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Artículo de tesis
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Resumen: La resistencia bacteriana hace referencia a la capacidad que tienen determinadas cepas bacterianas para tolerar la acción
de los antibióticos destinados a evitar su proliferación lo que dificulta su tratamiento y aumenta el riesgo de infecciones graves y
potencialmente mortales. Infecciones causadas por bacterias multiresistentes dificulta el tratamiento ya que llega a ser costoso
debido a la necesidad de usar antibióticos de última línea y más prolongados. Además, la presencia de elementos móviles como
plásmidos podrían llegar a propagarse de una persona a otra, o entre personas y animales, exacerbando el problema a nivel
poblacional y global. De las enterobacterias más aisladas en el ámbito hospitalario, el género Klebsiella spp, es la más preocupante,
ya que posee la capacidad de adquirir y diseminar múltiples mecanismos de resistencia complicando el tratamiento y control; es un
patógeno oportunista que causa una variedad de enfermedades infecciosas, incluyendo infecciones del tracto urinario, bacteriemia,
neumonía y abscesos hepáticos. En el Ecuador existe una limitada información de genes implicados en la resistencia bacteriana. En
este estudio, se analizaron 27 aislamientos bacterianos, principalmente Klebsiella app, organizados en cuatro"Barcodes". Se llevó a
cabo una secuenciación de genoma completo utilizando el dispositivo MinION de Oxford Nanopore Technologies, generando un
total de 3,106 lecturas con un rendimiento de 15.4 millones de bases y una calidad promedio (QScore) de 8.55. Se identificaron
diversos genes de resistencia, incluyendo aquellos asociados a resistencia a aminoglucósidos (rrsH, aadA, rrsD, rrsB),
fluoroquinolonas (parE, QnrB5, QnrB1, QnrB19, QnrS3, gyrA), y bombas de eflujo (acrA, YojI, mdtB). Además, mediante análisis
metagenómico identificó la presencia de un plásmido asociados con la diseminación de resistencia a betalactámicos pIncX-SHV.
Este estudio subraya el valor de la secuenciación de genoma completo para proporcionar una comprensión exhaustiva de los
mecanismos de resistencia y enfatiza la necesidad de establecer y mantener biobancos microbianos para facilitar estudios
retrospectivos y prospectivos en la lucha contra la resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: Resistencia Bacteriana, Nanopore Oxford, Taxonomía, Plásmidos, Bombas de Eflujo, Biobanco, Plásmido.

Abstract: Bacterial resistance refers to the ability of certain bacterial strains to tolerate the action of antibiotics designed to prevent
their proliferation, making treatment more difficult and increasing the risk of severe and potentially fatal infections. Infections
caused by multidrug-resistant bacteria complicate treatment as they become costly due to the need for last-resort and prolonged
antibiotics. Additionally, the presence of mobile elements like plasmids can spread from person to person or between people and
animals, exacerbating the problem on a population and global scale. Among the enterobacteria most commonly isolated in hospital
settings, the genus Klebsiella spp. is particularly concerning as it has the capacity to acquire and disseminate multiple resistance
mechanisms, complicating treatment and control; it is an opportunistic pathogen causing a range of infectious diseases, including
urinary tract infections, bacteremia, pneumonia, and liver abscesses. In Ecuador, there is limited information on genes involved in
bacterial resistance. In this study, 27 bacterial isolates, primarily Klebsiella spp., were analyzed and organized into four
"Barcodes." Whole-genome sequencing was performed using the Oxford Nanopore Technologies MinION device, generating a
total of 3,106 reads with a yield of 15.4 million bases and an average quality score (QScore) of 8.55. Various resistance genes were
identified, including those associated with aminoglycosides (rrsH, aadA, rrsD, rrsB), fluoroquinolones (parE, QnrB5, QnrB1,
QnrB19, QnrS3, gyrA), and efflux pumps (acrA, YojI, mdtB). Additionally, metagenomic analysis identified the presence of a
plasmid associated with the dissemination of β-lactam resistance, pIncX-SHV. This study underscores the value of whole-genome
sequencing in providing a comprehensive understanding of resistance mechanisms and highlights the need to establish and
maintain microbial biobanks to facilitate retrospective and prospective studies in the fight against antimicrobial resistance.

Keywords: Bacterial Resistance, Taxonomy, Plasmids, Efflux Pumps, Biobank, Plasmid.
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1. Introducción

La resistencia bacteriana hace referencia a la capacidad que tienen determinadas cepas bacterianas para tolerar la
acción de los antibióticos destinados a evitar su proliferación lo que dificulta su tratamiento y aumenta el riesgo de
infecciones graves y potencialmente mortales (Camacho Silvas, 2023). La creciente resistencia a los antimicrobianos
representa una amenaza para la salud pública global, es un fenómeno impulsado principalmente por el uso
indiscriminado de antibióticos y el manejo inadecuado de sus residuos (Vázquez-Cabrera et al., 2023).

En el año 1998, la Organización Mundial de la Salud (OMS) alertó por primera vez sobre cómo el empleo de
agentes antimicrobianos en animales, humanos y actividades agrícolas genera una presión selectiva que favorece el
desarrollo de microorganismos resistentes debido al mal uso, incumplimiento de los tratamientos y prescripciones no
siempre adecuadas (Vázquez-Cabrera et al., 2023). En el 2017, con el fin de orientar la investigación y desarrollo de
nuevos antimicrobianos, nuevos métodos diagnósticos y vigilancia activa para evitar diseminación de resistencias,
presenta un listado dividiéndolo en tres categorías de prioridad: crítica, alta o media. El grupo de prioridad crítica
incluye las bacterias multirresistentes que son especialmente peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y
atención con dispositivos como ventiladores y catéteres intravenosos. En este grupo se incluyen: las Enterobacterias
como Klebsiella y E. coli multirresistentes productoras de carbapenemasa (WHO Bacterial Priority Pathogens List
2024, 2024).

La resistencia bacteriana es uno de los mayores desafíos de Salud Pública mundial, ya que cada cuatro horas los
laboratorios del CDC detectan un germen resistente  y cada día mueren 2.000 personas por esta causa. Proyecciones
recientes indican que para el año 2050 se produciran más muertes por resistencia bacteriana que las ocasionadas
actualmente por el cáncer. Además, la resistencia bacteriana tiene un impacto económico negativo sobre la economía
mundial ya que anualmente se destinan 100 billones de dólares aproximadamente para tratar infecciones causadas
por bacterias multirresistente (Silvas, 2023).

El estudio y entendimiento de los mecanismos de resistencia es esencial para evitar fallos en el tratamiento de
infecciones. Identificar molecularmente estas resistencias permite analizar las características bacterianas, distinguir
entre mecanismos adquiridos o adaptativos y rastrear las vías de diseminación. Esta información es fundamental
para desarrollar estrategias de control eficaces y justificar la vigilancia continua de bacterias multirresistentes.
Comprender cómo se produce la resistencia, su epidemiología y los genes implicados en la multiresistencia facilitan
la formulación de estrategias efectivas para el control de infecciones y el uso adecuado de antibióticos en entornos
hospitalarios (WHO Bacterial Priority Pathogens List 2024, 2024).

Dentro de los genes implicados en la resistencia a los diferentes antibióticos se describen carbapenemasas:
blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP, blaOXA; betalactamasas de espectro extendido blaCTX-M, blaSHV y blaTEM;
así como genes implicados en la resistencia a aminoglucosidos (genes implicados: aac(3)-IIa; aac(6')-29a; aac(3)-Id;
aph(3')-VI), fluoroquinolonas (genes implicados: aac(6')-Ib-cr; qnrB1; oqxA/B) y polimixinas (Cercenado, 2015).
En el Ecuador, datos de vigilancia epidemiológica continua por parte del Centro de Referencia Nacional de
Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) han mostrado un aumento preocupante en la resistencia bacteriana a
los antibióticos. En el año 2021, en el país fue notificado el primer hallazgo de producción de carbapenemasas en
Klebsiella pneumoniae multirresistente en un hospital de la región Costa, en el año 2022 fueron reportados 11 casos
de producción de carbapenemasas de igual manera en la región Costa y en el transcurso del año 2023 se notifica el
primer hallazgo en la región Sierra de Klebsiella pneumoniae productora de doble carbapenemasa de tipo bla KPC-2
y bla NDM-1, con un perfil extremadamente resistente (XDR) (Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los
Antimicrobianos, 2023). Los genes que codifican para las enzimas carbapenemasas están asociados con elementos
móviles que pueden extenderse horizontalmente dentro y entre especies bacterianas (Mathers, 2011) .

Según Trujillo y colaboradores, en su recopilación de información realizada entre 2009 y 2022, se identificaron 77
estudios enfocados en determinar los factores genéticos implicados en la resistencia bacteriana. Estos estudios
revelaron que en Ecuador, las principales bacterias multirresistentes en el ámbito hospitalario son Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli y Acinetobacter baumannii. Además identificaron que estas bacterias presentan genes
específicos relacionados con la producción de carbapenemasas, como blaKPC, blaNDM y blaOXA-48. No se
describen otros mecanismos de resistencia en esta recopilación de información.

La creciente multirresistencia a los antimicrobianos representa una seria amenaza para la salud pública a nivel
global. En la actualidad, la secuenciación de genoma completo ofrece una visión integral del perfil de resistencia
bacteriana (Boolchandani et al., 2019) . La tecnología de nanoporos ha emergido recientemente como una atractiva
alternativa para la secuenciación de genomas procariotas completos a bajo costo en comparación con otras
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plataformas de secuenciación. Las ventajas de esta tecnología incluyen la secuenciación directa, selectiva de
ADN/ARN, lectura en tiempo real, análisis de fragmentos más largos y una preparación rápida de las librerías
genómicas (Jain et al., 2018). Integrar técnicas microbiológicas tradicionales con análisis genéticos moleculares
como la secuenciación de genoma completo, logra una comprensión más profunda de las características bacterianas
(Ivanova et al., 2023). Este enfoque combinado permite verificar o refutar las propiedades fenotípicas observadas
mediante métodos convencionales, ofreciendo así una perspectiva más completa sobre los microorganismos
estudiados (Huang et al., 2023).

En este contexto, es importante poder contar con biobancos que funcionan como sistemas organizados que
recopilan y almacenan grandes cantidades de muestras biológicas como tejidos, líneas celulares, microorganismos e
información a largo plazo (National Library of Medicine, 2023), asegurando su óptima calidad y cumpliendo con
normas éticas y legales que garantizan los derechos de los pacientes de quienes provienen las muestra (Doménech
García & Cal Purriños, 2014). Por lo tanto, los biobancos permiten realizar estudios en retrospección ayudando a
comprender y enfrentar desafíos de salud actuales y futuros como lo es la resistencia antimicrobiana, brindando
información que oriente las estrategias de control y contención de la propagación de mecanismos de resistencia a
antimicrobianos (Aslam et al., 2021).

En este estudio, nos propusimos realizar secuenciación de genoma completo mediante tecnología de nanoporos
para descifrar el panorama genético asociado a fenotipos de multirresistencia en aislamientos clínicos de
Enterobacterias procedentes del biobanco del año 2023 del Hospital General Docente de Calderón de
Quito-Ecuador, buscando aportar nuevos conocimientos sobre los determinantes moleculares implicados a este
urgente problema de salud pública.

Se espera que la secuenciación de genoma completo mediante tecnología de nanoporos revele una diversidad de
genes de resistencia en las enterobacterias aisladas, incluyendo genes de carbapenemasas (blaKPC, blaNDM),
betalactamasas de espectro extendido (blaCTX-M, blaSHV, blaTEM), que son comúnmente reportados en Ecuador.
Además, se anticipa que esta técnica permitirá identificar mecanismos de resistencia no detectados por métodos
fenotípicos convencionales.

2. Materiales y Métodos

Previo a los ensayos experimentales, el protocolo de investigación fue sometido a evaluación por parte del Comité
de Ética de Investigación en Seres Humanos del Hospital General Docente de Calderón (CEISH-HGDC). Dado el
carácter observacional de este estudio, en el que no se realizó intervención alguna sobre las muestras clínicas y
aislamientos bacterianos más allá de su caracterización genómica mediante secuenciación de sus genomas
completos, y en apego a los lineamientos éticos estipulados para investigaciones con muestras clínicas, el comité
posterior a la revisión del protocolo codificado como CISH-HGDC-2023_009, notificó que “es una investigación
exenta de evaluación por parte del CEISH, de acuerdo con la establecido en la normativa legal vigente”. La
resolución se encuentra en el Anexo 1: Figura A1.

Se trata de un estudio observacional, descriptivo y retrospectivo en el que se utilizó una colección de 27
aislamientos bacterianos procedentes del biobanco institucional del Hospital General Docente de Calderón en la
ciudad de Quito-Ecuador, lo cuales se obtuvieron a partir de diversas muestras clínicas de pacientes atendidos
durante el año 2023 tomándose como criterio de selección cepas de Enterobacterias productoras de carbapenemasas
caracterizadas fenotípicamente por el personal técnico de dicha casa de salud y como criterio de exclusión aquellas
cepas que se desconoce el género al que pertenece o su mecanismo resistencia. Dada su condición de
multirresistencia, estos aislamientos fueron excelentes candidatos para investigar a profundidad las bases genómicas
que subyacen a este fenómeno de gran relevancia clínica y problemática creciente en el ámbito de la salud pública.

Este estudio se llevó a cabo en 3 fases: La primera fase consistió en la resucitación y obtención de biomasa
bacteriana la cual se realizó en las instalaciones del laboratorio de microbiología del Hospital Docente Calderón,
mientras que la segunda fase que consistió en la extracción, cuantificación de DNA bacteriano, preparación de
librerías genómicas y secuenciación por nanoporos fué realizado en el laboratorio de investigación de la Facultad de
Ciencias de la Salud “Matilde Hidalgo” de Universidad Internacional SEK, Campus Miguel de Cervantes, Carcelén,
Quito-Ecuador. La tercera etapa consistió en el análisis bioinformático.
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2.1 Resucitación y Obtención de biomasa bacteriana

La colección de 27 aislamientos de enterobacterias perteneciente al biobanco institucional se mantenían
criopreservados a -20°C en crioviales con caldo Tripticasa Soya (TSB) suplementado con glicerol al 5%. Con el fin
de reactivar los aislamientos, evaluar su viabilidad y pureza, los crioviales fueron descongelados y el contenido
inoculado mediante estriación en agar Tripticasa Soya (TSA). Las placas se incubaron a 35°C durante 24 horas en
condiciones aeróbicas. Posteriormente, se seleccionaron colonias aisladas y puras de cada aislamiento y se
transfirieron a medio líquido Luria Bertani (LB), incubando nuevamente a 35°C por 24 horas.

Tras el periodo de incubación, las cepas bacterias se centrifugaron a 2506 RCF durante 10 minutos para obtener
los pellets celulares. Estos pellets se conservaron a -80°C para su posterior utilización en la extracción de ADN
bacteriano

2.2 Extracción y purificación de DNA bacteriano

Para la extracción de ADN se utilizó el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA
CORPORATION, Madison, EE.UU.), siguiendo estrictamente el protocolo el cual consiste lisis celular,
precipitación de proteínas, precipitación de DNA y rehidratación. El ADN purificado con este sistema es adecuado
para una variedad de aplicaciones como amplificación y secuenciación (Promega, 2023).

Posteriormente se cuantificó el ADN extraído mediante fluorómetro Qubit el cual mide únicamente el ADNbc
intacto descartando posibles interferencias por la presencia de ADN degradado.

Al realizar una primera medición este superó el límite máximo de la curva de calibración, por lo que se decidió
realizar una dilución con un factor de 4 para determinar la contracción de ADN en cada muestra.

2.4 Preparación de librerías y secuenciación

En primer lugar, los aislamientos fueron organizados en 4 grupos e identificados con códigos de barras únicos del
9 al 12 con el fin de optimizar el proceso de secuenciación y análisis bioinformático. Para esta agrupación fueron
tomados en cuenta datos fenotípicos provistos por el laboratorio de microbiología del Hospital Docente de Calderón,
como tipo de muestra del cual fue recuperado, género bacteriano y mecanismo de resistencia inferidos. Los datos de
tipo de muestra se utilizaron únicamente con fines didácticos ya que no serán relevantes para el análisis de los
resultados.

Para la preparación de librerías genómicas se utilizó el kit Rapid sequencing gDNA - barcoding SQK-RBK004 el
cual permite la multiplexión de hasta 12 “barcodes” por cada celda de flujo, se basa en la utilización de transposasas,
las cuales corta aleatoriamente el DNA y unen simultáneamente barcodes a los extremos escindidos, para
posteriormente agregar adaptadores de secuenciación a los extremos etiquetados (Radukic et al., 2020). Este kit
requiere de una concentración máxima de 400 ng de ADN en 7.5 uL por “Barcode”, dado que las muestras
superaron esta concentración, se aplicaron diferentes factores de dilución previas entre 3 a 10.

La secuenciación se llevó a cabo utilizando la celda de flujo R9 que contiene 2048 nanoporos (Radukic et al.,
2020), esta al ser verificada usando MinKNOW (software del dispositivo MinION) indicó que 900 poros se
encontraban disponibles, siendo 800 poros la cantidad mínima para llevar cabo la secuenciación (Oxford Nanopore
Technologies, 2024). El proceso de secuenciación se realizó durante un periodo de 48 horas consecutivas, con ello
tratar de lograr alta profundidad y cobertura para un ensamblaje de alta calidad.

Análisis de los datos

Los archivos FASTQ ​​generados del llamado de bases del software MinKNOW, se cargaron en la plataforma en
línea Epi2me en el flujo de trabajo “FASTQ Antimicrobial Resistance” (AMR, ID: 446911). El análisis de mapeo
“FASTQ Antimicrobial Resistance” AMR detecta genes de resistencia antimicrobiana en dos etapas: 1)
Identificación de especies mediante WIMP (What's in my Plot) clasificando secuencias de nanoporos de calidad
(QScore establecido >8) en tiempo real, utilizando la taxonomía de la base de datos RefSeq del NCBI para
identificar bacterias, virus, hongos y arqueas. 2) Identificación de resistencia antimicrobiana mediante AMR CARD
alineando la lectura de entrada con minimap2 contra todas las secuencias de referencia disponible en la base de
datos CARD, la cual contiene secuencias de proteínas, clases de fármacos y ontologías de resistencia. (EPI2ME,
2024).
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Dado el número limitado de genes de resistencias encontrados tras el análisis con la plataforma Epi2me, se decidió
realizar adicionalmente un ensamblaje metagenómico concatenando toda la información de los “barcodes” 9, 10, 11,
12 en uno. Para ello se estableció el siguiente flujo de trabajo utilizando la plataforma Galaxy Australia, Australian
BioCommons, versión 24.1. Inicialmente, los archivos FASTQ se cargaron en la plataforma, ayudados de la
herramienta Concatenate multiple (Galaxy Version 0.2) se concatenó la información, posteriormente se realizó un
proceso de trimado mediante Porechop (Versión Galaxy 0.2.4+galaxy0) para optimizar la calidad de las secuencias.
Para asignar etiquetas taxonómicas a las lecturas de secuenciación se aplicó la herramienta Kraken2 (Versión Galaxy
2.1.1+galaxy1) cuyos resultados fueron procesados con Convert Kraken (Versión Galaxy 1.2+galaxy0) y
visualizados gráficamente con Krona Pie Chart (Versión Galaxy 2.7.1+galaxy0). A continución se realizó un
ensamblaje de novo utilizando la herramienta Megahit (Versión Galaxy 1.2.9+galaxy1), para posteriormente
ejecutar anotación funcional para genes antimicrobianos de resistencia con Abricate (Versión Galaxy 1.0.1).

3. Resultados

3.1 Librerías Genómicas

En este estudio, se analizaron 27 aislados bacterianos, organizados en cuatro grupos o "Barcodes", cada uno con
un número variable de cepas. La Tabla 1 detalla cómo estuvo conformado cada grupo. Es importante señalar que,
aunque se utilizó el tipo de muestra (sangre, orina, e hisopado rectal) para facilitar la clasificación de los códigos de
barra, esta información no tiene relevancia en los resultados del estudio y se empleó únicamente con fines
organizativos para las bibliotecas genómicas. Entre los aislados analizados, Klebsiella pneumoniae es la bacteria
predominante en 3 de los 4 “Barcode”, mientras que el mecanismo de resistencia más común fue KPC.

Tabla 1: Conformación de grupos para análisis de secuenciación del genoma completo

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemasa; MBL: Metalobetalactamasa; Oxa: Oxacilinasa

3.2 Cuantificación de ADN por “Barcode”

En la Tabla 2 se muestra la Concentración de ADN obtenido para cada aislamiento bacteriano. La concentración
de ADN Total hace referencia a la concentración corregida por el factor de dilución (4) realizada previa a la
cuantificación. Además, se muestran los detalles técnicos y procedimientos realizados con el fin de conseguir la
concentración de ADN idónea para continuar la preparación de la librería genómica.
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Tabla 2: Contracción de ADN por cada “Barcode”

Debido a las altas concentraciones de ADN iniciales, se realizó un proceso de ajuste en dos etapas. Primero, se efectuaron diluciones preliminares
para reducir la concentración (Factor de Dilución) y posteriormente, se tomó 1 μL aproximadamente de cada muestra diluida para conformar los
grupos o "Barcodes", asegurando una cantidad máxima de 400 ng de ADN en un volumen final de 7,5 μL por grupo.

3.3 Métricas de calidad de la Secuenciación

Tras culminar las 48 horas de secuenciación en el equipo MinION, se obtuvo en general para los 4 “Barcode”
analizados un total de 3.106 lecturas, con un rendimiento de 15,4 millones de bases. La longitud promedio de las
secuencias fue de 4.956 pB y cuya calidad promedio de las lecturas (QScore) tuvo una puntuación de 8,55,
superando el puntaje mínimo establecido de 8. .

En la Tabla 3 se observan los parámetros de calidad y rendimiento de la secuenciación para los 4 “barcode”
analizados. El número de lecturas obtenidas es variada por cada “Barcode” siendo el más bajo 59 lecturas para el
“Barcode” 12, y el más alto 175 lecturas para el “Barcode” 11. En cuanto al rendimiento de la secuenciación
expresado en kilobases (Kb), fue mejor para el “barcode” 11 y más bajo para el “barcode” 12. Los “Barcode” 9 y 10
mostraron resultados intermedios, con el “Barcode” 9 teniendo la longitud promedio de secuencia más corta de
4.926 nucleótidos con un índice de calidad de 8,6, mientras que el “Barcode” 10 tuvo un rendimiento de 178,9 Kb
el índice de calidad de 8,26.

Tabla 3: Parámetros de Calidad y Rendimiento de la Secuenciación

En esta tabla se detalla la cantidad de información generada, es decir, el número de lecturas y rendimiento de la secuenciación, así como la
longitud promedio de las secuencias y calidad de los datos obtenidos.
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3.4 Identidad Taxonómica

Previo a la asignación taxonómica el pipeline “FASTQ Antimicrobial Resistance” (AMR) de la plataforma
Epi2me, filtra y corta las lecturas por debajo de QScore establecido (8.0) y asigna como lecturas clasificadas las que
cumplen con el valor de Qscore obteniéndose los datos descritos en la Tabla 4. Se observa que para los “Barcode” 9,
11 y 12 obtuvieron una mayor cantidad de lecturas analizadas y clasificadas exitosamente (68%, 74% y 63%
respectivamente). En contraste con el “Barcode” 10 que el 43% de lecturas tuvo una clasificación exitosa.

A partir de las Lecturas clasificadas se realizó la asignación taxonómica. Para el “Barcode” 9 de las 116 lecturas
clasificadas, 65 fueron asignadas como Klebsiella. Para el “Barcode” 11 de las 130 lecturas clasificadas 72 fueron
asignadas también como klebsiella. Mientras que para el “Barcode” 10 de 41 lecturas clasificadas 13 fueron
asignadas como Escherichia. Para el “Barcode” 12 de 37 lecturas clasificadas 19 fueron asignadas como
Enterobacter. Los Barcodes 9, 11 y 12 muestran una correlación entre la caracterización fenotípica realizada
previamente por el Laboratorio de Microbiología del Hospital Docente de Calderón y la caracterización genotípica
realizada mediante secuenciación de genoma completo. Sin embargo, el “Barcode” 10 presenta una discrepancia ya
que fenotípicamente se identificó como Klebsiella, mientras que genotípicamente se clasificó como Escherichia.

Tabla 4: Resultados del análisis taxonómico del pipeline AMR

Se puede apreciar el número de lecturas analizadas para cada “Barcode”, las lecturas que pudieron ser clasificadas por el flujo de trabajo AMR.

3.5 Determinantes de Resistencia Bacteriana
Posterior a la asignación taxonómica, el flujo de trabajo AMR reveló la presencia de los genes responsable de la

resistencia antimicrobiana para cada “Barcode” analizado cuyos resultados se pueden observar en la Tabla 5.

Tabla 5: Determinantes genéticos encontrados por cada “Barcode”.

Se detalla los genes implicados en la resistencia bacteriana encontrada por cada “Barcode”

Para el “Barcode” 9 en un total de 116 lecturas analizadas y un promedio de precisió de 79.8% se evidenciaron la
presencia de 2 genes de resistencia a antimicrobianos: 1 gen asociado a resistencia a aminoglucósidos (rrsH) y 1 gen
de resistencia a fluoroquinolonas (parE). Para el “Barcode” 10 de un total de 41 lecturas analizadas y con un 86.4%
de precisión se determinó 1 gen de resistencia a fluoroquinolonas (QnrB5). Mientras que para el “Barcode” 11 con
130 lecturas analizadas y 83% de precisión promedio se identificó el mayor número de determinantes genéticos de
resistencia (8), 3 genes asociados a bombas de eflujo (acrA, YojI, mdtB), 2 genes de resistencia a aminoglucósidos
(aadA, rrsD) y 3 genes de resistencia a fluoroquinolonas (QnrB1, QnrB19, QnrS3). Por último para el “Barcode” 12
con tan solo 37 lecturas analizadas y con 85% de precisión se encontró que 2 genes de resistencia 1 gen asociado a
resistencia a aminoglucósidos (rrsB) y 1 gen de resistencia a fluoroquinolonas (gyrA).

Además podemos observar que se da una discrepancia entre el mecanismo de resistencia inferido fenotípicamente
y los mecanismo de resistencia determinados mediante secuenciación de genoma completo, ya que fenotípicamente
se indica la presencia de resistencia tipo KPC y el análisis genotípico realizado mediante secuenciación por
nanoporos (ONT) no lograron detectar los genes asociados a esta resistencia para ninguno de los “Barcode”
analizados.
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3.5 Análisis Metagenómico

El análisis metagenómico, llevado a cabo al consolidar los datos provenientes de los "Barcode" 9, 10, 11 y 12 en
un único archivo y tras el proceso de trimming utilizando la herramienta Porechop de Galaxy Australia, generó un
conjunto de datos que se muestra en la Tabla 6. Se obtuvieron un total de 500 secuencias que comprenden 2,4
millones de bases de información genética. Se determinó además, que la longitud de las secuencias va desde 107 a
76572 nucleótidos, presentando un contenido de guanina-citosina del 55%.

Tabla 6: Estadísticas básicas obtenidas a partir de Análisis Metagenómico.

%GC: Porcentaje guanina-citosina.

En la Tabla 7 se muestra que el 64% de las secuencias analizadas se asignaron al género Klebsiella spp., seguido
por un 8% al género Enterobacter spp.. Estos resultados están en concordancia con la identificación fenotípica
previa, que también reveló un predominio de cepas del género Klebsiella spp., seguido por Enterobacter spp..
Además, el 3% de Escherichia detectado en este análisis metagenómico confirma el hallazgo mediante la plataforma
EPI2ME..

Tabla 7: Asignación taxonómica y genes de resistencia del análisis metagenómico

Detalle los resultados obtenidos tras el análisis metagenómico en la Plataforma Galaxy Australia.

Como se detalla en la tabla 7, la anotación funcional reveló la presencia de un gene asociados a la resistencia
antimicrobiana, el cual tras consultar el número de adhesión JN247852 en la base de datos de NCBI se determina
que este gen correspondiente al plásmido pIncX-SHV de Klebsiella pneumoniae, conocido por su papel en la
diseminación de resistencia a betalactámicos.

4. Discusiones

Para los “Barcode” 9, 11, 12 se corroboró que las cepas en estudio se trataban del género Klebsiella spp, siendo
este microorganismo un patógeno oportunista que causa una variedad de enfermedades infecciosas, incluyendo
infecciones del tracto urinario, bacteriemia, neumonía y abscesos hepáticos (Wang et al., 2020), es uno de los
principales agentes nosocomiales especialmente en pacientes inmunocomprometidos o con enfermedades
subyacentes. Además posee la capacidad de adquirir y diseminar múltiples mecanismos de resistencia complicando
el tratamiento y control de infecciones. En el Ecuador de acuerdo a datos del Ministerio de Salud Pública entre 2014
y 2018 es el segundo microorganismo mayormente aislado en los hospitales dentro del Sistema de Vigilancia
Nacional RAM (Ministerio de Salud Pública, 2018) de igual manera en el Hospital Docente de Calderón para los
años 2022 y 2023 Klebsiella pneumoniae es el segundo microorganismo más aislado seguido de Escherichia coli,
esto de acuerdo a datos publicados en la Cartilla de Resistencia Antimicrobiana - HGDC.
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La discrepancia que se presentó en el “Barcode” 10 entre la identificación fenotípica por parte del Laboratorio de
microbiología del Hospital Docente de Calderón y la asignación taxonómica mediante secuenciación por ONT pudo
deberse al bajo número de lecturas obtenidas para este grupo: de un total de 96 lecturas, solo 41 fueron clasificadas,
y 13 fueron asignadas al género Escherichia spp. Esta baja cantidad de datos genómicos pudo haber conllevado a
una clasificación no precisa, destacando la importancia de obtener una cobertura genómica adecuada para garantizar
una identificación taxonómica confiable. Comparando los datos que obtuvimos en este estudio con otros trabajos,
(Ruan et al., 2020) en el que realizan secuenciación de genoma completo por ONT lograron obtener 76.129 lecturas
de secuencia con una longitud promedio de 9.806 pares de bases y un rendimiento 746,5 Mbp. Esta comparación
resalta la considerable diferencia en la cantidad y calidad de los datos obtenidos para este “Barcode”.

Los procesos de extracción y cuantificación de ADN es un paso crítico, en la investigación genómica, ya que
influyen directamente en la calidad y sensibilidad de procesos posteriores, como la secuenciación (Jain et al., 2018),
(Liu et al., 2022). En este estudio, los resultados de cuantificación de ADN revelaron variaciones en las
concentraciones iniciales entre las diferentes cepas bacterianas que van desde 30,08 ng/uL hasta 388 ng/uL,
pudiendo atribuirse a diversos factores, como las diferencias en la eficiencia de extracción entre especies
bacterianas, la fase de crecimiento de los cultivos al momento de la extracción (Suárez Contreras & Yañez Meneses,
2018)), o la integridad celular de las diferentes cepas. Para la conformación de los grupos o "Barcodes", se requirió
alcanzar una concentración homogénea final de 400 ng de ADN en un volumen de 7,5 μL por cada "Barcode"
cumpliendo los requisitos especificados en el Kit de preparación de librerías genómicas SQK-RBK004, para lo cual
fue necesario realizar varias diluciones manejando volúmenes muy pequeños que pudieron conllevar a errores
sistemáticos por pipeteo, los cuales tienen el potencial de afectar el rendimiento de la secuenciación subsiguiente. Es
por ello que, dada la importancia en la precisión en estas etapas, se recomienda realizar una segunda cuantificación
de la concentración de ADN posterior a la ejecución de las diluciones, aportando a la obtención de resultados más
fiables y reproducibles.

Los hallazgos de este estudio revelan un perfil preocupante de resistencia antimicrobiana en aislamientos clínicos
de enterobacterias, principalmente en Klebsiella spp. La identificación de múltiples genes de resistencia, incluyendo
aquellos que codifican para bombas de eflujo (acrA, YojI, mdtB), resistencia a aminoglucósidos (aadA, rrsH, rrsD,
rrsB) y fluoroquinolonas (parE, QnrB5, QnrB1, QnrB19, QnrS, gyrA), subraya la complejidad y desafío que
representa la resistencia antimicrobiana en el entorno hospitalario del cual provienen las cepas.

Se determinó la presencia de genes codificantes para bombas de eflujo 11 como acrA, YojI y mdtB. Los cuales
son transportadores de membrana involucrados en la expulsión activa de sustancias tóxicas como los compuestos
antimicrobianos desde el interior de la célula hacia el medio externo (Macheti et al., 2011) reduciendo así su
concentración intracelular y eficacia. El gen acrA, parte del complejo AcrAB-TolC, es especialmente relevante ya
que confiere resistencia a antibióticos como fluoroquinolonas, β-lactámicos, tetraciclinas y macrólidos. En el caso
de Klebsiella (antiguamente denominado Enterobacter) aerogenes está involucrado en la disminución de la
permeabilidad de membrana hacia imipenem (Macheti et al., 2011) complicando el manejo de las infecciones. Las
bacterias poseedoras de este gen podrían aumentar su expresión en situaciones de estrés como la presencia de etanol
al 4 %, NaCl 0,5 M y fase estacionaria en medio Luria-Bertani (Ma et al., 1995). En el Ecuador no existen datos que
describen la prevalencia de genes de resistencia asociados con bombas de eflujo en aislamientos de Enterobacterias,
únicamente se han estudiado para Acinetobcater baumanni y Pseudomoas aeroginosa . Es importante destacar que
aunque estos genes no se transmitan mediante elementos móviles, sino a través de herencia bacteriana es
fundamental conocer su presencia en el país, ya que limita las opciones terapéuticas para tratar infecciones o fallos
en los tratamientos causadas por bacterias que portan estos genes, lo que representa un desafío significativo para la
salud pública.

Los aminoglucósidos son antibióticos que inhiben la síntesis de proteínas bacterianas, cuya acción se ve
comprometida por la presencia de genes de resistencia como los identificados en este estudio: aadA, rrsH, rrsD y
rrsB. La detección del gen de resistencia aadA codifica la enzima AAC(6`) que es una acetiltransferasa que modifica
la estructura del aminoglucósidos, inactivandolo. Esta enzima afecta directamente a los antibióticos gentamicina y
tobramicina agregando un grupo acetilo en la posición 6` del anillo aminoglucósido impidiendo que se una a la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano (Mingeot-Leclercq et al., 1999) También se determinaron los genes rrsH,
aadA, rrsD y rrsB los cuales reducen la afinidad del antibiótico por su blanco modificando el ARN ribosómico
bacteriano. La resistencia a aminoglucósidos limita significativamente las opciones terapéuticas, especialmente en
pacientes con infecciones del torrente sanguíneo, neumonías asociadas a ventilador y otras infecciones nosocomiales
severas. Además son de gran interés para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes ya
que tiene efecto sinérgico con polimixinas como colistina. De acuerdo al estudio publicado por (Mejía Zambrano,
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2022) la administración de amikacina para tratar infecciones por Klebsiella pneumoniae multirresistente disminuye
las tasas de mortalidad en pacientes hospitalizados, siendo la multirresistencia la mayor problemática mundial.

La resistencia a aminoglucósidos presenta una estrecha relación con la resistencia a antibióticos β-lactámicos. Esta
asociación se debe principalmente a que los genes codificantes de enzimas modificadoras de aminoglucósidos a
menudo se encuentran en los mismos plásmidos que albergan genes de β-lactamasas (González & Nieves, 2016). En
el Ecuador, estudios con cepas de Escherichia coli productora de beta-lactamasa de espectro extendido (BLEE)
causantes de infecciones sistémicas, ha revelado la presencia de genes que codifican enzimas modificadoras de
aminoglucósidos, presentando resistencia a cefalosporinas de todas las generaciones, quinolonas y aminoglucósidos.
Esto ha impulsado el uso de antibióticos de amplio espectro como los carbapenémicos como última línea de defensa
contra estas infecciones, sin embargo el uso de estos antibióticos podría ejercer una presión selectiva favoreciendo la
aparición y propagación de mecanismos de resistencia más complejos como lo es la producción de enzimas
carbapenemasas.

La identificación de genes de resistencia a fluoroquinolonas encontrada en todos los “Barcode” como parE,
QnrB5, QnrB1, QnrB19, QnrS y gyrA es importante dada la relevancia clínica de esta familia de antibióticos sobre
el tratamiento de infecciones. Estos son utilizados para tratar infecciones de vías urinarias, del tracto gastrointestinal,
intraabdominales, de la piel y tejidos blandos, huesos y articulaciones (Shariati et al., 2022). El gen parE, junto con
gyrA, codifica subunidades de la topoisomerasa IV y la ADN girasa, respectivamente, que son los blancos
moleculares de las fluoroquinolonas. Mutaciones en estos genes pueden disminuir la afinidad del antibiótico por su
sitio de acción, confiriendo resistencia.

La resistencia a quinolonas mediada por plásmidos y codificada por los genes Qnr, actúa uniéndose y protegiendo
a la girasa y a la topoisomerasa IV de la acción de las quinolonas. El primer reporte de gen se realizó en 1998 en una
cepa clínica de Klebsiella pneumoniae, aislada de un cultivo de orina en Birmingham, Alabama (E.U.A.) . Este tipo
de genes van a codificar determinantes de resistencia que inducen aumentos de la concentración inhibitoria mínima
(CIM), y no alcanzan los puntos de corte considerados como resistentes, facilitando la selección de mutantes con
mayores niveles de resistencia a nivel cromosoma (García et al., 2018). Por lo tanto el hallazgo de los genes Qnr son
preocupantes ya que fenotípicamente no se estaría detectando, generando presión selectiva de cepas resistentes.
Esto podría explicar el aumento de resistencia de fluoroquinolonas que se ha dado en el año 2023 en el Hospital
Docente de Calderón, ya que de acuerdo a datos de la Cartilla de susceptibilidad a antimicrobianos en el año 2022
ciprofloxacina en Klebsiella pneumoniae aislada de muestras de orina presentaba resistencia de 36%, mientras que
para el año 2023 esta resistencia asciende al 43%.

En el análisis metagenómico se identificó la presencia del plásmido pIncX-SHV de Klebsiella pneumoniae
conocido por su papel en la diseminación de resistencia a los betalactámicos. Este gen codifica para beta-lactamasas
tipo SHV (sulfhidril-β-lactamasa), la cual media la resistencia constitutiva de Klebsiella pneumoniae a ampicilina,
pero además, tiene la capacidad de inactivar a cefalosporinas. Este plásmido se transfiere horizontalmente,
facilitando la propagación de la resistencia a antibióticos entre diferentes cepas y especies bacterianas. En el
Hospital Docente de Calderón se reporta un aumento de la producción de beta-lactamasa de espectro extendido, ya
que en el año 2022 el 25% de aislamientos de Klebsiella pneumoniae aislada de orina era productora de
Beta-lactamasa, mientras que en el 2023 este valor asciende al 36%.

La identificación de perfiles de resistencia en Klebsiella spp, especialmente aquellos asociados con plásmidos
como pIncX-SHV y Qnr debe ser comparada con los datos de otras instituciones o regiones geográficas para
determinar si estos perfiles sugieren la circulación de clones de alto riesgo. En muchas regiones, Klebsiella spp
resistente a carbapenémicos y productora de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) ha sido identificada
como un patógeno de alta prioridad debido a su capacidad para causar brotes nosocomiales. Esto subraya la
importancia de la vigilancia genómica y epidemiológica coordinada para controlar la propagación de estos
patógenos resistentes y desarrollar estrategias efectivas de control y tratamiento.

La ventaja de realizar caracterización genotípica de resistencia bacteriana mediante secuenciación de genoma
completo es fundamental, ya que a diferencia de las determinaciones fenotípicas, que dependen de características
observables de resistencia, la secuenciación permite una identificación exhaustiva de todos los genes que podrían
estar implicados en uno o más mecanismos de resistencia antimicrobiana. Esta capacidad es crucial porque algunos
mecanismos de resistencia pueden no ser detectables mediante pruebas fenotípicas tradicionales, ya que la
resistencia puede estar latente o no expresarse fenotípicamente. La caracterización genotípica ofrece entonces, una
visión más completa, precisa y detallada de los perfiles de resistencia, facilitando así una mejor comprensión de la
propagación y evolución de la resistencia antimicrobiana. Esto no solo mejora la capacidad para monitorear y
controlar la resistencia, sino que también proporciona una base sólida para el desarrollo de estrategias de tratamiento
más efectivas y específicas
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5. Conclusiones

Este estudio reveló la presencia de múltiples genes de resistencia antimicrobiana en aislamientos clínicos de
enterobacterias, predominantemente Klebsiella spp, mediante secuenciación de genoma completo por nanoporos. Se
identificaron genes asociados con resistencia a aminoglucósidos, fluoroquinolonas y mecanismos de bombas de
eflujo, lo que sugiere un perfil de multirresistencia preocupante. La presencia de estos determinantes genéticos,
especialmente los genes qnr, las bombas de eflujo como acrA y el plásmido pIncX-SHV, indican un desafío en el
tratamiento de infecciones causadas por estos patógenos. Sin embargo, es notable la discrepancia entre la
caracterización fenotípica inicial que sugería la presencia de carbapenemasas tipo KPC y la ausencia de estos genes
en el análisis genómico, lo que subraya la importancia de combinar métodos fenotípicos y genotípicos en la
caracterización de la resistencia antimicrobiana.

A pesar de las limitaciones técnicas encontradas, como el bajo rendimiento de secuenciación y las discrepancias en
la identificación taxonómica, este estudio proporciona información valiosa sobre la epidemiología molecular de la
resistencia antimicrobiana en un contexto hospitalario ecuatoriano. La identificación del plásmido pIncX-SHV en
Klebsiella spp. sugiere la presencia de elementos genéticos móviles capaces de diseminar la resistencia a
betalactámicos. Estos hallazgos resaltan la necesidad de implementar estrategias de vigilancia genómica más
robustas y sistemáticas para monitorear la evolución y propagación de la resistencia antimicrobiana en entornos
clínicos, lo cual es crucial para informar políticas de control de infecciones y guiar decisiones terapéuticas en el
manejo de infecciones causadas por enterobacterias multirresistentes.

6. Recomendaciones

Para mejorar la precisión y la exhaustividad en el análisis genómico de la resistencia antimicrobiana, se recomienda
realizar una nueva secuenciación utilizando el kit. Este kit Rapid Barcoding Kit 24 V14 (SQK-RBK114.24) permite
la multiplexión de hasta 24 códigos de barras, con una precisión de 99% lo que no solo incrementa la capacidad de
análisis de múltiples muestras, sino que también mejora la resolución y la calidad de los datos obtenidos. Además, se
sugiere utilizar una Flowcell R10.4.1, la cual tiene la capacidad de realizar dobles lecturas, proporcionando mayor
sensibilidad y una precisión mejorada en la detección de secuencias, optimizando así la calidad general de los datos.
Complementariamente, es aconsejable ampliar el uso de herramientas bioinformáticas más allá de la plataforma
EPI2ME, que ofrezcan análisis más robustos y detallados. Estas herramientas adicionales pueden proporcionar una
visión más completa y precisa del perfil genético de resistencia, apoyando el desarrollo de estrategias de control y
tratamientos más efectivos.
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Anexo 1:

Figura A1: Resolución por parte del Comité de Bioética del Hospital Docente de Calderón CEISH-HGDC

DII-Septiembre 2024
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