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Resumen

Antecedentes: Las betalactamasas de espectro extendido son enzimas transmitidas por
plasmidos que inhiben la accién de antibiéticos, los genes de resistencia bacteriana se
encuentran paTEM, niaSHV y 1aCTX-M, este Ultimo es uno de los causantes de resistencia
mas importantes en enterobacterales.

Objetivos: Caracterizar los genes de resistencia productores de betalactamasa de espectro
extendido en aislados clinicos de bacterias del orden enterobacterales del Hospital del Rio,
Cuenca 2023.

Métodos: El disefio del estudio propuesto fue descriptivo transversal, y el universo incluyé las
cepas del orden Enterobacterales productoras de BLEE aisladas en el Hospital Universitario
del Rio en 2023. La informacion se recopil6 utilizando formularios de registros y se analizé
en Microsoft Excel 2013 y SPSS version 2.2.

Resultados: Durante el periodo Enero - Junio 2023, se aislaron 50 cepas del género
enterobacterales, donde predomino E. coli con el 37 (80 %) en muestras de orina, Salmonella
complex represent6 con un 1 (2 %) y Klebsiella aerogenes 1 (2 %), asi mismo en muestras
de orina. EI gen encontrado fue blaCTX-M1 que representa el 14 (28 %) en su totalidad de
Escherichia coli, ademas se detectd la presencia del conjunto de 3 genes paCTX-M1 + paSHV+
paTEM con 1 (2 %) en Escherichia coli y 2 (4 %) en Klebsiella pneumoniae
predominantemente en orina.

Conclusiones: El gen predominante responsable de la produccién de BLEE sigue siendo
paCTX-M1 que representa en este estudio el 28 % en su totalidad en Escherichia coli, mientras
gue el conjunto de 3 genes paCTX-M1 + paSHV+ 4 TEM, 2 % en Escherichia coliy 4 % en

Klebsiella pneumoniae.

Palabras clave: resistencia bacteriana, betalactamasas, enterobacterales
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Abstract

Background: Extended-spectrum beta-lactamases are plasmid-borne enzymes that inhibit the
action of antibiotics. Among the antimicrobial resistence genes to which this resistence is
attributed are w.TEM, uSHV and u.CTX-M. The w.CTX-M. The latter it one of the most
important causes of resistance in Enterobacterales.

Objetivos: To characterize the extended-spectrum beta-lactamase-producing resistance
genes in clinical Enterobacterales isolates taken from the Hospital del Rio, Cuenca 2023.
Métodos: This is a descriptive cross-sectional study. The universe comprised the ESBL-
producing Enterobacterales strains isolates at Hospital del Rio in 2023. Information was
collected using data registration froms and analyzed Microsoft Excel 2013 and IBM SPSS
V22,

Results: From January to June 2023, Enterobacterales 50 strains were isolated, in which E.
coli prevailed showing 37 (80%) in urine samples, Salmonella complex represented with 1 (2
%) and Klebsiella aerogenes, 1 (2 %), also in urine samples. The gene found was u.CTX-M,
which represents 14 (28%) of all of Escherichia coli, in addition, the presence of u.CTX-M +
aSHV+ na TEM was detected, featuring 1 (2 %) in Escherichia coli and 2 (4 %) in Klebsiella
pneumoniae, mainly in urine.

Conclusions: The predominant gene responsible for ESBL production continues to be blaCTX-
M, which in this study represents 28 % of all of Escherichia coli, while genes w.CTX-M1 +

vaSHV+ i TEM, 2 % of Escherichia coli and 4 % in Klebsiella pneumoniae.

Keywords: antimicrobial resistence, beta-lactamase, enterobacterales
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Capitulo |

1.1. Introduccién

Los antibidticos son medicamentos esenciales empleados para combatir las infecciones
bacterianas, el uso excesivo e inadecuado ha llevado a la aparicion de bacterias resistentes
gue no pueden ser tratadas con los antibidticos de primera linea, obligando al personal de
salud a usar farmacos de segunda, tercera linea. Esto ha dado lugar a un aumento de la
morbimortalidad, prolongacién de la duracion de las enfermedades, incremento en los costos

sanitarios y pérdida de eficacia de los tratamientos médicos (1 - 2).

Entre las bacterias que presentan resistencia a antibioticos, existe una preocupacion
especificamente del orden enterobacterales. Estas se caracterizan por ser bacilos rectos
Gram negativos, no esporulados, que se encuentran cominmente en el tracto gastrointestinal
de humanos y animales, asi como en ambientes naturales y pueden causar infecciones en
humanos, en especial en aquellos con sistemas inmunol6gicos comprometidos. Algunos
ejemplos incluyen E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Klebsiella aerogenes,

entre otros (3 - 5).

Las bacterias pueden presentar resistencias a los antibiéticos por varias vias, entre los
mecanismos de resistencia que presentan las enterobacterias se encuentra la produccién de
enzimas, cierre de porinas, cambio del sitio blanco de accién, entre otras. La produccion
enzimatica de las betalactamasas como las ampC, de espectro extendido (BLEE, por su
siglas en espafiol) y carbapenemasas son las mas frecuentes. Las ampC son enzimas que
hidrolizan los antibiticos betalactamicos, como las cefalosporinas y las penicilinas,
reduciendo la efectividad de estos medicamentos para tratar infecciones. Las BLEE son
enzimas que bloquean la accién de antibiéticos betalactamicos, como las cefalosporinas y las
penicilinas. El primer informe de BLEE se remonta a la década de 1980, cuando se
identificaron por primera vez en aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae y E. coli, en
Alemaniay Francia. Desde entonces, la prevalencia ha aumentado significativamente en todo

el mundo, convirtiéndose en un importante problema de salud publica (3, 6 - 8).

Con los descubrimientos y avances en el campo genético y molecular, se planteé el identificar
genes encargados de la codificacion de las betalactamasas. El primer estudio genético sobre
genes de resistencia bacteriana en BLEE se realiz6 en la década de 1990 por el Dr. Patrice
Nordmann y sus colegas en el Hospital Bicétre en Francia. Este estudio fue fundamental para

comprender la base genética de la resistencia a los antibioticos en las bacterias productoras

Julidn Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche
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de BLEE y para identificar los genes que codifican estas enzimas. Los investigadores
utilizaron técnicas moleculares, como la clonacién y la secuenciacion de ADN, para identificar
los genes de resistencia a los antibitticos en aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae
y E. coli. Ademas, descubrieron que los genes de resistencia a los antibiéticos se ubicaban
en elementos genéticos moéviles, como plasmidos y transposones, lo que permite propagarse
entre diferentes bacterias y contribuir a la diseminacion. Desde entonces se han realizado
multiples estudios para obtener mayor comprension acerca de estos genes y coOmo se
propagan y asi poder realizar prevencion primaria y mejorar los tratamientos de infecciones

causadas por estas bacterias (9 - 11).

Entre los genes de resistencia bacteriana se encuentran plaTEM, plaSHV y plaCTX-M. Los

genes dos primeros fueron descubiertos en la década de 1960 y 1970, respectivamente,

desde entonces se han encontrado en una amplia variedad de bacterias, entre ellas E. coli y
Klebsiella pneumoniae. En tanto el gen paCTX-M es relativamente nuevo, habiendo sido

descubierto en la década de 1980 en una cepa de Salmonella entérica en Alemania. Desde
entonces se ha propagado rapidamente en todo el mundo y se ha convertido en uno de los
genes de resistencia bacteriana mas importantes y extendidos en las enterobacterias (3, 12
- 15).

A continuacién se propone el estudio relacionado a la determinacién de genes codificantes
de BLEES en aislados clinicos del Hospital del Rio, 2023.

1.2. Planteamiento del problema

Una de las familias de antibioticos empleados con frecuencia en los tratamientos de las
infecciones causadas por bacilos Gram negativos, son la familia de los betalactdmicos, su
uso se justifica debido a su baja toxicidad y amplio espectro, esto explica el creciente
incremento de bacterias productoras de resistencia mediadas por procesos enzimaticos como
son las BLEE, inicialmente sus reportes se presentaban a nivel hospitalario, mientras que en
la actualidad la frecuencia ha ido aumentando a nivel comunitario. La produccion de BLEE
esta codificada por genes como los ,aCTX-M, waSHV y naTEM, entre otros, esto confieren
resistencia a cefalosporinas de primera generacién como cefazolina hasta de cuarta como el
cefepime, situacion que complica los tratamientos a nivel econémico, en el aumento de la

mortalidad y la dispersion de cepas resistentes. Lo que es ocasionado por la limitante en el
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uso de antibibticos frente a BLEE, esto desemboca en la necesidad de ocupar incluso
carbapenémicos que poseen mayor toxicidad, ademas precios mas elevados y dificultad de
disponibilidad (16, 17).

En el estudio realizado por Pagani L y col., denominado "Mdltiple CTX-M-Type Extended-
Spectrum B-Lactamases in Nosocomial Isolates of Enterobacteriaceae from a Hospital in
Northern Italy" desarrollado en Italia a partir de muestras biolégicas durante los afios 2010 al

2012, se encontr6 que la frecuencia de betalactamasas tipo plaCTX-M fue del 65 %, pla TEM-
1 18% y plaSHV-12 12 %. Siendo E. coli el patégeno frecuente con 72 % en este estudio.
Ademas, se identificaron otros tipos de genes de resistencia, incluyendo plaCTX-M-1, plaCTX-

M-3, blaCTX-M-15. La presencia de multiples tipos de genes plaCTX-M sugiere la existencia

de una diversidad genética significativa en los aislados clinicos que merece su estudio (18).

Por otro lado un estudio en Brasil entre 2012 - 2013, revelé que el 11% de patdégenos

aislados a partir de aislados clinicos de pacientes con ITU eran productores de BLEE, con los

siguientes resultados, 58,3 % E. coli y 41,7 % Klebsiella pneumoniae, donde plaCTX - M

representé el 85,7 %, plaTEM 5,6 %; plaSHV 8,3 %. En Oaxaca-México Galindo en su

estudio a partir de muestras de orina de pacientes con ITUac, concluyé que el 31,3

% de los aislados de E. coli fueron productores de BLEE, donde el 95.6 % portaban el
gen plaCTX-M, el 17.8 % plaTEM, el 17.8 % plaCTX - M+p|lgTEM Yy con 0 % el gen plaSHV (19,
20).

En la actualidad la frecuencia de BLEE sigue incrementando, en Latinoamérica asciende a
mas del 30 % la frecuencia de E. coli productora de BLEE, siendo el gen paCTX-M el que

predomina; esto reafirma un estudio realizado en Quito-Ecuador por Supliguicha y col., sobre
los “Factores de riesgo para la infeccion del tracto urinario por enterobacterias productoras
de betalactamasas de espectro extendido” el cual concluye con las siguientes frecuencias de
enterobacterias aisladas productoras de BLEE: E. coli con 84,9 %, Klebsiella pneumoniae
13,1 %y 2,0 % otras bacterias. Otro estudio realizado en la Amazonia de Peru por Leén y
col., denominado: “Caracterizacion molecular de enterobacterias multirresistentes en dos
departamentos de la selva peruana” encontré que del total de genes productores de BLEE

aislados a partir de 61 urocultivos, el 57,4 % eran productores de BLEE, siendo los genes

blaCTX-M, plaTEM y plaSHV los mas frecuentes con 41 %, 24,6 % y 16,4 % respectivamente
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(19 - 22).

En la investigacion efectuada en Ecuador, en Quito relacionada con “Caracterizacion
molecular de genes de resistencia a -lactamicos en aislados bacterianos clinicos de la familia
Enterobacteriaceae”, de muestras obtenidas de un hospital de tercer nivel, mostré que la
especie predominante en el estudio fue 86.4 % E. coli y 13.6 % K. oxytoca. Donde la

frecuencia de los genes hallados fueron 50 % plagCTX-My 18,18 % piagTEM. En la ciudad de

Cuenca, Ecuador, existen estudios que reflejan incremento en la frecuencia en bacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido. Por ejemplo, en el estudio
“Caracteristicas microbiologicas de pacientes con urocultivos positivos del Hospital
Universitario del Rio, Ecuador” realizado por Agreda |., y col., durante el afio 2018, se
encontré que de los 395 urocultivos positivos 322 correspondian a enterobacterias y 19,9 %
de estas eran cepas BLEE. El estudio titulado “Prevalencia de uropatégenos bacterianos y su
resistencia antimicrobiana en pacientes con infeccién al tracto urinario durante el afio 2019
en la ciudad de Cuenca” realizado por Orellana y col.,, mencionan el incremento de la
frecuencia de bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
Presentando un aumento del 22,8 % en aislados de E. coli en relacion a estudios previos y
un aumento del 60 % en Klebsiella pneumoniae. Otro estudio titulado “Prevalencia de
uropatdégenos bacterianos y su resistencia antimicrobiana en pacientes con infeccién al tracto
urinario durante el afio 2019 en la ciudad de Cuenca” realizado por Orellana y col., mencionan
el incremento de la frecuencia de bacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE). Presentando un aumento del 22,8 % en aislados de E. coli en relacién a

estudios previos y un aumento del 60% en Klebsiella pneumoniae (23 - 25).

En la actualidad no existen datos publicados que revelen los genes de BLEE en
enterobacterales circulantes en la ciudad de Cuenca, las publicaciones se limitan a pruebas
fenotipicas que no se han confirmado con biologia molecular. Por tal razén, se propone la
siguiente pregunta de investigacion ¢Cuales son los genes circulantes de resistencia
productores de betalactamasa de espectro extendido en aislados clinicos de bacterias del

orden enterobacterales del Hospital del Rio en Cuenca 2023? (26).

Siendo esta investigacion de suma importancia para la prevencion y el control de la
diseminacion de la resistencia a los antibiéticos en los entornos hospitalarios y comunitarios,
y para el desarrollo de nuevas terapias y la identificacion de nuevas dianas terapéuticas que
puedan utilizarse para combatir las infecciones causadas por bacterias productoras de
BLEE (26).
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1.3 Justificacion

Segun la OMS las bacterias resistentes a los antimicrobianos se ha convertido en un peligro
en la salud publica y este hecho ya se esta ponderando a nivel mundial, es asi que cada vez
los tratamientos con antibidticos son menos eficaces, como es el caso de los
carbapenémicos en K. pneumoniae en varios paises, los cuales no tienen efecto en

infecciones en mas de la mitad de los casos (1, 27).

Falconi y col., en un estudio donde se evalu6 muestras de pacientes hospitalizados, sus
resultados arrojaron que el 50,6 % de bacteriemias fueron producidas por enterobacterias
productoras de BLEE, 55,8% E. coli y 32,6% K. pneumoniae, con una mortalidad en estos
pacientes fue 16,2% infectados con enterobacterias productoras de BLEE y 7,1%
enterobacteria no productora de BLEE. Tomando como referencia estos datos se evidencia
la alarmante situacién global referente al riesgo de infecciones por bacterias productoras de
BLEE. Por ello la realizacion de estudios vinculados a resistencia bacteriana, sobre todo de
esta clase se convierte en un punto clave para escudriiar su amenaza en nuestra
comunidad (1, 27).

En la actualidad poco se habla de las enterobacterias productoras de BLEE en el Ecuador,
existen escasos datos cientificos significativos que permitan correlacionar el estado general
de este tipo de resistencia bacteriana con sus genes asociados en nuestra region, por ende
el presente estudio busca categorizar, contribuyendo datos relevantes de importancia
nacional. Esta investigacion tiene como fin identificar los genes presentes en muestras

bioldgicas definiendo su frecuencia, permitiendo asociar la etiologia bacteriana (23 - 24, 27).

Al realizar esta investigacion y determinar mediante biologia molecular la frecuencia de los
genes naTEM, 1aSHV, 1aCTX-M en bacterias del orden enterobacterales, logramos asociar al
género, especie bacteriana y al origen del cual proviene la muestra del aislado clinico; y de
esta manera recabar informacién relevante de enterobacterias productoras de BLEE en
Cuenca-Ecuador, informacién que permitird conocer la epidemiologia local util para la salud

publica.

Esta investigacion responde a las lineas de investigacion del Ministerio de Salud Publica del

Ecuador (MSP), al area de investigacion: Infecciones comunes, de igual manera consta en
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las prioridades en las lineas de investigacion planteadas por la Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad de Cuenca: Enfermedades infecciosas.

Este estudio contribuird a la academia con informacion relacionada a genes de resistencia
circulantes que se deben investigar y someter a vigilancia epidemiolégica. También
contribuird a la sociedad ya que el conocer esta informacion permitird adoptar medidas de
prevencion en lo relacionado al uso de antibiéticos como la automedicacion, esto disminuira

la diseminacion de bacterias resistentes.

Los resultados obtenidos seran expuestos ante un tribunal seleccionado por la Direccién de
la carrera de Laboratorio Clinico, asi como también seran socializados con la Direccion
Médica del Hospital Universitario del Rio, finalmente seran publicados en la péagina de la
biblioteca de la Universidad de Cuencay la revista de la facultad de Ciencias Médicas de la

Universidad de Cuenca.

Por todo esto, se abordara el tema de investigacion “Genes de resistencia productores de
betalactamasa de espectro extendido en aislados clinicos de bacterias del orden
enterobacterales del Hospital del Rio, Cuenca 2023”, siendo un aporte en la indagacion de

la frecuencia de genes asociados a bacterias productoras de BLEE.
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Capitulo 1l
2.1 Marco teérico

2.1.1 Generalidades

Desde que se descubrieron las bacterias en el siglo XVII, han sido reconocidas como una
fuente de enfermedades. Las primeras terapias para tratar infecciones bacterianas se
basaron en el uso de sustancias quimicas toxicas, como el mercurio y el arsénico, que tenian

una amplia gama de efectos sobre el cuerpo humano y las bacterias (28).

A mediados del siglo XX, los antibi6ticos revolucionaron el tratamiento de las infecciones
bacterianas y fueron considerados una panacea para las enfermedades infecciosas. Sin
embargo, con el tiempo, las bacterias han evolucionado para desarrollar resistencia a estos
medicamentos, lo que condujo a la aparicion de infecciones resistentes a multiples farmacos
(MDR) y super bacterias que representan una amenaza cada vez mayor para la salud publica
(29 - 31).

Las bacterias son organismos unicelulares que se encuentran en una variedad de entornos,
incluyendo la piel humana, los intestinos, el agua y el suelo. Aunque muchas bacterias son
inofensivas o incluso beneficiosas, algunas pueden causar enfermedades en humanos y
animales. Las bacterias se reproducen por division celular y tienen la capacidad de
intercambiar material genético con otras bacterias, y adquirir genes que confieren resistencia

a los antibidticos y otros compuestos (28 - 31).

Las enterobacterias son un grupo de bacterias gram negativas tales como: E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis y otras especies. Estas bacterias son
comunes en el tracto intestinal humano y de los animales, asi como en el medio ambiente.
Las enterobacterias pueden causar una variedad de infecciones en humanos, incluyendo
infecciones del tracto urinario, respiratorias, de la piel, heridas y sepsis. Las especies mas

comunes en infecciones hospitalarias son Klebsiella pneumoniae y E. coli. (32 - 33).

Los principales sitios de infeccién por enterobacterias abarcan el tracto urinario, el sistema
gastrointestinal, las vias respiratorias, la piel y los tejidos blandos, asi como la corriente
sanguinea. Para obtener muestras adecuadas en el laboratorio clinico y permitir un

diagnéstico preciso, se siguen protocolos especificos de recoleccién y transporte: (34).
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2.1.1.1 Sangre:
Se recomienda obtener multiples hemocultivos a partir de diferentes sitios de puncién para
aumentar la sensibilidad de deteccion de enterobacterias. La recoleccion se realiza utilizando

técnicas asepticas, con el fin de evitar la contaminacién de la muestra (35 - 36).

2.1.1.2 Orina:

Se prefiere una recoleccion de muestra de medio chorro 0 mediante cateterismo para evitar
la contaminacién externa con la flora uretral. Se deben seguir las indicaciones precisas para
la recoleccion y se recomienda evitar la interrupcion del flujo de orina durante la recoleccion

para minimizar la posibilidad de contaminacion bacteriana (35 - 36).

2.1.1.3 Heces:

Se sugiere recolectar al menos 5 gramos de muestra fecal, preferiblemente antes de iniciar
el tratamiento antimicrobiano. Es importante utilizar recipientes estériles y mantener la
muestra refrigerada durante el transporte para preservar la viabilidad de las enterobacterias

presentes (35 - 36).

2.1.1.4 Respiratorias:

Como el lavado broncoalveolar, el aspirado traqueal o el esputo inducido, se obtienen
siguiendo técnicas especificas. Estos métodos permiten obtener muestras representativas de
las vias respiratorias inferiores y facilitan la deteccién de enterobacterias en casos de

infecciones respiratorias (35 - 36).

2.1.1.4.1 Lavado broncoalveolar (BAL):

El lavado broncoalveolar es una muestra tomada por el personal médico mediante el
fibrobroncoscopio, principalmente para estudio de enfermedades broncopulmonares; en el
caso de las neumonias, la cual es una infeccion de las vias respiratorias inferiores, es muy
usada para la identificacién del microorganismo que causa esta afeccién, existen varios tipos,
pero la neumonia bacteriana tiene a un enterobacteral como lo es Klebsiella pneumoniae
como una de las principales causantes de esta infeccion asociada al uso de ventilacién

mecanica (37 - 38).

2.1.1.5 Tejidos:
Es esencial obtener muestras estériles mediante técnicas quirdrgicas adecuadas. Se debe

seguir un protocolo riguroso para minimizar la contaminacién durante la obtencién y asegurar
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la representatividad de la muestra (35 - 36).

2.1.1.6 Secrecion vaginal:

Estas muestras son recolectadas para estudio de infecciones vaginales, entre ellas la
vaginosis, en este tipo de muestra hay que tener en cuenta al evaluar el crecimiento
bacteriano, la microbiota normal del aparato genital femenino y no confundirla con la patégena

gue generalmente son portadoras de resistencia bacteriana (39).

2.1.1.7 Secreciones purulentas:
Hace referencia a muestras provenientes de fluidos corporales aspirados o drenados de
cualquier sitio corporal ya sea este profundo o superficial; los mismos que se caracterizan

por su contenido purulento (40).

2.1.2 Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares pertenecientes al dominio Bacteria, uno de los tres
dominios principales de la vida junto con Archaea y Eukarya. A diferencia de las células
eucariotas, las bacterias son procariontes, lo que significa que carecen de nucleo definido y
de organulos membranosos internos. Su estructura celular basica consiste en una membrana
plasmatica que rodea el citoplasma, donde se encuentra el material genético, generalmente

un solo cromosoma circular (41).

Se encuentran en una variedad de entornos, desde suelos y aguas hasta el interior del cuerpo
humano. Su capacidad de adaptacidon les permite sobrevivir en condiciones extremas.
Durante los afios se han hecho multiples cambios en la clasificacion bacteriana, esto en base
a los avances cientificos y tecnolégicos que han permitido una mejor division y subdivision de

las mismas (41).
2.1.3 Clasificacién bacteriana

Actualmente, tenemos la taxonomia procarionte que abarca clasificacién, nomenclatura e
identificacion. Segun esta jerarquia, la familia Enterobacteriaceae pertenece al orden
Enterobacterales, dentro de la clase Gammaproteobacteria y la filum Proteobacteria.
Contando con un aproximado de mas de 210 especies y 53 géneros, entre ellas médicamente

relevantes como la especie Escherichia y géneros como Klebsiella (42, 43).

Julidn Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche



UCUENCA 22

2.1.4 Antibiéticos

Los antibidticos son moléculas sintéticas, semisintéticas o de origen natural sintetizadas por
bacterias, virus u hongos; estos agentes farmacol6gicos poseen accion bactericida capaz
de exterminar a las bacterias, 0 bacteriostatica que frenan su crecimiento. La historia de los
antibiéticos abarca mas de setenta afios y ha sido fundamental en la lucha contra las
infecciones bacterianas. Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en
1928, los antibidticos han salvado millones de vidas y han sido utilizados en diversas
aplicaciones médicas. Se puede dividir la historia de los antibiéticos como: la historia pre-

antibiotica, la era dorada de los antibi6ticos y la actualidad (44 - 47).

En la era pre-antibitica, las enfermedades infecciosas, como la 'Peste', provocaron
pandemias devastadoras, con millones de victimas y conocimientos rudimentarios sobre
microbios. El descubrimiento de organismos microscépicos por Antonie van Leeuwenhoek en
1676 sento las bases. El trabajo crucial de Louis Pasteur y Robert Koch a fines del siglo XIX

impulsé la microbiologia y el desarrollo de antibiéticos (46 - 47).

La era dorada del descubrimiento de antibidticos, de la década de 1940 a la de 1970,
presencid el aislamiento de diversos antibidticos de bacterias del suelo, especialmente
Streptomyces spp. Esta era, impulsada por investigadores como Selman Waksman, llevé a
la identificacién de importantes clases de antibiéticos, como actinomicina, estreptomicina y
neomicina. El uso generalizado de estos antibi6ticos supuso avances significativos en los
tratamientos médicos. Sin embargo, el uso excesivo y el rapido desarrollo de antibiéticos en
un corto periodo llevaron a la aparicion de cepas resistentes. A pesar del descubrimiento de
antibioticos como nitrofuranos, macrélidos, tetraciclinas y quinolonas, las décadas posteriores

vieron una disminucién en la identificacion de nuevas clases de antibidticos (46 - 47).

La situacién actual en el desarrollo de antibidticos es desafiante. Grandes compaifiias
farmacéuticas, una vez activas en la investigacion de antibiéticos, han reducido o abandonado
sus esfuerzos debido a desafios financieros y regulatorios. La resistencia a los antibiéticos,
junto con la falta de clases de antibiéticos innovadoras, ha contribuido a un estancamiento en
la busqueda de nuevos antibidticos. El escenario plantea preocupaciones sobre la

disminucion de la eficacia de los antibiéticos existentes (46 - 47).

Los antibidticos ejercen su accion antibacteriana a través de diversos mecanismos que

interfieren con procesos vitales en las bacterias. Estos mecanismos se clasifican
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generalmente en cinco categorias: inhibicion de la sintesis de la pared celular bacteriana,
inhibicién de la biosintesis de proteinas, inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos,
inhibicion de vias metabdlicas y alteracion de la funcion de la membrana bacteriana. Segun
esta clasificacion encontramos grupos de antimicrobianos como: aminoglucosidos,
betalactamicos, anfenicoles, glucopeptidos, lincosamidas, macrélidos, nitroimidazoles,
oxazolidinonas, quinolonas, rifamicinas, entre otros. En este estudio nos concentramos en

tres: betalactdmicos, aminoglucésidos y quinolonas (46 - 47).
2.1.4.1 Betalactamicos

Los betalactamicos, intervienen bloqueando la sintesis de la pared celular bacteriana. Estos
antibiéticos, que incluyen penicilina G, amoxicilina y cefalosporina C, actian acilando la
transpeptidasa, una enzima clave en la formacion de peptidoglicano. Este bloqueo interrumpe
la Ultima etapa de la sintesis del peptidoglicano, componente esencial de la pared celular,

llevando a la pérdida de viabilidad y lisis bacteriana (47).

Sin embargo, las bacterias han desarrollado estrategias para resistir la accion de los
betalactdmicos. La resistencia a estos antibidticos a menudo se logra mediante la produccion
de enzimas llamadas betalactamasas, las cuales hidrolizan el anillo betalactamico de los
antibioticos, inactivandolos. Esta resistencia puede ser de origen natural o adquirida a través
de la transferencia de genes que codifican para betalactamasas. Ademas, algunas bacterias
han desarrollado modificaciones en las proteinas de unién a la penicilina (PBPs), las cuales
son el blanco de los betalactamicos, disminuyendo asi la afinidad del antibiético por su sitio

de accién y reduciendo su eficacia (47).

2.1.4.2 Aminoglucésidos

Grupo de antibidticos constituidos de sustancias policationicas, su mecanismo de accion se
basa en la inhibicién de la sintesis proteica bacteriana, en donde actlian sobre la subunidad
ribosomal 30S, en donde actian sobre la subunidad ribosomal 30S, desalojan los iones de
Mg*? y Ca*?de lipopolisacaridos adyacentes, resultando en una inhibicion proteica completa
o proteinas resultantes defectuosas. En conjunto esto afecta a la estructura de la membrana
externa, ademas de alterar su permeabilidad. En cuanto a su espectro de accién abarcan a
bacilos gram negativos y algunos cocos gram positivos comunes. Dentro de este grupo la

plazomicina, se caracteriza por ser resistente a enzimas modificadoras de aminoglicésidos,
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ademas tiene accion contra P. aeruginosa resistente, enterobacterias carbapenem
resistentes, E. coli y Klebsiella spp. BLEE (44, 47).

2.1.4.3 Quinolonas

Son antibiéticos de origen sintético, que poseen accién bactericida como resultado de la
inhibicién selectiva de ADN-girasa bacteriana, ya que impiden la accién de la topoisomerasa
Il'y IV, y como resultado se ve afectado el plegamiento de la doble hélice del ADN. Las
quinolonas pueden ser de espectro reducido (acido nalidixico) que exhiben actividad contra
enterobacterias, tales como E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp. y Enterobacter spp.; y de
amplio espectro (fluoroquinolonas) demostrando actividad contra bacilos y cocos gram
negativos sensibles, ademas de enterobacterias y cocos gram positivos comunes. Sin
embargo en la actualidad este grupo de antibiéticos ha demostrado ser ineficaz contra la
creciente presencia de bacterias resistentes, especificamente dentro de las gram negativas,

como enterobacterias productoras de BLEE y P. aeruginosa resistente (44, 47).
2.1.5 Resistencia bacteriana

Las enterobacterias son conocidas por su capacidad para desarrollar resistencia a los
antibioticos, especialmente a los antibidticos betalactamicos como las penicilinas y las
cefalosporinas. La resistencia a los antibioticos en las enterobacterias se debe a la produccion
de enzimas llamadas betalactamasas, que inactivan los antibiéticos betalactamicos (32 - 33,
46).

La resistencia bacteriana es la capacidad de las bacterias para resistir los efectos de los
antibioticos y otros compuestos antimicrobianos. Esto puede ocurrir naturalmente, a través
de la seleccidn natural, o puede ser inducido por el uso excesivo o inapropiado de antibioticos.
La resistencia bacteriana puede ser causada por una variedad de mecanismos, incluyendo la
inactivacién de los antibiéticos por enzimas bacterianas, la modificacion del objetivo del
antibiotico, la reduccién de la entrada del antibi6tico en la bacteria y la expulsién del antibiético
fuera de la bacteria (30 - 33, 46 - 47).

2.1.5.1 Tipos de resistencia

La resistencia bacteriana puede ser de dos tipos, natural y adquirida; la primera es constitutiva

de determinado grupo bacteriano y poseen genes propios responsables de esa resistencia,
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mientras que la resistencia adquirida se produce por mutaciones en el genoma bacteriano,

alteraciones en cromosomas y transmision de material genético extracromosémico (48).

2.1.6 Mecanismos de resistencia adquirida

2.1.6.1 Inactivacién enzimatica

Este proceso implica la accion de enzimas especificas que modifican o degradan los
antibiéticos, haciéndolos ineficaces contra las bacterias. Por ejemplo, las betalactamasas
tienen la capacidad de romper el anillo B-lactdmico presente en los antibiéticos
betalactamicos, desactivandolos. Asimismo, las enzimas modificadoras de aminoglucésidos
modifican la composicion quimica de estos antibiéticos, disminuyendo su afinidad por el ARNr

16S y evitando su funcionamiento adecuado (47, 49).

2.1.6.2 Impermeabilidad

Se refiere a la capacidad de las bacterias para reducir la entrada de antibiéticos en su interior,
disminuyendo asi la efectividad de estos farmacos. En el caso de bacterias Gram-negativas,
la estructura de doble membrana que poseen, compuesta por una membrana interna y una
membrana externa separadas por el espacio periplasmico, contribuye a una barrera mas
robusta que dificulta el acceso de muchos antibiéticos a su objetivo intracelular. Ademas, esta
membrana posee porinas que son proteinas presentes en la membrana externa de bacterias
Gram-negativas que generan canales para el ingreso selectivo de moléculas, alteraciones

en la estructura o expresion de estas pueden reducir ain mas la permeabilidad (47, 49).

2.1.6.3 Bombas de E-flujo
Son proteinas de membrana responsables de la expulsion desde el interior hacia el exterior
de la bacteria de moléculas téxicas, lo que incide directamente en la eficacia de los

antibioticos al promover su desplazamiento fuera del microorganismo (48).

2.1.6.4 Modificacion del sitio blanco
Algunas bacterias tienen la capacidad de modificar la molécula blanco, sitio especifico de la
unién del antibiético para llevar a cabo su acciébn. Como consecuencia la afinidad del

antibiotico hacia el sitio de unién se ve disminuido o incluso desaparece (48).

2.1.6.5 Transferencia horizontal de genes
Es uno de los mecanismos muy significativos de la expansién de genes de resistencia

bacteriana, debido a que se pueden transmitir a otros tipos de especies bacterianas distintas
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a las que originalmente se caracterizan dichas resistencias, es asi que un microorganismo es
capaz de adquirir varias resistencias a los antimicrobianos sin previamente haber sufrido una
exposicion a estos. Este proceso se lleva a cabo mediante conjugacion, mientras que los

responsables de la migracion de los fragmentos genomicos son: (48).

2.1.6.5.1 Bacteriofagos
Son material genético encapsulado por proteinas que se integran directamente al genoma

celular bacteriano, que alteran el mismo (48).

2.1.6.5.2 Plasmidos

Constituyen fragmentos de material genético libre circular en el interior de la célula bacteriana
aislado de su genoma, es asi que un mismo microorganismo puede contener de 1 a 200
plasmidos, por tal razén es uno de los principales vectores asociados a la resistencia
bacteriana, mediante la transmision de genes asociados a bacterias clinicamente patdégenas;
uno de los ejemplos mas relevantes son K. pneumoniae con plasmido pOXA-48 portadora de
carbapenemasa ,aOXA-48 y E. coli con plasmido IncFll portadores de ,.CTX-M productora
de BLEE (48 - 50).

2.1.6.5.3 Transposones
También llamados “genes saltarines”, son fragmentos de material genético movil capaz de
reintegrarse a sitios nuevos dentro y fuera del mismo genoma, ademas estos pueden ser

transportados por plasmidos (48, 50).
2.1.7 Resistencia enzimatica mediada por BLEE

Las bacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) son un tipo de
bacteria que produce una enzima llamada betalactamasa, que es capaz de inactivar los
antibioticos betalactdmicos, como las penicilinas y las cefalosporinas. Los genes que
codifican las BLEE se encuentran tipicamente en plasmidos, que son pequefias moléculas
de ADN gue se pueden transferir entre bacterias. La resistencia a los antibiéticos en las BLEE
se debe a la produccion de enzimas que modifican gquimicamente los antibiticos
betalactamicos, lo que los hace ineficaces contra las bacterias. Los genes que codifican estas
enzimas se han encontrado en una variedad de bacterias, incluyendo E. coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis y Salmonella spp (46, 49 - 50).
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2.1.8 Clasificacion

Actualmente se utilizan 2 sistemas para la clasificacion de betalactamasas. Por un lado
tenemos la propuesta por Amber y Bush, en 1989, también llamada clasificacién molecular
que divide en 4 grupos de interés A, B, Cy D, basandose en las propiedades enziméticas de
esta familia y su secuencia de aminodcidos; y por otra parte tenemos el sistema de
clasificacion funcional que toma en cuenta mas aspectos (51 - 53).

La clasificacibn de Amber, una piedra angular en este campo, demarca dos clases
fundamentales, A y D, con discernimientos intrinsecos. En la Clase A, se destacan los
subtipos SHV (a excepcion de SHV-1), Enzimas tipo TEM (exceptuando TEM-1 y TEM-2),
Enzimas tipo CTX-M, y Enzimas BLEE menores como PER, GES, VER. En paralelo, la Clase
D engloba las enzimas OXA de espectro extendido (OXA-11, OXA-13, OXA-15, OXA-18) (51
- 53).

La propuesta de esta clasificacion constituye un avance significativo, estratificando las
betalactamasas en cuatro clases en funcion del peso molecular, espectro y homologia en
secuencias de aminoacidos. La Clase A, compuesta por enzimas serinas con actividad
preferentemente penicilinasas, contrasta con la Clase B, que alberga metaloenzimas con
afinidad cefalosporinasas. La Clase C se distingue por cefalosporinasas cromosémicas en
bacterias Gram negativo, mientras que la Clase D abarca enzimas serinas que hidrolizan

oxaciclina (51 - 53).

El aporte trascendental de Bush-Jacoby y Medeiros amplia esta clasificacion, incorporando
criterios adicionales como la codificacion plasmidica o cromosdmica, el espectro de hidrdlisis,
y la respuesta al clavulanico (CA), cloxacilina (CLOX), sulbactam (SUL), aztreonam (AZ), y
ceftazidima. Esta categorizacion refinada integra no solo elementos bioquimicos, sino
también genéticos y funcionales, revelando capas mas profundas de complejidad en la

dindmica de las betalactamasas (51 - 53).

- Las bacterias productoras de betalactamasas constituyen su resistencia desde un nivel

cromosémico y plasmidicos (54).
2.1.8.1 B-lactamasas cromosémicas

En general las enterobacterias productoras de betalactamasas poseen un cromosoma que
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dispone un gen encargado de la sintesis de estas enzimas, se ha evidenciado la estrecha
relacion entre la especie bacteriana y un tipo especifico de betalactamasa (46, 54).

En especies de K. pneumoniae, K. oxytoca, P. vulgaris, C. diversus y Yersinia enterocolitica
la B-lactamasa cromosomica que les otorgan la resistencia es de clase A. Dentro de las
enterobacterias son caracteristicas las -lactamasas cromosomicas del grupo C, ejemplo
de ello esta: E. cloacae, k. aerogenes, S. marcescens, C. freundii y M. morganii. Otras
bacterias que en su estructura cromosémica codifican para la produccién de enzimas
betalactamasas son E. coli y Shigella, estas son de clase C. Por todo esto, la resistencia
natural de las enterobacterias a los B-lactamicos esta sujeta a la clase y cantidad de enzima

gue sintetiza (55, 56).
2.1.8.2 B-lactamasas plasmidicas

Las bacterias pueden ser portadoras de genes de b-lactamasas a través de los plasmidos,
gue sirven como vectores transmitiendo asi los genes de resistencia, los mismos que alteran
la sensibilidad a este grupo de antibidticos. La expresién de las B-lactamasas plasmidicas
puede ser variable, es asi que puede aumentar o disminuir la produccién de enzimas que
hidrolizan los betalactamicos, esto dependiendo de la ubicacion del locus que le otorga la
resistencia, o varias copias de este gen, es por eso que se habla de que la resistencia por

medio de plasmidos en este caso es de tipo constitutiva (55, 56).
2.1.9 B-lactamasas de espectro extendido

2.1.9.1,.TEM

El primer gen investigado en relacion a BLEE fue la ,aTEM-1, la misma que se encontré en
E. coli, TEM hace referencia al nombre del paciente del que lo aislaron, Temoniera. Este gen
se encuentra presente con mas frecuencia en las enterobacterias productoras de BLEE. Se
ha aislado también en géneros de Klebsiella, Enterobacter, Providencia, Serratia, Proteus,
Citrobacter, Acinetobacter y Pseudomonas. Se ha examinado que bacterias que poseen
varios genes para la produccién de betalactamasa, de dos o tres tipos de estos, el gen
biaT EM-1 generalmente en la mayoria de ocasiones esta presente. Ademas se ha evidenciado
hiperproducciones de w.,TEM-1 lo que provoca la sensibilidad a la amoxicilina acido

clavulanico (57).
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2.1.9.2 niaSHV

SHYV, siglas que representan un sulfhidrilo variable, componente bioquimico de este tipo de
BLEE. Este gen ha sido hallado sobre todo en el género de Klebsiella, siendo esta portadora
natural de paSHV-1. naSHV-1 puede inducir la hiperproduccién de tanto en E. coli vy
K.pneumoniae, mientras que también se ha observado que la hiperproduccion de la ,.SHV-
1 hace que disminuya la sensibilidad a ceftazidima y amoxicilina &cido clavulanico (57).

2.1.9.3 1aCTX-M

El gen ,aCTX-M perteneciente a la clase A, tienen actividad de sustrato hacia la cefotaxima y
son sensibles a la inhibicién por inhibidores de betalactamasas. Su homologia genética entre
los demas genes como waTEM, 1iaSHV u OXA es menor. Este gen es el mas frecuente en
bacterias productoras de betalactamasas (BLEE), dando asi su caracteristica de resistencia

a los betalactamicos (58 - 61).
2.1.10 Heterorresistencia

Al hablar de heterorresistencia se hace referencia a subpoblaciones de microorganismos que
poseen mas de 1 fenotipo de resistencia antimicrobiana dada ya sea por plasmidos o
cromosomas, se pueden encontrar heterorresistencia monoclonal (un mismo clon de la cepa
puede presentar resistencias) y policlonal (diferentes clones bacterianos, uno sensible y otro
resistente o cepas con diferentes resistencias). La heterorresistencia se da como
consecuencia de tratamientos antimicrobianos previos, este patrén se observa a menudo en
bacterias patdgenas.La heterorresistencia tambien puede ser estable o inestable, esto
depender4d de la ausencia del antibiético, dando asi como resultado una cepa que
previamente era resistente a cierto antimicrobiano ya no lo es, por ende ya no se expresara
la resistencia.En este caso la produccién de BLEE acompafiada de otro tipo de resistencias.
Debido a esta caracteristica los tratamientos con antibidticos fracasan en mdultiples
ocasiones; dentro de las enterobacterales las mas comunes en portar heterorresistencia son
E. coli, K. pneumoniae y Salmonella entérica provocando asi infecciones recurrentes. Es
esencial la evaluacion de heterorresistencia ya que esta dificulta y obstaculiza la
identificacion de la resistencia antimicrobiana a estudiar, no dejando asi relucir sus
caracteristicas fenotipicas. Nicoloff y colaboradores, en un estudio en 2019 relacionaron la
heterorresistencia en enterobacterales Gram negativas, estudiaron 4 especies bacterianas
distintas, E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii y S. typhimurium las cuales los enfrentaron a
28 antibidticos distintos, al final del estudio se concluy6 que 27,4% de las combinaciones

expuestas presentaron heterorresistencia (62 - 63).
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2.1.10.1 Heterorresistencia a quinolonas

La resistencia a las quinolonas se origina por la sustitucion de aminoacidos en la proteina
diana, por el ADN girasa. Los cambios que le dan la resistencia a los microorganismos estan
asociados a las regiones estrechas 2 de las subunidades de la girasa denominadas GyrA 'y
GyrB, a las cuales se las llama “regiones determinantes de la resistencia a las quinolonas”. A
causa de esta caracteristica pueden hidrolizar a las quinolonas y ser resistentes a ellas a
diferentes concentraciones (63 - 64).

2.1.10.2 Heterorresistencia a aminoglucésidos

La heterorresistencia a los aminoglucésidos se encuentra definida por la codificacion de
aminoglucdsidos acetiltransferasas (aac) por los genes AMEs plasmidicos, lo que le otorga
la resistencia a la familia antibitica de los aminoglucésidos como: amikacina, gentamicina,
tobramicina, entre otros; los mismos que son hidrolizados por la sintesis de la enzima aac.
En este caso se ha evidenciado que los mutantes resistentes inestables en poblaciones
heterorresistentes de enterobacterales como E. coli, K. pneumoniae y Salmonella entérica
subespecie enterica serovariante Typhimurium surgen por mutaciones en genes que
codifican para proteinas encargadas del transporte de electrones tales como los citocromos
u oxidasas. En ausencia del antibidtico se presento una ralentizacion del crecimiento
bacteriano (62, 65).

2.1.11 Deteccién fenotipica

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) es una organizacién que establece
estdndares para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Para detectar la

resistencia en las enterobacterias, el CLSI recomienda realizar las siguientes pruebas: (66).

2.1.11.1 Difusién en disco:

El método de difusion en disco, desarrollado por Kirby y Bauer, es una técnica estandarizada
crucial para determinar la resistencia bacteriana a los antimicrobianos. En este método, un
disco de papel de filtro de 6 mm impregnado con una concentracion conocida de un
compuesto antimicrobiano se coloca en una placa de agar Mueller-Hinton inoculada con un
microorganismo Yya identificado. Una vez hecho esto, el crecimiento bacteriano y la difusién
del compuesto antimicrobiano ocurren simultdneamente. El crecimiento alrededor del disco

se produce cuando las bacterias pueden vencer los efectos inhibitorios del antibi6tico
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empleado (67).
2.1.11.2 Dilucién en caldo:

Esta prueba implica la dilucion de diferentes concentraciones de un antibiético en caldo y la
incubacion de la cepa bacteriana en la solucion. Se observa el crecimiento o la inhibicion del
crecimiento bacteriano para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
antibidtico (66).

2.1.11.3 Prueba de deteccidn de betalactamasas:

Esta prueba utiliza diferentes sustratos de betalactamasas para detectar la presencia de estas

enzimas en una cepa bacteriana (66).
2.1.12 Cultivo en MacConkey-ceftriaxona

Método fenotipico que permite la recuperacion de Enterobacterales productoras de BLEE en
el medio de cultivo de macConkey, se evidencia su crecimiento debido a que este tipo de
bacterias son capaces de hidrolizar las cefalosporinas, razén por la cual que una bacteria
productora de BLEE siempre tendra un resultado positivo, o que nos permite conocer su
fenotipo antimicrobiano; para la realizacion de esta prueba es indispensable basarse en las
MIC de cada una de las bacterias las cuales se encuentran estandarizadas en el CLSI, en el

grupo de las Enterobacterales se debe emplear una concentracién de 4ug/ml (66, 68).

2.1.13 Deteccibn genotipica

La deteccién genotipica de BLEE, se lleva a cabo mediante la amplificaciéon de material
genético bacteriano por medio de la reaccién de la cadena de polimerasa (PCR) y su
secuenciacion, con el fin de evidenciar la expresién de genes que codifican la resistencia de
BLEE. Por este método de biologia molecular se logra exponer la presencia de genes tales
CcOmMO: baTEM, 1aSHV, 1aCTX-M (68 - 70).

2.1.14 Epidemiologia

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) han experimentado una diseminacion global,
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y diversos estudios respaldan un crecimiento continuo de estas en los ultimos afios. Su
presencia en distintos nichos proporciona mdultiples oportunidades para la transmisién de
estas enzimas, que se han convertido en una preocupacion significativa en la salud publica.
En los Paises Bajos, por ejemplo, la proporcion de bacterias productoras de BLEE entre
aquellas que causan infecciones invasivas aumenté a alrededor del 7 % en 2015 y se ha
mantenido estable desde entonces. En Africa estudios realizados tanto en personas,
animales o medioambiente, han demostrado una alta diseminacién de BLEE (71 - 73).

La epidemiologia de las BLEE ha experimentado notables transformaciones en las ultimas
décadas, marcando un cambio sustancial en el panorama de la resistencia bacteriana.
Inicialmente, las enzimas . TEM Yy 1aSHV se erigieron como protagonistas predominantes a
nivel mundial. Sin embargo, a principios de los afios 2000, se evidenci6 un cambio
trascendental con la proliferacion destacada de las BLEE del tipo ,.CTX-M en diversas
regiones geograficas, especialmente en Europa, Latinoamérica y Asia. Este cambio en la
distribucion de las BLEE no so6lo ha alterado la dinamica de las infecciones, sino que también
ha generado desafios significativos en cuanto al diagnéstico preciso, el tratamiento efectivo y
el control de la resistencia antimicrobiana. En Estados Unidos, esta transicion se evidencio
en estudios que reportaron la aparicion de aislamientos que producian p.CTX-M en
hospitales, con una posterior prevalencia en el 80% de los hospitales participantes. El
incremento de las infecciones por BLEE en EE. UU., con un aumento del 53% entre 2012 y

2017, se atribuy6 principalmente a un alza en los casos de inicio en la comunidad (73 - 74).

En Ecuador, la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE ha aumentado en los
altimos afos, especialmente en entornos hospitalarios y comunitarios. En el estudio realizado
en 2018 en un hospital en Quito se encontré que el 47 % de las cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas eran productoras de BLEE. Ademas, se ha encontrado una alta
frecuencia de estas bacterias en pacientes hospitalizados y en unidades de cuidados
intensivos, lo que sugiere una propagacion significativa de estas bacterias en los entornos
hospitalarios. En cuanto a la distribucion de genes, si bien en Ecuador no se han realizado
suficientes estudios, si se ha encontrado distribucion de paTEM, paSHY, baCTX-MuyaTEM,
paSHYV, 1aCTX-M siendo el mas frecuentemente hallado n.CTX-M. Estos hallazgos son
preocupantes y destacan la necesidad de medidas efectivas de control y prevencion para

reducir la propagacion de estas bacterias y minimizar su impacto en la salud publica (75 - 78).

Las infecciones por enterobacterias son una preocupacion importante para la salud publica a

nivel mundial debido a su capacidad para causar infecciones resistentes a multiples
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antibiéticos. Las enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) han aumentado en frecuencia y se han convertido en una preocupacion particular
debido a su capacidad para inactivar muchos de los antibidticos disponibles. Estudios
epidemiolégicos han mostrado una alta prevalencia de cepas de enterobacterias BLEE en
hospitales y comunidades en Latinoamérica, lo que sugiere la necesidad de medidas de
control y prevencion para reducir la propagacion de estas bacterias (79 - 80).

Es esencial implementar estrategias de prevencién y control para combatir la diseminacion
de enterobacterias BLEE. Esto incluye la identificacion temprana de casos, la implementacion
de medidas de control de infecciones en los entornos hospitalarios y comunitarios, el uso
apropiado de los antibi6ticos y la higiene de manos. Es importante mencionar que el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) ha establecido criterios para la interpretacion de
los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, incluyendo las pruebas de
deteccion de BLEE. Segun estos criterios, se considera que una cepa de bacteria es
productora de BLEE si muestra resistencia a los antibiéticos de la familia de las cefalosporinas
de tercera generacion. La implementacién de estas pruebas en el diagnéstico de infecciones
por enterobacterias BLEE es crucial para el tratamiento efectivo de estas infecciones y para

prevenir su propagacion (79 - 80).
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Capitulo 1l

3.1. Objetivos del estudio
3.1.1. Objetivo general

Caracterizar los genes de resistencia productores de betalactamasa de espectro extendido
en aislados clinicos de bacterias del orden enterobacterial del Hospital del Rio, Cuenca 2023

3.1.2. Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de bacterias productoras de betalactamasas de espectro

extendido, mediante el test de doble disco.

2. lIdentificar los genotipos de betalactamasas de espectro extendido plaTEM, blaSHYV,
blaCTX-M1 mediante reaccidn en cadena de la polimerasa tradicional.

3. Asociar los genes plaTEM, blaSHV, blaCTX-M1 con las variables de estudio.
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Capitulo IV

4.1 Metodologia
4.1.1 Disefio del estudio

El disefio de este estudio fue descriptivo y transversal.

4.2 Area de estudio

La investigacion se realizé a partir cepas bacterianas congeladas con datos anonimizados y
recodificados de los aislados clinicos del cepario del Laboratorio Microbiolégico del Hospital
Universitario del Rio de los meses Enero - Junio 2023 de bacterias del orden enterobacterales

productoras de betalactamasas de espectro extendido.

Lugar: Hospital Universitario del Rio - Universidad de Cuenca

Direccion: Avenida 24 de Mayo y Autopista Azogues- Cuenca
4.3 Universo y muestra

El universo y muestra estuvo conformado por las 50 cepas bacterianas procedentes de
aislados clinicos, durante los meses: enero a julio 2023 del orden enterobacterales
productores de BLEE.

4.4 Criterios de inclusion y exclusion

4.4.1 Criterios de inclusion:

e Aislados clinicos que pertenecieron al orden de Enterobacterales.

e Bacterias que presentaron resistencias a cefalosporinas de 1, 2 y 3 generacion.

e Aislados clinicos con reportes de antibiogramas para quinolonas, trimetoprima
sulfametoxazol.

e Todas las cepas bacterianas positivas para BLEE obtenidas en el equipo Vitek 2 compact
de bioMérieux.

4.4.2 Criterios de exclusion:

e Bacterias que fueron sensibles a los betalactdmicos como cefalosporinas de primera

generacion.
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4.5 Variables

e Bacteria del orden enterobacterales productora de BLEE.
e Bacterias:
o Género bacteriano: nombre de bacterias
o Escherichia sp
o Salmonella sp
o Klebsiella sp
e Tipo de muestra:

o Secreciones de piel y tejidos

o Orina
o Sangre
o Heces

e Genes: gen blaTEM, blaSHV, blaCTX-M:
o Positivo
o Negativo
e Test de doble disco:
o Positivo: >5 mm
o Negativo: <5 mm
e Cultivo MacConkey-ceftriaxona:
o Crecimiento
o Sin Crecimiento
e Heterorresistencia quinolonas
o Resistencia a quinolonas
o Sensible a quinolonas
e Heterorresistencia aminoglucésidos.
o Resistencia a aminoglucésidos

o Sensible a aminoglucésidos

4.6 Operacionalizacion de variables (ANEXO A)

4.7 Métodos, técnicas e instrumentos

e Métodos

El método utilizado se basd en la viabilizacibn de cepas bacterianas del orden

enterobacterales de aislados clinicos que fueron examinados por el personal del laboratorio
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de microbiologia del Hospital Universitario del Rio, durante los meses: enero a julio 2023,
para su posterior procesamiento de pruebas fenotipicas (test de doble disco), siembra en
medios de ceftriaxona MacConkey y PCR para investigacion de genes paCTX, naSHV,
blal EM1.

e Técnicas

Los datos se obtuvieron en reportes de identificacion y antibiograma del equipo VITEK 2
compact, en el laboratorio de microbiologia resultados del test de doble disco e informacién
sobre el tipo de muestra y resultados de la electroforesis en el laboratorio de Biologia
Molecular. Los datos recogidos fueron inscritos en Microsoft Excel 2013, mientras que el
andlisis y vinculacién de variables se emple6 software estadistico Statistical Package for the

Social Science (SPSS) version 2.2, los cuales fueron manifestados en tablas de frecuencia.
e Instrumentos

Se empled formularios para recolectar los datos del area de microbiologia del Hospital
Universitario del Rio (ANEXO B)

e Autorizacion: Se solicitd el permiso al Director de Docencia e investigacion del Hospital
del Rio.

e Capacitacion: Los estudiantes fueron capacitados por el Docente Lic. Solmayra Agreda,
en lo referente a pruebas fenotipicas, genotipicas, redaccién del documento y revision de

articulos cientificos actualizados.

e Supervisién: El proyecto de investigacion fue supervisado por el tutor Lic.Solmayra

Agreda, Docente de bacteriologia de la carrera de Laboratorio Clinico.

e Plan de tabulacion y analisis: Para la tabulacién y analisis de los resultados se utilizo el
programa estadistico IBM SPSS Statics 25 version libre y para la edicion de graficos y
tablas estadisticas que reflejen los resultados obtenidos se usé Microsoft Excel. Las

variables cualitativas se representan mediante tablas simples y cruzadas.

4.8 Procedimientos analiticos
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Los procedimientos para la presente investigacion se realizaron siguiendo el siguiente

flujograma.

4.8.1 Criopreservacion de cepas.

4.8.2 Viabilizacion de cepas.

4.8.3 Siembra en medio de cultivo MacConkey-ceftriaxona.
4.8.4 Test de Doble disco.

4.8.5 Extraccion de material genético bacteriano.

4.8.6 Cuantificacion de ADN.

4.8.7 Reaccion en cadena de la polimerasa.

4.8.8 Electroforesis.

4.8.9 Lectura e interpretacion de la electroforesis.

Inicialmente se realiz6 la revisién de los reportes del equipo VITEK 2 compact donde nos

alertaba de una BLEE, posterior a esto se siguieron los siguientes pasos:

4.8.1 Criopreservacion de cepas

Antecedentes: procedimiento disefiado para la preservacion de cepas bacterianas a una
temperatura de - 20 °C para su posterior estudio; esta técnica permite que se conserven las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de estos microorganismos por hasta 12 meses. Se
lleva a cabo a partir de un medio de cultivo primario de maximo 48 horas de crecimiento, del

cual se toma cepas aisladas para asegurar su pureza, se siguieron los siguientes pasos: (81).

1. Preparacién y esterilizacion del material: cubrir con papel periédico (despacho) las puntas
y 2 tubos eppendorf (1.5 mL), por cepa que se desea preservar, esterilizar en autoclave
a 121°C durante 15 minutos, colocar el aceite mineral a LUV durante 10 minutos para su
esterilizacion.

2. Preparar 3 ml de agar infusibn cerebro corazén (BHI) estéril por cepa a preservar
siguiendo las instrucciones del inserto de HIMEDIA.

3. Dentro de la cabina de flujo laminar, con la ayuda de una pipeta automatica trasvasar el
medio en tubos eppendorf de 1.5 ml y almacenarlos en un congelador a -18°C.
Descongelar el medio de BHI por al menos 1 hora en la estufa a 37 °C.

Con una asa en argolla desechable de 0,001 ul y en un ambiente estéril tomar 3 colonias
de la cepa aislada del medio de MCK y dispensar en el medio de BHI, realizando

movimientos circulares con la finalidad de que se desprenda las colonias en el medio.
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Incubar en una estufa a 37°C durante 24 horas.
Agregar con una pipeta automatica 100 ul de aceite mineral en la superficie del medio.
Sellar cada tubo Eppendorf con parafina.

© 0 N o

Almacenar los tubos Eppendorf debidamente rotulados en un congelador a una
temperatura de -20°C (82).

4.8.2 Viabilizacion de cepas

Antecedente: método que evidencia la capacidad que posee un microorganismo para

multiplicarse conservando sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

Descongelar las cepas por 2 horas en la estufa.

b. Tomar una alicuota (asada) de las cepas 'y sembrar por agotamiento con asa en argolla
en un medio de MacConkey.
Incubar de 24 a 48 horas.

Sembrar para observar la pureza de la colonia (81).

Figura 1. Siembra en medio de MacConkey

4.8.3 Cultivo en MacConkey-ceftriaxona

Antecedentes: Prueba que tiene como finalidad la recuperacion de enterobacterias
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productoras de BLEE, basada en las concentraciones dadas por el CLSI 2023 para
enterobacterales con ceftriaxona (66, 68).

1. Afadir el antibidtico de ceftriaxona al medio de MacConkey en una concentracion de 4
pHg/ml a una temperatura de 40 - 45 °C.
Sembrar por aislamiento con asa estéril en punta en el medio de cultivo.
Incubar por 24 h a 35°C £2°C

Observar el crecimiento en el medio de cultivo.

Figura 2. Crecimiento en medio de MacConkey mas ceftriaxona

4.8.4 Test de doble disco

Antecedentes: analisis fenotipico de BLEE, dado por el CLSI, consiste en la colocacion de
discos de cefalosporinas de tercera generacion y sus inhibidores de ceftazidima - clavulanato

(30 ug/10 pg), cefotaxima - clavulanato (30 pg/10 pg); y discos de cefotaxima 30ug y
ceftazidima 30ug (66, 83).

1. Preparar el medio de Mueller Hinton con 4.5 gr agar por cada 100 ml de agua destilada
segun la casa comercial (HIMEDIA), autoclavar a 121°C por 20 min, trasvasar a placas
petri y exponer a luz UV por 10 minutos .

2. Realizar control de calidad de esterilidad y grosor del medio (4 mm) mediante incubacion
y uso de regletas.
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3. Realizar el in6culo bacteriano (0.5 MCF), con ayuda del turbidimetro DensiCHEK -plus de
0.5 a 0.63 que supone a 1,5 x 108 UFC/mL

4. Con un hisopo estéril se realiza la siembra masiva (en rejilla) con el in6culo bacteriano en
el medio de Muller Hinton.

5. Se espera 10 minutos, luego se dispensa un disco de ceftazidima/clavulanato y
cefotaxima-clavulanato en el medio y al otro extremo a una distancia de 20 mm se sitla
un disco de ceftazidima (30ug) o uno de cefotaxima (30ug), enfrentdndose asi a su
inhibidor. Incubar de 16 - 20 horas a 35°C + 2°C.

6. Lalectura se realiza del halo y el aumento = 5mm en el diametro de los halos de inhibicion
entre los discos de los antibidticos experimentados en combinaciéon con clavulanato o

solos, seré indicador para produccion de BLEE (66, 83).

A partir de las cepas que tuvieron crecimiento bacteriano en agar MacConkey ceftriaxona y
test de doble disco positivo, se procedi6 a realizar la deteccién molecular de los genes BLEE
(81).

Figura 3. Colocacion de discos con antibiotico
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Figura 4. Test de doble disco positivos

4.8.5 Extraccion de material genético bacteriano

Antecedentes: La extraccién automatizada de acidos nucleicos se lleva a cabo en el equipo
Maelstrom 4800, empleando el método de las perlas magnéticas, basado en la hibridacién
complementaria entre el &cido nucleico y las perlas. Este método se fundamenta en la carga
negativa de los acidos nucleicos debido a los grupos fosfato en su estructura, lo que permite

su captura mediante moléculas cargadas positivamente (84 - 85).

Las perlas magnéticas presentan una afinidad destacada con las moléculas de &cidos
nucleicos y al mismo tiempo, no retienen magnetismo una vez que el campo magnético ha
sido eliminado. Esta caracteristica evita su aglutinamiento, asegurando una facil suspension

de las particulas y una extraccion uniforme de acidos nucleicos (84 - 85).

El proceso automatizado en el equipo Maelstrom 4800 sigue los siguientes pasos:

e Lisis celular: Se afiade una solucion de lisis que rompe la pared celular y la membrana de
las bacterias, liberando su contenido en el medio. Las soluciones de lisis comUunmente
utilizadas incluyen soluciones de SDS, cloruro de sodio, Tritén X-100, EDTA, entre otras
(86 - 87).
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e Tratamiento con enzimas: Se incorporan proteasas Yy ribonucleasas a la muestra para
degradar las proteinas y el ARN presentes en la solucién de lisis, protegiendo asi el ADN
(86 - 87).

e Separacion del ADN: Se afiaden las perlas magnéticas a la muestra, se incuba y se atraen
por un iman para separarlas de los otros componentes de la solucion (84).

e |Lavado: La muestra se lava con etanol y luego con agua destilada para eliminar los restos

y otros contaminantes. El sobrenadante se desecha sin desechar las perlas (87 - 88).

e Elucion: Una vez que solo quedan las perlas magnéticas unidas por magnetismo al ADN,
se agrega una solucion acuosa de pH basico que neutraliza el pH de las perlas, liberando
asi el ADN retenido en estas. Esto resulta en un eluido listo para almacenamiento y

posterior uso (87 - 88).

La casa comercial de TAN Bead plantea el procedimiento para la extraccion de acidos

nucleicos: (89)

1. Con cuidado, retira el papel de aluminio de la placa automatica.

2. Agregue 300 pul de suero o suspension PBS y 10 pl de proteinasa K en la columna #1 / #7
de la placa automatica.

3. Nota: La relacién de volumen de la mezcla y el tampon de lisis es de aproximadamente
300 ul: 600 pl. Si se cambia, podria afectar el rendimiento.
Monte las puntas de centrifugacion en Maelstrom 8.
Coloque la placa automética en el soporte de la placa de Autostage. Asegurese de que la
esquina faltante de la base mire hacia la parte inferior izquierda.

6. Seleccione un programa "665-1/ 7". Los parametros se indican en la siguiente seccion.
Cuando finalice el programa, retire con cuidado la placa automatica.
Utilice una micropipeta para transferir el acido nucleico purificado de la columna #6 / #12
a un tubo limpio.

9. Deseche la placa automéatica usada y las puntas de centrifugacion en el contenedor de

recuperacion de residuos (89).
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4 .8.6 Cuantificacion de ADN

Antecedentes: La cuantificacion automatizada del ADN se lleva a cabo mediante el equipo
Nanodrop 2000, un Espectrofotometro Ultravioleta-Visible que se basa en la
espectrofotometria. Este método se sustenta en el principio de que los acidos nucleicos
presentan una absorcion significativa a 260 nm. La cantidad minima de ADN aceptada para
PCR fue >50 ng/ml (90).

1. Se trabajara dentro de la camara de bioseguridad tipo 2, con el material previamente
estéril.

2. Para las muestras en tubos eppendorf de 200 ul se debe afiadir 3 ul del DNA ya extraido
con 3 ul de agua grado molecular.

Para la preparacion del blanco solo se necesitara 1.8 ul de agua grado molecular.
Centrifugar 15 segundos en microcentrifuga a 2500 rpm

En el equipo Nanodrop 2000 se configur6 en la opcion de dsDNA a 260 nm con lectura
en ng/ml.

6. Con una pipeta automatica tomar 1,6 ul de cada eppendorf para disponer en la zona de
lectura.

7. Encerar con el blanco de agua, y proseguir con las muestras, recordar que después de
cada leida se debera limpiar cuidadosamente con una toalla de papel la superficie éptica
superior donde se coloca la muestra, para evitar asi errores en la lectura.

8. Una vez cuantificado el DNA se trabajar4 con un rango >50 ng/ml, mientras que las
muestras con menor cantidad de DNA, se podran volver a sembrar a partir de la cepa

criopreservada y se extraera el material genético con un nimero mayor de colonias (90).

4.8.7 Pruebas moleculares

4.8.7.1Reaccion en cadena de la polimerasa

Antecedentes: Segun National Human Genome Research Institute (NIH) la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es una técnica ampliamente utilizada
en biologia molecular para amplificar fragmentos especificos de ADN. Consta de tres fases

principales: la desnaturalizacién, la hibridacion y la extension (84).

En la fase de desnaturalizacion, se calienta la muestra a una temperatura elevada,
generalmente entre 94°C y 98°C, para separar las dos hebras de ADN. Este proceso se

realiza mediante la ruptura de los enlaces de hidrégeno que mantienen unidas las hebras
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complementarias del ADN (85 - 87).

En la fase hibridacion, la temperatura se reduce a un rango que depende de la secuencia de
los cebadores utilizados en la reaccion, tipicamente entre 50°C y 65°C. Los cebadores son
oligonucledtidos cortos que se unen especificamente a las secuencias complementarias del
ADN que se desea amplificar. En esta etapa, los cebadores se unen a sus correspondientes
secuencias en las hebras de ADN separadas (85 - 87).

En la fase de extensién, se aumenta a una temperatura Optima para la actividad de la
polimerasa, que suele ser de alrededor de 72°C. La polimerasa de ADN, un enzima que utiliza
los cebadores como molde, se une a las hebras de ADN y extiende la cadena de ADN en
direccion 5' a 3'. Este proceso se repite en cada ciclo de PCR, lo que resulta en la

amplificacién exponencial del fragmento de ADN deseado (85 - 87).

Estas tres fases se repiten en cada ciclo de PCR, lo que resulta en la amplificacion
exponencial del fragmento de ADN deseado. EI numero de ciclos requeridos para lograr la
amplificacién deseada, depende de varios factores, como: la cantidad y calidad de la muestra
de ADN, la longitud del fragmento de ADN que se desea amplificar y la sensibilidad de la

técnica de deteccion utilizada (85 - 87).

Para esto se lleva a cabo la preparacién de la master mix, que contiene el ADN extraido y
cuantificado. Las proporciones que se utilizaron en la preparaciéon para una sola muestra a
analizar fueron las siguientes, incluyendo controles positivos basados en la utilizacion de
primers de genes paSHV, niaCTX-M1, o TEM y negativos en el que se emple6é agua grado

molecular (89).

e Tag polimerasa: 10 ul

e Cebador Forward: 0,4 ul

e Cebador Reverse: 0,4 ul

e Agua de grado molecular: 7,2 ul
e ADN: 2ul

1. Calcular cuanto volumen total de master mix se necesita para las muestras a procesar
multiplicando el nimero de muestras por el voliumen final (20ul) y por 1.1, que se usa para
tomar en cuenta el error de pipeteo para que no sea insuficiente la master mix.

2. Esterilizacion de material por autoclave: eppendorfs, puntas, envueltas en papel despacho
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por 15 minutos. Esterilizar 10 minutos por uv, los materiales ocupados anteriormente mas
pipetas, rotulador y gradilla para eppendorf.

Pre Incubar a 25°C los reactivos.

Preparar master mix en una cabina tipo 2 de bioseguridad y rotular cada eppendorf de
acuerdo al numero de muestra correspondiente.

5. Centrifugar 15 segundos en microcentrifuga a 2500 rpm (89).

Una vez realizado, se colocan las muestras en el termociclador en el cual se selecciona el
programa de ciclos y temperaturas especificos para cada gen. Las temperaturas de
hibridacion fueron obtenidas mediante la herramienta virtual PRIMER-BLAST vy fueron las

siguientes:

blaSHV
e Desnaturalizacion: 94 °C
e Hibridacion: 56 °C

e Extension: 72 °C

blaCTX-M1
e Desnaturalizacion: 94 °C
e Hibridacion: 61 °C

e Extension: 72 °C

blal EM
e Desnaturalizacion: 94 °C
e Hibridacion: 51 °C

e Extension: 72 °C
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Figura 5. Interfaz del termociclador utilizado para PCR (programado SHV)

4.8.8 Electroforesis

Antecedentes: Método empleado para separar moléculas de ADN, ARN o proteinas segun
su tamafio y carga eléctrica. De acuerdo a estas caracteristicas migran por el gel de agarosa
situandose en la zona inferior las de menor tamafio y en la superior las de mayor tamafio

molecular debido a su peso (91).

1. Previamente se debe diluir el TAE 1X, primero mezclar 20 ml de este con 980 ml de agua
destilada tipo Ill en una probeta de 1000 ml, luego trasvasar a un balén de aforo de 1000
ml con el fin de corregir el volumen.

2. Preparar el gel de agarosa con 100 ml de buffer TAE con 1 gr de agar en un matraz, llevar
al microondas hasta disolver completamente durante 5 minutos en intervalos de 1.5
minutos hasta que se haya disuelto por completo el agar, la mezcla debera ser
transparente.

Dejar enfriar por 15 minutos, sin que se solidifique el gel.

Afadir 5 ul de intercalante ADN SYBR Safe.

Ubicar los soportes laterales y la peinilla en la cubeta de electroforesis, esta contiene el
molde para cada pocillo dependiendo de cuantas muestras se analizaran puede variar el
numero de pocillos 10,15 o 20; y disponer el gel en él.

6. Recubrir la preparacion con papel aluminio y esperar 15 minutos hasta que solidifique,

luego retirar los soportes y la peinilla.
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7. Cubrir en su totalidad el gel, colocado dentro de la camara, con TAE y conectarla a una
fuente de poder.

8. Colocar con una pipeta automética 5 ul de muestra en cada pocillo del gel, de derecha a
izquierda se dispensaron: marcador de peso molecular, muestras a investigar, control
negativo y control positivo.

9. Iniciar el proceso de migracion en oscuridad por 1 hora, 200v.

10. Desconectar el equipo y visualizar en el transiluminador UV en completa oscuridad (91).

Figura 6. Proceso para electroforesis

4.8.9 Lectura e interpretacion de la electroforesis

Antecedentes: El transiluminador es un equipo capaz de emitir luz UV, que se emplea para
visualizar segmentos de 4cidos nucleicos; es asi que evidencia la separacién molecular

mediante la fluorescencia emitida por dichas moléculas (91).

Colocar centralmente el gel de agarosa en la zona de lectura del transiluminador.

Utilizar medidas de proteccion como gafas y bajar la pantalla sobrepuesta en el equipo.
Prender la luz UV, aqui se lograra observar el marcador de peso molecular, mientras que
solo el control positivo y las muestras que presenten dicho segmento molecular
investigado expresaran fluorescencia.

4. Tomar fotografias como evidencias debidamente identificadas (91).
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Muestras

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa (10 posillos) para gen blaCTX-M1

4.9 Consideraciones bioéticas

Aspectos éticos

Los datos recolectados de los registros del laboratorio de microbiologia fueron utilizados con
total confidencialidad, dando uso Unicamente para la investigacién, no incluyendo datos
personales de los pacientes que involucren su privacidad, tal como lo sefala el Acuerdo
Ministerial 5216 en el Capitulo 1ll: CONFIDENCIALIDAD EN LOS DOCUMENTOS CON
INFORMACION DE SALUD, en su Art. 7.- “El uso de los documentos que contienen
informacién de salud no se podra autorizar para fines diferentes a los concernientes a la
atencion de los/las usuarios/as, evaluacion de la calidad de los servicios, analisis estadistico,
investigacion y docencia. Toda persona que intervenga en su elaboracion o que tenga acceso
a su contenido, estd obligada a guardar la confidencialidad respecto de la informacion
constante en los documentos antes mencionados”. Asi como también en el Art. 12.- “En el
caso de historias clinicas cuyo uso haya sido autorizado por el/la usuario/a respectivo para
fines de investigacion o docencia, la identidad del/a usuario/a deber& ser protegida, sin que

pueda ser revelada por ningun concepto. El custodio de dichas historias debera llevar un
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registro de las entregas de las mismas con los siguientes datos: nombres del receptor, entidad

en la que trabaja, razén del uso, firma y fecha de la entrega”.

La informacion fue recolectada a partir de una base de datos secundaria, donde no constaban
los datos personales ni historias clinicas de los pacientes, no existe la posibilidad de acceder
a la informacién del investigado que se aisl6 este microorganismo. A partir de esta
informacién se completo los instrumentos con los nimeros de cepas bacterianas etiquetando
desde 001, esta base de datos fue archivada protegida con contrasefia que incluira 8

caracteres alfa numeéricos, a la cual sélo tuvieron acceso los investigadores.

Riesgos del estudio.- no existi6 riesgos para la poblacion ya que no se trabajoé con muestras
biolégicas ni pacientes, ni para estudiantes debido a que trabajo cumpliendo las normas de
bioseguridad y utilizé los Equipos de proteccion personal.

Beneficios del estudio.- el conocer los genes de resistencia circulantes en bacterias del
orden enterobacteral permiti6 adoptar medidas de prevenciéon disminuyendo la diseminacion
de este tipo de bacterias en la poblacion.

Conflicto de intereses.- los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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Capitulo V

5. Resultados

5.1 Cumplimiento del estudio.
Este estudio se realiz6 empleando aislados de cepas productoras de betalactamasas del
orden enterobacterales en el Hospital Universitario del Rio de la ciudad de Cuenca, durante

el periodo Enero - Junio 2023.
5.2. Andlisis de las caracteristicas del grupo de estudio.

Tabla 1.Categorizacion de las bacterias analizadas.

Variables Escala Ne %
E. coli 40 80
Klebsiella pneumoniae 6 12
Salmonella complex 1 2
Bacterias Klebsiella aerogenes 1 2
aisladas Proteus mirabilis 2 4
Total 50 100
Orina 46 92
Secreciones purulentas
Muestras Secreciones vaginales
BAL 1
Total 50 100
plaCTX-M1 14 28
plaSHV 0 0
plal EM 8 16
plaCTX-M1+p,SHV 1 2
CTX-M1+,,TEM 11 22
Genes bla' bla
encontrados baSHV + i TEM 2 4
plaCTX-M1+ ,aSHV+ . TEM 3 6
Inespesificas 11 22
50 100
Total
Resistente 14 28
Res_'St?nC'a a Sensible 36 72
quinoionas Total 50 100
Resistente 2 4
Resistencia a Sensible 48 96
aminoglusidos Total 50 100

Fuente: Formulario de datos obtenidos del cepario del laboratorio microbiolégico del Hospital del Rio.
Autores: Julidn Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche

De las 50 bacterias productoras de BLEE, 40 (80 %) fue E. coli, mientras que el gen que
predominé fue paCTX-M1 14 (28 %) siendo la muestra de orina la mas representativa con

46 (92 %).
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5.2.1 Asociar género y especie bacterianas de los aislados de enterobacterias BLEE con

tipo de muestra.

Tabla 2. Distribucion de género y especie de bacterias del orden enterobacterales

productoras de BLEE por tipo de muestra.

Género y especie Tipo de muestra
bacteriana Orina Sx. purulentas Sx. vaginal BAL N°
37 2 1 40
E. coli 74 % 4% 2% 0 80 %
Klebsiella pneumoniae 6 6
12 % 0 0 0 12 %
Salmonella complex 1 1
2% 0 0 0 2%
Klebsiella aerogenes 1 1
2 % 0 0 0 2%
Proteus mirabilis 1 1 2
2% 0 0 2% 4%
Total 46 2 1 1 50
92 % 4% 2% 2% 100 %

Fuente: Formulario de datos obtenidos del cepario del laboratorio microbiolégico del Hospital del Rio.
Autores: Julidn Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche

De las 50 cepas aisladas, predominé E. coli en orina con 37 (74 %), Klebsiella pneumoniae
estuvo representada por 6 aislamientos (12 %), mientras que Salmonella complex por 1 caso

(2 %) y Klebsiella aerogenes 1 aislamiento (2 %).

5.2.2 Evaluar mediante el test de doble disco la presencia de bacterias productoras de

betalactamasas de espectro extendido.

Tabla 3. Distribucion de género y especie de bacterias del orden enterobacterales por la

deteccidn fenotipica de BLEE y crecimiento en medio con antibiético ceftriaxona.

Prueba de doble disco Crecimiento en medio de MacConkey-
Género y especie 3 _ _ ceftriaxona (4 ug/mL)
Positivo Negativo Positivo Negativo
40 0 40
E. coli 80 % 80 % 0
6 0 6
Klebsiella pneumoniae 12 % 12 % 0
1 0 1
Salmonella complex 2% 2% 0
1 0 1
Klebsiella aerogenes 2% 2% 0
2 0 2
Proteus mirabilis 4% 4% 0
50 50
Total 100 % 0 100 % 0

Fuente: Formulario de datos obtenidos del cepario del laboratorio microbiolégico del Hospital del Rio.
Autores: Julian Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche
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El 100 % de las bacterias analizadas presentaron mas de 5 mm en el test de doble disco con
cefotaxima, cefotaxime/clavulanato y ceftazidime y ceftazidime/clavulanato y crecieron en el

medio de cultivo de MacConkey mas ceftriaxona (4 ug/mL).

5.2.3 Identificar los genotipos de betalactamasas de espectro extendido uaTEM, 1aSHV,
paCTX-M1 mediante reaccion en cadena de la polimerasa tradicional.

Tabla 4.Distribucion de genes de resistencia BLEE por género y especie de bacterias del

orden enterobacterales productoras de betalactamasas.

_ E. coli Klebsiella Salmonella Klebsiella Proteus
Género y especie pneumoniae complex aerogenes  mirabilis TOTAL
14 14
blaCTX-M 28 % 0 0 0 0 28 %
blaSHV 0 0 0 0 0 0
5 1 2 8
blaTEM 10 % 2% 0 0 4% 16 %
1 o
b|aCTX-M+b|aSHV 0 2% 0 0 0 2%
10 1 11
blaCTX-M+plaTEM 20 % 0 0 2% 0 22 %
2 2
blaSHV + plaTEM 0 4% 0 0 0 4%
1 2 3
b|aCTX-M+ b|aSHV+ blaTEM 2 0 4 % 0 0 0 6 %
10 1 11
Inespecificas 20 % 0 2% 0 0 22 %
40 6 1 1 2 50
TOTAL 80 % 12 % 2% 2% 4% 100 %

Fuente: Formulario de datos obtenidos del cepario del laboratorio microbioldgico del Hospital del Rio.
Autores: Julian Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche

El gen que predominé fue plaCTX-M1 en E. coli que corresponde a 14 (28 %), mientras que

se detectaron la presencia de 3 genes plaCTX-M1 + pjaSHV + plgTEM en 1 aislamiento (2 %)

en E. coli y un 2 aislamientos (4 %) en Klebsiella pneumoniae.
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5.2.4 Asociar los genes baTEM, 1baSHV, 1aCTX-M con resistencia a quinolonas y

aminoglusidos.

Tabla 5. Distribucion de la resistencia y sensibilidad a las quinolonas por género y especie
de bacterias del orden enterobacterales productoras de betalactamasas y sus genes.

Género y especie E.coli Klebsiella Salmonella Klebsiella Proteus TOTAL
pneumoniae complex aerogenes mirabilis
12 12
blaCTX-M1 24 % 0 0 0 0 24 %
blaSHV 0 0 0 0 0 0
3 1 4
blaTEM 6% 0 0 0 2% 8%
1 1
bIaCTX-M1+b|aSHV 0 2% 0 0 0 2 9%
7 7
blaCTX-M1+plaTEM 14 % 0 0 0 0 14 %
1 1
blaSHV + blaTEM 0 2% 0 0 0 2 %
2 2
blaCTX-M1+ plaSHV+pla 0 4% 0 0 0 4%
TEM
8 1 9
Inespecificas 16 % 0 2% 0 0 18 %
11 2 1 14
Sensibles a quinolonas 22 % 4% 0 2% 0 28 %
41 6 1 1 1 50
TOTAL 82 % 12 % 2% 2% 2 % 100 %

Fuente: Formulario de datos obtenidos del cepario del laboratorio microbiolégico del Hospital del Rio.
Autores: Julian Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche.

De las 50 bacterias pertenecientes al orden enterobacterales que mostraron resistencia a las

guinolonas, en E. coli se presentaron 12 casos (24 %) con el gen CTX-M, Klebsiella
pneumonie portadora de genes plaCTX-M+ plaSHV+ plaTEM con 2 (4 %) y Salmonella

complex.

Tabla 6. Distribucion de la resistencia a los aminoglusidos por género y especie de bacterias

del orden enterobacterales productoras de betalactamasas y sus genes.

E. coli Klebsiella Salmonella Klebsiella Proteus TOTAL
Genero y especie pneumoniae complex aerogenes mirabilis
0 0 0 0 0 0
blaCTX-M1
blaSHV 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
blaTEM
1 0 0 0 0 1
blaCTX-M1+p|aTEM 20 2%
Inespecificas 0 0 1 0 0 1
2% 2%
Sensibles a 39 6 0 1 2 48
aminoglusidos 78 % 12 % 2% 4% 96 %
TOTAL 40 6 1 1 2 50
80 % 12 % 2% 2% 4% 100 %

Fuente: Formulario de datos obtenidos del cepario del laboratorio microbioldgico del Hospital del Rio.
Autores: Julian Andrés Abad Garcia - Kenny Carolina Guijarro Cartuche
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De las 50 bacterias del orden enterobacterales aisladas que mostraron resistencia a los
aminoglucosidos, E.coli portadora de genes plaCTX-M1+paTEM 1 (2 %) y Salmonella

complex 1 (2 %) sin presencia de genes BLEE fueron las Unicas en presentarla.
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Capitulo VI

6.1 Discusioén

En la actualidad, la produccion de enzimas como las betalactamasas por parte de bacterias
del orden enterobacterales representa una problematica en la salud a nivel publico y privado
debido a que encarecen los diferentes servicios por la prolongacion de estancia hospitalaria,
uso de antibidticos con altos costes, entre otros. El presente estudio se desarroll6 a partir de
50 cepas pertenecientes al orden Enterobacterales, previamente identificadas como positivas
mediante métodos fenotipicos para la presencia de BLEE mediante el equipo VITEK I
Compact, utilizado para el andlisis de aislados clinicos del Hospital del Rio en la ciudad de
Cuenca. El propoésito principal de este estudio fue identificar los genes de resistencia
presentes en bacterias productoras de BLEE durante el periodo comprendido entre enero y
junio de 2023. La confirmacion de la produccién enzimatica se realizé de acuerdo con el
protocolo del CLSI 2023, utilizando pruebas de doble disco y el crecimiento en medio de
MacConkey con ceftriaxona a una concentracion de 4 ug/mL. Posterior a esto se llevé a cabo

la técnica de PCR convencional para la identificacién de los genes de resistencia especificos.

En el estudio realizado por Oumar O. et al., titulado "Fecal carriage of extended-spectrum -
lactamase-producing Enterobacteriaceae in hospital and community settings in Chad," llevado
a cabo en Chad, Africa Central, durante el periodo de enero a marzo de 2017, se reporta que
de los 89 aislados positivos para BLEE, E. coli fue la cepa frecuente representando el 71.9 %
de los casos, seguido por K. pneumoniae con 17.97 %. Asimismo, en la investigacion llevada
a cabo por Adane Bitew y Estifianos Tsige en el laboratorio médico avanzado de Arsho
durante los afios 2016 a 2018, titulada "High Prevalence of Multidrug-Resistant and Extended-
Spectrum B-Lactamase-Producing Enterobacteriaceae: A Cross-Sectional Study at Arsho
Advanced Medical Laboratory, Addis Ababa, Ethiopia," se encontré que, de los 118 aislados
de BLEE analizados, el 75.42 % correspondia a E. coli. Datos que concuerdan con esta
investigacion, en la que se identificd6 como la principal bacteria productora de BLEE a E. coli
con el 80 % (40 / 50) de aislados. Esto se puede atribuir a la alta frecuencia de infecciones

cuyo agente causal es E. coli a nivel mundial (92 - 95).

En la investigacion desarrollada por F. Robin et al., titulada "Inventory of Extended-Spectrum-
B-Lactamase-Producing Enterobacteriaceae in France as Assessed by a Multicenter Study,"
realizada en 2017 en diversos hospitales de Francia, se observé que gran parte de los

aislados de BLEE se obtuvieron a partir de muestras de orina, alcanzando un 66 %. Esta
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tendencia coincide con los hallazgos del estudio de Kuma Diriba, titulado "The magnitude of
extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae from clinical samples in
Ethiopia: a systematic review and meta-analysis," donde las muestras de orina representaron
el 46.5 % de los casos de BLEE. El presente estudio refleja similitud, debido a que de los 50
casos analizados 46 (92 %) se encontraron cepas productoras de BLEE en infecciones del
tracto urinario. Esto se debe probablemente a que E. coli constituye una parte integral de la
microbiota intestinal. Su proximidad anatémica entre el sistema excretor y el sistema urinario

facilita la posibilidad de infecciones (96 - 101).

En el estudio de Stohr et al., sobre la determinacion de genes de resistencia BLEE mediados
por plasmidos en aislados clinicos en Paises Bajos, se informé que los genes plasmidicos
predominantes fueron paCTX-M en un 32 %, waSHV en un 18 %, y naTEM en un 6 %. En la
investigacion de Tamma et al., en 2019, que aborda la diversidad epidemiolégica molecular
de cepas de enterobacterias en Estados Unidos, se evidencié que el 82.4 % de las cepas
eran productoras de BLEE. Los genes detectados fueron paCTX-M 86.7 %, waTEM 2.6 %, y
paSHYV 38.8 % En el estudio llevado a cabo en la Amazonia de Peru por Ledn et al., titulado
"Caracterizacion molecular de enterobacterias multirresistentes en dos departamentos de la
selva peruana”, se encontré que del total de genes productores de BLEE aislados de 61
urocultivos, el 57.4 % eran productores de BLEE. Los genes prevalentes fueron paCTX-M en
un 41 %, waTEM en un 24.6 %, y naSHV en un 16.4 %. En Quito, Coral et al., en la investigacion
de “Caracterizacion molecular de genes de resistencia a 3-lactamicos en aislados bacterianos
clinicos de la familia Enterobacteriaceae” se identificd que del total de los aislados predominoé
E. coli 86.36 %, los cuales fueron productores de betalactamasas, donde el gen comun fue
paCTX-M 11 (50 %) y blaTEM 4 (18 %). En relacién con nuestra investigacion, ademas se
observé que el gen que predomind fue L CTX-M1 (14) 28 % en su totalidad correspondientes
a aislados de E.coli, seguido de la deteccién conjunta de y,aCTX-M1 + ,, TEM en (11) 22 %,
10 aislados de E.coli 20 % y 1 aislado de Klebsiella aerogenes 2 %. Ademas se detecto la
presencia de tres genes (paCTX-M1 + paSHV + paTEM) en un 6 % de los aislados, 1
aislamiento (2 %) en E. coliy 2 aislamientos (4 %) en Klebsiella pneumoniae; estos datos
ratifican la frecuencia de E.coli productora de BLEE a nivel global. Estos estudios respaldan
gue el gen frecuente de circulacion sigue siendo CTX-M, ademas revelan que las bacterias
productoras de BLEE también pueden presentar la caracteristica de poseer varios genes de
resistencia. Este fenbmeno se debe a la transferencia genética mediada por plasmidos
(transformacion, transduccién y conjugacion) que permiten que un microorganismo pueda
adquirir otros genes de resistencia consecuentes para la adaptacion bacteriana (19, 24, 101
- 106).
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En la investigacion de FarajzadehSheikh et al., sobre la "Frecuencia de genes de resistencia
a quinolonas entre cepas de Escherichia coli productoras de [B-lactamasas de espectro
extendido aisladas de infecciones del tracto urinario”, se identifico resistencia a quinolonas
en el 59.88 %, de las cuales el 58 % eran productoras de BLEE. En la investigacion llevada
a cabo en Iran, titulada "Coexistencia de genes de resistencia a aminoglucdésidos en aislados
de Klebsiella pneumoniae productores de ,aCTX-M en la provincia de Bushehr, Iran", Latifi et
al., identificaron que el 68.08 % de los aislados de Klebsiella pneumoniae contenian el gen
paCTX-M y coexistian con genes de resistencia a aminoglucésidos, a pesar de que nuestro
estudio se centrd exclusivamente solo en la deteccion de genes asociados a produccion de
BLEE y no genes causantes de resistencia a los aminoglucésidos se evidencio la
heterorresistencia en cepas como E. coli y Salmonella complex. La presencia de genes
codificantes para BLEE y de enzimas modificadores de aminoglucésidos y quinolonas se
encuentra mediado por plasmidos, constituyendo asi un factor que contribuye a la
heterorresistencia (106 - 107).

En cuanto al uso de antibidticos en medios de cultivos diferenciales y selectivos, Jacob et al.,
en su estudio “Optimizing a Screening Protocol for Potential Extended-Spectrum 3-Lactamase
Escherichia coli on MacConkey Agar for Use in a Global Surveillance Program”, la
confirmacioén de E. coli BLEE se logré en agar MacConkey con una concentracion de 4 ug/ml
de cefotaxima, evidenciando que el 53.3 % de los aislados de E. coli expresaron
fenotipicamente la produccion de betalactamasas, lo que demuestra la utilidad de emplear
este método para la caracterizacion de BLEE. En nuestra investigacion, optamos por emplear
ceftriaxona dado que también es una cefalosporina de tercera generacion, aunque el uso del
medio MacConkey mas ceftriaxona no esta estandarizado en el CLSI, obtuvimos resultados
favorables en nuestro estudio, ya que el 100 % (50 cepas) mostraron crecimiento en este
medio (66, 68, 108).

La aplicaciéon del test de doble disco es un método estandarizado por el CLSI y constituye
parte integral de las técnicas fenotipicas para la deteccién de BLEE. En nuestro estudio, se
confirmé que continda siendo fundamental para la identificacién de BLEE, debido a que el

100 % de las cepas testeadas dieron positivo (66).

La deteccion temprana de BLEE, mediante el uso del medio macConkey mas ceftriaxona
representa una herramienta importante, de facil acceso, asi mismo las pruebas dadas por el

CLSI tal como el test de doble disco, concede un cribado agil y rapido, mientras que el
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establecer la confirmacion de genes circulantes de BLEE se vuelve fundamental ya que nos
permite conocer la epidemiologia molecular de dicha resistencia.
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Capitulo VII

7.1 Conclusiones

e La bacteria E. coli sigue siendo la principal bacteria del orden enterobacteral productora
de betalactamasa de espectro extendido con el 80 %.

e El gen identificado como responsable de la produccion de BLEE fue p.CTX-M1,
representando el 28 %.

e Las bacterias pueden ser portadoras de hasta tres genes de BLEE.

e Las pruebas fenotipicas, como el test de doble disco para la deteccion de BLEE,
estandarizadas segun las directrices del CLSI 2023, junto con la identificacion
automatizada a través de VITEK Il Compact, siguen demostrando su eficacia como

herramientas de tamizaje en la deteccién de BLEE.

e La utilizaciébn de medios de cultivo selectivos diferenciales, como el MacConkey mas
ceftriaxona se presenta como una alternativa para realizar diagndsticos tempranos de

BLEE en areas con alta endemicidad.

e EXxisten bacterias productoras de BLEE que presentan heterorresistencia con las

guinolonas y aminoglucésidos.
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7.2 Recomendaciones

e Estandarizar diferentes pruebas para la extraccion de material genético a costos
accesibles y no automatizados.

e Ejecutar investigaciones con una muestra mayor de aislados clinicos bacterianos,

incrementando asi mas datos concluyentes.

e Realizar campafias de concientizacion al personal de salud sobre el uso de programas de
optimizacion de antimicrobianos (PROA) a nivel hospitalario con el fin de evitar el uso

inadecuado de antibi6ticos de amplio espectro.

e Investigar otros genes BLEE como CTX-M 15, PER, VEB-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, CME-
1, GES/IBS.

e Limitar el uso a medios preparados de MacCokey ceftriaxona con una antigiiedad maxima

de una semana.
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Anexos

Anexo A: Operacionalizacion de variables

Variable

Género bacteriano

Tipo de muestra

Genes BLEE

Testde doble disco

Cultivo
MacConkey-
ceftriaxona

Heterorresistencia
quinolonas

Heterorresistencia
aminoglucésidos

Definicién
Conjunto de especies
que poseen
caracteristicas
especificas
Porcion limitada de
distinta sustancia que
proviene de un

organismo

Locus especifico que
otorga resistencia Blee

Prueba fenotipica
indicadora de

produccién de BLEE

Cultivo de agar
MacConkey con
antibidtico que

evidencia la presencia
de bacteria productora
de BLEE que hidrolizan
las cefalosporinas

Microorganismo capaz
de hidrolizar a las
quinolonas y ademas
presenta produccion de
BLEE

Microorganismo capaz
de hidrolizar a
los aminoglucoésidos y
ademas presenta
produccién de BLEE

Dimension

Cultivo

Liquido

biolégico

Presencia o
ausencia del
gen blaTEM,
blaSHV

y blaCTX-M
Presencia o
ausencia del
halo de

inhibicién

Cultivo

Antibiograma

Antibiograma

Indicador
Formulario
de
recoleccion
de datos
Formulario
de
recoleccion

de datos

Expresion

del gen

Diferencia
entre el
diametro de
los halos de
inhibicién
Crecimiento
bacteriano
en el medio

de
MacConkey

Formulario
de
recoleccion
de datos

Formulario
de
recoleccion
de datos

75

Escala
Escherichia sp
Salmonella sp

Klebsiella sp

Orina

Sangre

Heces

Secreciones de piel
y tejidos

Presencia o]

ausencia del gen:

blaTEM,
blaSHV y blaCTX-M

Positivo: 2 5mm

Negativo: < 5mm

Positivo:

Presencia de
crecimiento
bacteriano

Negativo: ausencia
de crecimiento
bacteriano

Positivo: resistencia
a ciprofloxacina,
norfloxacina

Negativo: sensible a
ciprofloxacina y
norfloxacina
Positivo: resistencia
a amikacina,

Negativo: sensible a
amikacina
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“Genes de resistencia en bacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido, en
aislados clinicos del Hospital del Rio, Cuenca 2023”

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

DATOS

Género bacteriano:

Tipo de muestra

Orina de miccién media o

Orina por puncion suprapubicao
Heceso

Sangreo

Exudado de piel o
Liquido peritoneal o
Lavado bronquioalveolar o

Otro:

Pruebas fenotipicas de resistencia bacteriana

Test de doble disco: Positivo Negativo
Cultivo MacConkey-ceftriaxona: Positivo Negativo
Heterorresistencia quinolonas: Positivo Negativo
Heterorresistencia aminoglucoésidos: Positivo Negativo

Pruebas genotipicas de resistencia bacteriana:

bla CTX: positvo __ negativo ____
bla SHV: positvo _ negativo ____

bla TEM: positivo

negativo
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Anexo C: Oficio de autorizacion
OFICIO AL DIRECTOR DEL HOSPITAL DEL RiO

Cuenca, 11 de mayo de 2023

Dr. Oscar Miguel Chango

DIRECTOR DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DEL RiO

Presente

De nuestra consideracion:

Luego de un cordial y atento saludo, Yo Kenny Carolina Guijarro Cartuche , Yo Julidn Andrés Abad Garcia,
estudiantes de la Universidad de Cuenca, Carrera de Laboratorio clinico, mediante el presente
solicitamos a usted como Director del Hospital Universitario del Rio, la carta de interés de la institucién a
fin de continuar con el trdmite de niicleo cuenca aprobacion para desarrollar el proyecto de investigacion
con el tema: GENES DE RESISTENCIA EN BACTERIAS PRODUCTORAS DE
BETALACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO, EN AISLADOS CLINICOS DEL HOSPITAL
DEL RIO, CUENCA 2023, bajo la tutoria en la institucion de la Lcda. Solmayra Agreda.

Por la favorable y agradecida acogida a la presente, anticipamos nuestro agradecimiento.

Atentamente

N A
= ,>§17 :
Julidn Andrés Abad G. Kmna Guijarro C.

&
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