por alto diferentes fenotipos de mcr ya que suelen ser susceptibles a
carbapenémicos, y esto puede contribuir a la diseminacion silenciosa de la resistencia al
colistin. De todos modos, se deberia hacer conocer a todos los laboratorios de microbiologia
del pais sobre el manual de vigilancia de resistencia a los antimicrobianos dotada por el

INSPI para conocer como proceder.
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ANEXOS

Anexo 1. Materiales, reactivos y equipos del laboratorio.

Reactivos, Agares y otros

Materiales

Equipos

- MacConkey

-  TBXAgar BD
- TE1X

- Agarosa

- Green Taq

- Ladder 100pb

- Primers reverse 1,234y 5

mcr

- Primers forward 1,2,3,4y 5

mcr

- Bromuro de etidio

- PCR kit

- Cajas mono Petri

- Asas calibradas

- Tubos Eppendorf de 2 ml
- Tubos Eppendorf de 1 ml
- Guantes de manejo

- Gradillas

- Tubos de vidrio de 10 ml
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- Termociclador
BioRad C-1000

- Termomixer

- Pipetas
automaticas

- Centrifuga

- Incubadora



Anexo 2. Autorizacion por parte del INSPI-Quito

Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador
Facultad de Medicina,
Carrera de Bioquimica Clinica

Quito 30 de agosto de 2018

Dra. Mayra Beatriz Wilca Pumagualli
Coordinadora

Zonal 9 del Instituto de Investigacién en Salud Publica “Dr. Leopoldo Izquieta Pérez”
INSPI - LIP

De mi consideracion. —

!’or medio de la presente solicito a usted autorice la realizacion del 'pm)"{c“‘ de
investigacion en colaboracién con el Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los
Antimicrobianos — Proyecto AGISAR, el cual sera realizado por ¢l estudiante:

- Sr.Kenny Alcjandro De La Torre Sanchez con ClI: 171816675-2, preplan para el
Trabajo de Titulacion intitulado: “Determinacion de la presencia del gen mcr y sus
variantes presentes en Escherichia coli aisladas de muestras fecales de pacientes
captados en el Centro de Salud Tipo C de Guamani en Quito en el 2018™

El trabajo se realizara con aislados dc Escherichia coli provenientes de muestras de heces
fecales de pacientes con diagnéstico presuntivo de gastroenteritis: que acuden a
emergencias del Centro de Salud Tipo C de Guamani, para lo cual autorice ¢l uso dc las
instalaciones y muestras de heces obtenidas por el INSPI como parte del Proyecto
AGISAR. La relacién entre el instituto y el tesista no implica un vinculo laboral y es
netamente de formacion académica sin remuneracion alguna.

Por lo anteriormente sefalado solicito a usted su colaboracion para que los estudiantes
realicen el trabajo de titulacion y el oficio correspondiente a este pedido. Seguro de contar
con su colaboracién a esta actividad académica de beneficio para la comunidad y de
relevancia cientifica para las dos instituciones anticipo mi agradecimiento.
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Anexo 3. Aprobacion del CEISH INSPI LIP.

Notificacion de la revision del Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos
(CEISH) del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica ~Leopoldo
Izquieta Pérez (INSPI-LIP)

Para: Eduardo Villacis Msc.

Titulo del Protocolo: “*Prevalencia y resistencia antimicrobiana de Campylobacter,
Salmonella y E. coli ESBL en granjas avicolas, carne de aves de corral y casos de
gastroenteritis humanos de octubre 2017 a julio 2018 en el Distrito Metropolitano
de Quito.”

Protocolo #: CEISH-INSPI-005

Version: 2 (Modificaciones al Protocolo de Investigacion)

Fecha de resolucion: 5 de Octubre del 2017

Resolucion: APROBADO

Por medio de la presente se certifica que el estudio de investigacion, “Prevalencia y
resistencia antimicrobiana de Campylobacter, Salmonella y E. coli ESBL en granjas
avicolas, carne de aves de corral y casos de gastroenteritis humanos de octubre 2017
a julio 2018 en el Distrito Metropolitano de Quito.”, fue revisado por el Comité de Etica
de Investigacion en Seres Humanos (CEISH) del Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Publica —Leopoldo Izquieta Pérez (INSPI-LIP).

LLos miembros del CEISH del INSPI LIP dictaminan que una vez efectuada la evaluacion
del protocolo mediante una reunién ordinara el dia 20 de septiembre del 2017, donde se
emitié la aprobacion condicionada a modificaciones, y asi mismo que luego de haber
receptado y aprobado todas las modificaciones solicitadas emiten su resolucién final de
APROBADO.

Cabe mencionar que la aprobacion emitida mediante este documento comprende el periodo
de duracion prevista para la investigacion en cuestion. Asimismo se le informa que, todo
promotor e investigador esta en la obligacion de reportar cualquier evento adverso grave
(esperado o no esperado) al CEISH del INSPI-LIP. En caso de existir, se realizara el
seguimiento de los eventos adversos graves con el investigador principal para garantizar
la seguridad de los pacientes. Con este fin se podréan solicitar los informes necesarios, en
caso de presentarse eventos adversos graves o inesperados.

Avisos importantes:
« No realice modificaciones al protocolo una vez este haya sido aprobado.
«  Si se requieren cambios adicionales, estos deben ser presentados como una enmienda.

Sin mas por afadir v en caso de requerir informacion adicional dirijalas al CEISH del
INSPI-LIP, a la direccion: Calle Iquique N14-285 y Yaguachi, Sector el Dorado. Puede
encontrar informacion adicional en el sitio web del CEISH,
http://www.investigacionsalud.gob.ec/webs/ceish/, o de manera directa a su Secretaria,
Natalia Carrion, al email ncarrion/@inspi.gob.ec.
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Cordialmente,

Ana Lucia Ruano Phd.
Presidenta del Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos (CEISH) del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica-Leopoldo lzquieta Pérez (INSPI-LIP)

6 de Octubre del 2017
Fecha de Correspondencia
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Anexo 4. Autorizacién de la Direccidén Nacional de Inteligencia Para La Salud

MINISTERIO |
DE SALUD PUBLICA

Coordinacion General de Desarrollo Estratégico en Salud
Direccién Nacional de Inteligencia de la Salud

Oficio Nro. MSP-DIS-2017-0192-0)

Quito, DM 14 de diciembre de 2017

Asunto: Evaluacion del Estudio Observacional MSPCURIOD0234-5

Sefora Doctora

Tania Jacqueline Mori Lucero, Mgs.

Directora Ejecutiva INSPL{Encargada)

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA - INSPI -
DR. LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ

En su Despacho

D mi consideracion:

En respuesta al Oficio Nro. INSPI-2017-1235-0F1 Guayaquil, 08 de diciembre de 2017
emitido por la Dra. Tania Mori, ¥ en alcance al oficio Nro.19555 con fecha 11 de
diciembre del afio en curso emitido por el Investigador Principal Christian Burgos, una
vez evaluado el protocolo del estudio observacional titulado: * Prevalencia v resistencia
antimicrobiana de Compylobacter, Salmonella v E. coli ESBL en granjas avicolas, carne
de aves de corral v casos de gastroenferitis humanos de diciembre 2007 a fulio 2009 en
el distrite Metropolitano de Ouito”, codificado por la Direccion Nacional de Inteligencia
de la Salud como: MSPCURID00234-5 v una vez cumplidos 1os requisitos minimos para
la evaluacion del mismo, efectuando ademds con las sugerencias realizadas por la
Dvireccion Nacional de Inteligencia de la Salud v la Direccidn Nacional de Vigilancia
Epidemioligica, se APRUEBA la version adjunta del protocolo v se remite informe
LEcnico.

Le recordamos que una ver finalizada la investigacion, es responsabilidad del
investigador principal enviar a esta Direccidn y a la Direccion Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica los resultados de la misma; asi como las publicaciones que se realicen
como producto de este estudio.

La Direccidn MNacional de Inteligencia de la Salud, aprueba los protocolos de los estudios
observacionales en el dmbito de sus competencias, en base a una revision de la calidad
metodoligica v ética de los estudios. Sin embargo, el contenido, la auwtoria y la
responsabilidad sobre los resultados del eswdio corresponden al investigador principal.
Cabe mencionar gue s1 bien los resultados podrian contribuir a la salud pablica, éstos no
son de cardcter vinculante para esta Cartera de Estado.

Con sentimientos de distinguida consideracion.

O LA FEFOBLICA Av. Repiiblica de El Salvador 36-64 y Suecia
) DEL ECUADOR Cadigo Postal: 170515 Teléfono: 583 (2) 3814400
* Cecurmmnio guaarad par Qg wyw salud.gob.ec
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MINISTERIO ,
DE SALUD PUBLICA

Coordinacidén General de Desarrollo Estratégico en Salud
Direccidn Macional de Inteligencia de la Salud

Oficio Nro. MSP-DIS-2017-0192-0

Quito, D.M., 14 de diciembre de 2017

Atentamente,

Documento firmado elecirdnicamente

Med. Ronny Alejandro De La Torre Cevallos
DIRECTOR NACIONAL DE INTELIGENCIA DE LA SALUD

Referencias:
- MSP-DIS-2017-0028-E

Anexos:
- proyecty agisar inspi_crmram pdf
- protocolol 162532001 513272978 pdf
- informe_mapeuri0234-505 1321600151 3274567 pdf

Copia:
Sefiorita Ingeniera
Carolina Estefania Echeverria Andrade
Espectalista de Investigackin v Andlisis 1
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Anexo 5. Consentimiento Informado Proyecto AGISAR — INSPI

Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
Consentimiento Informado

Titulo de la investigacion: Prevalencia y resistencia antimicrobiana en Campylobacter, Salmonella 'y E. coli
ESBL, en granjas avicolas, carne de aves de corral y casos de gastroenteritis en humanos de octubre 2017 a

julio de 2018 en el Distrito Metropolitano de Quito.
Version y Fecha: Version #1, 20 de noviembre 2017

Centro de Investigacién: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia Universidad Central del Ecuador,

Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica.
Investigador Principal: Dr. Christian Vinueza, M.Vet.Sci, M.Tro.Ani.H. PhD
Informacidén y contactos: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Unidad de Investigacion de Enfermedades Transmitidas por Alimentos y

Resistencias a los Antibidticos (UNIETAR)

Universidad Central del Ecuador, Ger6nimo vy Gato Sobral  Tel. (+593)

999831304
E-mail: cvinueza@uce.edu.ec

Co-investigador: MSc José Eduardo Villacis Acufia., responsable del Centro de
Referencia Nacional de Resistencia Antimicrobiana, T: (+593) 02552715 / (+593)

02509625
1. Introduccién

Usted ha sido invitado a participar en esta investigacion que tiene por objetivo comprender cémo las
enfermedades causadas por microorganismos en pollos pueden ser transmitidas a los seres humanos y causar
gastroenteritis. Si usted quiere participar, puede tomarse un tiempo para decidir con su familia si desea 0 no

participar. Este formulario incluye un resumen de la informacion que los investigadores quieren compartir con
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usted. Si decide participar en este estudio, usted recibira una copia de este documento. Por favor haga todas

las preguntas que desee para comprender bien la propuesta de este estudio.

2. ¢Cual es la propuesta de este estudio?

Este es un proyecto de investigacion de La Universidad Central del Ecuador y el Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica que tiene por objetivo entender como las enfermedades causadas por
microorganismos en pollos pueden ser transmitidos a los seres humanos. El objetivo general es mejorar la salud
por medio de una mejora mas efectiva y eficiente en la crianza de aves usadas para consumo Yy del sistema de
vigilancia de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) del sistema nacional de salud. Los objetivos
de este estudio son determinar si los microorganismos que mas cominmente portan las aves son transmitidos
y causantes de gastroenteritis en los seres humanos. Caracterizar las practicas de manejo en la produccion de
aves de corral que permiten la transmision de enfermedades causadas por microorganismos a las personas y

mejorar el sistema de vigilancia de las ETAS.

3. ¢ Existen beneficios para usted, como participante y/o para la comunidad?

Se realizaran analisis de laboratorio de las heces de su persona o hijos (coproparasitarios y bacteriolégicos) y
se le entregarén los resultados dentro de 15 dias desde la fecha de entrega de la muestra siempre que estas se
encuentren dentro de los criterios de inclusion del estudio, es decir que cumplan con ciertos requerimientos

emitidos por el personal de laboratorio capacitado para ello.

4. ; Cuanta gente estara participando en este estudio?

300 personas mayores de 2 afios que vivan en el Distrito Metropolitano de Quito.

5. ¢C6mo se llevara a cabo este estudio?

Primero, le voy a leer el formulario de consentimiento, luego le haré un cuestionario que tiene que responder
oralmente. Luego le pediremos que nos permita usar para el estudio la muestra de heces frescas suya o de su
nifio/a que fue llevada al centro de salud donde fue atendido. Nosotros analizaremos la muestra en busca de
signos de exposicion a bacterias provenientes de los pollos. Esto nos ayudara a encontrar si usted o su nifio/a

ha sido expuesto a estas bacterias y si fueron las causantes de la gastroenteritis.
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6. (Cuanto de mi tiempo necesita este estudio?

La explicacion del estudio tomard 5 minutos, y contestar la encuesta entre 5 minutos, un total de

aproximadamente 10 minutos de su tiempo.

7. ¢Cuales son los riesgos de participar en este estudio?

No existen riesgos por participar en esta encuesta, ni riesgos médicos para usted, su hijo o hija por participar

en este estudio.

8. ¢La informacion de las muestras colectadas sera confidencial?

Lo que hablemos con respecto a usted o su nifio/a se mantendra en privado, para proteger la privacidad de
usted, su nifio/a. Mantendremos los registros bajo un cédigo en lugar de su nombre. Mantendremos los registros
en un lugar seguro y solo el personal del estudio podra usarlos. Su nombre o el de su nifio/a, u otra informacién
gue pueda sefialar a usted o a otros miembros de la familia no seran presentados en este estudio o resultados

de la publicacion.

El Comité de Bioética del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica, es una entidad que tiene acceso
a la informacién por seguridad y asuntos éticos para supervisar la seguridad de la investigacion y su

cumplimiento.

Solo la gente directamente involucrada con la investigacién, que son Dr. Christian Vinueza y MSc. José

Eduardo Villacis, sabran su nombre.

o  Sunombre no sera mencionado o incluido en ninguna publicacion o reporte.

o Lainformacidn sera guardada y almacenada de la siguiente manera: El cuestionario y todas las
muestras seran rotulados con un c6digo. Su nombre Unicamente estard en el consentimiento
informado que serd guardado por separado. Su nombre no estard ni en el cuestionario ni en las
muestras. Las muestras pueden ser almacenadas por 3 afios después de su completo estudio. Esto
quiere decir que se guardaran hasta que se hayan completado todos los analisis de laboratorio,
incluyendo la investigacion de otros tipos de microorganismos, de ser necesario. Las muestras se
descartaran luego de 3 afios después de que se haya completado el estudio a menos de que usted

permita que los investigadores almacenen su muestra para futuros usos.
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9. ¢ Cudles son sus opciones?

La participacion en este estudio es voluntaria. Después de que haya escuchado toda la informacién, usted puede

escoger si participa o no, o puede retirarse en cualquier momento durante la entrevista.

Si usted accede a participar, debe firmar 2 copias de este consentimiento. Una es para que usted la guarde; yo
también firmaré en esa copia. El consentimiento tiene informacion acerca del estudio asi como nuestros
contactos. El otro formulario de consentimiento nos sirve para tener un registro de que usted accedi6 a ser parte
de este estudio. Este sera archivado en sobre sellado, separado de cualquier resultado del estudio. No existe
un numero en este consentimiento. Solo el Investigador Principal (Christian Vinueza, PhD) y el Co-

Investigador (José Eduardo Villacis, MSc.) tendrén acceso a estos archivos.

10. ¢ Cuénto tiene que pagar para participar en este estudio?

Usted no debe pagar por participar en este estudio.

11. ¢ Usted recibira alguin pago por participar en este estudio?

Usted no recibird ningun pago por haber participado en este estudio.

12. ¢ Qué derechos tiene usted si participa en este estudio?

La participacion en este estudio es voluntaria. Después de que usted haya escuchado toda la informacién leida,

usted puede escoger no participar, o puede retirarse en cualquier momento de la entrevista.

13. ¢ A quién debe llamar si tiene alguna pregunta o problema?

Si tiene alguna pregunta acerca de este estudio, por favor llame o envie un e-mail a: Co-Investigador: MSc
José Eduardo Villacis Acufia., responsable del Centro de Referencia Nacional de Resistencia Antimicrobiana,

T: (+593) 02509625 (+593) 02552715

14. Consentimiento Informado:

Entiendo los riesgos y beneficios de mi participacion en este estudio de investigacion. He tenido suficiente
tiempo para revisar este documento, y el lenguaje usado fue claro. Todas mis preguntas han sido respondidas

y he recibido una copia del formulario de consentimiento informado.
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Acepto que los investigadores usen mi muestra fecal o la de mi SI() NO ()

Hijo/a.

Permito que los investigadores almacenen la muestra de heces

para futuros estudios de diarreas: SI() NO ()

(A los padres/cuidador(a)) Me han explicado oralmente de qué se trata

el estudio y he contestado todas mis dudas y preguntas. Acepto que los

investigadores usen la muestra de las heces fecales para analisis SI( ) NO ()

Datos del Participante:

Nombres Completos del paciente:

Edad del paciente:

Nombres completos padre/madre o cuidador:

Numero telefénico fijo y celular:

Direccion:

Género:

Por medio del presente acepto voluntariamente participar en este estudio firmando a continuacion.

Firma del participante o representante legal (para menores) Fecha

Nombre del investigador que explicé el consentimiento informado:

Firma del investigador Fecha
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Cuestionario Flash:

No. | PREGUNTA RESPUESTA cODI | SALT
GO (@)
1
¢(Qué alimento consumid antes de | Qué alimento:
presentar el episodio de diarrea?
No responde: X
Anotar especificamente el alimento
consumido
Encasa: 1
2
¢Donde consumio este alimento? Mercado:2
Restaurante:3
Otro:
No responde: X
Si: 1
No: 0
¢Consume  carne?  ;Con que
3 A veces:2
frecuencia a la semana?
Anotar frecuencia:
No responde: x
4 ¢ Qué tipo de carne? Pollo:1
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Carne:2

Pescado:3

Otra:4

Otros tipos de carne? :

No responde: x

¢Do6nde compra la carne?

Despensa del barrio: 1

Mercado:2

Supermercado:3

Criadero:4

Son mis propios animales:5

Otro:

No responde: x

¢ Posee animales en la casa?

Si: 1

No:0

No responde: x

¢ Qué tipo de animales?

Perros: 1

Gatos:2

Pajaros:3

Cerdos:4

Vacas:5
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Ovejas: 6

Gallinas:7

(Colocar  todas

encontradas en

No responde: x

el

especies

hogar)

animales

Otro:

Si: 1
¢Ha tomado antibioticos alguna vez? No: 0
8
(EXPLICAR) No recuerda: 2
No responde: X
Si: 1
¢Su médico le ha recetado los No: 0
9
P
antibiéticos? No recuerda: 2
No responde: x
Si: 1
¢Recuerda cuéndo fue la Gltima vez que
No: 0
10 tomo antibiéticos? y ¢como se
[lamaban? Nombre:
No responde: x
Si: 1
¢Para comprar los antibioticos tuvo que
11 No: 2

presentar la receta médica?

No responde: x
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Anexo 6. Protocolo de microbiologia para la identificacion de Escherichia coli mediante

cultivo y pruebas microbiologicas.

1. Procesamiento de las muestras de heces

1.1. Siembra de las muestras de heces en agar MacConkey.

1.2. Incubar a 37°C

1.3. Observar crecimiento a las 24 horas

2. Evaluacidn de colonias presuntivas de Escherichia coli

2.1. Evaluar la morfologia macroscopica de las colonias con el fin de evidenciar colonias medianas,
circulares y convexas con bordes definidos redondeados, fermentadoras de lactosa, con un color

rosado.

2.2. Evaluar la morfologia microscopica por tincion GRAM buscando bacilos GRAM negativos.

3. Verificacion a través de las pruebas bioguimicas

3.1. Prueba de Indol

3.2. Prueba de H2S

3.3. Prueba de motilidad

3.4. Prueba de RM/VP

3.5 Prueba de TSI

5. Almacenamiento de la cepa

5.1. Almacenamiento de la cepa en TE y en BHI+glicerol al 10% a una temperatura de -70°C. >
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Anexo 7. Control de la calidad de los medios de cultivo segun los pardmetros del CLSI 2017

y lanorma ISO/TS11133-2.

AGAR MacCONKEY

Microorganismo Caracteristicas Selectividad  Productividad  Resultado

Escherichia coli ~ Colonias rosadas y No Si Conforme

ATCC® 25922 bacilos Gram
negativos

Agar MacConkey Agar Mueller Hinton Resultado

Color Rojo Ambar Conforme

Volumen 25 mL c/u 25 mL (4 mm) c/u Conforme

Presentacion Mono Petri plastico Mono Petri pléastico Conforme

ph 7.1 7.3 Conforme

Esterilidad Sin crecimiento Sin crecimiento Conforme
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Anexo 8. Protocolo estandarizado de PCR convencional del laboratorio INSPI Quito - RAM.

Equipo: BioRad 1000

ETAPA I: Preparacion de reactivos

1. Limpieza de la cabina con alcohol y ARNasas

2. Colocar el material necesario

N° Material

1 Puntas de 0,2-10uL
2 Puntas de 2-20uL
3 Puntas de 20-200uL
4 Guantes 2 pares

5 Tubos de 500uL (ya rotulados)

6 Marcador Sharpie

7 Agua molecular

3. UV durante 20 min

4. Anfadir 66uL de Agua molecular al tubo de tapa verde (primers, sondas)

5. Anadir 66uL de Agua molecular al tubo de tapa blanca (primers, sondas y DNA de

IC)
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6. Afiadir 40uL de Agua molecular a cada estdndar (ya estan reconstituidos, estan

realizados alicuotas de 5uL)

7. Aifadir 40uL de Agua molecular al tubo de tapa transparente, CONTROL + (mezclar

pipeteando 10 veces de arriba abajo, concentracion final: 10° por cada 5ulL)
8. Almacenar los reactivos a -20°C

ETAPA Il: Preparacion de Master Mix

1. Limpieza de la cabina con alcohol y ARNasas

2. Colocar el material necesario

N° Material

1 Puntas de 0,2-10uL
2 Puntas de 2-20uL
3 Puntas de 20-200uL
4 Placa de PCR

5 Sellador FLU

6 Sellante (plastico)
7 Guantes 2 pares

8 Tubos de 500uL (2)
9 Marcador Sharpie
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10 Agua molecular

3. UV durante 20 min

4. Determinar el tamafio muestral.

5. Preparacion de la Taq Man: pipetear 60uL del vial 1B al 1A, identificar con el rétulo

que viene en el kit y almacenar a -20°C.

6. Realizar calculos para preparacion de la Master Mix segun el volumen de muestras.

7. Mezclar despacio, spin y transferir 15uL para cada pocillo a utilizar.

ETAPA 11l: Dispensar ADN

1. Preparar los ADN para dispensar

2. Afadir 5uL de ADN de muestra, STD o controles

3. Dispensar en el gel de agarosa

4. Una vez dispensado el ADN, sellar la placa y asegurar.

Fuente: ECDC, 2012/ ROCHE
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Anexo 9. Componentes de la reaccion de PCR para mcr y CTX-M.

Componente Volumen Concentracién final
GoTag® Green Master Mix 2X 15 pl 0,96X
Agua molecular 3ul N. A
mcr 1 Primer forward 0.5 ul 0.4uM
mcr 1Primer reverse 0.5ul 0.4 uM
mcr 2 Primer forward 0.5ul 0.4uM
mcr 2 Primer reverse 0.5ul 0.4 uM
mcr 3 Primer forward 0.5ul 0.4uM
mcr 3 Primer reverse 0.5 ul 0.4 uM
mcr 4 Primer forward 0.5 ul 0.4uM
mcr 4 Primer reverse 0.5 ul 0.4uM
mcr 5 Primer forward 0.5 ul 0.4uM
mcr 5 Primer reverse 0.5 ul 0.4 uM
ADN bacteriano/control 2 ul <250 ng
Volumen final 25 ul

Elaborado por: De La Torre, K. Obtenido de: (Rebelo et al., 2018).
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Componente Volumen Concentracion final
GoTag® Green Master 12 pl 0,96X
Mix 2X
Agua molecular 10 pl N. A
Primer forward 10 pM 1pl 0.4uM
Primer reverse 10 uM 1l 0.4 uM
ADN bacteriano/control 1l <250 ng
Volumen final 25 pl

Elaborado por: De La Torre K.
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Anexo 10. Condiciones para la amplificacion del gen mcr y sus variantes y para el gen CTX-

M.
Procedimiento Temperatura Tiempo # Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 3 minutos 30
Denaturacion 98°C 30 segundos 30
Hibridacion 58°C 30 segundos 30
Extension 72°C 1 minuto 30
Extension final 72°C 5 minutos 30

Elaborado por: De La Torre K.

Procedimiento Temperatura Tiempo # Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 3 minutos 30
Denaturacion 95°C 30 segundos 30
Hibridacién 52°C 30 segundos 30
Extensién 72°C 1 minuto 30
Extension final 72°C 5 minutos 30

Elaborado por: De La Torre K.
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Anexo 11. Manejo posterior de muestras y resultados del estudio.

Los desechos bioldgicos de este estudio fueron descartados por el departamento de desechos
del INSPI-Quito, siguiendo las normas de bioseguridad del instituto detalladas en el Anexo
14. Los desechos del area de bacteriologia fueron autoclavados y desechados en fundas rojas
rotulados como desechos infecciosos. Los desechos tdxicos utilizados en biologia molecular
como el bromuro de etidio fueron desechados en envases herméticos de polipropileno con
carbon activado y rotulado como sustancias quimicas peligrosas; todos estos desechos fueron

entregados a GADERE S.A que es la empresa encargada de la gestion ambiental de residuos.

El ADN obtenido en el estudio se almaceno en el cepario del INSPI Quito, y permanecera
por un periodo de 7 afios hasta que se procedera a descartarlo siguiendo las normas de

bioseguridad dadas por el INSPI — Quito.

La informacién obtenida en el estudio permanecera guardada por un periodo de 7 afios en la
computadora propiedad de INSPI y manejada por el tutor, posterior a esto la informacion

sera destruida.
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Anexo 12. Protocolo de purificacion de amplicones.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Mezclar en partes iguales el reactivo membrane binding con los amplicones.
Dejar a temperatura ambiente por un minuto en reposo.

Armar la columna de purificacion y afiadir la mezcla anterior.

Dejar a temperatura ambiente por un minuto en reposo.

Afadir 700 pl del reactivo membrane wash.

Centrifugar a 14.000 rpm durante un minuto.

Desechar el sobrenadante del tubo colector.

Secar el tubo.

Afadir 500 pl del reactivo membrane wash.

Centrifugar durante cinco minutos a 14.000 rpm.

Desechar el sobrenadante del tubo colector.

Secar el tubo.

Centrifugar durante un minuto a 14.000 rpm.

Colocar la columna en un tubo Eppendorf® de 1.5 ml.

Afadir 50 pl de agua molecular nuclease free.

Dejar a temperatura ambiente por un minuto en reposo.

Centrifugar durante un minuto a 14.000 rpm.

Quitar columna, tapar y sellar con Parafilm el producto final decantado.

Identificar de acuerdo con lo solicitado.
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Anexo 13. Control de calidad de la PCR.

Protocolo: MCR 1-5

Responsable: Kenny De La Torre S.

Fecha de realizacion: 09-01-2019

REACTIVOS

Agua molecular

Forward mcr 1 uM

Reversemcr 1 uM

Forward mcr 2 pM

Reversemcr 2 uM

Forward mcr 3 uM

Reversemcr 3 uM

Forward mcr 4 uM

Reversemcr 4 uM

MASTER MIX MULTIPLEX

CONCENTRACION

0.4 pM

0.4 pM

0.4 uM

0.4 uM

0.4 pM

0.4 pM

0.4 uM

0.4 uM

C+

3ul

05 pl

05 pl

0.5 ul

0.5 ul

05 pl

05 pl

0.5 ul

0.5 ul

114

3ul

0.5l

0.5l

0.5 ul

0.5 pl

0.5l

0.5l

0.5 ul

0.5 ul



Forward mcr 5 uM

Reversemcr 5 uM

TAQ 2X

C+

C-

VOLUMEN FINAL

0.4 uM 0.5 ul 0.5 ul
0.4 uM 0.5 ul 0.5 ul
0.96X 15 pl 15 pl
- 2ul -
- - 2ul
- 25 pl 25 pl

Protocolo: MCR 1-5

Responsable: Kenny De La Torre S.

Fecha de realizacion: 09-01-2019

ELECTROFORESIS

CARACTERISTICAS
Agarosa
Vol. amplicén
Voltaje
Tiempo
Ladder
Tincion

Vol. TAE 1X

CONDICIONES
2%
4 ul
85V
45 min
2 ul
Et Br

1L
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Anexo 14. Protocolo de eliminacién de desechos biolégicos.

v" Los medios de cultivo listos para su eliminacién seran transportados en contenedores, los
mismos que serdn auto clavados como medida de eliminacion de microorganismos. En el

caso de material de plastico, se emplearan bolsas autoclavables

v" El material usado en la esterilizacion de material contaminado debera ser resistente, para

evitar riesgos de ruptura y derrame en la recoleccion y el transporte.

v' Se debera controlar la efectividad de la esterilizacion a través de indicadores fisicos y

quimicos (cinta adhesiva)

v" Al momento de iniciar la esterilizacion en autoclave se debera alcanzar los 121°C, a partir

del cual se tomara el tiempo de 1 hora.

v En caso del uso de objetos cortopunzantes como por ejemplo puntas de vidrio,
inmediatamente después de utilizados se depositaran en recipientes de plastico duro o metal

con tapa, con una abertura a manera de alcancia, que impida la introduccion de las manos.

v/ Cabe indicar que el tratamiento de los desechos infecciosos y especiales se debe ejecutar en
cada establecimiento de salud, en este caso el INSPI-CZ9, para lo que se tomara en cuenta
el Reglamento para el Manejo de Desechos en Establecimientos de Salud, a fin a las

disposiciones del Ministerio de Salud Publica.

Fuente: OMS/PAHO
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