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Resumen: Un grupo de bacterias de importancia clinica son los bacil os gramnegativos (BGN) de lafamilia Enterobacteriaceae,

los cuales han dado lugar a varias infecciones en el ser humano Los aislados del género Klebsiella y Enterobacter constituyen
enterobacterias que generalmente estan rel acionadas con infecciones adquiridas en lacomunidad y en el ambito hospitaario. La
propagacion delaresistenciapor laenzimaK PC constituye el mecani smo de resi stenciamas comun en el Ecuador cuya natural eza
multirresistente puede causar graves problemas de salud. El gen bla krc que codifica resistencia a carbapenémicos y otros beta-

| actamicos puede estar asociado a otros determinantes que causan resistenciaa otros tipos de antibidticos. Objetivo: Andizar los
perfiles molecul ares de resi stencia antimicrobiana en aid ados bacterianos de |a familia Enter obacteriaceae obtenidos durante €

afio 2021 en e Hospita General Docente de Calderon mediante la plataforma de secuenciacion de tercera generacion Oxford

Nanopore, para detectar |0s genes asociados con laresistencia fenotipica en esta casa de salud. M aterialesy métodos: Para este
estudio se utilizaron 20 aislados bacterianos perteneci entes alacol eccion de microorganismos del hospital, |as cua es previamente
fueron caracterizadas fenotipicamente como productoras de enzimas KPC. Dentro de la metodologia utilizada, se efectud la
extraccién de ADN bacteriano, se prepard lalibreria gendmicacon d kit Rapid Barcoding RBK-004, y posteriormente se realizé
el andlisis de las secuencias en e secuenciador MinlON. Para e andisis de los resultados se utilizd la Plataforma Epl2ME.
Resultados obtenidos: Las variantes del gen blakpc: blakpc-2, blakpc-s, blakpecs y blakrc-14 confirieron resistencia enzimatica
a Betalactamicos; mientras que los aelos identificados como gnrB y ogxA codificaron laresistencia a las fluoroquinolonas.

Palabras clave: resistencia antimicrobiana; genes de resistencia; Enterobacteriaceae, antibiéticos, hospital

Summary: A group of bacteria of clinical importance are the gram-negative bacilli (GNB) of the family Enterobacteriaceae,
which have given rise to several infectionsin humans. Isolates of the genus Klebsiella and Enterobacter constitute enterobacteria
that are generally related to infections acquired in the community and in the hospital setting. The spread of resistance by the KPC
enzyme constitutes the most common resistance mechanism in Ecuador, whose multidrug-resistant nature can cause serious
health problems. The bla kpc gene that encodes resistance to carbapenems and other betal actams may be associated with other
determinants that cause resistance to other types of antibiotics. Objective: Analyze the molecular profiles of antimicrobial re-
sistance in bacteria isolates of the Enterobacteriaceae family obtained during 2021 at the Calder6n General Teaching Hospital
using the Oxford Nanopo-re third-generation sequencing platform, to detect the genes associated with the phenotypic resistance
in this health home. Materials and methods: For this study, 20 bacterial isolates belonging to the hospitd's collection of micro-
organisms were used, which were previously phenotypically characterized as producers of KPC enzymes. Within the methodol-
ogy used, bacterial DNA was extracted, the genomic library was prepared with the Rapid Barcoding RBK-004 kit, and the se-
guences were subsequently analyzed in the MinlON sequencer. The Epl2ME Platform was used to analyze the results. Results
obtained: The bla krc gene variants: bla kpc-2, blakpec-3, bla kpc-6 and bla kpc-14 conferred enzymatic resistance to Beta-|actams;
whilethe alelesidentified as qnrB and ogxA encoded resistance to fluoroquinolones.

Keywords: antimicrobia resistance; resistance genes; Enterobacteriaceae, antibiotics, hospita

Andlisis de perfiles moleculares de resi stencia antimicrobiana en aislados bacterianos de |a familia Enter bacteriacea. Basantes Lasso, Ramirez et al.



20f 22
1. Introduccion

La resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la capacidad natural o adquirida que presenta una
bacteriade resistir alos efectos bactericidas o bacteriostati cos de un agente antimicrobiano, através de mutaciones
en los genes cromosdémicos o por transferencia de material extracromosomico (ADN plasmidico, transposones o
integrones) que codifican ciertas enzimas (Celis-Bustos et a., 2017; Calderén & Aguilar, 2016; Bush & Jacoby,
2010). De esta manera, en laresistencia adquirida se produce una modificacion de la carga genética bacteriana en
cepas de una especie normamente sensible (Oromi, 2000), dando origen a la adquisicién de mecanismos de
defensa ante la exposicion prolongada a antimicrobianos mediante procesos bioquimicos que influyen en la
dispersién de dicharesistencia a nivel hospitalario (Ministerio de Salud Publica del Ecuador,2018).

En consecuencia, la Organizacion Mundia de la Salud (OMS) en conjunto con la Organizacion de las
Naciones Unidas parala Alimentaciény la Agricultura (FAO) en e afo 2011 declaré alaRAM como un problema
desalud publicay unadelas mayoresamenazasanivel mundial. En el afio 2015, con €l fin de detener su progresion
y mitigar suimpacto, se establecio un plan de accion que consistio en lareduccidn delaincidenciadelainfectividad
a lo largo del tiempo (Alds, 2015; Farifia, 2016; Organizacion Mundial de la Salud, 2020). Sin embargo, la
Organizacién Panamericana de la Salud (2021) declar6 que se han producido més de 700 mil muertes en el mundo
Y que se prevee que parad afio 2050, existiran aproximadamente 10 millones de muertes a causa de infecciones
causadas por bacterias resistentes a los antimicrobianos. En € caso del Ecuador, € pais ya cuenta con € Plan
Nacional paralaprevenciony control de laRAM (2019-2023) liderado por el Ministerio de Salud Publica (MSP)
y € Instituto Nacional de Investigacién en Salud Pdblica- INSPI (Ministerio de Salud, 2018). Lared del sistema
de vigilancia RAM del Ecuador esta conformada por 44 laboratorios clinicos de hospitales que forman parte del
Sistema Nacional de Salud (SNS), cuyo objetivo es la redlizacién de pruebas fenotipicas de susceptibilidad
antimicrobiana para generar informacion sobre |os cambios de patron de resistencia antimicrobiana (Ministerio de
Salud Publica, 2018).

Un grupo de bacterias de importancia clinica son los bacilos gramnegativos (BGN) de la familia
Enterobacteriaceae, los cuales han dado lugar avariasinfecciones en el ser humano (Pérez-Guerrero et al., 2014).
En el caso de pacientes hospitalizados, estas bacterias producen infecciones nosocomial es con unaampliavariedad
de cuadros clinicos, como infecciones relacionadas a tracto respiratorio y urinario, heridas operatorias y
bacteriemias primarias (Almirante, 2002). Sin embargo, os mecanismos de resi stencia obtenidos por BGN pueden
originar laaparicion y diseminacion de bacterias multirresistentes (Hernandez-Gémez et al ., 2014) cuyaresistencia
antimicrobiana no solo esta determinada por mutaciones cromosdmicas sino por transferencia horizontal de
material genético mediante conjugacion, tansduccion o transformacion bacteriana (OMS,2020; Calderén &
Aguilar, 2016; Ochman et al., 2000). Actualmente, & incremento de la resistencia por enzimas bacterianas sigue
siendo uno de los problemas més criticos en BGN y que se debe seguir afrontando en la salud publica (Fica,2014).
Acorde a Herndndez-Gémez et a. (2014), los mecanismos de resistencia mas importantes en BGN son la
produccién de enzimas betalactamasas especificamente betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y las
carbapenemasas.

En & ambito hospitalario, los factores que pueden agravar €l problemadelaRAM son € uso generalizado de
antimicrobianos en pacientes inmuno-comprometidos y en unidades de cuidados intensivos hospitalarios (UCI),
manejo progresivo de dispositivos médicos invasivos (ventiladores, catéteres, vias intravenosas periféricas y
sondas uretrales) y la generacion de infecciones cruzadas que podrén ocasionar € desarrollo de enfermedades
causadas por bacterias resistentes asociadas ala atencién en salud (Y anet et al., 2017). Existen otros factores como
e lavado inadecuado de manos, la falta de medidas en € aislamiento del paciente, la ausencia de control en €
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ingreso de personal aéreascriticas (UCI, cirugia, sdlasde hospitalizacion) y el uso continuo de guantes, mascarillas
y batas, que también contribuyen al incremento de esta problemética (Martin et al., 2003). Por otro lado, es
importante destacar que en la pandemia por COVID-19 desarrollada en €l afio 2020, existié un incremento de la
RAM debido al uso excesivo o inadecuado de antibidticos para € tratamiento de las coinfecciones bacterianas
(OPS, 2022); ademés del inconveniente para diferenciar entre la sintomatologia del COVID-19 y las infecciones
bacterianas durante los primeros inicios de la pandemia (Mustafa et al., 2021).

En consecuencia, los perjuicios de |las infecciones causadas por bacterias multirresistentes pueden ser graves
dentro dedl sistema de salud, ya que pueden ocasionar € incremento del fracaso terapéutico, desarrollo de
enfermedades de mayor duracion, elevada mortalidad, estancias hospitalarias méas extensasy pérdida de proteccion
en el caso de pacientes que se someten a procedimientos quirdrgicos. A su vez, |as consecuencias indirectas estan
relacionadas en gran medida con la afectacién en el progreso de lasalud publicay con ello, € desequilibrio dela
economia mundial debido a la menor productividad de la sociedad, a causa de enfermedades bacterianas
recurrentes (OM S,2016; Herndndez-Gomez et a., 2014).

En el Ecuador predominalaresistenciapor € gen blakpc en labacteriaKlebsiella pneumoniae, presentandose
e primer reporte en laprovinciadel Cafiar en el afio 2010 (Ifiiguez et a., 2012; Ministerio de Salud Publica, 2018).
Esta bacteria se la considera junto a E. coli como los microorganismos de mayor diseminacion causantes de un
gran nimero de infecciones asociadas a la atencion en salud (Ministerio de Salud Publica, 2018). En un estudio
realizado por Romero et a. (2017) se describié a gen bla nom en K. pneumoniae ST 147 con plasmido del grupo
IncA/C, el cual fueidentificado en un paciente HIV positivo en Esmeraldas, a quién se le habia administrado una
triple terapia de fosfomicina, meropenem y colistina; mientras que, en un hospital de tercer nivel en la ciudad de
Quito se estableci6 que lavariante del gen bla kpc de mayor frecuenciafue el tipo 5 (blakpcs) (Prado et al., 2019).
Ademés, Tamayo et al. (2022) reportaron en su estudio que las bacterias K. pneumoniae y E. coli estaban
relacionadas con la produccion de carbapenemasas (blakec, blanom, blaoxa). En cuanto alaenterobacteriaE. coli,
se han descrito genes que codifican betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Garrido et a. (2017) reportaron
este tipo de gen en infecciones del tracto urinario (ITU) en pacientes pedidtricos en un hospital de tercer nivel de
Quito con tratamiento con nitrofurantoina y fosfomicina; mientras que Zurita et al. (2019) identificaron varios
clones (ST131, ST10, ST23, ST14) que contenian los genes bla crx-m, blatem y bla siv. Por otro lado, en € afio
2020, se identificd un pldsmido que contenia €l gen bla oka-4s, determinandose que correspondia a plasmido
IncL/M (pOXA-48) (Villacis et al., 2020). Finalmente, Gomez et al. (2022) reportaron el caso de un paciente con
neumonia asociada a COVID-19 que presentd una sobreinfeccion por cepas multirresistentes de K. pneumoniae
con patrén de resistencia KPC, NDM y BLEE. Se concluy6 que la sobreinfeccién bacteriana fue producida por
una contaminacién cruzada debido a empleo de dispositivos invasivos en la UCI.

De tal manera, es necesario que en e Ecuador se sigan realizando estudios moleculares que enfaticen la
continua vigilancia epidemiol6gica mediante la utilizacion de herramientas moleculares como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion de nueva generacion. En el caso de la PCR, esta requiere un
conocimiento anterior delasecuenciaaanalizar y no detecta todas las variantes existentes de un gen (Comas et al.,
2020; Garza-Ramos et d., 2009); sin embargo no existen reportes en |os que se haya utilizado la secuenciacién de
tercera generacion mediante la tecnologia Oxford Nanopore (ONT), la cua se basa en € uso de nanoporos como
herramienta para la identificacion de bases nuclectidicas del ADN en cadenas sencillas (Oxford Nanopore
Technologies, 2008). La ventaja de esta tecnologia radica en la generacion de datos de secuenciacion de lectura
larga en tiempo real, permitiendo la caracterizacion de forma masiva de genes de resistencia bacteriana (Comas et
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a., 2020), obteniéndose una informacion detallada de la variabilidad genémica y la identificacion de nuevas
variantes de genes de resistencia en los diferentes aislados bacterianos, actualizando asi € panorama de la RAM
en este establecimiento de salud (Garcia-Lozano et a., 2013).

Con base alo anteriormente expuesto, siendo el Hospital General Docente de Calderdn de Quito un referente
nacional para €l acopio de datos para la Red de Vigilancia RAM, es de suma importancia complementar la
informacién provista por pruebas fenotipicas con la secuenciacion de tercera generacion mediante la plataforma
Oxford Nanopore, la cual es considerada como un esténdar de referencia dentro de la vigilancia epidemiol 4gica,
para caracterizar €l genoma completo bacteriano e identificar todas las variaciones genéticas que influyen en los
mecanismos mol ecul ares de resistencia a antimicrobianos; asi como relacionar su evolucién'y diseminacion con el
ato indice de brotes hospitalarios a causa de enfermedades infecciosas en e Ecuador (Calero et d., 2023).
Adicionalmente, la caracterizacion molecular de aislados también aportara a la prevencion de infecciones
nosocomial es hospitalarias y ala consecuente seleccion del tratamiento antibi6tico més apropiado parael paciente
(Garcia-Lozano et ., 2013).

También, es importante destacar la importancia del uso de ceparios en estudios de investigacion molecular,
puesto que a tratarse de microorganismos aislados, caracterizados e identificados a partir de muestras biol 6gicas
obtenidas en diferentes periodos de tiempo, constituyen una fuente de recursos genéticos importante para la
conservacion deladiversidad biol 6gica bacteriana. La preservacion de lacoleccidn permite garantizar laviabilidad
en estado inactivo y puro bajo condiciones que aseguren la calidad y estabilidad de las cepas sin que exista
variaciones fenotipicas o mutacional es con respecto alas condiciones iniciales (Gutierrez-Jiménez et a.,2015).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabagjo de investigacion fue andlizar los perfiles de resistencia
antimicrobiana en aislados bacterianos de la familia Enterobacteriaceae obtenidos durante el afio 2021en €
Hospital General Docente de Calderdn mediante la plataforma de secuenciacién de tercera generacion Oxford
Nanopore, para detectar |0s genes asociados con la resistencia fenotipica en esta casa de salud.

2. Materialesy Métodos

2.1 Areade Estudio y aprobacion del proyecto

2.1.1 Area de Estudio

El Hospital General Docente de Calderon fue inaugurado en € afio 2015 en la parroquia de Calderon
(Carapungo) perteneciente a Distrito Metropolitano de Quito. Los servicios que ofrece e hospital son consulta
externa, emergencia, laboratorio clinico, imagen y hospitalizacion con las especiaidades de Pediatria, Gineco-
Obstetricia, Especialidades Clinicas y Quirargica, Centro Obstétrico, Neonatologia y Unidad de Cuidados
Intensivos para adultos. La cobertura de los servicios de salud se extiende a las parroquias de Nanegal a Gualea,
Calderén a Guayllabamba, Condado a Calacali, Puengasi a Itchimbia, la Concepcion a Zambiza, Tumbaco a
Tababela y Cayambe. Ademaés, atiende a pacientes de otros cantones rurales de la provincia de Pichincha y
referidos de toda la zona norte del pais cubriendo un total de 980.261 habitantes beneficiados (Hospital General
Docente de Calderdn, 2021).

2.1.2 Aprobacién del proyecto

El dia 22 de noviembre del 2023 mediante Memorando Nro. MSP-CZ9HGDC-2023-6024-M se menciona
gue unavez revisado el protocolo de investigacion del presente proyecto por parte dela direccién de Investigacion
del Hospital General Docente de Calderdn, se notifica que e mismo es de interés institucional por los resultados
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gue se pueden generar en cuanto aidentificacion molecular de los géneros de bacterias y la determinacion de los
genes de resistencia antimicrobiana en los aidados bacterianos de la familia Enterobacteriacea de este
establecimiento de salud.

Por otro lado, €l dia 29 de noviembre del 2023 mediante Memorando Nro. MSP-CZ9HGDC-2023-6143-M
se menciona que unavez revisado el protocolo de investigacion con codificacion CEISH-HGDC 2023-009 por €l
Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos del Hospital General Docente de Calderdn (CEISH-HGDC)
se declara a través de la carta de exencidon emitida como una investigacion sin riesgo, por lo cua esta libre de
evaluacion. Cabe destacar que la coleccion de aislados bacterianos no son consideradas muestras humanas por |o
gue estarian fuera de un marco normativo y no requiere de completar un Formulario de Consentimiento Informado
para su uso.

2.2 Fasesdeinvestigacion

Lapresenteinvestigacion fue divididaen dosfases de gjecucion. En laprimerafase serealizo lacomprobacion
delaviabilidad de los aislados bacterianos de la familia Enterobacteriaceae en €l |aboratorio de microbiologia del
Hospital Genera Docente de Calderdn de Quito. Lasegundafase consistio en el andisisdelos perfiles moleculares
de resistencia antimicrobiana de | os ai lados bacterianos en €l laboratorio de investigacién (contencion BSL2+) de
la Universidad Internacional SEK (Campus Miguel de Cervantes). Los criterios de inclusion tomados a
consideracién fueron: aislados bacterianos que presentaron viabilidad y fueron positivos ala presencia de enzimas
de resistencia bacteriana mediante caracterizacion fenotipica previa. Para € cumplimiento de los criterios de
exclusién, se rechazaron los aislados bacterianos que a realizar la prueba de repique en medios de cultivo no
presentaron viabilidad.

2.3 Metodologia

2.3.1 Obtencién de aislados bacterianos de la familia Enterobacteriaceae

El laboratorio de microbiologiadel Hospital General Docente de Calderén efectud el suministro de 20 aislados
bacterianos delafamilia Enterobacteriaceae a macenados en criovialesen el afio 2021 previo aunacaracterizacion
fenotipica basada en métodos microbiol gicos de rutina, apartir dela cual se determind la especie de cadaaidado
y la presencia de enzimas que hidrolizan los antimicrobianos.

En este estudio no se tomé a consideracion informacion relacionada con la historia clinica del pacientey a
tratarse de aidados bacterianos recuperados de cultivos solicitados en la atencion habitual del paciente no se
requirio un consentimiento individual por escrito. En la Tabla Al de la seccidn anexos se detalla la informacion
general de cada aidado bacteriano por cédigo de investigacion.

2.3.2 Primerafase deinvestigacion

2.3.2.1 Determinacion de viabilidad en aislados bacterianos

Laviabilidad de los aidados bacterianos se comprob6 através del repique de los mismos en Tripteina Soya
Agar (TSA) seguido de unaincubacién a 37°C por 24 horas. Posteriormente se realizd el aislamiento de colonias
puras para ser sembradas en 1.5 mL de caldo nutritivo de lisogenia (LB) e incubadas a 37°C por 24 horas. Los
tubos con crecimiento bacteriano fueron centrifugados a 4000 g durante 5 minutos. El pellet celular obtenido fue
separado del sobrenadante liquido y conservado a -20°C por cuatro diasy finalmente amacenado a-70°C hasta su
uso en lafase molecular.
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2.3.3 Segunda fase de investigacion

La fase molecular consistio en la extraccion y cuantificacion fluorométrica del ADN total de cada aislado
bacteriano. Seguido, se prepararon librerias gendmicas que fueron cargadas en las celdas de flujo del analizador
MinlON obteniéndose datos crudos de secuenciacion de ADN (raw data) que fueron convertidos en lecturas
denominadas base (basecalling) por € software MinKNOW para posteriormente ser analizadas por la plataforma
EPI2ME de Oxford Nanopore.

2.3.3.1 Extraccion y cuantificacion del ADN bacteriano total

La extraccién de ADN total de cada aidlado bacteriano se realizd a partir de 1mL de pellet celular siguiendo
el protocolo establecido por € kit comercial de purificacion de ADN gendmico Wizard ® para bacterias gram
negativas. El proceso de cuantificacion del ADN extraido se realizd andizando 1uL de muestra previamente
homogenizada con €l kit Qubit 1X dsDNA HS en € fluorémetro Qubit 2.0 acorde a las especificaciones del
fabricante (Invitrogen).

2.3.3.2 Preparacion de librerias genémicasy secuenciacién en MinlON

Para la secuenciacidn en nanoporos se realizd la preparacion de cuatro librerias gendmicas usando el kit de
secuenciacion rapida de codigos de barras (SQK-RBK004) utilizando una entradatotal de ~400 ngde ADN molde
por cada cédigo de barras (BC) acorde alas especificaciones dadas en €l protocolo del fabricante (Oxford Nanopore
Technologies, 2023). Seguido se agruparon las muestras con codigo de barras (BC1, BC2, BC3 y BC4) en un tubo
eppendorf colocando un volumen de 10 uL de cada BC. Posteriormente, se realizé un proceso de purificaciéon de
lalibreria genédmica utilizando € kit de purificacion de ADN SPRI basado en perlas magnéticas. En este proceso
se afladio un volumen igual de perlas resuspendidas a toda la muestra colectiva con codigo de barras y se dgjé
incubar por 5 minutos. Luego, se coloco la mezcla en la gradilla magnética por 5 minutos més y se desecho el
sobrenadante. Consecutivamente se efectud dos lavados con etanol frio a 70% y se retird nuevamente €
sobrenadante. Finalmente, seresuspendié las perlas con ADN en 10 uL de agua destilada ultrapura, se dej6 reposar
y se coloco nuevamente en la gradilla magnética por 5 minutos. Del paso anterior, se recuperd 10 uL de lalibreria
gendmica purificada para luego afiadirse 1 uL del adaptador de secuenciacion RAP. La reaccién fue incubada en
un termociclador por 5 minutos a 20°C seguido de 5 minutos méas a 65°C.

Antes de cargar laslibrerias en las celdas de flujo MIN-106D del secuenciador MinlON, se verifico el estado
delasceldas deflujoy lafuncionalidad del hardware mediante el software MinKNOW GUI (version 5.0.5). Para
verificar el estado de las celdas de flujo se efectud un cebado de las mismas mediante el uso del kit EXP-FLP0O02.
Una vez concluida la prueba de calidad, se cargd gota a gota 75 uL de la biblioteca para secuenciacion a una a
Flow Cell R9.4.1 (FLO-MIN106D con 512 nanoporos) del secuenciador MinlON. La secuenciacion fue
programada en € modo High Accuracy Basecalling y se programé la secuenciacién con criterios de calidad
minimos como quality check de 8 y tamafio minimo de lecturas de 200 pb. El tiempo de duracién de la
secuenciacion fue de 72 horasa-180 mV.
2.3.3.3 Obtencidn y andlisis de datos de secuenciacion masiva

El secuenciador MinlON produjo archivos en formato FAST5 que contenian datos crudos generados a partir
delas lecturas eléctricas para posteriormente ser traducidas a bases nitrogenadas mediante la herramienta llamada
de base (basecalling). Una vez finalizada la secuenciacion los datos fueron amacenados en archivos FASTQ.
Posteriormente se efectud un filtrado de calidad y demultiplexacion de las secuencias obtenidas. En €l filtrado de
calidad se realizé una eliminacion de lecturas de baja calidad mientras que en la demultiplexacion las secuencias
de los adaptadores fueron removidas de las lecturas. Seguido, las lecturas fueron clasificadas acorde a cédigo de
barras asignado anteriormente.

Andlisis de perfiles moleculares de resi stencia antimicrobiana en aislados bacterianos de |a familia Enter bacteriacea. Basantes Lasso, Ramirez et al.



7 of 22

Los archivos depurados FASTQ fueron analizados en e software EPI2ME (Oxford Nanopore Technol ogies)
através del protocolo Fastq Antimicrobial Resistance. Dentro de este protocolo se utilizé la herramienta FASTQ
WIMP (What’s in my pot) que permitio la identificacidn taxondmica de los aislados bacterianos a través de la
comparacion de las secuencias nucleotidicas analizadas con la base de datos del NCBI. Ademas, la deteccion de
|os genes de resistencia antimi crobiana se obtuvo accediendo ala herramienta ARMA mediante la cual se efectud
una comparacion de las secuencias aminoacidicas bacterianas con la base de datos de Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD) (Oxford Nanopore Technologies, 2008).

3. Reaultados
3.1 Librerias gendmicas para secuenciacion en MinlON

En laTabla 1 se muestrala clasificacion por codigo de barras (BC) de 20 aislados bacterianos de la familia
Enterobacteriaceae pertenecientes ala coleccidn de microorganismos del Hospital General Docente de Calderdn.
Los criterios de clasificacion que se tomaron a consideracion fue € afio de almacenami ento, mecanismo fenotipico
deresistenciay tipo de muestra. La asignacion de los BC fue desde el BC1 a BC4 siendo variable el nimero de
muestras agrupadas para cada uno de ellos. El género bacteriano comin en los BC1 a BC3 fue Klebsiella; a
diferencia del BC4 que contiene a género Enterobacter. EI mecanismo de resistencia KPC fue caracteristico en
todos los aidlados clinicos. Cabe destacar que € tipo de muestra sangre, orina, aspirado tragueal e hisopado rectal
no serd tomado a consideracion dentro de los resultados, ya que estos datos solo fueron utilizados con fines
didécticos para la organizacion de las bibliotecas gendmicas.

Tabla 1: Asignacion de cadigo de barras (BC) alos aislados bacterianos de la familia Enterobacteriacea pertenecientes a
cepario del Hospital General Docente de Calderdn de acuerdo al afio, mecanismo de resistenciay tipo de muestra.

L M ecanismo .
- I dentificacion _ . Tipo
Afio g . resistencia
fenotipica bacteriana . muestra
fenotipico

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
2021 Klebsiella pneumoniae KPC Sangre BC1
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae KPC Aspirado
Klebsiella pneumoniae traquesl
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae

2021 KPC Orina BC2

2021 BC3

2021 Enterobacter cloacae KPC Hisopado BC4

Enterobacter cloacae

BC* (Cdédigo de barras)
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3.2 Control de calidad (QC) dela secuenciacion

Los archivos en formato FASTQ obtenidos en e secuenciador MinlON fueron posteriormente depurados y
analizados en el software EPI2ME obteniéndose un informe general de calidad de todos | os datos de secuenciacion
obtenidos através delaherramienta QC, la cual detectd 3103 secuencias bacterianas con unalongitud total de 15,4
Mpb y un promedio de | as secuencias de 4956 pb.

En la Tabla 2 se muestra los principales pardmetros de calidad obtenidos durante la secuenciacién de cada
BC observandose que en el BC4 se generd el menor nimero de lecturas con un vaor de 41 mientras que el mayor
valor se registré en el BC2 con 214 lecturas. Con respecto a la longitud de las secuencias obtenidas, se puede
apreciar que las seis muestras de Klebsiella que conformaron el BC3 generaron un tamafio de fragmento de 1.4
Mpb y & promedio entre fragmentos fue de 6912 pb. Por € contrario, e BC1 que agrupé cinco muestras de
Klebsiella registroé un valor de 112,5 kpb correspondiendo al tamafio mas peguefio de todos los fragmentos de BC
obtenidos; ademas el promedio de los fragmentos generados fue de 929 pb reflgjandose tamafios muy peguefios de
fragmentos bacterianos.

Tabla 2: Andlisis delacalidad de las secuencias obteni das mediante |a tecnol ogia Oxford Nanopore (ONT).

I dentificacion fenotipica NUmero NUmero L ecturas totales Lr?rgg;ii
BC* Bacteriana Muestras lecturas P
lecturas
BC1 Klebsiella 5 121 112,5 kpb 929 pb*
BC2 Klebsiella 4 214 946,8 kpb 4424 pb
BC3 Klebsiella 6 201 1.4 Mpb 6912 pb
BC4 Enterobacter 5 41 124,2 kpb 3030 pb

BC* (Cddigo de barras)

pb* (pares de bases)

3. 3 ldentificacion taxonémica de especie bacteriana
3.3.1 Clasificacion taxonémica por nucledtidos

La herramienta FASTQ WIMP del software EPI2ME realiz6 la clasificacion taxonémica de los aislados
bacterianos mediante la comparacion de las secuencias nucleotidicas de las muestras que conforman cada BC
contra una base de datos especifica como ladel NCBI.

En la Tabla 3 se muestra la comparacién por BC de los resultados de identificacion genémica bacteriana
efectuado por e software EPI2ME contra la base de datos fenotipica del Hospital General Docente de Calderon
del afio 2021. Tal como se muestran en los resultados molecul ares de identificacion bacteriana de las muestras que
conforman los BC1 a BC3, se puede apreciar que € género asignado es Klebsiella € cua coincide con datos
fenotipicos previamente obtenidos. Esto contrasta, con los resultados obtenidos para las muestras del BC4 en €
que la asignacién molecular fue de Escherichia, la cua no es consistente con la asignacion fenotipica de
Enterobacter.

En cuanto a nimero de lecturas analizadas en los BC1 al BC3, se aprecia que van en un rango minimo de
121 aun méximo de 214, de las cual es un porcentaje de secuencias que van desde €l 49.5 al 74.6 fueron clasificadas
dentro de varias asignaciones taxondmicas. De todos los géneros clasificados se tomé a consideracion € género
mas abundante, donde los géneros Klebsiella y Escherichia registraron e mayor nimero de lecturas por cada BC
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analizado. De lo anterior el BC2 obtuvo €l mayor niimero de lecturas con un valor de 74. En el caso del BC4, se
registré un valor muy bajo de secuencias analizadas de las cuales el 61% de secuencias fueron clasificadas y solo
8 lecturas asignaron molecularmente al género Escherichia.

Tabla 3: Comparacion de los méodos de deteccidn fenotipicos y moleculares en la identificacion taxonémica de los aidados
bacterianos pertenecientes a Hospital General Docente de Calderdn, afio 2021.

BC* I dentificacion Identificacion Numero Secuencias Lecturas
fenotipica molecular ONT* lecturas clasificadas asignadas

BC1 Klebsiella Klebsiella 121 60 (49.5%) 18

BC2 Klebsiella Klebsiella 214 145 (67.8%) 74

BC3 Klebsiella Klebsiella 201 150 (74,6%) 68

BC4 Enterobacter Escherichia 41 25 (61%) 8

BC* (Cdédigo de barras)
ONT* (Tecnologia Oxford Nanopore)

3.4 Andlisisde genesderesistencia

Con € uso de la herramienta ARMA del software EPI2ME, se efectud la deteccion de los principal es genes
de resistencia antimicrobiana en cada uno de los BC andizados. Esta herramienta se basa en la deteccion de
secuencias de proteinas en funcion de su similitud con la base de datos de Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (CARD). La Tabla 4 hace referencia a los principales genes de resistencia detectados por ONT y la
informacién proporcionada por € software en cuanto a porcentaje de cobertura e identidad de las secuencias
aminoacidicas analizadas con la secuencia de referencia; ademas de | os antibi 6ticos af ectados por dicharesistencia.
Por otro lado, también se muestran los resultados relacionados a la deteccion fenotipica de la produccién de
enzimas Betal actamasas del tipo carbapenemasas en todos | os ai dlados que conforman los diferentes grupos de BC.
Dentro de los resultados también se puede apreciar que paralos 20 genomas analizados se obtuvieron un total de
3 genesdiferentes (ogxA, KPCy gnrB) implicados en laresistenciade | os aislados de lafamilia Enterobacteriaceae
tanto a antibidticos betalactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos) como a no
betal actamicos (fluoroquinolonas). Para el caso del gen de resistencia bla kpc e detectaron 4 diferentes variantes

blakpc2, blakecs, blakrcs Y blakec 14.

Tabla 4: Deteccidn de los genes de resistencia en aidados bacterianos del Hospital General Docente de Calderén, afio 2021.

Fenotipo Gen resistencia % % Antibiético inhibido
BC* Resistencia ONT* Cobertura identidad
Fl inol
BC1 KPC* OOXA 90.0 91.2 voroguinoionas

Carbapenémicos

BC2 KPC blakprcs 98 90.9 Cefalasporinas
Monobactamicos
Penicilinas (penams)
blakpc-2 99.7 90.7 Carbapenémicos
blakpcs 99.7 92.2 Cefaosporinas
BC3 KPC blakpc-14 98.5 95.8 M OnObaCtam' cos
Penicilinas (penams)
gnrB 99.7 91.3 Fluoroguinolonas
BC4 KPC gnrB 99.6 90.0 Fluoroguinolonas

BC* (Cabdigo de barras)
ONT* (Tecnologia Oxford Nanopore)

KPC*(Enzimas Betal actamasas tipo carbapenemasas)
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En los resultados obtenidos para cada BC anadizado, se detect6 en el BC1 la presencia del gen ogxa que
confiere resistencia a las fluoroquinolonas con una identidad del 91.2 % con la secuencia del gen de referencia
(cobertura del 90 %). Laresistencia fenotipica por enzimas carbapenemas KPC no fue corroborada, ya que € gen
bla kpc esperado no fue identificado. Para el caso del BC2, laresistencia fenotipica por enzimas carbapenemasas
KPC fue confirmada con la identificacion de la variante del gen bla KPC-6, la cual confiere resistencia a los
antibidticos betal actdmicos como cefal osporinas, carbapenémicos, monobactamicos y penicilinas. El porcentgje
deidentidad y coberturaidentificado en esta variante fue de 90.9 y 98.

Los resultados en el BC3 consistieron en la deteccion de tres variantes del gen bla KPC: blakpc-2, blakpcs y
bla kpc14, l0s cuaes confieren resistencia a los antibi6ticos betalactdmicos anteriormente mencionados a la vez
que se confirmd los resultados fenotipi cos de resistencia con laenzima carbapenemasa K PC. Paralastresvariantes
del gen blakec los porcentajes de identidad con € gen de referencia fueron elevados obteniéndose paralavariante
bla kpc2 ¥ bla kpcs un valor de 99.7 y de 98.5 para la variante bla kpc.14. L0OS porcentajes de cobertura también
fueron altos para las tres variantes del gen bla kpc, Sendo € valor inferior de 95.8 para la variante blakpc.14y €
valor superior de 92.2 para la variante bla kpc.3. Por Ultimo, se detecto resistencia a los antibi6ticos quinolonas a
través de laidentificacion de lavariante gnrB del gen gnr cuyo porcentaje de identidad y coberturafue de 91.3 y
99.7 con respecto a gen de referencia. Finalmente, en e BC4 se encontro la presencia del gen gnrB que codifica
la resistencia a los antibiéticos quinolonas, pero no se corroboré |os resultados de resistencia fenotipica con la
enzima KPC. Los porcentajes de identidad y cobertura obtenidos fueron 90.0 y 99.6 respectivamente.

4. Discusion

Laresistenciaalos antibacterianos se ha convertido en un grave problemamundia con la aparicion de nuevos
patrones de resistencia, por 1o que congtituye una seria amenaza a la eficacia de la terapia antimicrobiana y ha
limitado los esfuerzos para desarrollar nuevos farmacos. Asi, una variedad de aidados patégenos gramnegativos
de la familia Enterobacteriaceae han adquirido resistencia o multirresistencia (MDR) frente a mdiltiples
antibidticos, esta Ultima puede ser causada por la presencia simultanea de mdltiples mecanismos de resistencia
individual es que pueden estar mediados por plasmidos o cromosomas (Li & Nikaido, 2009). En el presente estudio
seredizo6 laidentificacion molecular del género bacteriano de aislados causantes de enfermedades infecciosasy la
deteccidn de genes clinicamente rel evantes que codifi can resistencia antimicrobianaen esta casa de salud, mediante
€l uso de la secuenciacion de tercera generacion mediante la tecnologia Oxford nanopore.

De acuerdo a Oromi (2000), € ambiente hospitalario constituye un ecosistema en € cua la resistencia
bacteriana es muy alta, puesto que para prevenir y tratar las diferentes infecciones bacterianas causadas por
bacterias patdgenas resistentes o multirresistentes deben utilizarse diversos tipos de antibiéticos. Ademés, la fécil
diseminacion de las resistencias se debe también ala ata densidad de enfermedades infecciosas en los pacientes,
altarotacion y movilizacion del personal de salud y procedi mientos terapéuticos realizados por [os mismos.

En la secuenciacion de 20 genomas de aislados bacterianos de K. pneumoniae y E. cloacae con identificacion
fenotipica previa de especie bacteriana, se obtuvo un total de 3103 lecturas cuya longitud total fue de 15,4M pb
con un promedio de |as secuencias bacterianas de 4956 pb.

De acuerdo a lo mencionado por Jin et a. (2016), los tamafios del genoma de las diversas cepas de
Enterobacter spp fuede4.81 M pb; estainformacion es corroboradapor el estudio efectuado por Peng et al. (2024)
en € que se reportd que e tamafio de la secuencia completa de un aislado de esta bacteria fue de 4.43 Mpb. Al
efectuar la comparacién entre el tamafio del genoma bacteriano reportado por |os estudios en mencidny el tamafio
promedio encontrado entre secuencias bacterianas del BC4 (3030 pb), se pudo determinar que este tamafio
promedio identificado en el presente estudio fue mucho menor a identificado por estudios.
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Al redlizar una revision de todos los protocolos empleados en este estudio, se pudo identificar que los
procedimientos empleados de extraccion y purificacion, cuantificacion y purificacion del ADN bacteriano con
perlas magnéticas previo a la secuenciacion estaban previamente validados en el laboratorio de investigacion
(contencion BS_2+) de la Universidad Internacional SEK (Campus Miguel de Cervantes). En base alo anterior,
se puede mencionar que € nimero bajo de lecturas estuvo asociado al tiempo (més de 1 afio) en € cua estuvo
amacenado el kit de secuenciacion répida de codigos de barras (SQK-RBK004). Este antecedente pudo haber
influido en la afectacién directa de la capacidad de la enzima transposasa y de los procesos quimicos implicados
en laadicion delos codigos de barrasy componentes de adaptacion en los extremos del ADN para que puedan ser
secuenciados a través de |os nanoporos de la celda de flujo.

Paralaasignacion molecular del género bacteriano, €l software EPI2ME clasificd €l nimero total de lecturas
obtenidas (3103) acorde a BC asignado. Tomando en consideracion que e niimero de lecturas obtenidas en este
estudio fue bajo, erade esperarse que en los BC4 y BC1 se obtuvieran igualmente lecturas muy bajas en relacion
a resto. El BC que obtuvo el nimero més bajo de lecturas fue el BC4 con un nimero de 41y unalongitud total de
la secuencia de 124,2 kpb. A este resultado le sigui6 € BC1, en e cua se obtuvo 121 lecturas con unalongitud
cercanaa del BC4 que fue de 112,5kpb.

Dentro de los resultados obtenidos en la identificacidn taxondmica de | os ai lados bacterianos efectuada por
laherramienta FASTQ WIMP, se confirmé que los resultados molecul ares obtenidos anivel de género (Klebsiella)
paralos BC1 a BC3 coincidieron con la caracterizacion fenotipica previa (Klebsiella), a excepcion del BC4 en €
cua se identificO molecularmente al género Escherichia y e resultado fenotipico esperado era el género
Enterobacter. Este resultado contradictorio era de esperarse, por € nimero bgjo de lecturas (41), del cual 25
secuencias fueron utilizadas para |a clasificacién taxonédmica bacteriana y solo 8 de las secuencias se clasificaron
dentro del género Escherichia através de lacomparacion con la secuencia de referenciadel NCBI. De lo anterior,
es posible que e agoritmo de blsqueda de FAST WIMP haya efectuado una clasificacion errénea debido al
numero bajo de secuencias analizadas. Se tomo a consideracion en este estudio a género Enterobacter obtenido
fenotipicamente en el BCA4.

La deteccién molecular de los genes que codifican resistencia a antimicrobianos en cada BC se efectu6
utilizando la herramienta ARMA, con la cud se identificd un total de 4 genes diferentes como ogxA, blakec, y
gnrB con varios tipos de mecanismos de resistencia que mas adelante se abordara. Para el gen blakpec se obtuvo 4
variantes bla kpc2, blakpcs, blakpc.s y blakec 4.

Al efectuar la comparacion de los genes detectados por la tecnologia Oxford nanopore con la resistencia
fenotipica encontrada (enzimas carbapenemasas tipo KPC), se identificd que paralos BC1 y BC4 no coincidieron
los resultados ya que se esperaba obtener genes blakpc con resistencia a betalactdmicosy se obtuvieron otros genes
como ogxA y gnrB que codifican resistencia alos antibi 6ticos fluoroquinol onas. Estos resultados son consistentes,
yaquelos porcentajes deidentidad para estos genes fueron altos (ogxA: 91%; gnrB: 90 %); sin embargo, € nimero
bajo de lecturas registradas en los dos BC no permitieron detectar el gen esperado bla kec.

En los aislados que integran € BC3 se detectd varios tipos de resistencia a antibi6ticos (multirresistencia). La
resistencia fenotipica determinada por la enzima K PC coincidié con ladeteccion genotipica de cuatro variantes del
gen deresistenciabla kpc que registraron un porcentaje alto de identidad (blakpc2: 90.7 blakecs: 92.2y blakec 14:
95.8) con la secuencia de referencia. Ademas, también se obtuvo la resistencia a fluoroquinol onas codificada por
el gen gnrB con un porcentgje ato de identidad de 91.3%. Finalmente, en el BC2 también se registré una nueva
variante del gen blakpc que corresponde a bla kec.s con un porcentaje deidentidad del 90.9%.
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Dentro de los resultados obtenidos por EPI2ME para € BC1, se obtuvo la identificacion del gen ogxA
adquirido por plasmidos y que codifica la resistencia a los antibiéticos fluoroguinolonas (PMQR) en € género
detectado de Klebsiella. Segin Moosavian et a. (2021), los mecanismos especificos de salida de antibidticos
también estédn codificados por elementos mdviles como plasmidos que portan genes de resistencia y estos
mecanismos constituyen las bombas de eflujo. La bomba de eflujo OgxAB es un elemento de resistencia a las
fluoroquinolonas mediado por plésmidos que se encuentra en la familia Enterobacteriaceae (Kim et a.,2009; Li
& Nikaido, 2009). De acuerdo aAmereh et al. (2022), existe una alta prevalencia de la bomba de eflujo ogxAB en
K. pneumoniae. Tomando en consideracion lo anterior y los resultados del estudio, se puede observar que los
aidados clinicos de Klebsiella obtuvieron una resistencia a fluoroguinol onas mediada por elementos plasmidicos
que portaban e gen ogxA. De tal manera, la bomba de eflujo ogxAB congtituye uno de los mecanismos que se
desarrollé através de una posible transferencia conjugativa de resistencia a las fluoroguinolonas en aidados de
Klebsiella dentro de esta casa de salud. Esto es consistente, ya que €l principal origen genético de esta bomba de
eflujo fue detectado en el cromosoma de K. pneumoniae (Wong et a.,2015).

Las fluorogquinolonas y B-lactamicos son antimicrobianos que tienen un amplio uso anivel clinico (Amereh
et a, 2022). Las fluoroquinolonas son usadas en €l tratamiento de pacientes con infecciones intrahospitalarias y
comunitarias. Las resistencias adquiridas a betalactamicos en enterobacterias, hizo que se incluya a estos
antibidticos como una alternativa a tratamiento de infecciones originadas por microorganismos resistentes
(Machuca,2014; Moosavian et al., 2021). En este estudio, los resultados obtenidos en € BC1 que incluyen la
deteccion del gen plasmidico ogxA y laresistencia fenotipica por enzimas carbapenemasas KPC se asocian con la
adquisicién de una multirresistencia a mas de una familia de antibiéticos que incluyen las fluoroquinolonas y
betalactdmicos. Lo anterior es consistente, ya que existen estudios que mencionan que esta bomba de eflujo se
encuentra ampliamente distribuida entre aislados productores de enzimas BLEE y carbapenemasas (Rodriguez-
Martinez, 2013).

La deteccion del gen ogxA en aislados del género Klebsiella fue un hallazgo encontrado en este estudio. El
gen ogxAB se encuentra en las bacterias K. pneumoniaey E. coli en € cromosoma o pldsmido y desempefian un
papel en laresistencia bajaamoderada alas fluoroquinolonas (Amereh et al., 2022; Li et al., 2019). Este resultado
difirid con lo obtenido por Moosavian., et a (2021), en el cua no se detecto la presencia del gen ogxA, ogxB o
ambos en los aidados de K. pneumoniae, pero si en los aislados de E. coli y Enterobacter gergoviae, entre otros.
Se encontr que la prevalencia paraa menos uno delos genes ogxA y ogxB fue de 22%y el 15% respectivamente
y del 12% en ambos genes.

Existen estudios relacionados con la contribucion de la bomba de eflujo ogxAB a la resistencia a las
fluoroquinolonas. En €l estudio efectuado por Park et al. (2012), se confirmé mediante secuenciacion la presencia
del gen ogxA u ogxB o ambos genes en aislados de K. pneumoniae. El gen ogxA estuvo presente en e 14.4% de
los aidamientos mientras que € 24.4 % fue positivo para ambos genes ogxAB. Los aid ados que portaban €l gen
0gxAB mostraron resistencia a las fluoroquinolonas ciprofloxacina y levofloxacino. En € estudio efectuado por
Amereh et a. (2022), laresistencia ala ciprofloxacina se rel aciond significativamente con los niveles de expresion
del gen ogxA. En este estudio es posible que los aisados tengan resistencia a la ciprofloxacing; sin embargo, es
necesario tomar en cuenta otros mecanismos de resistenciaintrinsecos en los aislados que influyan en laresistencia
bacteriana a las fluoroquinolonas (Martinez-Martinez et a., 1998).
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Los resultados obtenidos tanto parael BC4 y parte del BC3 estén relacionados con laidentificacion del locus
gnrB responsable de laresistencia alas fluoroquinolonas y que fue detectado dentro de un plédsmido localizado en
aidados del género Enterobacter y Klebsiella respectivamente. De acuerdo a Rodriguez-Martinez (2005), la
funcion de laproteina que expresa este locus es proteger tanto ala ADN girasa como la topoisomerasa de laaccion
de las fluoroquinolonas. Este resultado derivado por € software EPI2ME es consistente, ya que de acuerdo alo
mencionado por Armas-Freire et a. (2016), laresistencia a las fluoroguinolonas est& causada por mutaciones en
los genes cromosdmicos de la topoisomerasa tipo Il (objetivos de la accién de las fluoroquinolonas) y por
plasmidos que transportan genes gnr. Seglin Jacoby et al. (2006), € primer gen de resistencia a quinolonas (qnr)
fue identificado en un pldsmido con multirresistencia en la bacteria K. pneumoniae. Salah et a. (2019), menciona
gue laresistencia a las fluoroquinolonas mediada por plasmidos facilita su propagacion y aumenta la frecuencia
de cepasresistentes a estafamiliade antibi6ticos. Existen estudios sobre ladiseminacion delosgenesderesistencia
alasfluoroquinolonas mediada por plésmidos en paises latinoamericanos, donde la prescripcion de este antibi6tico
es elevada. Se identifico que la mayoria de genes fueron identificados principalmente en Brasil (37,7%), México
(18%) y Uruguay (11,5%), siendo el gnrB uno de los genes de mayor prevalencia entre aidados de E. cali, K.
pneumoniae, E. cloacae y Salmonella.

En Ecuador se registré Unicamente la presencia de este gen que codifica la resistencia a fluoroquinol onas
(Vieiraet al., 2020). Otros estudios como el efectuado en Togo (Africa) por Salah et al. (2019), determinaron que
e gen gnrB fue el de mayor prevalencia entre los aislados de Klebsiella spp y E. coli con el 47,74%. La presencia
simultanea de dos grupos de genes gnr produjo mayor frecuencia en resistencia ala quinolona &cido ndidixico y
la fluoroquinolona ciprofloxacina. Todos estos aislados también poseian sustituciones cromosdmicas en 10s genes
quecodifican lagirasay latopoisomerasa, o que explicasu alto nivel deresistenciaalasquinolonas. Cabe destacar,
gue en el BC3 también fue detectado € gen blakec que confiere resistencia a los B-lactdmicos.

Como se menciond anteriormente, en el caso del BC4 se tomdé en cuenta laresi stencia fenotipica mediada por
laenzima KPC. De tal manera, en ambos BC se identificd la presencia de aislados bacterianos con caracteristicas
de multirresistencia mediado por un elemento plasmidico. Segin Tran & Jacoby (2002), gnr por si solo,
proporciona un nivel de resistencia bgjo en aislados bacterianos, por lo que pueden ser susceptibles a una
fluoroquinolona. Laimportanciaclinicareside en d efecto de aumento entre gnr y otras mutaciones de resistencia.
Cabe destacar, que los subtipos gnr podrian coexistir solos 0 en asociacion con genes de betal actamasa (Salah et
al., 2019).

De tal manera, los genes gnr han sido identificados en plasmidos de resistencia a multiples farmacos en
aidados de lafamilia Enterobacteriacea que producen enzimas betal actamasas (Salah et al., 2019; Chmelnitsky et
al., 2008). Por giemplo, se ha observado que la resistencia a la ciprofloxacina en K. pneumoniae esta relacionada
mayormente con la produccién de enzimas BLEE. En un estudio de bacteriemia efectuado por Paterson et al.
(2000), se detectd la produccion de enzimas BLEE en el 60% de aidados de K. pneumoniae resistentes a la
ciprofloxacina. En base alo anterior, larelacién entre laresistenciaala ciprofloxacinay la produccién de enzimas
BLEE puede deberse a la interaccion entre el uso intensivo previo de antibidticos y las condiciones clinicas que
favorecen la transferencia de bacterias resistentes a multiples farmacos de un paciente a otro. En otro estudio
efectuado por Alves et a. (2018), se encontrd que aislados bacterianos del género Enterobacter cloacae portaban
los genes bla KPC y gnrB codificados en € mismo plasmido.

En e presente estudio, se encontraron aislados bacterianos del género Enterobacter y Klebsiella con
caracteristicas de multirresistencia debido a la presencia de dos genes bla kpc Y gnrB codificados en € mismo
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plasmido. El gen gnrB podria otorgar un aumento de las concentraciones minimas inhibitorias de las
fluoroquinolonas, que podrian estar por debajo delos puntos de corte del CLSI; sin embargo, € nivel deresistencia
podria verse incrementada con la existencia de otros mecanismos intrinsecos propios de los aidados como
mutaciones cromosomicas que pueden alterar sus porinas o por sobrexpresion de bombas de eflujo. En el caso de
estos aislados, no existio la presencia de un mecanismo intrinseco que pueda elevar e nivel de resistencia alas
fluoroquinolonas, por lo no se reportd unaresistencia fenotipicaalasfluoroquinolonas. En base alo anterior, estas
cepas multirresistentes fueron resistentes a los antibi6ticos Betalactamicos pero susceptibles a fluoroguinol onas;
donde el gen gnrB pudo haber sido cotransportado junto con € gen bla kpc en e mismo plasmido (Alveset al.,
2018).

Las variantes del gen bla kec (bla kpc2, blakpcs, blakpces Y bla kec14) obtenidas en este estudio, indica la
presencia de enzimas betal actamasas (KPC) en |os aislados pertenecientes al BC2 y BC3. De acuerdo aKitchel et
al. (2010), la carbapenemasa KPC corresponde a un tipo de betalactamasa que puede hidrolizar la mayoria de los
agentes fB-lactamicos, incluido los carbapenémicos. Esto concuerda, con los resultados obtenidos por € software
EPI2ME, donde no solo se registra resistencia a |l os antibi 6ticos carbapenémicos, sino a otros tipos de antibidticos
B-lactédmicos como cefal osporinas, monobactamicos y penicilinas. Vera-Leiva et a. (2017), menciona que en los
paises de Brasil, Uruguay, Argentina y Ecuador se ha reportado cepas productoras de KPC en aislados de
enterobacterias como K. pneumoniae, E. coli, Pseudomona spp, Enterobacter spp, S. marcescens y K. oxytoca,
siendo K. pneumoniae la principal especie productora de esta enzima. Lo anteriormente mencionado, coincidio
con los resultados obtenidos en este estudio, ya que se identificd molecularmente la presencia de cuatro variantes
del gen blakpc localizados en aislados del género Klebsiella. Paciel et a. (2011) menciona que los genes bla kpc
han sido detectados en plasmidos que varian en sus caracteristicas de estructuray tamafio.

Laampliadiseminacién del gen blakec se debe aunamezcla de factores que incluyen latransmision paciente-
paciente de bacterias productoras de KPC y por transferencia horizontal de genes. La rapidez en la diseminacién
de los genes bla kec en muchas especies bacterianas es consecuencia de la presencia de estos genes de resistencia
en ¢ transposdn Tn 4401 portado en diversos tipos de pldsmidos, que a su vez suelen estar asociados a otros
determinantes genéticos que confieren resistencia a otros antimicrobianos como fluoroquinolonas y otros tipos de
betalactamicos (Paciel et al., 2011; Vera-Leivaet al.,2017; Zuritaet a., 2013). Esto ultimo, pudo haber sucedido
en los aidados del BC3 en los cuales se observo la presenciadel gen gnrB y tres variantes del gen blakec.

En los aidlados del BC3, se aprecio la existencia de tres variantes del gen bla kpc (blakpc.2, blakpes, blakpc.
14) que probablemente hayan estado solas 0 en combinacion entre ellas dentro del mismo plasmido; mientras que
en los aidados del BC2 solo se observé la presencia de la variante blakecs. De acuerdo a Kitchel et al. (2010),
los niveles altos de resistencia a carbapenémicos en aislados de K. pneumoniae estan relacionados con la
produccién de una cantidad elevada de KPC; que a su vez estd determinada por un alto nimero de copias del gen
bla kec ubicado dentro del mismo plasmido. Si ademas de lo anterior, existe la presencia de un mecanismo de
resistencia propio de la bacteria como las porinas no funcionaes, este nivel de resistencia podria verse
incrementado. En el caso de los aislados que posiblemente portaron unasolavariante del gen blakpc; segiin Kitchel
et a., (2010), laproduccion baja de KPC no necesariamente esta relacionado con un bajo nivel deresistenciaalos
carbapenémi cos, ya que lapresenciade |os mecanismosintrinsecos anteriormente mencionados podriaincrementar
d nivel deresistencia. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el nimero de copias obtenidas del gen bla kec
pueden influir en € nivel de produccién de la enzima KPC y por ende generar un ato nivel de resistencia a
carbapenémicos en K. pneumoniae, especialmente cuando se combina con un mecanismo intrinseco bacteriano
gue implicala carencia de porinas funcionales. De tal manera, la enzima KPC por si sola no confiereresistenciaa
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los carbapenémicos. La generacion de estos mecanismos de resistencia bacterianos, explicaria € porqué del
incremento del nivel de resistencia fenotipico en los aisados analizados en este estudio (Kitchel et al, 2010).

Las enzimas KPC se han distribuido ampliamente entre enterobacterias de al gunos paises de Américadel Sur,
donde su epidemiologia local y caracteristicas varian. En €l caso de la variante bla kpco, €sta se encuentra
distribuida de forma endémica en los paises de Brasil, Argentina, Chile y Colombia, en este Ultimo pais también
se haidentificado lavariante blakpc.s (Mufioz-Prince et a., 2013; Rodriguez et al., 2014; Vera-Leivaet al., 2017).
En € afio 2010, en Ecuador se identificd € primer caso de resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae
productora de carbapenemasas tipo KPC-2 (Herrera-Dutan, 2021). En €l caso de |as enterobacterias productoras
de KPC pertenecientes al BC2 y BC3, se detecto la presencia de las variantes bla kpc2 y blakpc.s, blakpcs y bla
kpc-14. Segln Vera-Leiva et a. (2017), se han descrito 24 alelos del gen bla ke que difieren entre si por uno atres
aminoacidos y por su eficiencia hidrolitica en carbapenémicos; siendo las variantes bla kpc.2 y bla kpe.3 las mas
comunes entre aislados clinicos y son las responsables de brotes intrahospitalarios. En el Ecuador, segin Soria
Segarra et al., (2020), la variante bla KPC-2 es la mas frecuente en el Ecuador (Zurita et a., 2013; Yauri €t a,
2020).

Segun el Ministerio de Salud Pdblica. (2018), en el Ecuador la produccion de enzimas KPC, constituye €l
mecanismo mas frecuente de resistencia a los carbapenémicos en la bacteria K. pneumoniae (Soria-Segarra et al.,
2019). Los datos proporcionados por € sistema de vigilancia de resistencia a antimicrobianos informaron que la
bacteria K. pneumoniae, uno de los patdgenos més frecuentes en pacientes hospitalizados, presentd e 40% de
resistenciaal os carbapenémicosimipenem, meropenemy ertapenemy el 70% a cefa osporinas (Satan et al., 2023).
Existen estudios efectuados en el Ecuador en el que se efecttia laidentificacion molecular de los determinantes de
resistencia a carbapenémicos mediado por la produccidon de enzimas KPC. Zurita et al., (2013), efectud la
genotipificacion de aidados productores de KPC-2 y otras enzimas betalactamasas mediante identificacion por
PCR y posterior secuenciacion de los productos obtenidos. Se confirmd mediante secuenciacion la presencia del
gen blakpc-2 en todos los aislados y adicionalmente estos portaron a menos uno de los genes bla crx, blatem y bla
vim. En otro estudio efectuado por Yauri et al., (2020) sobre deteccién de genes que codifican enzimas BLEE y
carbapenemasas mediante PCR y secuenciamiento, se determind que todos los 30 aidados bacterianos fueron
positivos para €l gen blakpc2. Ademas, se identifico que el 67% (20/30 aislados) fueron positivos para €l gen bla
crx, 100% (30/30 aislados) parael gen bla g y e 93% (28 de 30) fueron positivos para el gen bla rew.

En el presente estudio en el BC2 y BC3 se obtuvo la identificacion de la variante bla kec> en los aislados
bacterianos del género Klebsiella, resultado que coincidié con lo reportado por algunos autores (Zuritaet al., 2013;
Yauri et a, 2020) que mencionan que KPC-2 es |a carbapenemasa reportada en mayor frecuenciaen e Ecuador y
en algunos paises de AméricaLatina (Yauri et a, 2020). La variante bla kpc-3 €s la segunda variante mayormente
reportada en otros paises de Latinoamérica como Colombia (Rodriguez et al, 2014). Las variantes KPC-6 y KPC-
14 constituyen variante de la enzima KPC-2 (Lamoureaux et al, 2012; Wang et al, 2023). Seglin Lamoureaux et
a. (2012) la enzima KPC-6 hidrolizo efectivamente a penicilinas, cefalosporinas (cefalotina, cefuroxima,
cefotaxima y ceftriaxona) y aztreonam; mientras que KPC-14 segin estudios efectuados tiene afinidad por
ceftazidimal/avibactam (Wang et a, 2023). Acorde alo anteriormente mencionado, estas variantes del gen bla kec
no son endémicas en € Ecuador; sin embargo, Vera-Leiva et al., (2017) menciona que la diseminacién del gen
bla kpc entre zonas geogréaficas se puede atribuir avigjes internacionales. Esto resulta preocupante, ya que existen
determinantes de resistencia que pueden diseminarse silenciosamente y podrian ser omitidos en los programas de
vigilancia epidemiol 6gica
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5. Conclusién

La propagacion de laresistencia mediada por la enzima KPC entre cepas del género Klebsiella, constituye €
mecanismo de resistencia mas comun en € Ecuador. Las variantes KPC-2, KPC-3,KPC-6 y KPC-14 fueron los
alelospredominantesdel gen blakec. Estas variantesfueron detectadasen losBC2 y BC3 analizados en este estudio;
sin embargo €l nimero bajo de lecturas registradas en el BC1 y BC4 no permitié confirmar molecularmente la
resistencia fenotipica por la enzima KPC detectada previamente. Las variantes del gen bla kpc confirieron
resistencia enzimatica a Betalactdmicos, mientras que los aelos identificados como gnrB y ogxA codificaron la
resistencia a las fluoroquinolonas. La posible asociacion entre mecanismos de resistencia en un mismo plasmido
podria contribuir ala propagacion de la resistencia a mdltiples farmacos. Estos hallazgos nos demuestran que
siguen surgiendo nuevas combinaciones de determinates de resistencia transferibles que podrian afectar
gravemente el tratamiento antibiotico con f-lactamicosy fluoroquinolonas.

De acuerdo a lo mencionando anteriormente y en base a los resultados obtenidos con la secuenciacion de
tercera generacion a través de la plataforma Oxford nanopore, se halogrado obtener informacion vaiosa sobre el
panorama de la resistencia antimicrobiana en esta casa de salud mediante la identificacion molecular del género
bacteriano causantes de enfermedades infecciosas y la deteccidn de genes que codifican resistencia antimicrobiana
clinicamente relevantes, permitiendo de esta manera corroborar y ampliar la informacién fenotipica obtenida
anteriormente para tomar acciones en la implementacion del esquema antibiético utilizado y de esta manera

optimizar tempranamente la terapia con antimicrobianos.

6. Recomendacién

Actualmente en e Ecuador existe € Plan Nacional para la prevencion y control de la resistencia
antimicrobiana 2019-2023 en donde varios grupos de investigacion se han centrado en el estudio de laresistencia
antimicrobiana; sin embargo, se recomienda que se profundice en la investigacién genotipica en los diferentes
establecimientos de salud que participan en este plan de salud, esto con € objetivo de obtener un mayor
conocimiento sobre la distribucion y frecuencia de las diferentes variantes a élicas que codifican la resistencia a
betalactamicos y otros antibi6ticos de uso constante; las cuales no siempre podrian ser identificadas através delos
meétodos fenotipicos convencionales (Yauri et a, 2020). Posterior, a este estudio también se recomienda que se
efectué nuevamente una caracterizacion genotipica de todos los aislados que conforman la coleccion bacteriana
del Hospital General Docente de Calderdn en e periodo 2021-2023 mediante el uso de un kit de secuenciacion
nuevo y de una generacién mas actual como el RBK-114 que tiene un porcentaje de precision del 99%.
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Tabla Al: Aidados bacterianos de la familia Enterobacteriacea pertenecientes al cepario del Hospital General
Docente de Calderdn, afio 2021.

~ Cédigo I dentificacion
Ao . LT L .
investigacion fenotipica bacteriana
2021-KPN-1 Klebsiella pneumoniae
2021 2021-KPN-8 Klebsiel la pneumon?ae
2021-KPN-14 Klebsiella pneumoniae
2021-KPN-16 Klebsiella pneumoniae
2021-KOX-17 Klebsiella oxytoca
2021-KPN-18 Klebsiella pneumoniae
2021-KPN-19 Klebsiella pneumoniae
2021 2021-KPN-21 Klebsiella pneumoniae
2021-KOX-22 Klebsiella oxytoca
2021-KPN-2 Klebsiella pneumoniae
2021 2021-KPN-4 Klebsiella pneumoniae
2021-KPN-5 Klebsiella pneumoniae
2021-KPN-7 Klebsiella pneumoniae
2021-KOX-12 Klebsiella oxytoca
2021-KPN-13 Klebsiella pneumoniae
2021-ECL-1 Enterobacter cloacae
2021-ECL-7 Enterobacter cloacae
2021 2021-ECL-11 Enterobacter cloacae
2021-ECL-12 Enterobacter cloacae
2021-ECL-14 Enterobacter cloacae
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