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Resumen

Para fines diagnosticos, la secuenciacion de 1400 pares de bases (pb) del gen 16S del rRNA de
aproximadamente 1500 pb es idoneo para la identificaciobn de especies bacterianas de
importancia hospitalaria. Alteraciones por antibiéticos, condiciones desfavorables y la
transferencia horizontal de genes, promueven la aparicién de rasgos inusuales en estos
microorganismos, dificultando asi su identificacion por métodos convencionales. La
secuenciacion del gen 16S rRNA es un valioso complemento para la identificacion de especies

bacterianas clinicamente relevantes.

Material y métodos. La susceptibilidad a antibidticos fue determinada por microdilucion
mediante el sistema automatizado MicroScan y por difusion en disco usando el método de
Kirby-Bauer modificado. Las cepas multirresistentes fueron identificadas tanto fenotipica como

molecularmente por el analisis de secuenciacion del gen 16S rRNA.

Resultados. Se identificaron cepas correspondientes a Escherichia fergusonii, Klebsiella
pneumoniae subsp pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. En cuanto a la susceptibilidad
antimicrobiana, ceftazidima/avibactam y ceftolozane/tazobactam mostraron los mejores

patrones de sensibilidad para todas las cepas.

Conclusiones. El uso de dos métodos de deteccion de resistencia a antibioticos y la evaluacion
de multiples familias de antibidticos, permitio determinar los patrones de resistencia y
sensibilidad de las cepas evaluadas. La secuenciacion del gen 16S rRNA proporciono la

correcta identificacion de las bacterias multirresistentes.



Summary

For diagnostic purposes, the sequencing of 1400 base pairs (bp) of the approximately 1500 bp
16S rRNA gene is ideal for identifying bacterial species of hospital importance. Alterations
caused by antibiotics, unfavorable conditions and horizontal gene transfer promote the
appearance of unusual traits in these microorganisms, thus making their identification difficult
by conventional methods. 16S rRNA gene sequencing is a valuable complement to the
identification of clinically relevant bacterial species.

Material and methods. Susceptibility to antibiotics was determined by microdilution using the
automated MicroScan system and by disk diffusion using the modified Kirby-Bauer method.
Multiresistant strains were identified both phenotypically and molecularly by the 16S rRNA

gene sequencing analysis.

Results. Strains corresponding to Escherichia fergusonii, Klebsiella pneumoniae subsp
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa were identified. Regarding antimicrobial
susceptibility, ceftazidime/avibactam and ceftolozane/tazobactam showed the best patterns for

all strains.

Conclusions. The use of two methods of detection of resistance to antibiotics and the evaluation
of multiple families of antibiotics, allowed to determine the resistance and susceptibility
patterns of the evaluated strains. The 16S rRNA gene sequencing provided the correct

identification of multi-resistant bacteria.



1. Antecedentes

1.1 Introduccién

El descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, sin duda alguna, fue un
acontecimiento sin precedentes. Por otro lado, el médico y bacteriélogo Paul Ehrlich, fue el
pionero en el tema de toxicidad selectiva; demostrd las relaciones especificas entre
microorganismos y antibidticos, la resistencia a estos y el papel de tratamientos combinados

para combatirla 1.

La resistencia antimicrobiana es un aspecto particular de su evolucién natural, sin embargo, el
uso indebido en el ser humano, animales y plantas ha acelerado el proceso; la industria
ganadera, agricola y acuicola es un rubro sin regularizacién en el uso de antibidticos.
Principalmente se usa en dosis bajas como suplemento alimenticio para estimular el crecimiento
de los animales, y en dosis altas como profilaxis en enfermedades respiratorias y

gastrointestinales.

1.2 Antecedentes

En el 2004, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (por sus siglas en inglés,
IDSA, Infectious Diseases Society of America), utilizando datos de estudios de vigilancia
hospitalarios, propuso un grupo de patdégenos nosocomiales denominado ESKAPE, acrénimo
de los microorganismos Enterococcus spp (particularmente E. faecium y E. faecalis, portadores
del gen vanA), Staphylococcus aureus (resistente a meticilina, portador del gen mecA),
Klebsiella pneumoniae (resistente a betalactamicos, productores de enzimas SHV, TEM, CTX-
M, TLA y a carbapenémicos, productores de enzimas KPC y NDM), Acinetobacter baumannii
(productores de enzimas OXA-58 y OXA-72), Pseudomonas aeruginosa (productoras de
enzimas VIM e IMP) y Enterobacter spp (resistente a betalactimicos, productores de enzimas
SHV, CTX-M, TLA y a carbapenémicos, productores de enzimas VIM y NDM), los cuales se

caracterizan por poseer mecanismos potenciales de resistencia a farmacos °”,

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha llamado la atencién sobre el problema global
de resistencia bacteriana, sefialando la necesidad de que los paises implementen estrategias para
mejorar el uso de antibioticos . En el 2014, durante su primer informe mundial sobre resistencia
a antibidticos, puso de manifiesto la “grave amenaza para la salud pablica a nivel mundial”,

pronosticando que, “para el 2050, la resistencia a los antibidticos derivara en la muerte de mas
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personas que el cancer y costaré al mundo alrededor de 100 mil millones de dolares en pérdidas,
estimando que moriran alrededor de 10 millones de personas por esta causa” 8.

En septiembre del 2016, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) realiz6 una Asamblea
General, donde reconocieron los alcances de la resistencia antimicrobiana y el tipo de respuesta
requerida, declarando que “Ningun pais, sector u organizacion puede abordar esta problematica
por si sola. Esta grave amenaza ya no es una prediccién para el futuro, sino que esta sucediendo
en todas las regiones del mundo, con el potencial de afectar a cualquier persona, de cualquier
edad, en cualquier pais” °. Esta Asamblea toma una perspectiva muy distinta si se toma en
cuenta que es la tercera ocasion en la historia de la ONU en la que se involucra en una

problematica de salud.

A principios del 2017, la OMS finalmente emitio una lista de patdégenos prioritarios, entre los
que se encuentran como prioridad critica: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii
y la familia Enterobacteriaceae, principalmente formadoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE’s) y carbapenemasas °.

1.3 Panorama actual

Segun un reporte emitido por el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
11 cada afio mueren cerca de 25,000 personas debido a infecciones causadas por bacterias
multirresistentes. En México, no se cuenta con datos especificos de muertes debidas a la
resistencia a antimicrobianos; sin embargo, diversos estudios revelan la alta incidencia de
bacterias patdgenas resistentes a antibidticos %4, Ahora bien, en promedio, 1 de cada 25
pacientes adquiere al menos una infeccion durante su atencion hospitalaria, lo que da como
resultado un aproximado de “4,544,100 infecciones, 16 millones de dias adicionales de
hospitalizacién y 37,000 muertes al afio sdlo en Europa” '2*3; una cifra similar se calcula en
Estados Unidos.

A principios de diciembre del 2018, la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC) junto con la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria
(SEFH) y otras asociaciones, emitié un informe en el que declaran que “mueren ocho veces
mas personas por la resistencia a antibioticos que por accidentes de trafico”. Es importante
mencionar que “Espafa es el pais que encabeza a nivel mundial el consumo de antibi6ticos en

humanos sin razén epidemioldgica que lo justifique”, ademés de encontrarse entre los primeros
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paises de Europa en infecciones por bacterias multirresistentes, incluidas las infecciones

asociadas a la atencion a la salud (IAAS) *°.

Desafortunadamente, México aporta poca informacion epidemioldgica al respecto; hay
alrededor de 21 casos por cada 100 pacientes hospitalizados, lo que habla de un 2.1-15.8%,
particularmente en el area de cuidados intensivos 2. La tasa total en México de IAAS durante
el 2014 correspondid a 4.7 con una prevalencia que va del 7-15.8% y mortalidad aproximada
del 29%. Desafortunadamente, en las unidades de terapia intensiva (UTI) la prevalencia

aumenta hasta un 23.2%, mortalidad de 5.9% y en el caso de IAAS en un 25.15% 21416,

Por otro lado, los informes de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) en
México 1 indican que las IAAS de mayor incidencia son las bacteremias (23%), seguidas de
neumonia (20%), vias urinarias (15.9%), heridas quirdrgicas (15.4%) y otras no clasificadas
(25.4%); las cuales variaron con las reportadas en el 2012, donde las principales correspondian
a neumonia (39.7%), infecciones urinarias (20.5%), quirdrgicas (13.3%) y bacteremias (7.3%).

Uno de los principales problemas en el manejo de IAAS, es la generacién de microorganismos
multirresistentes derivados de la presion selectiva a antibioticos. En México, la proporcion de
pacientes hospitalizados con tratamiento antibiotico es de 63%, generando una alta resistencia
bacteriana. Los bacilos Gram negativos son los principales causantes de IAAS; entre ellos,
Pseudomonas aeruginosa. Segun reportes de la RHOVE, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, representaron el 39.7% en 2014 y 39.4% en el 2017 >
14,16,19

En pacientes oncoldgicos, en un estudio realizado en el Centro Oncolégico Estatal (COE) del
Instituto de Seguridad Social del Estado de México y Municipios (ISSEMyM) durante el 2012,
los microorganismos que prevalecieron fueron Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa,
los cuales presentaron resistencia aumentada a antibidticos identificados mediante sistema

automatizado ’.

Finalmente, en respuesta al plan de accion mundial de la OMS, en junio del 2018 se publicé un

acuerdo donde “se declara la obligatoriedad de la Estrategia Nacional de Accion contra la

Resistencia a los Antimicrobianos” 8.
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1.4 Genética bacteriana

La mayoria de las bacterias poseen un Gnico cromosoma, el cual se encuentra superenrollado.
Al igual que en el ser humano, el gen es la “unidad funcional del cromosoma bacteriano” 2°; sin
embargo, es comln encontrar varios genes ordenados en operones, dando lugar a ARN

mensajeros policistrénicos, es decir, que codifican mas de una proteina.

El desarrollo de métodos basados en el ADN para la deteccion e identificacion de
microorganismos en muestras clinicas ha facilitado enormemente el diagnéstico de infecciones
en los Ultimos afos. La secuenciacion del gen del ARN ribosomal 16S (16S rRNA) ha
demostrado ser un buen complemento para la caracterizacion bioquimica e identificacion de

bacterias aisladas desconocidas.

La secuenciacion de ADN directamente de muestras clinicas (secuenciacion directa del gen 16S
rRNA), permite la deteccion e identificacion de bacterias, sean 0 no cultivables. Para fines
diagnosticos, la secuenciacion de 1400 pares de bases (pb) del gen del ARN ribosomal 16S (de
aproximadamente 1500 pb) es adecuada para la identificacion de especies de bacterias

clinicamente relevantes 214,

1.4.1 Gen 16S rRNA

El gen 16S rRNA es un polirribonucle6tido codificado por el gen rrs de aproximadamente 1500
nucleotidos. Este gen de cadena sencilla, se pliega y adquiere una estructura secundaria, el cual,
al poseer fragmentos de doble cadena, permiten la formacion de asas y hélices 2° 25, Este gen
ha sido reconocido como un marcador “universal” de gran magnitud, ya que se encuentra
presente en todos los organismos procariotas. Se caracteriza igualmente por tener bajas tasas de
evolucién, aunque también tiene la suficiente variabilidad para poder diferenciar especies,
cepas o variedades, por lo que es una herramienta de gran utilidad para la reconstruccion de

filogenias 2°.

El tamafio parcialmente largo de este gen disminuye la incertidumbre estadistica, ademas de
que la preservacion de su estructura secundaria beneficia el correcto alineamiento durante la
asimilacion de secuencias. EI 16S rRNA contiene nueve regiones (V1-V9), las cuales varian en
cuanto a conservacion se refiere, las regiones hipervariables son de mayor ayuda para estudios
filogenéticos y taxondmicos 2* % y las regiones conservadas generalmente son usadas para el

disefio de iniciadores universales para la amplificacion de las regiones hipervariables 2’
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1.5 Morfotipos bacterianos

Los procariontes “son organismos que se caracterizan por poseer tiempos cortos de generacion”
21, Aunque aparentemente estan limitados por su reproduccion asexual, existen algunas
alteraciones genéticas que se relacionan con la obtencion de parte del material genético de otro
microorganismo (bacteria o bacteriéfago). Estas mutaciones pueden mostrar o no alteraciones

detectables u observables a nivel fenotipico 2124,

En muchas cepas bacterianas se pueden apreciar cambios fenotipicos en las colonias, las cuales
se deben a mutaciones que afectan la membrana externa, la capsula u otros componentes
celulares 28, Este tipo de fendmenos son de gran interés clinico, particularmente en bacterias
patdgenas, ya que, este fenotipo mutado implica cambios importantes no solo a nivel
morfoldgico (morfotipo) sino bioquimico, dificultando asi su identificacion mediante métodos

convencionales (microbiologia tradicional).

1.6 Identificacion bacteriana

Las bacterias, al igual que otras células, son capaces de incorporar y metabolizar compuestos
quimicos necesarios para subsistir. La clasificacion bacteriana se basa en caracteres
funcionales, generalmente suelen identificarse a nivel metabdlico y no solo por las

caracteristicas que presentan a nivel fenotipico 2222,

Las pruebas bioquimicas son, hasta cierto punto, un medio eficaz para la identificacion
bacteriana, ya que se determina la presencia o ausencia de enzimas o vias metabolicas mediante
un método probabilistico, es decir, “la identificacion corresponde con el porcentaje mas alto de
cepas positivas a las distintas pruebas bioquimicas en los diferentes taxones de forma
comparativa” 2. Los sistemas automatizados y semiautomatizados se basan en el mismo
principio, pero llevan a cabo un importante nimero de pruebas adicionales, lo cual conlleva un

costo necesariamente mas alto 22-%°,

Los errores en la identificacion manual se deben, por un lado, al bajo poder de resolucion de
las pruebas utilizadas y por otro, al hecho de sobre-simplificar las tablas para la interpretacion
de resultados, con lo cual hay omisiones o presunciones para que coincidan y correspondan con

el microorganismo que consideren adecuado, en un plano claramente subjetivo 22-2°,
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A pesar de que las pruebas bioquimicas convencionales ofrecen una evidente ventaja, desde la
perspectiva practica y econdmica, poseen una capacidad baja de resolucion, lo cual limita y
entorpece la identificacion. Segin estudios 28%°, de las pruebas bioquimicas convencionales
utilizadas para caracterizar enterobacterias, solamente 4 son de ayuda para la identificacion a
nivel fenotipico, (indol, &cido sulfhidrico, lisina y ornitina descarboxilasa). Los equipos
automatizados incluyen pruebas fermentativas adicionales como adonitol, L-arabinosa,

celobiosa, L-ramnosa, rafinosa y sorbitol 282°,

En los Gltimos afios, la biologia molecular mostré un gran impacto en la identificacién de
microorganismos, particularmente a nivel taxonémico. Con estas técnicas se analizan con
mayor detenimiento las propiedades genotipicas, complementando asi la caracterizacion
fenotipica. Es por lo que, actualmente, el concepto de especie es considerado como un orden
que encierra un grupo en estrecha relacion a nivel genético y molecular de aislamientos

individuales con un alto grado de similitud de propiedades independientes 2229,

1.7 Antibioticos
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe a los antibioticos como “medicamentos
utilizados para prevenir y tratar infecciones bacterianas” ®, sin embargo, dicha definicion queda

lejos de la complejidad de lo que realmente es un antibiotico.

“Los antibioticos son un complejo grupo de sustancias que poseen la capacidad de inhibir el
crecimiento o destruir al microorganismo, inhibiendo diversos procesos metabolicos esenciales
para la supervivencia de estos” 3. Poseen diversos mecanismos de accion y sus dianas se
encuentran distribuidas en diferentes regiones del microorganismo en cuestion, mediante una
interaccion especifica, ademas de poseer distintos comportamientos a nivel farmacocinético y

farmacodinamico.

Las proteinas bacterianas actian como receptores para los ligandos (antibioticos) y es justo en
estas proteinas donde llevan a cabo su accion, las cuales son componentes indispensables en el
metabolismo bacteriano, interfiriendo en dichas rutas metabolicas y destruyendo al
microorganismo. Entre los procesos inhibidos se encuentran principalmente el metabolismo de

acidos nucleicos, la sintesis de la pared, membrana celular, subunidades ribosémicas, etc. %
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Cabe mencionar la actual preocupacion por la falta de nuevos antibiéticos; la aprobacion de
nuevos antimicrobianos durante el periodo de 1983-1987 fue de 16, mientras que durante el
periodo de 2008-2012 Gnicamente de dos 3. La presion politica y social ha derivado en la
autorizacién de nuevos antibidticos sin las pruebas necesarias para su comercializacion y uso
humano. Uno de los casos mas conocidos es el caso de Ketek®, una telitromicina de la familia
de los cetolidos autorizada por la Food and Drug Administration (FDA) en el 2014, la cual se
introdujo como la “primera de una nueva clase de antimicrobianos que evitaban la resistencia
a antibidticos” 3! Sin embargo fue asociada a diversas advertencias de seguridad,
particularmente por dafio hepatico, lo que derivo en investigaciones sobre la aprobacion por
parte de la FDA por “datos fraudulentos de farmacovigilancia y métodos inadecuados en los

ensayos clinicos” 3.

Por otro lado, se ha comprobado que la bioequivalencia no va de la mano con la actividad
antimicrobiana, ya que, entre otras cosas, la ventana terapéutica en un antibidtico es
notablemente mas reducida que en otros farmacos %31, Entre otras cosas, se han encontrado
impurezas como iones metalicos, que interactian con el antibidtico (el caso de piperacilina-
tazobactam), hidrolizandolo e inactivandolo. Otro caso fue el de meropenem, en el que
desviaciones “insignificantes” en el genérico, dieron como resultado la falta de eficacia
terapéutica; las concentraciones sub-inhibitorias encontradas en quinolonas y aminoglucosidos
gue incrementaron mutaciones, asi como la resistencia per se, “encendiendo” la expresion de
genes de virulencia, por ejemplo, de biopeliculas. Es importante tener en cuenta que, a mayor
dosis, disminuye la eficacia terapéutica antimicrobiana (ventana terapéutica); cada dosis es un
riesgo potencial para la resistencia . Lo que es innegable es que las opciones se acaban y cada

vez hay menos en desarrollo.

1.7.1 Clasificacion

Los antibidticos pueden comportarse como bactericidas o bacteriostaticos. Los bacteriostaticos
afectan el crecimiento microbiano en diferentes niveles causando un efecto inhibidor y por ende
su reproduccidn, pero no causan la muerte del microorganismo, aunque impiden procesos tales
como sintesis de proteinas mediante la unién a ribosomas. Por el contrario, los bactericidas si

producen la muerte del microorganismo .

Al “efecto particular de los antibidticos sobre grupos de bacterias especificas” % se le conoce

como espectro de accion. Existen diversas clasificaciones, segun su origen (naturales,
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semisintéticos o sintéticos), segun su accion (bacteriostaticos o bactericidas), segiin su fuente
de obtencion (Streptomyces, micromonosporas, Cephalosporium, Penicillium) o segin su
espectro de accion (amplio, moderado o reducido), pero principalmente por su mecanismo de

accion o al grupo al que pertenecen *°.

1.8 Resistencia bacteriana

Los mecanismos de resistencia son originados por la interaccion invariable entre bacterias y
antibidticos en su afan de sobrevivir, lo que origina a su vez la presion de seleccion. Estos
mecanismos son transmitidos de cepas madre a su progenie (transmision vertical), asi como

entre especies diferentes (transmision horizontal) 323,

El uso de antibiéticos no sélo estimula la mutacion, sino que selecciona las bacterias resistentes
al mismo tiempo; lo que se conoce como seleccion bajo presion antibiotica, es decir, la
supremacia del més fuerte y no es otra cosa que la teoria evolutiva de Darwin. Con esto, no solo
hay supervivencia de bacterias, sino que se incrementa la resistencia antimicrobiana, derivando
en una poblacibn muy resistente, manteniendo los clones de resistencia y una probable

adquisicion de panresistencia 2°31,

1.8.1 Multirresistencia

La definicion de multirresistencia generalmente depende del objetivo de cada estudio; sin
embargo suele relacionarse con perfiles de resistencia adquirida principalmente en
microorganismos tales como Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae
(excepto Salmonella y Shigella), Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp, los cuales
forman un grupo de bacterias frecuentemente responsables de infecciones asociadas al cuidado

de la salud y que generan graves problemas de resistencia a los antibioticos 33-3°,

Se le denomina fenotipo multidrogorresistente (MDR) cuando presentan resistencia al menos a
uno de tres 0 mas familias de antibioticos. Aquellos que tienen fenotipo de resistencia extensa
o extendida (XDR) cuando presentan resistencia al menos a uno de todas las familias de
antibioticos, excepto 1-2 familias y se considera fenotipo panresistente o pandrogorresistente

(PDR) cuando presenta o adquiere resistencia a todos los antibioticos de todas las familias ” 22.

México ha sido, durante mucho tiempo, uno de los principales consumidores de antibioticos en

Latinoamérica. La colistina dej0 de usarse en los afios 70’s y se reintrodujo hace
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aproximadamente 10 afios; por el momento tiene un escenario alentador en cuanto a la
susceptibilidad en cepas multirresistentes, lo cual puede cambiar a corto plazo, con la llegada

de la llamada resistencia movilizable 2.

Un punto importante es el abuso de antibidticos en el ganado y la agricultura; alrededor del 80-
90% de la produccidn total de antibidticos es para estas industrias; 12 mil toneladas anuales de
colistina son destinadas para cerdos *2-%. Segtin un estimado, en el 2013, s6lo en Estados Unidos
se administraron mas de 17,000 toneladas de antibioticos en un afio, de los cuales, 80% fue para
uso en animales y menos del 20% en humanos *X. En un articulo publicado a finales del 2016,
se habla de la amenaza anunciada de la resistencia a la colistina, la cual no es causada por el
uso clinico, sino por el abuso en ganaderia, agricultura y acuicultura 32; esta resistencia se da
por la co-localizacion (en el mismo plasmido) del gen MCR junto con betalactamasas de amplio
espectro (BLEE’s) y carbapenemasas, lo cual se traduce en la resistencia a cefalosporinas,
carbapenémicos y polimixinas. Peor aun, se ha visto asociado a BLEE’s de tipo CTX-M y
carbapenemasas tipo KPC, lo cual fue documentado por primera vez en China a finales del
2017 (aislado en el tracto urinario), mostrando ademas resistencia a fosfomicina,
cefalosporinas, quinolonas y aminoglucésidos. Este gen MCR se ha aislado en productos de

origen animal, en el medio ambiente y en hospitales .

Las opciones son limitadas, uno de los antibidticos con mayor accion in vitro es la colistina, sin
embargo, es conocida por su alta toxicidad. Diversos estudios han demostrado sinergismo
combinando la colistina con carbapenémicos (imipenem), rifampicina o azitromicina contra
Acinetobacter 368, Otras opciones terapéuticas mas recientes, incluye a
ceftolozane/tazobactam, ceftazidima/avibactam y el uso de nanopéptidos antimicrobianos
(SNAPP’s, por sus siglas en inglés Structurally Nanoengineered Antimicrobial Peptide

Polymers) 346,

La resistencia pone en riesgo la prevencion y tratamiento de enfermedades infecciosas y es una
amenaza global para la salud, por lo que se requieren medidas inmediatas para su oportuna y
adecuada deteccion. Cabe mencionar que la resistencia adquirida tiene mayor impacto a nivel
clinico. El control de infecciones puede reducir no solo la tasa de infeccidn, sino también la

morbimortalidad asociada, en algunos casos en mas del 50% 31-3°,
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Es importante mencionar que la presencia de mecanismos de resistencia enzimaticos, los cuales
son hasta cierto punto faciles de identificar en la practica diaria, puede errar en la correcta
interpretacion del antibiograma; es decir, in vitro puede ser sensible, cuando en realidad no lo
es, por ello es de suma importancia analizar con detenimiento el antibiograma antes de emitir
el reporte. La sensibilidad no es sindnimo de éxito terapéutico, la resistencia si es sinbnimo de

fracaso 8.

2. Planteamiento del problema

Una de las principales crisis actuales a nivel mundial es la resistencia antimicrobiana, la cual
incrementa notablemente el fracaso de la terapia con antibioticos; prolonga la recuperacion,
aumenta la mortalidad de pacientes con patologias adyacentes, incrementa el tiempo de
hospitalizacion, eleva el riesgo de adquirir una nueva infeccion nosocomial (infeccion asociada

a la atencion a la salud, IAAS) y multiplica el costo y toxicidad de los antibioticos necesarios.

Cada vez es més reconocido el polimorfismo bacteriano derivado de condiciones desfavorables
para estos microorganismos, lo que conlleva a una re-adaptacion metabdlica, dificultando su
identificacion por métodos convencionales, ya que no existe actualmente un conjunto de
pruebas bioquimicas lo suficientemente completa para identificarlas y diferenciarlas entre
miembros del mismo género. Este polimorfismo en conjunto con la adaptacion metabdlica,
origina microorganismos viables pero no cultivables y por lo tanto se corre el riesgo de reportar
cultivos negativos o bien reportar un microorganismo que no corresponde con el agente
infeccioso responsable; derivando en el reporte de un antibiograma erroneo, facilitando adn
mas la resistencia antimicrobiana, la diseminacion de este tipo de cepas y por ende un mal

manejo del paciente.

La resistencia pone en riesgo la prevencion y tratamiento de enfermedades infecciosas y es una
amenaza global para la salud, por lo que se requieren medidas inmediatas para su oportuna y
adecuada deteccion. La resistencia adquirida tiene mayor impacto a nivel clinico; el control de
infecciones puede reducir no solo la tasa de infeccidn, sino también la morbimortalidad

asociada, en algunos casos en mas del 50%.
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Pregunta de investigacion

¢Es posible obtener una mayor precision en la identificaciobn de especies bacterianas
multirresistentes con el uso de herramientas moleculares que con métodos tradicionales de

identificacion?

3. Hipotesis

e Hipotesis alterna
El uso de herramientas moleculares tiene una mayor precision en la identificacion de especies

bacterianas multirresistentes en comparacion con los métodos tradicionales de identificacion.

e Hipdtesis nula
El uso de herramientas moleculares no tiene una mayor precision en la identificacion de
especies bacterianas multirresistentes en comparacion con los métodos tradicionales de

identificacion.

4. Objetivos

General
Identificar mediante secuenciacion del gen 16S rRNA especies bacterianas multirresistentes
aisladas en hospitales del valle de Toluca y comparar con la identificacion obtenida mediante

métodos tradicionales.

Especificos
e Aislar cepas bacterianas de pacientes de hospitales del valle de Toluca.
e Realizar un andlisis de resistencia a antibioticos por dos técnicas (microdilucién y
difusion) a cada cepa resistente a 3 0 mas familias de antibioticos.

e Identificar a nivel molecular las especies bacterianas multirresistentes.
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5. Justificacién

La resistencia antimicrobiana, definida por la aparicién de cepas que no responden al efecto
bacteriostético y bactericida de los antibiéticos, constituye un problema de salud publica global.

La resistencia pone en riesgo la prevencion y tratamiento de infecciones ocasionadas por estos
microorganismos, lo que requiere de medidas para su oportuna deteccion, tomando en cuenta
sensibilidad, especificidad, costos y tiempo de reporte. Dada la actual deficiencia en la correcta
y oportuna identificacion de especies bacterianas en la practica clinica y la subsecuente
correlacion en el reporte antimicrobiano, es indispensable el uso de métodos de identificacion

que, en conjunto, aporten mas informacion, veracidad y confiabilidad.

La identificacion a nivel fenotipico mediante el uso de pruebas bioquimicas convencionales
determina la presencia o ausencia de enzimas o vias metabdlicas mediante un método
probabilistico; sin embargo dificulta y limita la identificacion, ya que no existe actualmente un
conjunto de pruebas bioquimicas lo suficientemente completa para diferenciarlas. Esto puede
resultar en una malinterpretacion, una mala seleccion del antibiético, aumentando asi el perfil

de resistencia y desencadenando un mal manejo del paciente.

Por otro lado, el marcador molecular 16S rRNA es una herramienta molecular estandarizada de
gran precision que se considera universal (presente en todas las bacterias), su estructura es
estable durante tiempos prolongados manteniendo estabilidad funcional, por lo que las
variaciones a nivel de secuencia son probablemente aleatorias, lo cual favorece la alineacion
precisa durante la comparacion de secuencias. Posee ademas suficiente variabilidad de

diferenciacion de especies, cepas o variedades.
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6. Disefio metodoldgico

6.1 Disefio de estudio

Tipo de estudio: descriptivo, transversal y exploratorio.

Universo: bacterias aisladas en hospitales del valle de Toluca.

Método de muestreo: recoleccién directa en laboratorios clinicos de hospitales del valle de
Toluca. No aleatorizado.

Tamafo de muestra: a conveniencia.

6.2 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios inclusion

v Cepas bacterianas multirresistentes al menos a tres o mas familias de antibidticos

(incluyen multidrogorresistencia, resistencia extensa y pandrogorresistencia).

Criterios exclusion

v’ Cepas resistentes a menos de tres familias de antibioticos.

Criterios eliminacion
v’ Cepas bacterianas contaminadas (mas de un microorganismo) o cuyo contenedor esté

abierto, dafiado o expuesto.
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6.3 Procedimientos

6.3.1 Captacion y recoleccion de cepas bacterianas multirresistentes

Las cepas incluidas en este estudio fueron obtenidas del laboratorio del Hospital Materno-
Perinatal "Monica Pretelini Saenz” (HMPMPS), Instituto de Salud del Estado de México
(ISEM) en Toluca, Estado de México, de octubre del 2019 a febrero del 2020, las cuales fueron
identificadas como multirresistentes a nivel fenotipico con el equipo semi-automatizado
MicroScan modelo AutoScan 4 (Beckman Coulter®). La recopilacion estandarizada de datos
epidemioldgicos incluy6 edad del paciente, diagnostico clinico, tipo y origen de muestra, asi
como el reporte final emitido por el equipo, el cual incluyd género, especie y fenotipo
multirresistente de la cepa. Toda la informacion se gestiond en una hoja de datos de Excel®.

6.3.2 Inoculacion y aislamiento de cepas
Las cepas recolectadas se inocularon en cajas Petri con agar infusion cerebro-corazon (BHI).

Una vez aisladas, se realizo tincion de Gram para confirmar la pureza de cada cepa.

6.3.3 Analisis de resistencia antimicrobiana por el método de Kirby-Bauer modificado

Una vez comprobada la pureza de cada una de las cepas recolectadas, se realizé una suspension
bacteriana al 0.5 de la escala de McFarland mediante el metodo de suspension directa de
colonias en caldo BHI, a partir de un medio no selectivo e incubado durante la noche,
comparando visualmente con una suspension estandar de turbidez equivalente. De esta
suspension, se tomd 1 mL e inoculd en agar BHI estéril a 40° C, se vacid en cajas Petri estériles
y se dejo solidificar durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se colocaron los
discos con los antibioticos seleccionados firmemente sobre la superficie del agar, tratando de
que el contacto con este fuera firme y homogéneo, teniendo la precaucion de no moverlos una

vez colocados, ya que la difusién del antibiotico es rapida.

Se invirtieron las cajas e incubaron en los 15 minutos posteriores a la colocacion de los discos
a 35 = 2° C durante 18-24 horas en condiciones de aerobiosis. Si se dejan las placas a
temperatura ambiente después de haber colocado los discos, la pre-difusién del antibi6tico

puede dar lugar a halos de inhibicion superiores.

En cuanto a la lectura, se leyd el borde del halo en el punto de inhibicion completa que se

aprecia a simple vista por el reverso contra un fondo negro iluminado con luz reflejada. Se
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midieron los diametros correspondientes con un vernier, aproximando el resultado al valor mas
cercano en milimetros. Se interpretd de acuerdo con los puntos de corte del CLSI (por sus siglas

en inglés Clinical and Laboratory Standards Institute).

Para la validacion de la metodologia, se utilizo la cepa de la coleccion ATCC® (por sus siglas
en inglés American Type Culture Collection) Escherichia coli 25922, la cual es una cepa
ampliamente caracterizada, reconocida y recomendada para validar pruebas de susceptibilidad

en bacilos Gram negativos.

Interpretacion.
Se midi6 el diametro en milimetros y se interpretd de acuerdo con la guia M100 del CLSI como:
sensible, intermedio o resistente; segun correspondiera a la familia, género, especie y/o tipo de

muestra para cada antibiotico *’.

En este estudio, la multirresistencia fue definida como la resistencia simultdnea a 3 0 mas
familias de antibioticos de un minimo de 10 familias . Para el control de calidad se uso la cepa
de coleccién Escherichia coli ATCC® 25922 47,

6.3.4 Obtencion de biomasa

La recuperacion de biomasa se realiz6 mediante el método de suspension directa de colonias en
caldo BHI a 35 + 2° C durante 18-24 horas en condiciones de aerobiosis, a partir de un medio
no selectivo e incubado durante la noche, recolectando en tubos Falcon y posterior
centrifugacion a 9000 rpm/5 minutos, decantando el sobrenadante. Se resuspendi6 y refrigerd

el pellet hasta su uso.

6.3.5 Extraccion de ADN gendmico

e Se resuspendio el pellet a temperatura ambiente con 480 uL de EDTA 0.5M (pH 8)
grado biologia molecular, posteriormente se adicionaron 60 pL de lisozima a cada
muestra problema. Se llevo al vértex por 3 segundos y se incub6 durante 60 minutos a
37° C.

e Se centrifugd a 14000 rpm/2 minutos, al terminar se removid cuidadosamente el
sobrenadante.

e Se adicionaron 600 pL de solucion de lisis, se mezclo e incubé a 80° C durante 5

minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente.
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e Se adicionaron 3 pL de RNasa a cada tubo y se mezclo por inversion 3 veces. Se incubo
a 37° C durante 60 minutos y dejo enfriar a temperatura ambiente.

e Se adicion6 200 pL de solucion de precipitacion de proteinas al lisado tratado con
RNasa y se agitd vigorosamente en vortex por 20 segundos. Se incubd a -20° C durante
5 minutos y se centrifug6 a 14000 rpm/3 minutos.

e Se transfirid el sobrenadante a un microtubo con 600 UL de isopropanolol a -20° C y se
mezcld hasta que se observéd la formacion de hebras de ADN. Posteriormente se
centrifugd a 14000 rpm/2 minutos.

e Se drend el microtubo en papel absorbente y se adicioné 600 pL de etanol al 70%,
invirtiendo el microtubo tratando de despegar cuidadosamente el pellet de ADN.

e Se centrifugd a 14000 rpm/2 minutos y se decantd con cuidado el etanol, dejando secar
el microtubo a temperatura ambiente durante 10-15 minutos.

e Seadiciond 100 pL de solucion de rehidratacion y se almacené en congelacion hasta su

uso.

6.3.6 Integridad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%

Para observar la presencia e integridad del ADN extraido, se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa al 1% (Conda Pronadisa, No. de catadlogo 8100), tefiido con bromuro de etidio
(Sigma No. de catalogo E7637-1G), bajo las siguientes condiciones: 3 puL de ADN extraido, 3
ML de buffer de carga, corrida a 120 V durante 30 minutos con buffer TAE 1X (TAE buffer
Invitrogen No. de catalogo 5M0311). El gel se visualizo en un transiluminador. Para verificar

la concentracion y pureza del ADN obtenido, se ley6 en el espectrofotdémetro EPOCH BioTek®.

Una vez verificada la presencia, integridad, cantidad y calidad del ADN, se amplific6 el gen

16S rRNA mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

6.3.7 Amplificacion del gen 16S rRNA
La amplificacion se realizo mediante PCR en un termociclador MaxyGenll (Axygen®),
utilizando Tag ADN polimerasa (MyTaq, Bioline) y los primers universales 27F y 1492R,

cuyas secuencias de nucleotidos se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificacion del gen 16S rRNA

Primer Secuencia Base | Blanco | Amplificado Referencia
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG | 20 | Bacteria Lane. et al. 1991 4
1492R | TACGGYTACCTTGTTACGACTT | 22 | Universal 1500 pb Stackebrandt. et al.
1993 %

Se calculd el volumen a preparar para la mezcla maestra de acuerdo con la Tabla 2:

Tabla 2. Mezcla maestra para la PCR

Reactivo Volumen/reaccion

Agua libre de nucleasas 14.3 uL
Buffer 1X 2.50 uL
Primer F (8F) 2.50 pL
Primer Rvs (1492R) 2.50 pL
Taq polimerasa 0.20 puL
ADN genomico 3L

Volumen final 25 pL

Las condiciones usadas en el termociclador para la amplificacion del gen se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones para la reaccién de amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR

Fases Temperatura Tiempo
(°C)
Desnaturalizacion inicial 94 5 minutos
Desnaturalizacion 94 1
30 ciclos

Alineacion 59 30 segundos
Extension 72 1 minuto
Extension final 72 10 minutos
Mantenimiento 4 0
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Los amplicones obtenidos se conservaron a 4° C hasta su uso. Los fragmentos amplificados
fueron observados mediante electroforesis en gel de agarosa, tal como se describi6 en el punto
6.3.6. EI marcador molecular 16S rRNA corresponde a ~1500 pb. Finalmente, se cuantificé la

concentracion del amplicén obtenido en el espectrofotémetro EPOCH BioTek®.

6.3.8 Secuenciacion e identificacion bacteriana

Los productos de la amplificacion del marcador molecular 16S rRNA fueron purificados con
el kit Wizard® SD Gel and PCR Clean-Up System (Promega A9282), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y enviados al servicio de secuenciacion de Macrogen USA

(Macrogen Sequencing Service, Maryland, USA).

Las secuencias obtenidas fueron corregidas y analizadas con BioEdit v7.2.5 !, contruyendo
secuencias consenso, las cuales fueron comparadas con secuencias depositadas en el GenBank
del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) por medio del programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) 2, asi como en la base publica de datos EzBioCloud 52,
De acuerdo con Stackebrandt et al **, la certeza del analisis de secuencia del gen 16S rRNA
implica similitudes > 97%, sin embargo, Kim et al >® consideran que el 98.65% de similitud de
la secuencia del gen 16S rRNA puede ser usado como umbral para diferenciar dos especies,
por lo que, en cualquier caso, la mejor alineacidn, es decir, aquella con puntuacion de al menos

97%, preferentemente > 98.65%, fue seleccionada.

6.4 Variables de Estudio

Independientes:
e Sitio de infeccién
e Edad

e Diagndstico

Dependientes:
e Especie bacteriana

e Resistencia adquirida (perfil de resistencia a 3 0 mas familias de antibiéticos).



Tabla 4. Variables de estudio

Tipo de Escala de Anélisis
Variable Definicion conceptual Definicion operativa variable medicion Estadisticos
Sitio de Area de invasion en el hospedero por un | Sitio anatémico o tejido del cual se Cualitativa/ Nominal
infeccion microorganismo patdgeno. obtuvo la cepa independiente
Edad Referente al tiempo que ha vivido un | Tiempo que ha transcurrido desde el | Cuantitativa/ Ordinal
organismo nacimiento del paciente independiente
Diagnostico | Denominacion  de  padecimiento, | Motivo de solicitud del cultivo | Cualitativa/ Nominal
trastorno, dolencia o dafio bacterioldgico independiente
Caodigo de clasificacion taxondmica que | Subcategoria ~ taxonomica  de Nominal
Especie se refiere a la diversidad dentro del | clasificacion de las bacterias | Cualitativa/ (géneroy Frecuencias y
bacteriana | género bacteriano. multirresistentes de hospitales del | dependiente especie) distribucion
valle de Toluca porcentual
Resistencia a antibioticos resultado de la | Resistencia  antimicrobiana que
Perfil de mutacion o adquisicion de nuevos genes | aparece a lo largo del tiempo en Cualitativa/ Ordinal
resistencia | en una cepa que no poseia resistencia de | cepas que originalmente son | dependiente

manera intrinseca o natural.

sensibles y tiene mayor impacto a
nivel clinico




6.5 Implicaciones bioéticas

La presente investigacion cumplié con los criterios instaurados en el reglamento de la “Ley
General de Salud en materia de investigacion para la salud en el Titulo 1V Bioseguridad de las
Investigaciones” ¢ y en apego al “Protocolo de Nagoya sobre acceso a los recursos genéticos
y participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de su utilizacién al convenio

sobre la diversidad biolégica” .

La creciente importancia de la resistencia en microorganismos requieren de mejores y mas
precisos métodos diagndsticos, tomando en cuenta la eficacia técnica, asi como la experiencia

y conocimiento del personal de laboratorio.

6.6 Recoleccion de datos
Cepas: obtenidas del laboratorio del Hospital Materno-Perinatal "Monica Pretelini Saenz”
(HMPMPS), Instituto de Salud del Estado de México (ISEM) en Toluca, Estado de México.

Periodo: octubre del 2019 a febrero del 2020.

La recopilacion estandarizada de datos epidemioldgicos incluyd edad del paciente, diagnostico
clinico, tipo y origen de muestra, asi como el reporte final emitido por el equipo, el cual incluyo
género, especie y fenotipo multirresistente de la cepa. Toda la informacidn se gestion6 en una

hoja de datos de Excel®.

6.7 Analisis estadistico
Se utilizé estadistica descriptiva, con frecuencias simples y porcentajes para la presentacion de

resultados.
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8.2 Resumen del articulo

Background. In Mexico, the leading bacterial agents responsible for the most common pediatric
infections are Gram-negative bacilli that are multi-resistant to antibiotics. This work aimed to
identify phenotypically and sequencing analysis of the 16S rRNA gene, multi-resistant bacterial

species isolated from children under two months of age in a Neonatal Intensive Care Unit.

Methods. Antimicrobial susceptibility was determined by microdilution using the automated
MicroScan system and disk diffusion using the modified Kirby-Bauer method. Muti-resistant
strains were identified as phenotypically and molecularly by 16S rRNA gene sequencing

analysis.

Results: The multi-resistant bacteria Escherichia fergusonii, Klebsiella pneumoniae subsp
pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa were identified. In antimicrobial susceptibility
results, ceftazidime/avibactam and ceftolozane/tazobactam showed the best sensitivity patterns

for all strains.

Conclusions: With the use of two methods to detect antibiotic resistance and the evaluation of
multiple antibiotic families, it was possible to determine the tested strains’ resistance and
sensitivity patterns. The sequencing of the 16S rRNA gene provided the correct identification of
the multi-resistant bacteria. Escherichia fergusonii was identified for the first time in children

under two months of age in an Intensive Care Unit in Toluca city, State of Mexico.



