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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una importante amenaza para la
salud publica mundial, que dificulta el uso de antimicrobianos para el tratamiento
de infecciones bacterianas. En este estudio se caracterizaron los perfiles
fenotipicos y genotipicos de los determinantes de la resistencia a los
antimicrobianos en bacterias de origen clinico procedentes de procesos infecciosos
de pacientes atendidos en hospitales de Quito, Ecuador. Se analizaron 9 aislados
bacterianos seleccionados de la Coleccion Bacteriana - Quito Catdlica (CB-QCA)
del Laboratorio de Microbiologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador,
preservadas a -20°C y -80°C. Se analizaron: un aislado de E. coli, tres aislados de
Klebsiella pneumoniae, dos Proteus mirabilis y tres Pseudomonas aeruginosa. Las
pruebas de sensibilidad antibidtica fenotipica y las pruebas de mCIM y eCIM se
realizaron mediante el método de difusion en disco. La caracterizacién genotipica
de los genes de resistencia a betalactamicos y carbapenemasas se realizo
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los resultados revelaron
una alta prevalencia de resistencia entre los aislados, siendo los B-lactamicos, las
quinolonas y los aminoglucésidos las clases de antibiéticos mas comunmente
detectados. Los hallazgos resaltan la necesidad de una vigilancia continua de los
patrones de resistencia a los antimicrobianos.

Palabras clave: Enterobacterias; genes de resistencia; betalactamicos;
carbapenemasas; [-lactamasas (BLEE); serin [-lactamasas, metalo -
lactamasas.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is a major global public health threat, hampering the
use of antimicrobials for the treatment of bacterial infections. In this study, we
characterized the phenotypic and genotypic profiles of antimicrobial resistance
determinants in clinically derived bacteria from infectious processes in patients
treated in hospitals in Quito, Ecuador. Nine bacterial isolates selected from the
Catholic Bacterial Collection - Quito (CB-QCA) of the Microbiology Laboratory of the
Pontifical Catholic University of Ecuador, preserved at -20°C and -80°C, were
analyzed. One E. coli isolate, three Klebsiella pneumoniae isolates, two Proteus
mirabilis isolates, and three Pseudomonas aeruginosa isolates were analyzed.
Phenotypic antibiotic susceptibility testing and mMIC and eMIC tests were performed
using the disk diffusion method. Genotypic characterization of beta- lactam and
carbapenemase resistance genes was performed by polymerase chain reaction
(PCR). The results revealed a high prevalence of resistance among isolates, with 3-
lactams, quinolones and aminoglycosides being the most commonly detected
antibiotic classes. The findings highlight the need for continued surveillance of
antimicrobial resistance patterns.

Keywords: Enterobacteriaceae; resistance genes; beta-lactams; carbapenemases;
B-lactamases (ESBL); serine B-lactamases, metallo B-lactamasas.



OBJETIVO GENERAL

Caracterizar de forma fenotipica y genotipica determinantes de resistencia a
antimicrobianos en bacterias patogenas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Confirmar la identificacion bioquimica de los aislados bacterianos patogenas
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

- Confirmar la produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), serin
B-lactamasas, metalo B- lactamasas mediante pruebas fenotipicas.

- Confirmar la presencia de genes que codifican B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), genes que codifican serin B-lactamasas y genes que
codifican metalo B-lactamasas mediante reaccién en cadena de la polimerasa.
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El presente manuscrito, titulado “Caracterizacion fenotipica y genotipica de
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sido presentado para consideracidon de publicacién de la Revista Bionatura
Journal — Ibero — American Journal of Biotechnology and Life Sciences. El
manuscrito ha sido escrito siguiendo los lineamientos de la revista que se
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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una importante amenaza para la salud publica mundial, que
dificulta el uso de antimicrobianos para el tratamiento de infecciones bacterianas. En este estudio se
caracterizaron los perfiles fenotipicos y genotipicos de los determinantes de la resistencia a los antimicrobianos
en bacterias de origen clinico procedentes de procesos infecciosos de pacientes atendidos en hospitales de
Quito, Ecuador. Se analizaron 9 aislados bacterianos seleccionados de la Coleccion Bacteriana

- Quito Catolica (CB-QCA) del Laboratorio de Microbiologia de la Pontificia Universidad Catolica del
Ecuador, preservadas a -20°C y -80°C. Se analizaron: un aislado de E. coli, tres aislados de Klebsiella
pneumoniae, dos Proteus mirabilis y tres Pseudomonas aeruginosa. Las pruebas de sensibilidad antibidtica
fenotipica y las pruebas de mCIM y eCIM se realizaron mediante el método de difusion en disco. La
caracterizacion genotipica de los genes de resistencia a betalactdmicos y carbapenemasas se realizé mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los resultados revelaron una alta prevalencia de resistencia entre
los aislados, siendo los B-lactdmicos, las quinolonas y los aminoglucosidos las clases de antibidticos mas
comunmente detectados. Los hallazgos resaltan la necesidad de una vigilancia continua de los patrones de
resistencia a los antimicrobianos.

Keywords: Enterobacterias; genes de resistencia; betalactimicos; carbapenemasas; B-lactamasas (BLEE);
serin B-lactamasas, metalo -lactamasas.

ABSTRACT:

Antimicrobial resistance (AMR) is a major global public health threat, hampering the use of antimicrobials
for the treatment of bacterial infections. In this study, we characterized the phenotypic and genotypic profiles
of antimicrobial resistance determinants in clinically derived bacteria from infectious processes in patients
treated in hospitals in Quito, Ecuador. Nine bacterial isolates selected from the Catholic Bacterial Collection
- Quito (CB-QCA) of the Microbiology Laboratory of the Pontifical Catholic University of Ecuador, preserved
at -20°C and -80°C, were analyzed. One E. coli isolate, three Klebsiella pneumoniae isolates, two Proteus
mirabilis isolates, and three Pseudomonas aeruginosa isolates were analyzed. Phenotypic antibiotic suscepti-
bility testing and mCIM and eCIM tests were performed using the disk diffusion method. Genotypic charac-
terization of beta-lactam and carbapenemase resistance genes was performed by polymerase chain reaction
(PCR). The results revealed a high prevalence of resistance among isolates, with B-lactams, quinolones and
aminoglycosides being the most commonly detected antibiotic classes. The findings highlight the need for
continued surveillance of antimicrobial resistance patterns.

Keywords: Enterobacteriaceae; resistance genes; beta-lactams; carbapenemases; -lactamases (ESBL); serine
B-lactamases, metallo B-lactamases.



mailto:sbtamami@puce.edu.ec

INTRODUCCION:

La resistencia a los antimicrobianos esta aumentando en todo el mundo a niveles alarmantes y constituye uno
de los problemas de salud mas frecuentes en la actualidad. Seglin la Organizacién Mundial de la Salud, OMS,
la resistencia antimicrobiana es una emergencia de salud publica. Actualmente en todo el mundo se propagan
nuevos mecanismos de resistencia bacteriana y ponen en riesgo la eficacia en el tratamiento de enfermedades
infecciosas comunes en nuestra sociedad!.

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es la capacidad que tienen las bacterias, los virus, los hongos y
los parésitos de permanecer inmune a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de los antibidticos y otros
medicamentos antimicrobianos .

Laresistencia a los antimicrobianos puede ser intrinseca o adquirida. Los mecanismos de resistencia intrinseca
son de origen natural y se deben a los rasgos genéticos propios de cada microorganismo. La resistencia
intrinseca es propia de cada bacteria por ejemplo, todos los Gram negativos son resistentes a la vancomicina,
y esta situacion no es variable. Se transmite de generacion en generacion de forma vertical. La resistencia
adquirida es variable y puede producirse a través de mutaciones, por cambios en la secuencia de bases del
ADN, o por trasmision de material genético extracromosomico procedente de otras bacterias. En este tltimo
caso, la transferencia de genes se realiza horizontalmente a través de plasmidos u otro material genético movil
como transposones e integrones >,

La transferencia horizontal de genes constituye una ruta altamente eficaz para la diseminacion de genes de
resistencia ya que, no solo permite la trasmision a otras generaciones, sino también a otras especies bacterianas
mediante estas estructuras genéticas moviles. Donde juega un papel protagdnico los plasmidos, transposones
e integrones’esto que permite la dispersion de la resistencia y favorece la aparicién de brotes a nivel
hospitalario. El uso indiscriminado e inapropiado de antibidticos, combinado con un control deficiente de
infecciones intrahospitalarias, es uno de los factores que contribuyen a la diseminacion de los mecanismos de
resistencia’ 6.

La resistencia microbiana adquirida ha estado presente en el campo de las enfermedades infecciosas desde el
descubrimiento de la penicilina en 1928 y su produccion a principios de la década de los 40s marcaron los
inicios de la era de los antibioticos en el uso clinico ?

Las enterobacterias son un grupo diverso y ampliamente distribuido en la naturaleza. E1 80% corresponden a
los aislamientos Gram negativos en enfermedades humanas. En general, las enterobacterias causantes de
infecciones han desarrollado mecanismos de resistencia a los antibioticos betalactdmicos. El més importante
de estos mecanismos es la produccion de enzimas betalactamasas; estas enzimas son de naturaleza proteica y
son codificadas por genes de origen cromosémico o plasmidial °.

Los antibidticos betalactamicos representan el principal grupo de antibidticos mas seguros, eficaces y amplia-
mente utilizados para el tratamiento de infecciones bacterianas ®. Estos agentes actiian inhibiendo la sintesis
de la pared celular bacteriana como resultado de su fuerte union covalente a las proteinas ligadoras de penici-
lina PBP (por sus siglas en inglés “penicillin-binding-proteins™) °que catalizan una serie de reacciones de



transpeptidacion y carboxilpeptidacion necesarias para la sintesis de la pared celular y ademds activan una
autolisina bacteriana endégena que destruye el peptidoglicano'®.

Los antibidticos betalactamicos tienen una estructura comun llamada anillo betalactamico. La presencia de
grupos sustitutivos unidos al anillo betalactdmico establece su clasificacion en: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemes y monobactamicos. Las penicilinas han sido, por largo, tiempo el tratamiento de eleccion para
infecciones humanas. Las cefalosporinas tienen un gran abanico de accidon y pueden ser de primera, segunda,
tercera, cuarta y quinta generacion'!. Los carbapenemes se usan en infecciones intrahospitalarias y en
infecciones causadas por bacterias resistentes a quinolonas, aminoglucdsidos y otros antibidticos de amplio
espectro'2.

Se han descrito alrededor de 8100 betalactamasas'?. Las betalactamasas son enzimas bacterianas que inactivan
a los antibioticos betalactamicos por hidrdlisis. Se han clasificado de acuerdo a dos esquemas generales; la
clasificacion molecular de Ambler y el sistema de clasificacion funcional de Bush—Jacoby—Mideros'* Para el
presente estudio tomaremos en consideracion la clasificacion de Ambler.

"Ambler (1980) propuso una clasificacion de betalactamasas en cuatro clases (A, B, C, D) basandose en simi-
litudes aminoacidicas. Las clases A, C y D son serin-betalactamasas, mientras que la clase B son metalo-
betalactamasas, diferenciandose por el mecanismo de hidrdlisis del anillo betalactamico: serina en el sitio
activo para las primeras y un ion zinc para las tltimas °.

"Las betalactamasas de clase A, como TEM, SHV, GES y CTX-M, se encuentran en bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, codificadas en pldsmidos y cromosomas." En la clase D, OXA-48 es comln en
enterobacterias. Las enzimas de clase C, BLEE y carbapenemasas son de mayor interes en Enteribcaterias'®-

Las betalactamasas de clase A son las mas diversas, incluyendo enzimas como KPC!”, que hidrolizan casi
todos los betalactdmicos. Las de clase B (metalo-betalactamasas) como IMP, VIM y NDM son inhibidas por

quelantes metalicos '8 1°,

Este estudio tuvo como objetivo caracterizar los perfiles fenotipicos y genotipicos de los determinantes de
resistencia a antimicrobianos en bacterias clinicas aisladas de pacientes atendidos en la red hospitalaria de
Quito.

Debido a la gran diversidad de estas enzimas que hidrolizan B-lactdmicos y a su importancia en la clinica se
han planteado los siguientes objetivos en esta tesis.



OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar de forma fenotipica y genotipica determinantes de resistencia a antimicrobianos en bacterias
patogenas.

Objetivo Especificos:

Confirmar la identificacion bioquimica de los aislados bacterianos patdégenas mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF.

Confirmar la produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), serin B-lactamasas, metalo [3-
lactamasas mediante pruebas fenotipicas.

Confirmar la presencia de genes que codifican B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), genes que
codifican serin B-lactamasas y genes que codifican metalo B-lactamasas mediante reaccion en cadena de la
polimerasa.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudios y aislados bacterianos

La poblacion de estudio para llevarse a cabo esta investigacion se constituyo por aislados bacterianos de origen
clinico previamente seleccionada de la Coleccion Bacteriana - Quito Catolica (CB-QCA) del Laboratorio de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador. Se seleccionaron 9 aislados bacterianos: 1
aislado de Escherichia coli, 2 aislados de Proteus mirabilis, 3 aislados de Klebsiella pneumoniae. Ademas 3
aislados de Pseudomonas aerouginosa. Los aislados seleccionados son productores de betalactamasas tipo
serin B-lactamasas y metalo B-lactamasas (MBL), B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Reidentificacion de los aislados bacterianos

Para la reidentificacion de los aislados bacterianos seleccionados se encontraron preservados a -20 °C y -80 °C,
el proceso de reactivacion de los aislados comienza con la transferencia de los cultivos congelados a tubos con
caldo BHI (por sus siglas en inglés, Brain Heart Infusion), que fueron posteriormente incubados a 37 °C
durante 18 a 24 horas. Esta etapa fue crucial para asegurar que las bacterias se encontraran en condiciones
Optimas de crecimiento y reproduccion.

Una vez activados los aislados en medios de cultivo de caldo BHI, se procedio a cultivar las bacterias en agar
nutriente, agar eosina azul de metileno (EMB), agar cetramida o agar Hektoen (DifcoTM) a una temperatura
de 37 °C durante 24 horas.

La identificacion de los aislados entéricas se realizdé mediante pruebas bioquimicas especificas, como el Agar
Citrato de Simmons (CIT), Sulfuro, Indol y Motilidad (SIM), Hierro-Triple aztcar (TSI), Rojo de metilo (RM),
Voges Proskauer (VP), Urea (U), Fenilalanina (FA) y Motilidad, Indol y Lisina (MILI). Estas pruebas



permitieron determinar caracteristicas bioquimicas importantes de las bacterias, como su capacidad de
fermentacion de carbohidratos, produccion de enzimas y metabolismo de compuestos nitrogenados.

Mientras que para las Pseudomonas aeruginosa fue identificada mediante la prueba de citocromo oxidasa
mediante el uso de las tirillas de oxidasa (Hardy Diagnostics OxiStrips™). Procedimiento que consistio en
impregnar una parte de las tirillas con una pequena cantidad de colonias que fueron aisladas; transcurrido 2
minutos indicando un color azul -violeta, color caracteristico de las Pseudominas aeruginosa. Posteriormente
se sometieron a pruebas bioquimicas; En primer lugar la prueba Motilidad-Indol-Ornitina (MIO), esta se
realiz6 a partir del cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa con asa bacterioldgica mediante puncion profunda
en linea recta en el tubo que contiene el agar, donde se observo si hay un crecimiento doble alrededor de la linea
de inoculacion; y finalmente se sometio a la prueba MILI, el procedimiento de esta, es similar a la prueba de
MIO, donde se determina la motilidad y la produccién de indol de un microorganismo, determinando la
produccion de enzima lisina descarboxilasa y se visualizd una coloracion purpura en el medio de cultivo
revelando un resultado positivo para Pseudomonas aeruginosa.

Confirmacion por espectrometria de masas (matrix-assited laser desorption/ionization, MALDI-TOF

La espectrometria de masas por desorcion/ionizacion asistida por laser y tiempo de vuelo (MALDI-TOF) ha
emergido como una herramienta poderosa y ampliamente utilizada para la identificacion répida y precisa de
bacterias 2°.

En este estudio, se empled la técnica MALDI-TOF para la identificacion confirmatoria de 9 aislados
bacterianos. El andlisis se realizé en el Centro de Investigaciéon Microbiologica, ubicado en la ciudad de
Guayaquil.

Confirmacion fenotipica de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

La deteccion precisa de BLEE es fundamental para el manejo adecuado de las infecciones causadas por
bacterias productoras de estas enzimas.

En este contexto, la prueba de difusion en disco con antibioticos B-lactamicos y B-lactamicos combinados con
inhibidores como el acido clavulanico constituye un método fenotipico efectivo para la deteccion inicial de
BLEE. Este texto describe detalladamente la metodologia para realizar esta prueba, siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2!.

Los aislados bacterianos fueron sembrados con estria continua en cajas Petri con agar nutriente a 37 °C por un
periodo de 18 a 24 horas para la obtencion de colonias aisladas. Obtenidas las colonias, se tomaron alrededor
de 4 a 5 colonias que fueron suspendidas en 200 pL de caldo Miieller Hinton (MHB) estéril contenido en una
cubeta para eppendorf descartable. Por espectrofotometria se calculé el indice de refraccion hasta alcanzar
una medida de turbidez del 0,5 de la escala de McFarland o una densidad optica de 0,61 — 0,63 en
espectrofotometro (BioPhotometer plus) a una longitud de onda de 620 nm. Una vez ajustada la turbidez, esta
suspension se sembrd en placas de Miieller Hinton (MHA), con ayuda de un cotonete estéril, en 3 direcciones
(horizontal, vertical y diagonal) sobre la superficie de una placa de agar Miieller Hinton (MHA). Luego se
colocaron los discos de antibidticos con la ayuda de una pinza estéril en un periodo de tiempo que no
sobrepase los 10 a 15 minutos. Los discos que fueron usados en la deteccion de BLEE son: ceftazidima (30



ng) y cefotaxima (30 pg), Ceftazidima/Acido Clavulanico (30 pg/10 pg), Cefotaxima/Acido Clavulanico (30
ug/10 ug), que han sido colocadas en la superficie del MHA con siembra en césped. Después de incubar a 37
°C durante 18 - 24 horas se midio el didmetro de los halos de inhibicion y el reporte de sensibilidad sigue lo
dispuesto por el CLSI en el afio 2023.

Confirmacion fenotipica de serin p-lactamasas

La prueba que detecto serin f-lactamasas en enterobacterias es la prueba mCIM. Resumiendo, se reaislo a las
bacterias en placas de agar sangre que fueron incubadas a 37 °C por toda la noche. Las colonias fueron
transferidas a tubos que contenian 2 ml de caldo Tripticasa de Soya (TSB) estéril y mezclas con agitacion por
vortex durante 10 a 15 segundos. A continuacidn, se agreg6 a la bacteria suspendida en caldo, un disco de
meropenem (10 pg) con ayuda de una pinza estéril. Posteriormente, se incub6 a 35 °C + 2 °C durante 4 horas
+ 15 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se prepard una suspension bacteriana al 0,5 de McFarland
de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 en solucidn salina. En una placa de Miieller Hinton Agar (MHA)
se inoculd la suspension de Escherichia coli ATCC 25922 siguiendo la normativa para el proceso de difusion en
disco. Esto se desarrolld durante los primeros 15 minutos posteriores a la preparacion del indculo de E. coli.
La placa inoculada se secd por 3 — 10 minutos antes de ser agregado el disco de meropenem. Transcurrido el
tiempo, se removio el disco de meropenem (10 pg) inmerso en el caldo TSB, utilizando pinzas estériles o
empleando un asa bacteriologica. El exceso de caldo en el disco se retird presionandolo contra las paredes del
tubo de ensayo. El disco de meropenem (10 pg) fue colocado sobre el agar Miieller-Hinton previamente
inoculando con E. coli. En una placa de 100 mm de diametro se logr6 analizar hasta 4 discos. Las placas de agar
Miieller-Hinton seran incubadas a 35°C + 2°C por 18 - 24 horas. Después de la incubacion se midio las zonas
de inhibicién siguiendo los parametros establecidos para el método de rutina de difusion en disco siguiendo
las recomendaciones del CLSI, 2024.

Aislado positivo a la presencia de Serin B-lactamasas:

El didmetro de la zona de inhibicion fue de 6 — 15 mm o se registrd la presencia de colonias dentro de una
zona de 16-18 mm. Si el aislado de prueba produce una carbapenemasa, el meropenem en el disco se
hidrolizard y no habra inhibicién o una inhibicién limitada del crecimiento de la E. coli ATCC 25922
susceptible al meropenem.

Aislado negativo a la presencia de Serin pB-lactamasas:
La zona de inhibicidn serd de > 19 mm. Se observo una zona clara libre de crecimiento microbiano.

Confirmacion fenotipica de metalo p-lactamasas (eCIM)

Los aislados que presenten resultados positivos en la prueba inicial se sometieron a un analisis complementario
denominado eCIM (EDTA-modified carbapenem inactivation method), con el objetivo de confirmar la
presencia de metalo-p-lactamasas. Este andlisis se complementa con el método mCIM (Modified Carbapenem

Inactivation Method), el cual también permitieron la deteccion de estas 2% 22,



En el método de eCIM se suspendieron colonias bacterianas en tubos con 2mL de caldo TSB, se adicion6 20
puL de EDTA 0,5 M y se homogeniz6 para obtener una concentracion final EDTA 5SmM. El método de eCIM
se realizd conjuntamente con el método mCIM. En la interpretacion de resultados se observo:

Aislado positivo a la presencia de Metalo p-lactamasas (MBL):

Un incremento de la zona de inhibicién > Smm de eCIM vs. mCIM. Si el aislamiento produce Metalo [3-
lactamasas (MBL), la actividad de la carbapenemasa serd inhibida por el EDTA, de manera que el meropenem
(10 pL) contenido en el disco no estara tan eficiente hidrolizado como en la muestra sin EDTA. Como
resultado es la inhibicion del crecimiento del aislamiento indicador (E. coli ATCC 25922) y un incremento de
la zona de inhibicion para el eCIM comparado a la zona de inhibicion de mCIM. Siguiendo las
recomendaciones del CLSI,2024.

Aislado negativo a la presencia de Metalo p-lactamasas (MBL):

Se observo un incremento de la zona de inhibicién < 4mm de eCIM vs la zona de inhibiciéon generada por
mCIM. Si el aislamiento produce una serin carbapenemasa la actividad hidrolitica de la enzima no se vio
afectada por la presencia de EDTA, por lo que hubo una diferencia muy marginal entre el resultado de la zona
de inhibicion de eCIM vs mCIM. Siguiendo las recomendaciones de CLSI, 2024.

Confirmacion genotipica de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

La identificacion genotipica de los aislados se realizd mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Los genes codificantes de p-lactalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) que fueron
analizados son: blaCTX-M, blaTEM, blaSHV *.

Para las reacciones de amplificacion se empled un volumen final de 25 pl de reaccion: 12,5 pl de GoTaq®
Green Master Mix, 1ul de cebador forward, 1ul de cebador reverse, 1 ul de ADN bacteriano y 9,5 ul de agua
grado molecular. Las condiciones de amplificacion seguirdn las especificaciones del fabricante de la GoTaq®
Green Master Mix (Promega).

Los cebadores empleados en el proceso de PCR fueron: blaCTX-M), blaSHV, blaTEM (Tabla 1).



Tabla 1 Cebadores y condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa para la
amplificacion de betalactamasas

Gen

Cebadores

Secuencias de los cebadores (5°-3")

Tamaiio
Amplicén
en (pb)

Condiciones de amplificacion

Biblio-

grafia

blaCTX-M

CTX-MF

CTX-MR

ATGGTTAAAAAATCACTG

TTACAAACCGTYGGTGAC

900pb

DSNTi, 95 °C por 2 min
95°C/30s

43 °C/30 s a 35 ciclos
72 °C/30's

72 °C/ 5 min

25

blasuy

SHV F

SHV R

TTTATCGGCCYTCACTCAAGG

GCTGCGGGCCGGATAACG

990 pb

DSNTi, 94 °C por 2 min
94°C/30s

55°C/30 s a 30 ciclos
72 °C/ 1min

72 °C/7 min

26

blargm

TEMF

TEMR

ATAAAATTCTTGAAGACGAA

GACACTTACCAATGCTTAATC

1000pb

DSNTi, 94 °C por 2 min
95°C/30s
54 °C/30 s a 30 ciclos

72 °C/30s
72 °C /5 min

27

bla KPC

KPCF

KPCR

CGGAACCATTCGCTAAACTC

GGCCTCGCTGTRCTTGTCAT

700pb

DSNTI, 94 °C por 5 min
94 °C/ 30 s
55 °C/30 s a 30 ciclos

72 °C/30s
72 °C /7 min

26

blaces

GESR

GESF

CTATTTGTCCGTGCTCAGG

ATGCGCTTCATTCACGCAC

800pb

DSNTi, 95 °C por 2 min
95°C/30s
53 °C/30 s a 30 ciclos

72°C/30s
72 °C /7 min

26

blaym

VIMR

VIMF

TGGGCCATTCAGCCAGATC

ATGGTGTTTGGTCGCATATC

400pb

DSNTi, 95 °C por 5 min
94°C/ 1min
52 °C/ Imin a 30 ciclos

72 °C/ Imin
72 °C /7 min

26

DSTNi, desnaturalizacion inicial; s, segundos; pb, pares de base.




Confirmacion genotipica de serin p-lactamasas

Las reacciones de amplificacion para los genes codificantes de serin B-lactamasas se emplearon las mismas
concentraciones y volumenes descritas anteriormente.

Los cebadores empleados en el proceso de PCR fueron: blaKPC; blaGES; blaOXA-48.

Confirmacion genotipica de metalo B-lactamasas
Las reacciones de amplificacion para los genes codificantes de metalo B-lactamasas se emplearon las mismas
concentraciones y volimenes descritas anteriormente.

Los cebadores empleados en el proceso de PCR fueron:
blaVIM E, blaVIM R; blaIMP-AF, blaIMP-AR; blaNDM-New-R, blaNDM-New-F

RESULTADOS
POBLACION DE ESTUDIO

Los 9 aislados bacterianos patdégenos que fueron tomados de la Coleccion Bacteriana - Quito Catdlica (CB-
QCA) del Laboratorio de Microbiologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador corresponden: 1/9
(11,0 %) aislado de Escherichia coli, 2/9 (22,0 %) aislados de Proteus mirabilis; 3/9 (33,0 %) aislados de
Pseudomonas aerouginosa y 3/9 (33.0 %) aislados de Klebsiella pneumoniae. Confirmados por analisis
fenotipico por pruebas bioquimicas y por el analisis de MALDI-TOF. Todas los aislados fueron confirmados
segun su identificacion y registro en la Coleccion Bacteriana Quito, Catélica original.

El origen de los aislados bacterianos indico que: 1/9 (11,1 %) fué obtenida a partir de la muestra de liquido
sublingual; liquido peritoneal 1/9 (11,1%); aspirado traqueal 1/9 (11,1 %); orina 2/9 (22,2 %); pollo/hisopado
cloacal 2/9 (22,2 %); herida 1/9 (11,1 %); sonda 1/9 (11,1 %).

Confirmacion fenotipica de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en enterobacterias

Como resultados en los aislados enterobacterias se encontraron que las 3 Klebsiella pneumoniae seleccionadas
presentaron resistencia Ampicilina (AMP) (penicilina), 2 a la Amoxicilina/clavulanico (AMC) (agentes
combinados de B-lactamicos), 3 a Cefotaxime (CTX) (cefalosporina) , 2 a Meropenem (MEM), 2 a Imepenem
(IMP) (carbapenemes) , 3 a Aztreonam (ATM) (monobactdmico), 3 a Tobramycim (Top) (aminoglucésido) ,
3 Azitromicina (AZM) (nuevo macrdlido), y 3 a Ciprofloxacin (CIP) (Quinolona); aislados intermedios 2 a
Amoxicilina/clavulanico (AMC) (agentes combinados de p-lactamicos), 2 a Imepenem (IMP)
(carbapenemasas) y por ultimo sensibilidad, 1 a meropenem (MEM) (carbapenemasas) y 3 a Tetraciclina (TE).
Con relacion a la Escherichia coli se encontraron resistencia: a la Ampicilina (AMP) (penicilinas),
Amoxicilina/clavulanico (AMC) (agentes combinados de -lactamicos), Tetraciclina (TE), Cefotaxime (CTX)
(cefalosporina); y muestran sensibilidad al meropenem (MEN), Imepenem (IMP) (carbapenemasas),
Aztreonam (ATM) (monobactdmico), Tobramycim (Top) (aminoglucésido), Azitromicina (AZM) (nuevo
macroélido) y Ciprofloxacin (Cip) (quinolona). De acuerdo a los 2 Proteus mirabilis se registraron resistencia:
2 a la Ampicilina (AMP)(penicilina), 2 a la Tobramycim (Top) (aminoglucosido), 2 a la Tetraciclina (TE), 2
a la Ciprofloxacin (CIP) (quinolona) y 1 a la Cefotaxime (CTX) (cefalosporina); y sensibilidad a:
Amoxicilina/clavuldnico (AMC) (agentes combinados de B-lactdmicos), meropenem (MEM), Imepenem
(IMP) (carbapenemasa), Aztreonam (ATM) (monobactamicos) y Azitromicina (AZM) (nuevo macroélido).



En la identificacion de aislados productores de BLEE se realizé con los antibidticos mas el inhibidor acuerdo
a las recomendaciones de CLSI: ceftazidima (30 pg); Ceftazidima/Acido Clavulanico (30 pg/10 ug):;
cefotaxima (30 pg); Cefotaxima/Acido Clavulanico (30 ug/10 pg); donde se encontré que son productores de
BLEE, presentando un halo de inhibicion igual o superior a Smm en relacion al antibiotico y al antibidtico y
su inhibidor: Ceftazidima y Ceftazidima/Acido Clavulanico, asi como cefotaxima (30 pg) y Cefotaxima/Acido
Clavulanico (30 ug/10 pg). Estos presentaron halos comparativos con su inhibidor superiores a 5 mm.

Confirmacion fenotipica de serin p-lactamasas (mCIM)y metalo -lactamasas (eCIM)

Mediante la prueba de mCIM que se detectd serin B-lactamasas se encontrd que 5/9 (50,0 %) son positivos del
total de los aislados bacterianos. Donde 2/9 (22,2 %) corresponde a Klebsiella pneumoniae; 1/9 (11,1 %), P.
mirabilis; P. aeruginosa 2/9 (22,2 %). Y no son productores de serin B-lactamasas 4/9 (40,0 %); 1 aislado de
Klebsiella pneumoniae; 1 aislado de E. coli; 1 aislado de P. mirabilis; 1 aislado de P. aeruginosa.

En la prueba de eCIM que se realizo, se identificd que los aislados bacterianos no son productores de metalo
B-lactamasas (Tabla 2 y Figura 1,2).

Resistencia bacteriana en Pseudomonas aeruginosa

Se encontré que de los tres aislados de P. aeruginosa analizados dos son resistentes a todos los antibidticos
probados. Se report6 resistencia a piperacilina/tazobactam (penicilina con agente combinado), Ceftazidime
(cefalosporina), aztreonam (monobactdmico), imipenem y meropemen (cabapenemes) amikacina y
tobramicina (aminoglucésido y ciprofloxacina y norfloxacina (floroquinolonas). Un aislado es sensible a
Aztreonam e intermediariamente resistente a Piperacillin/Tazobactan y Ceftazidime.

TABLA N°2

Confirmacion fenotipica de la produccion de P-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), serin B-lactamasas (mCIM) y metalo B-lactamasas (eCIM) para los 6 aislados
estudiados

Aumento
Aumento en|en el halo
el halo entre|entre CTX
IDENTIFICACION |[CAZ y CZC|y CTC | CRITERIO | CRITERIO

CODIGO PUCE MADI-TOF (mm) (mm) CAZ-CZC |CTXyCTC | BLEE
CB-QCA 3435 K. pneumoniae 10 9 P P Positivo
CB-QCA 3505 K. pneumoniae 9 4 P A Positivo
CB-QCA 3527 K. pneumoniae 16 14 P P Positivo
CB-QCA 4609 E. coli 14 16 P P Positivo
CB-QCA 5162 P. mirabilis 2 13 A P Positivo
CB-QCA 5197 P. mirabilis 1 11 A P Positivo

Tabla 2: CB-QCA, Coleccion Bacteriana — Quito Catdlica; P, halo de inhibicion > 5 mm, productor de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE); A, halo de inhibiciéon <5 mm, no productor de BLEE.

Figura: 1y 2




- mCIM
~ Positivo: 6-15mm
) Negativo: >19mm

\ Serin B-lactamasas = 6mm = Positivo Indeterminado: 16-

- : 18mm
v {Conf. Otros métodos)

CTX/CLA-CTX=16-13=3mm
CAZ/CLAV=16-6 =10mm

Figura N°1: Prueba confirmatoria de
produccion de BLEE: Positivo > 5 mm

Deteccion molecular de presencia de genes de resistencia en pB-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), serin B-lactamasas y metalo f-lactamasas

La amplificacién de genes mediante PCR, permitio identificar la presencia de genes productores de BLEE y
carbapenemasas. Para la deteccion de estos genes se realizo en los geles de agarosa.

De los 9 aislados presentando el gen blaCTX-M el 33,0 % (3/9); gen blaSHV 56,0 % (5/9); blaTEM 44,0 %
(4/9); blaKPC 33,0 % (3/9); blaGES 11,0 % (1/9); blaVIM 33,0 % (3/9); los blaOXA 0,0 %; blaIMP 0,0 %;
blaNDM 0,0 %.

Durante la amplificacion de PCR no se visualiz6 la presencia de estos genes blaOXA 0,0 %; blaIMP 0.0 %;
blaNDM 0,0 %.

El tamafio de los amplicones fueron: blaCTX-M 900pb; blaSHV 990pb; blaTEM 1000pb; blaKPC 700pb;
blaGES 800pb; blaVIGRAFICO 3M 350pb (Tabla 3; Figura 3, 4).



Genes de resistencia

TABLA N°3

CODIGO
PUCE blacrx.m | blasuy blarem blakrc blacges blaoxa blaviy | blamr blanpy
CB-QCA

P P P P P A A A A
3435
CB-QCA

A P P P A A P A A
3505
CB-QCA

A P A A A A P A A
3527
CB-QCA

P P A A A A A A A
4609
CB-QCA

P A P P A A A A A
5162
CB-QCA

A P P A A A P A A
5197
CB-QCA

A A A A A A A A A
5395
CB-QCA

A A A A A A A A A
5404
CB-QCA

A A A A A A A A A
5407

Tabla N° 3: CB-QCA Coleccion bacteriana Quito- Catdlica; A, Gen ausente; P, Gen presente
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Figura 4, bla SHV: Gel de agarosa
representativo para genes serin -
lactamasas mediante PCR peso molecular
990pb; carriles 1-12; 1: Lader; 2: control
(-); 2, control (+), carril 4,7,9, gen positivo
para blaSHV -BLEE en aislado
bacteriano.

Figura 3: Gel de agarosa representativo
para genes serin p-lactamasas mediante
PCR peso molecular 800pb; carriles 1-
12; 1: Lader; 2: control (-); 2, control (+),
carril 3, gen positivo para blaGES.

DISCUSION:

La presente investigacion pone de manifiesto la impresionante realidad de la resistencia a antimicrobianos
(RAM) en muestras preservadas del laboratorio de Microbiologia de la Pontificia Universitaria Catolica del
Ecuador. Los resultados revelan una prevalencia preocupante de Resistencia Anti Microbiana (RAM),
principalmente entre las clases de antibidticos: Penicilina (Ampicilina (AMP), Penicilina con agente
combinado (Amoxicilina/clavulanico (AMC) y Piperacillin/Tazobactan); Cefalosporina (Cefotaxime y
Ceftazidime; Monobactamico (Aztreonam); Carbapenemasas (Meropenem y Imepenem); Aminoglucosido
(Tobramycim, Amikacin); macrélido (Azitromicina); Tetraciclina (Tetraciclina); Fluoroquinolona
(Norfloxacin, Ciprofloxacin).

Para este estudio se seleccionaron 9 aislados patdégenos: 1/9 (11,0 %) aislado de Escherichia coli, 2/9 (22,0 %)
aislados de Proteus mirabilis; 3/9 (33,0 %) aislados de Pseudomonas aerouginosa 'y 3/9 (33,0 %) aislados de
Klebsiella pneumoniae, correspondiendo al 100% de las bacterias analizadas, todas estas bacterias fueron
identificadas por pruebas bioquimicas y el analisis de MALDI-TOF. En las enterobacterias se identifico que
las tres Klebsiella pneumoniae seleccionadas presentaron resistencia a: Ampicilina (AMP), dos a la
Amoxicilina/clavulanico (AMC), dos a Meropenem (MEM), dos a Imepenem (IMP), tres a Aztreonam (ATM);



tres a Tobramycim (Top) , tres Azitromicina (AZM), tres a Ciprofloxacin (CIP), y tres a Cefotaxime (CTX);
aislados intermedios se encontraron dos a la Amoxicilina/clavulanico (AMC, dos a Imepenem (IMP) y por
ultimo sensibilidad, se identifico uno al meropenem (MEN) y tres a Tetraciclina (TE); Con relacion a la
Escherichia coli se encontr6 resistencia: a la Ampicilina (AMP), Amoxicilina/clavulanico (AMC),
Tetraciclina (TE), Cefotaxime (CTX; y mostraron sensibilidad al meropenem (MEN), Imepenem (IMP),
Aztreonam (ATM, Tobramycim (TOP), Azitromicina (AZM) y Ciprofloxacin (Cip); De acuerdo a los dos
Proteus mirabilis se encontr6 resistencia a: dos a la Ampicilina (AMP), dos a la Tobramycim (Top), dos a la
Tetraciclina (TE), dos a la Ciprofloxacin (CIP) y uno a la Cefotaxime (CTX; y hallo sensibilidad a:
Amoxicilina/clavulanico (AMC), meropenem(MEN), Imepenem (IMP), Aztreonam (ATM) y Azitromicina
(AZM). También se identificaron que de las 3 P. aeruginosa dos de ellas con resistencia a todos los antibidticos
seleccionados: Piperacillin/Tazobactan (Penicilina con agente combinado), Ceftazidime Cefalosporina de
tercera generacion); Aztreonam (ATM) (Monobactamico), Imepenem (IMP) (Carbapenemasas), Meropenem
(MEM) (Carbapenemasas), Amikacin (Aminoglucosido de segunda generacion), Tobramycim (TOP)
(Aminoglucésido de segunda generacion), Ciprofloxacin (CIP) (Fluoroquinolona), Norfloxacin
(Fluoroquinolona). Se encontré sensibilidad a Aztreonam (ATM); Y finalmente aislados intermedias a
Piperacillin/Tazobactan (Penicilina con agente combinado) y Ceftazidime (Cefalosporina de tercera
generacion).

La identificacion de genes de resistencia como blacTtx-m, blatem, blasnv son los determinantes mas prevalentes
de RAM acentua el papel decisivo de la transferencia horizontal de genes en la expansion de esta problematica.
Estos genes, a menudo huéspedes en plasmidos, proporciona la répida propagacion de la resistencia entre
numerosos patogenos. Tal cual como se refleja en el Grafico 3: Gel de agarosa representativo para genes serin
B-lactamasas mediante PCR peso molecular 800pb; carriles 1-12; 1: Lader; 2: control (-); 2, control (+), carril
3, gen positivo para blaGES. Tabla 1.

Este entorno figura una grave amenaza para la salud publica, ya que estos antibioticos son esenciales para el
tratamiento eficaz de una extensa gama de infecciones bacterianas. Las infecciones por bacterias productoras
de BLEE son un serio problema en América Latina y en Ecuador, debido a su alta incidencia 2®. Para el 2050,
se estima que las infecciones por bacterias resistentes se convertiran en la primera causa de muerte global.

Actualmente las infecciones por bacterias productoras de BLEE se encuentran diseminadas a nivel mundial y
asi lo confirman numerosos estudios. En Cuba en 2021, los aislados de E. coli productoras de BLEE alcanzaron
el 46,0 %. Segun el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica- INSPI en el reporte de datos de
resistencia a los antimicrobianos en ecuador en el 2014-2018, se describio el primer caso de resistencia
antimicrobiana en el 2010. Se trataba de una Klebsiella pneumoniae resistente a los carbapenémicos debido a
una enzima que produce, llamada carbapenemasas. Ademas, refiere en el Grafico 1 donde refleja la presencia
de los principales genes de resistencia hallados en establecimientos de salud del pais. La resistencia
predominante se debe a la enzima KPC, descubierta inicialmente en la bacteria Klebsiella pneumoniae. De igual
forma reporta en la Tabla 3, la frecuencia de los microorganismos sujetos a vigilancia anualmente en el sistema
Whonet desde el 2014 al 2018, donde se encontrd un 61% de casos aislados de Escherichia coli, 21,0 % de
Klesiella pneumoniae, 10,0 % de Estafilococos aureus y el 8% Pseudomona aeroginosa, en sintesis, se refleja
la Escherichia coli con més del 50,0 %, seguido por Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa. Con respecto al control de la RAM para el 2019-2023 estd proximo a ser

oficializado mediante Acuerdo Ministerial, dentro del Plan Nacional para la prevencion. 2 30 3!



La resistencia a los antibidticos es un problema a escala mundial. Segiin datos de la AEMPS (Agencia
Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios) y del PRAN (Plan Nacional frente a la Resistencia a los
Antibioticos), las bacterias multirresistentes provocan alrededor de 3000 muertes al ano en Espana, 33000
muertes al aflo en Europa y 700000 muertes al afio en todo el mundo. Ademas, la resistencia bacteriana genera
un gasto sanitario adicional de unos 1500 millones de euros *, 33.

Representado por todos los aislamientos de bacilos Gram negativos provenientes de muestras clinicas de las
diferentes areas de atencion del hospital Belén de Trujillo-Pera de julio 2018 a julio 2019. Se incluyeron 105
cultivos resistentes a carbapenémicos, de los cuales 49,5% salieron positivos al Test de Hodge modificado,
como productores de carbapenemasas (Tabla 1). En lo que respecta a carbapenemasa se encontrd que una
mayor cantidad de cultivos eran productores de serincarbapenemasas (Tabla 2). Del total de bacilos Gram
negativos trabajados en este estudio, fueron los de tipo no fermentadores de glucosa, los encontrados con
mayor frecuencia como resistentes a carbapenémicos 90,0 % y productores de carbapenemasas 50,5%
principalmente las especies de Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter baumannii (Tabla 3). P. aeruginosa,
A. baumannii y Kleibsiella pneumoniae fueron las especies donde se encontré los mayores porcentajes de
bacterias productoras de serincarbapenemasas. En cuanto a las enterobacterias se encontré muy pocos cultivos

como resistentes a carbapenémicos, pero con elevado porcentaje en cuanto a la produccion de carbapenemasas
(Tabla 4) 3+,

Los hallazgos de este estudio coinciden con los resultados de los estudios anteriormente detallados y con las
tendencias globales de Resistencia Antimicrobiana (RAM), que indican un aumento constante de las tasas de
resistencia en todo el mundo. Esta situacion alarmante exige esfuerzos concertados y multisectoriales para
combatir esta amenaza creciente a la salud publica. La implementaciéon de programas efectivos de
administracion de antibidticos, la mejora de las practicas de saneamiento e higiene, y el desarrollo de nuevos
antibidticos son elementos esenciales para mitigar la carga de Resistencia Antimicrobiana (RAM).

La alta prevalencia de Resistencia Antimicrobiana (RAM) observada en este estudio tiene un impacto
significativo en el tratamiento de las infecciones bacterianas. La resistencia a los antibidticos de primera linea
obliga a recurrir a antibidticos de segunda o tercera linea, que suelen ser mas costosos, toxicos y menos
efectivos. Esto puede conducir a tratamientos prolongados, mayor morbilidad y mortalidad, y un aumento de
los costos de atencion médica.

Limitaciones del estudio: se declara que durante la amplificacion de PCR no se visualizo la presencia de estos
genes blaOXA 0%; blaIMP 0%; blaNDM 0%.



CONCLUSION:

- La investigacion confirma una prevalencia de resistencia a antimicrobianos (RAM) en bacterias patogenas,
especialmente entre las clases de antibidticos betalactdmicos, quinolonas y aminoglucésidos.

- Se concluye que los 9 aislados fenotipicamente analizados corresponden: 1/9 (11,0 %) aislado de Escherichia
coli, 2/9 (22,0 %) aislados de Proteus mirabilis; 3/9 (33,0 %) aislados de Pseudomonas aerouginosa 'y 3/9
(33,0 %) aislados de Klebsiella pneumoniae, correspondiendo al 100% de las bacterias analizadas, todas estas
bacterias fueron identificadas por pruebas bioquimicas y el analisis de MALDI-TOF.

- Este estudio logro los objetivos propuestos y consolido un enfoque integral para la caracterizacion de aislados
de bacterias patdgenas. Se confirmo la identificacion bioquimica de los aislados mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF; Ademas, la produccion de B-lactamasa de espectro extendido (ESBL), serin B -
lactamasas y metalo B -lactamasas mediante pruebas fenotipicas; Dichos ensayos no solo corroboraron la
capacidad de bacterias aisladas para inactivar antibioticos, sino que también evidenciaron la relevancia clinica
de los aislados patégenos. Por ultimo, la deteccion de los genes que codifican las diferentes P-lactamasas
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) refuerza la comprension molecular de los mecanismos
de resistencia en los aislados bacterianos.
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