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GLOSARIO

NAMRU-SOUTH: Naval Medical Research Unit SOUTH, La Unidad de
Investigacion Médica Naval de los Estados Unidos de Norteamérica se establecié en 1983
mediante un acuerdo entre los gobiernos del Perti y los Estados Unidos y entre las Armadas
de ambos paises. Este acuerdo establecio un laboratorio de investigacion en Callao, Peru,
en el campus del Centro Médico Naval (CEMENA) para realizar investigaciones cientificas
en medicina tropical en beneficio de ambos paises.

BLEE (B-Lactamasa de Espectro Extendido): Enzimas producidas por algunas
bacterias que les confieren resistencia a una amplia gama de antibidticos B-lactdmicos,
incluyendo penicilinas y cefalosporinas.

Sinergia: Es la interaccion de dos o més elementos que, al combinarse, producen un
efecto mayor que la suma de sus efectos individuales, es decir potencian su efecto.

blaTEM, blaCTX-M, blaSHV, blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaVIM: Genes que
codifican para diferentes tipos de P-lactamasas, enzimas que descomponen antibidticos [3-
lactamicos y confieren resistencia a las bacterias.

Lactosa Fermentadora Positiva (LFP): Cepas de E. coli que pueden fermentar la
lactosa, lo que se observa en un cambio de color en el medio de cultivo.

Lactosa Fermentadora Negativa (LFN): Cepas de E. coli que no pueden fermentar
la lactosa, lo que se evidencia en la ausencia de cambio de color en el medio de cultivo.

Secrecion HOT (Herida, Organo o Tejido): Muestras de fluidos o tejidos de
heridas, 6rganos o tejidos que se analizan para detectar infecciones.

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry): Técnica de espectrometria de masas utilizada para identificar

microorganismos basandose en el perfil de proteinas de sus células.



Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de biologia molecular
utilizada para amplificar segmentos especificos de ADN, permitiendo su deteccion e
identificacion.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI): Organizacion que establece
estandares para pruebas de laboratorio clinico, incluidas las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana.

ATCC (American Type Culture Collection): Es una coleccion de cepas
microbianas mantenida en los Estados Unidos de Norteamérica que proporciona cultivos de
referencia para investigacion cientifica y aplicaciones industriales.

NCTC (National Collection of Type Cultures): Es una colecciéon de cepas
bacterianas mantenida en el Reino Unido por el National Collection of Type Cultures, que
es parte del Public Health England. Al igual que las ATCC, las cepas NCTC sirven como
estandares para la investigacion y el desarrollo, y para asegurar la calidad y consistencia en
los laboratorios.

daaD: Est4 asociado con Escherichia coli difusamente adherente (ECDA). Este gen
codifica para una de las subunidades de la adhesina AIDA-I (Adhesin Iniciadora de la
Adhesion), una proteina que facilita la adherencia de la bacteria a las células del huésped,
especialmente a las células epiteliales del tracto urinario.

eaeA: Codifica la proteina intimina, un factor de virulencia clave en Escherichia coli
enteropatogena (ECEP) y Escherichia coli enterohemorragica (ECEH). La intimina es una
adhesina que permite la union estrecha de la bacteria a las células epiteliales del hospedero.
Implicado en la formacion de lesiones A/E (adherencia y eliminacion), la interaccion de la
intimina con su receptor Tir (translocado por la bacteria en la célula hospedadora) provoca
la reorganizacion del citoesqueleto celular, formando pedestales caracteristicos. ECEH

pueden causar diarrea severa.



st y It: Codifican enterotoxinas producidas por Escherichia coli enterotoxigénica
(ECET), una de las principales causas de diarrea del viajero y diarrea infantil en paises en
desarrollo. La toxina termoestable (st) Resiste temperaturas de hasta 100 °C, aumenta los
niveles de GMP ciclico (GMPc), lo que inhibe la absorcién de sodio y aumenta la secrecion
de cloro y agua, produciendo la diarrea acuosa. La toxina termolébil (It). Es similar a la
toxina del colera y se une a GM1 gangliosidos en el epitelio intestinal y activa el adenilato
ciclasa, aumentando los niveles de AMP ciclico (AMPc) provocando secrecion masiva de
agua y electrolitos, con diarrea acuosa.

IpaH: Es un marcador caracteristico de Shigella sp. y Escherichia coli
enteroinvasiva (ECEI). Codifica una proteina efectora que ayuda en la invasion y
diseminacion intracelular dentro del epitelio intestinal. Su presencia en muestras clinicas
indica potencial invasivo y sugiere cuadros de disenteria.

stx1 y stx2: Codifican las toxinas Shiga (Stx), que son los principales factores de
virulencia de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC), incluyendo E. coli
enterohemorragica (ECEH), como la cepa O157:H7. La stx1 es una toxina casi idéntica a la
toxina de Shigella dysenteriae tipo 1. Se une a Gb3 (globotriaosilceramida) en las células
endoteliales, bloqueando la sintesis de proteinas y causando citotoxicidad. La stx2 es toxica
que stx1 y estd fuertemente asociada con el sindrome urémico hemolitico (SUH). El
mecanismo de accion es similar a Stx1, pero con mayor afinidad por los receptores en riiion
y cerebro.

aggR: Es un regulador maestro de virulencia en Escherichia coli enteroagregativa
(ECEA). Su patogenicidad agregativa, que estd asociada con diarrea persistente en nifios y

viajeros.



RESUMEN

Este estudio analizd la caracterizacion fenotipica y molecular de Escherichia coli
aisladas de muestras nosocomiales en Lima y Callao (2014-2017), evaluando la presencia
de genes que codifican B-lactamasas, del gen mcr-1 asociado a resistencia a colistina y
diversos genes diarreagénicos. Se estudiaron 100 cepas, mayoritariamente provenientes del
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas. La deteccion de genes de resistencia y
virulencia se realiz6 mediante PCR multiple, incluyendo -lactamasas de clase A y B, el gen
mcr-1 y genes vinculados a patotipos diarreagénicos.
Los resultados evidenciaron una alta proporcion de cepas productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (98%), confirmadas mediante pruebas fenotipicas. Aunque no se observo
resistencia relevante a carbapenémicos, se identifico el gen mcr-1 en 11 cepas,
principalmente procedentes de urocultivos, lo que sefiala un riesgo clinico importante. El
gen daaD, asociado a E. coli difusamente adherente, aparecid en el 12% de las muestras.
Entre los genes B-lactamasa, predominaron blaCTX-M (79%) y blaTEM (40%), mientras
que blaSHV, blaKPC y blaNDM fueron poco frecuentes (1%). Ademas, el 57% de las cepas
presentd simultdneamente genes de resistencia y virulencia, lo que incrementa su potencial
impacto clinico.
La ausencia de resistencia a carbapenémicos resulta alentadora; sin embargo, la elevada
prevalencia de BLEE y la presencia de mcr-1 subrayan la necesidad de mantener una
vigilancia epidemiologica continua.

Palabras clave: Escherichia coli, BLEE, Mcr-1, Diarreagénicos.



INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) es un microorganismo versatil que desempefia un papel
dual en la salud humana: por un lado, como parte de la microbiota intestinal normal de
mamiferos y aves (Wang, D. et al., 2024), y por otro, como un agente patdégeno capaz de
causar infecciones severas en la comunidad y en entornos hospitalarios. Este
microorganismo representa un desafio critico para la salud publica, debido a su notable
capacidad para adquirir resistencia a multiples clases de antibidticos de uso clinico, incluidos
B-lactdmicos, cefalosporinas de tercera generacion y polimixina E (colistina) (Mueller et al.,
2024). Las cepas multidrogoresistentes (MDR) de E. coli no solo limitan las opciones
terapéuticas disponibles, sino que también incrementan significativamente la morbilidad y

mortalidad en los pacientes afectados.

La resistencia antimicrobiana en E. coli se debe, en gran medida, a la adquisicion de
genes especificos que pueden localizarse tanto en el cromosoma bacteriano como en

plasmidos extra cromosomicos (Nasrollahian et al., 2024).

Simultaneamente, las infecciones diarreicas causadas por cepas patdgenas de E. coli
son responsables de una alta carga de morbilidad, especialmente en regiones en desarrollo
donde la infraestructura sanitaria es limitada. Estas cepas, clasificadas en seis patotipos
diarreagénicos  principales  (enterotoxigénica, enteropatogénica,  enteroinvasiva,
enteroagregativa, enterohemorragica y difusamente adherente), producen toxinas como las
enterotoxinas y las toxinas shiga, que son responsables de episodios diarreicos severos. Estas
infecciones afectan principalmente a poblaciones vulnerables, como nifios, ancianos y
personas inmunocomprometidas, y pueden conducir a complicaciones graves, incluida la
deshidratacion severa y un prondstico desfavorable (Nataro, J. P., & Kaper, J. B., 1998;

Ochoa TJ et al., 2008; Nasrollahian et al., 2024).
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Un aspecto particularmente preocupante es la simultaneidad de genes de resistencia
antimicrobiana con genes de virulencia en una misma cepa bacteriana. Este fenémeno,
mediado principalmente por pldsmidos bacterianos, favorece la rapida transmision
horizontal de estos determinantes genéticos, no solo entre cepas de E. coli, sino también
hacia otras especies dentro de la familia Enterobacteriaceae. Esta combinacion de factores
genéticos intensifica la gravedad de las infecciones y dificulta su manejo clinico,
especialmente en entornos hospitalarios donde la presion selectiva de los antibidticos es

elevada (Gupta SK, et al., 2014; Nasrollahian, et al., 2024)

Dado este panorama, resulta esencial comprender los mecanismos moleculares y
epidemioldgicos que permiten la coexistencia de genes de resistencia y virulencia en E. coli.
En este contexto, el presente estudio busca detectar y caracterizar genes de resistencia 3-
lactamicos de clase A y B, asi como el gen mcr-1, en cepas de E. coli aisladas de muestras
nosocomiales recolectadas en Lima y Callao. Ademas, se investigara la simultaneidad de
estos genes con genes diarreagénicos, proporcionando evidencia cientifica clave para

entender las implicancias clinicas y epidemioldgicas de estas cepas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Escherichia coli (E. coli) es un microorganismo ubicuo que forma parte del
microbiota intestinal normal de mamiferos y aves. Sin embargo, también es un importante
agente patdgeno en humanos, responsable de infecciones adquiridas tanto en la comunidad
como en entornos hospitalarios. Este patdégeno plantea un desafio critico debido a su
capacidad para desarrollar resistencia a diversos antibidticos empleados en medicina humana
y veterinaria, incluidos B-lactdmicos, cefalosporinas de tercera generacion y polimixina E
(colistina), (Mueller et al., 2024). Las cepas multidrogoresistentes (MDR) de E. coli
representan una amenaza significativa para la salud publica a nivel global, complicando las
opciones terapéuticas y contribuyendo a una mayor morbilidad y mortalidad.

La resistencia antimicrobiana en E. coli se debe en gran medida a la adquisicion de
genes ubicados tanto en el cromosoma bacteriano como en plasmidos extra cromosdmicos.
Estos ultimos desempefian un papel central en la transferencia horizontal de genes de
resistencia dentro de la familia Enterobacteriaceae, facilitando su diseminacion rapida en
diversos entornos hospitalarios y comunitarios. Entre los genes de mayor relevancia clinica
se encuentran los que codifican B-lactamasas de clase A (blaKPC, blaCTX-M, blaTEM y
blaSHYV), B-lactamasas de clase B (blaIMP, blaVIM y blaNDM), (Bilal, H. ef al., 2021). asi
como el gen mcr-1, relacionado con la resistencia a la colistina, un antibiotico de ultimo
recurso

Aunque la deteccion de estas resistencias puede realizarse mediante métodos
fenotipicos tradicionales como Kirby-Bauer y la sinergia del doble disco, estas pruebas no
permiten identificar de manera especifica los genes implicados. Por ello, el uso de técnicas
moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es fundamental para
caracterizar los determinantes genéticos de resistencia y comprender mejor la dindmica de

diseminacion de estas cepas.
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Ademas, la coexistencia de genes de resistencia antimicrobiana con genes de
virulencia, particularmente aquellos asociados a los seis patotipos diarreagénicos de E. coli
(enterotoxigénica, enteropatogénica, enteroinvasiva, enteroagregativa, enterohemorragica y
difusamente adherente), representa un riesgo mayor para la salud publica. Esta combinacion
puede aumentar la severidad de las infecciones, prolongar las hospitalizaciones y elevar los
costos de atencion médica, especialmente en entornos hospitalarios donde la presion
selectiva favorece la seleccion de estas cepas.

En este estudio se investigaron, mediante técnicas moleculares, los genes de
resistencia P-lactamicos de clase A y B, asi como el gen mcr-1, en cepas de E. coli
provenientes de muestras nosocomiales recolectadas en Lima y Callao, las cuales forman
parte del banco de cepas del NAMRU-SOUTH. Adicionalmente, se evaluara la
simultaneidad de estos genes de resistencia con genes diarreagénicos, proporcionando
evidencia cientifica clave para entender el impacto clinico de estas cepas y orientar
estrategias de control y tratamiento.

La generacion de evidencia cientifica que relacione perfiles fenotipicos de resistencia
con la presencia de genes especificos no solo contribuye al entendimiento de la dindmica de
diseminacion de estas cepas, sino que también podria ser util para desarrollar estrategias de
vigilancia molecular mas precisas, mejorar los protocolos de manejo clinico, y orientar
politicas publicas para el uso racional de antibidticos.

La pregunta central del estudio es:

(Existe correlacion fenotipica y genotipica de genes de resistencia B-lactamicos de
la clase A y clase B, junto con el gen mcr-1 que confiere resistencia a la colistina, ademas
de genes diarreagénicos?

Las preguntas especificas del estudio son:



LEs posible caracterizar genes de resistencia a B-lactamicos de la clase A y clase B,
junto con los genes diarreagénicos y gen mcr-1 que confiere resistencia a la colistina?
(Como se relacionan los perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana con la

presencia de genes especificos de resistencia en estas cepas bacterianas?
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JUSTIFICACION

La creciente resistencia de E. coli a multiples clases de antibioticos ha complicado
de manera sustancial el tratamiento de estas infecciones, disminuyendo la eficacia de los
antibioticos de primera linea y dificultando el manejo clinico de los pacientes. Este
fenomeno se debe a la capacidad de E. coli para adquirir y transmitir genes de resistencia
antimicrobiana, un proceso facilitado por la transferencia horizontal de material genético,
que permite que las bacterias sobrevivan en ambientes hospitalarios, donde el uso
indiscriminado de antibioticos es comun.

Ademéds, las infecciones diarreicas causadas por cepas patdgenas de E. coli,
particularmente en regiones en desarrollo con infraestructura sanitaria limitada, representan
un desafio adicional para la salud publica. Las cepas de E. coli productoras de toxinas, como
las enterotoxinas y las toxinas Shiga, son responsables de episodios diarreicos que pueden
ser graves, especialmente en nifios, ancianos y personas con sistemas inmunitarios
comprometidos. Estos episodios pueden dar lugar a complicaciones como la deshidratacion
severa, que agrava alin mas la situacion clinica en estas poblaciones vulnerables.

Uno de los aspectos mas preocupantes es la simultaneidad o coexistencia de genes
de resistencia antimicrobiana y genes de virulencia diarreagénica en la misma cepa de E.
coli. Los plasmidos bacterianos, que son estructuras extra cromosomicas, juegan un papel
clave en la transferencia horizontal de estos genes, permitiendo su diseminacion rapida no
solo dentro de una misma especie bacteriana, sino también entre diferentes especies de la
familia Enterobacteriaceae. Este proceso de transmision horizontal amplifica la
diseminacion de la resistencia antimicrobiana, lo que agrava la situacién de control y
tratamiento de las infecciones en entornos hospitalarios (Carattoli A, 2013; Nasrollahian et

al., 2024)
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La presencia simultdnea de genes que confieren resistencia y genes diarreagénicos
en E. coli representa un reto significativo para el prondstico de los pacientes infectados,
especialmente aquellos en estado critico. El tratamiento de estas infecciones se ve dificultado
por la escasez de opciones terapéuticas efectivas y por los efectos secundarios de los
tratamientos agresivos necesarios para controlar tanto la infeccion urinaria como los
episodios diarreicos. La interaccion entre los mecanismos de virulencia y resistencia no solo
aumenta la gravedad de las infecciones, sino que también plantea un desafio ain mayor para
los sistemas de salud, que ya enfrentan limitaciones en recursos y personal.

Por lo tanto, es esencial realizar investigaciones que profundicen la caracterizacion
tanto fenotipica como genotipica en E. coli. Comprender como interactiian estos factores
genéticos, tanto a nivel molecular como en su contexto epidemiologico, es crucial para
desarrollar nuevas estrategias de tratamiento y prevencion. Estos estudios no solo
contribuyen a mejorar el manejo de infecciones nosocomiales y diarreicas en regiones en
desarrollo, sino que también permiten una aproximacién mads efectiva a la resistencia

antimicrobiana, un problema critico en la medicina moderna.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipica y molecularmente en cepas de Escherichia coli los genes que
codifican B-lactamasas y con el gen de la resistencia a la colistina aisladas de muestras
nosocomiales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Re-identificacion de las cepas de E. coli mediante la espectrometria de masas (MALDI ToF).
Determinar la susceptibilidad antimicrobiana mediante la difusion en disco.
Detectar genes que codifican B-lactamasas de la Clase A (como blaKPC, blaCTX-M,
blaTEM y blaSHYV'), mediante la reaccion en cadena de la polimerasa multiple, en cepas de
E. coli que provienen de muestras nosocomiales.
Detectar genes que codifican -Lactamasas de la Clase B (como blalMP, blaVIM, blaNDM)
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa multiple, en cepas de E. coli que provienen
de muestras nosocomiales.
Detectar la presencia de genes diarreagénicos en cepas de E. coli aisladas de muestras
nosocomiales mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Detectar el gen mcr-1, asociado con la resistencia a la colistina en cepas de E. coli aisladas
de muestras nosocomiales mediante la reaccion en cadena de la polimerasa multiple.
Asociar los perfiles de resistencia antimicrobiana obtenidos por métodos fenotipicos y la
presencia de genes de resistencia especificos en cepas bacterianas de E. coli provenientes de

muestras nosocomiales.
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HIPOTESIS
Existe concomitancia entre los genes que codifican B-Lactamasas y el gen resistente
de la colistina con genes diarreagénicos en cepas de Escherichia coli aisladas de muestras

nosocomiales.



VARIABLES

Tipo de muestras (orina, sangre, secrecion)

Genes de resistencia a B-lactdmicos (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaKPC, blaNDM,
blaVIM, y blaIMP).

Gen de resistencia a la colistina (mcr-1).

Genes diarreagénicos (stla, stlb, It, eaeA, ipaH, aggR, stx1, stx2 y daaD).
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CAPITULOI:
MARCO TEORICO.
1.1. ANTECEDENTES DEL TEMA DE ESTUDIO
1.1.1. ANTEDENTES INTERNACIONALES

El-Hariri, et al. (2023), en su estudio titulado "Phenotypic and molecular
characterization of ESBL producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae among
Lebanese patients ", obtuvo 152 aislados de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE
del Hospital Geitaoui en Beirut entre septiembre de 2019 y octubre de 2020. La produccion
de BLEE se confirm6 mediante la prueba de sinergia con discos dobles, y la susceptibilidad
antibiotica se determind mediante el método de difusion en disco. Ademas, us6 PCR
multiplex para detectar los genes de BLEE (blaTEM, blaCTX-M, y blaSHV). Todos los
aislados fueron productores de BLEE. Todos los aislados mostraron resistencia a cefotaxima,
cefuroxima, ampicilina y piperacilina, pero wuna baja susceptibilidad a
trimetoprima/sulfametoxazol y ciprofloxacina, contrariamente la mayor parte de las
muestras evaluadas fueron susceptibles a ertapenem, imipenem y amikacina. Los genes de
BLEE fueron detectados en el 39.67% de los aislados de E. coli y el 58.06% de K.
pneumoniae. El gen mas prevalente fue blaTEM (25%), seguido de blaCTX-M (19.08%)
y blaSHV (16.45%). Concluye que el imipenem y ertapenem son los medicamentos mas
efectivos para tratar a los productores de ESBL, pero se deben implementar programas de
control de antibioticos para combatir la resistencia antimicrobiana.

Nasrollahian et al. (2024), en el analisis que hace en la publicacion titulada “A review
of the mechanisms that confer antibiotic resistance in pathotypes of Escherichia coli”,
menciona que, aunque E. coli es una bacteria ampliamente reconocida que vive en armonia
con su huésped, existen numerosas cepas peligrosas de E. coli. Ciertas cepas se han adaptado

a su entorno y han desarrollado factores de virulencia particulares que mejoran su capacidad



para adaptarse a nuevos ambientes, lo que les permite causar una variedad de enfermedades,
incluidas infecciones intestinales y extraintestinales. La clasificacion de las E. coli patogenas
incluye: E. coli productoras de toxinas Shiga (ECST), enterohemorragicas (ECEH),
enteropatogenos (ECEP), enteroagregativa (ECEA), de adherencia difusa (ECDA),
Shigella/E. coli enteroinvasiva (ECEI), enterotoxigénicas (ECET) y adherente-invasiva
(ECAI). La diarrea infecciosa, aunque se asocia con una mortalidad moderada y suele ser
menos grave en paises industrializados, afecta a muchas personas y representa una carga
significativa para la salud publica. Concluye que las cepas multirresistentes (MDR) de E.
coli surgieron gracias a la capacidad innata de esta bacteria para absorber material genético
de otras especies bacterianas al inicio de la era de los antibitticos. A medida que se utilizaron
mas antibioticos, las cepas resistentes principales continuaron bajo presion selectiva, y se
seleccionaron nuevas cepas resistentes que habian adquirido resistencia a través de la

transferencia horizontal de genes o mutaciones espontaneas.

Fraccalvieri et al. (2025), en la publicacion “Isolation and Characterization of
Colistin-Resistant Enterobacteriaceae from Foods in Two Italian Regions in the South of
Italy” evalud la prevalencia y caracteristicas de la familia Enterobacteriaceae resistentes a
colistina en alimentos crudos y listos para el consumo en dos regiones de Italia (Apulia y
Basilicata). De 1000 muestras analizadas, el 4,4% presento bacterias resistentes a colistina,
principalmente del género Enterobacter (60%), seguido por Moellerella wisconsensis,
Atlantibacter hermannii, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. Los andlisis gendmicos
llevados a cabo y de susceptibilidad antimicrobiana mostraron altos niveles de resistencia a
B-lactamicos y un perfil multirresistente (MDR) en la mayoria de los aislados. Siete portaban
genes mcr (mer-1, mer-9 y mer-10), este estudio resalta la presencia de multiples
mecanismos de resistencia, incluidos los genes mcr, y subraya el riesgo potencial que

representan estas bacterias para la salud humana. La presencia de los genes mer-1 en E. coli
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y mer-9 y mer-10 en especies de Enterobacter sugiere un trasvase horizontal de resistencia,

facilitado frecuentemente por plasmidos.

1.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Quino et al. (2020), en su estudio "Resistoma y gendmica comparativa de aislados
clinicos de Escherichia coli diarreagénica en Lima, Per", secuenciaron el genoma de
catorce aislamientos de Escherichia coli diarreagénica (ECD) del banco de cepas del
Instituto Nacional de Salud (INS). El objetivo fue explorar sus caracteristicas gendmicas
relacionadas con la resistencia antimicrobiana y realizar andlisis comparativos. Identificaron
varios determinantes de resistencia antimicrobiana, destacando la presencia de genes que
codifican B-lactamasas y mutaciones asociadas con la resistencia a quinolonas. Ademas, los
aislamientos de este patotipo estaban agrupados en diferentes filogrupos genéticos. El
analisis de gendmica comparativa reveld una mayor similitud genética entre aislamientos de
este patotipo y filogrupo. Estos aislamientos de ECD exhiben resistencia a multiples
farmacos y muestran una diversidad molecular y filogenética significativa entre diferentes
patotipos y filogrupos.

Loyola et al. (2021), en la publicacion "Antimicrobial Resistance Patterns and
Dynamics of Extended-Spectrum B-Lactamase-Producing Uropathogenic Escherichia coli
in Cusco, Pert" analiza la prevalencia y patrones de resistencia antimicrobiana de E. coli
uropatogena productora de P-lactamasa de espectro extendido (BLEE) en el Hospital
Antonio Lorena. Destaca que las cepas de E. coli productoras de BLEE en infecciones del
tracto urinario muestran una resistencia elevada a los antibioticos de uso comun, como
cefalosporinas y fluoroquinolonas. Esto limita las opciones de tratamiento y representa un
desafio para el control de infecciones en la region. El andlisis dinamico revela una creciente

diseminacion de genes de resistencia, lo que sugiere que las estrategias locales de manejo de



antibioticos deben revisarse. El trabajo enfatiza la necesidad de una vigilancia continua y
medidas preventivas para controlar la propagacion de estas cepas resistentes en Cusco y otras
areas con recursos limitados.

Marcos-Carbajal et al., (2021) en la publicacion “Caracterizacion microbiologica y
molecular de la resistencia antimicrobiana de Escherichia coli uropatogenas de hospitales
publicos peruanos”, basa su estudio en 70 aislamientos de E. coli obtenidos de pacientes
ambulatorios de ocho hospitales publicos del Pert (Cusco, Huancavelica, La Libertad,
Loreto, Madre de Dios, Puno, San Martin y Tumbes.). E1 65,7% de los aislamientos present6
un perfil multidrogorresistente (MDR) y el 55,7% fue productor de 3-lactamasas de espectro
extendido (BLEE). Se observaron altos niveles de resistencia frente a ampicilina (77,1%),
ciprofloxacina (74,3%) y trimetoprim/sulfametoxazol (62,9%). Ademas, se detectaron cepas
resistentes a colistina, aunque no se hallo resistencia a carbapenémicos. Los genes mas
frecuentes fueron blaTEM (31,4%), seguido de blaCTX-M (18,6%) y blaSHV (2,9%). Se
identificaron discrepancias entre los resultados fenotipicos y genotipicos, evidenciando
limitaciones en la sensibilidad de los métodos fenotipicos empleados para detectar BLEE.
Algunos aislamientos clasificados como no BLEE presentaron genes asociados a esta
resistencia, lo cual subraya la necesidad de incorporar métodos moleculares mas sensibles,
e incluso secuenciamiento, para una caracterizacion precisa. Aunque no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas por sexo, los aislados de pacientes masculinos
mostraron mayores niveles de resistencia a multiples antimicrobianos.

Boolchandani et al., (2022) en el estudio “Impact of international travel and diarrhea
on gut microbiome and resistome”, el estudio evaluo el impacto del viaje internacional y la
diarrea del viajero sobre el microbioma intestinal y el resistoma en una cohorte de 159
estudiantes internacionales que visitaron Cusco, Peru. Se recolectaron 718 muestras fecales

longitudinales y se analizaron mediante secuenciaciéon de nueva generacion (NGS). Se
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observo que, aunque la composicion del microbioma intestinal cambid durante el viaje, la
diversidad taxondmica se mantuvo estable. Sin embargo, los episodios de diarrea alteraron
esta estabilidad y se asociaron con un aumento sostenido en la abundancia de genes de
resistencia antimicrobiana. Se identificaron taxones diferenciales entre muestras con y sin
diarrea, los cuales permitieron desarrollar un modelo de clasificacion para distinguir ambos
estados. Ademas, el analisis genomico de 212 cepas de E. coli diarreagénicos mostrd una
mayor carga de genes de resistencia antimicrobiana en aislados de viajeros que presentaron
diarrea, en comparacion con aquellos sin sintomas. En conjunto, los hallazgos indican que,
aunque el microbioma intestinal de los viajeros muestra una capacidad para volver a su
estado original (resiliencia) frente a un desequilibrio en la composicién del microbioma
(disbiosis), la diarrea incrementa el riesgo de colonizacion por bacterias multirresistentes, lo
que representa una amenaza para la diseminacion global de la resistencia antimicrobiana.
Campo (2024), en el trabajo de tesis “Identificacion fenotipica y molecular (PCR) de
B-lactamasas tipo BLEE y Carbapenemasas en cepas de Klebsiella pnemoniae aislados de
pacientes intrahospitalarios en la ciudad de Cusco”, identifica a través de técnicas
bioquimicas y técnicas de biologia molecular la presencia de B-lactamasas tipo BLEE y
Carbapenemasas en 50 cepas de Klebsiella pneumoniae aislados de sangre, orina y
secreciones de pacientes de tres hospitales del Departamento de Cusco. Asi mismo
identifican la presencia de los genes B-lactamasas tipo BLEE: blaTEM, blaSHV, blaCTX-

M. También identifican genes para Carbapenemasas: blaKPC, blaNDM.

1.2. BASES TEORICAS
1.2.1. Escherichia coli: GENES DE VIRULENCIA Y PATOGENICIDAD.
Escherichia coli (E. coli) descrita inicialmente como Bacterium coli commune, por

el Pediatra alemén Theodor Escherich en 1885 (Foster-Nyarko E., et al., 2022), es uno de



los organismos mejor caracterizados en el mundo y ha sido estudiado extensivamente por
mas de un siglo. Este microorganismo fascinante y diverso estd adaptado a diferentes
condiciones ambientales, con mas de 15,000 genes hasta 75, 000 genes que conforman el
pangenoma de E. coli, otorgandole la capacidad de proliferar y sobrevivir en diversos
entornos (Hufnagel ez al., 2015; Denamur et al., 2021).

Existen diferentes factores de resistencia que han conferido a E. coli varios clones
altamente adaptados, los cuales han adquirido atributos especificos de virulencia,
permitiéndoles adaptarse a nuevos nichos y causar un amplio espectro de enfermedades.
Estos atributos de virulencia suelen codificarse en elementos genéticos moéviles que pueden
transferirse entre diferentes cepas, creando nuevas combinaciones de factores de virulencia.
Solo las combinaciones mas exitosas de estos factores han persistido, dando lugar a los
especificos 'patotipos' de E. coli (Blount, 2015; Nasrollahian et al., 2024), que pueden causar
enfermedades en individuos sanos, como enfermedad diarreica, infecciones del tracto
urinario (ITU), sepsis y meningitis (Kaper ef al., 2004; Nasrollahian et al., 2024).

Segin el grupo de determinantes de virulencia adquiridos, se han formado
combinaciones especificas que determinan los patotipos de E. coli conocidos colectivamente
como E. coli diarreagénicos (ECD). Los patotipos de ECD difieren en sus sitios de
colonizacion preferencial del huésped, mecanismos de virulencia, sintomas y consecuencias
clinicas resultantes, y se clasifican como: E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli
enterohemorragica (productora de toxina Shiga) (ECEH/ECST), E. coli enteroagregativa
(ECEA), E. coli enterotoxigénica (ECET) y E. coli enteroinvasiva (ECEI). Cada uno de estos
patotipos representa un grupo de clones que comparten factores de virulencia especificos
(Gomes et al.,2016; Nataro & Kaper, 1998; Nasrollahian et al., 2024). Ademas, ciertas cepas
de E. coli clasificadas como patotipo E. coli adherente invasiva (ECAI) son potenciales

agentes causantes de la enfermedad de Crohn (Gomes ef al., 2016; Nasrollahian et al., 2024).



La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria intestinal (EII) causada por una
combinacion de factores genéticos, microbiota intestinal, factores ambientales y patogenos
entéricos (Gomes et al., 2016)

La versatilidad del genoma de E. coli se debe principalmente a dos configuraciones
genéticas: plasmidos relacionados con la virulencia e islas de patogenicidad cromosomica.
Se ha demostrado que los seis patotipos de E. coli diarreagénicos descritos, poseen al menos
una propiedad relacionada con la virulencia en un pldsmido (Nataro & Kaper, 1998;
Nasrollahian et al., 2024).

Las cepas ECET, ECEP, ECEA y ECEH suelen presentar familias de pldsmidos
altamente conservadas, cada una de las cuales codifica multiples factores de virulencia. Los
genes de la virulencia cromosoémica de EPEC y ECEH se organizan en islas de
patogenicidad, mientras que la colonizacién y supervivencia de ECEI en la barrera
gastrointestinal depende de un pldsmido muy similar al de Shigella. En este proceso, estan
involucrados multiples genes bacterianos, tanto cromosémicos como plasmidicos (Nataro &
Kaper, 1998; Gomes ef al., 2016; Denamur et al., 2021). En la cepa ECDA, estos genes se
pueden encontrar en el cromosoma bacteriano o en un plasmido (Nataro & Kaper, 1998;
Denamur et al., 2021).

Algunas cepas de E. coli también pueden causar enfermedades extraintestinales,
agrupadas como E. coli Patogénica Extraintestinal (ECPEx), que incluye cepas
uropatogénicas (UPEC), asociadas a meningitis neonatal y causantes de sepsis (Hufnagel ef
al., 2015; Nasrollahian et al., 2024).

1.2.2. B-LACTAMASAS.

Las B-lactamasas son enzimas producidas por bacterias como algunas cepas de E.

coli, Klebsiella pneumoniae y otros patdogenos, que pueden hidrolizar el anillo B-lactdmico,

desactivando el antibidtico y haciéndolo ineficaz.



La nomenclatura de las B-lactamasas se basa en dos sistemas principales: la
clasificacion funcional de Bush-Jacoby-Medieros (Paterson et al., 2005; Bush, 2018) y la
clasificacion molecular de Ambler, que clasifica las B-lactamasas segun las secuencias de
aminoacidos, resultando en enzimas de clase A, B, C y D (Paterson et al., 2005; Diene et al.,

2014) (Figura 1).

Figura 1.
Clasificacion funcional de Bush-Jacoby-Medeiros.

Fuente (Bush, 2018).

E.D.T.A= acido etilen diamino tetra acético, P= Penicilina, Cp= Cepfalosporina, , E=
Cefalosporina de Expectro Extendido, M= Monobactam, Cb= Carbapenem, PC-1=
hidrolizacion de la penicilina, blaTEM= Temoneira, blaSHV= sulfhydryl variable, blaCTX-M=
cefotaxima-Concentracion Minima inhibitoria, CARB= carbenicilina-hidrolizante, AmpC=
serina-betalactamasa, SME= hidroxilacion de carbapenem, blaOXA= Oxacilina, KPC=
Klebsiella pneumoniae carbapenemasa, blaIMP= Imipenem metallo-f-lactamasa, blaNDM=
Nueva Delhi Metalo-p-lactamasa, blaVIM= Verona integron-codificada metalo-f-lactamas.



La actividad de las B-lactamasas constituye el principal mecanismo de resistencia de
las bacterias a los antibidticos B-lactamicos, dirigiéndose especificamente a la hidrélisis de
la unién B-lactama del anillo B-lactdmico, produciendo un compuesto acido sin actividad
antibacteriana. Una proporcidon importante de las f-lactamasas descritas hasta el momento
esta codificada por genes ubicados en plasmidos (Zemelman et al., 2002; Nasrollahian et al.,
2024).

En bacilos Gram negativos, las B-lactamasas de los grupos Temoneira (TEM)
(especialmente en Escherichia coli) y sulthydryl variable (SHV) (especialmente en
Klebsiella pneumoniae) son las mas frecuentes. Las B-lactamasas TEM-1, TEM-2 (grupo
TEM) y SHV-1 (grupo SHV) pueden hidrolizar bencilpenicilina, aminopenicilinas
(ampicilina y amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) vy
ureidopenicilinas (piperacilina), pero no tienen accion hidrolitica significativa sobre
cefalosporinas. Sin embargo, el uso desmedido de estos antibidticos ha favorecido el
desarrollo de cepas bacterianas que producen nuevas variedades de P-lactamasas de los
grupos cefotaxima-Munich (blaCTX-M) asi como blaTEM y blaSHV, que pueden
hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion (CF3G), denominadas “P-lactamasas de
espectro extendido” (BLEE) (Zemelman et al., 2002; El-Hariri et al., 2023).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), como enzimas plasmidicas, son
eficientemente inhibidas por el 4cido clavulénico. Esta propiedad ha permitido el disefio de
métodos para detectarlas mediante la produccion de un fendmeno sinérgico entre una
cefalosporina de tercera generacion (CF3G), como ceftazidima o cefotaxima, y acido
clavulanico en ensayos de difusion en agar utilizando discos impregnados con estos
compuestos (Zemelman et al., 2002).

La Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC), es una enzima y segun la

clasificacion de Ambler pertenece a clase A (Diene & Rolain, 2014). Es la carbapenemasa



mas comun producida por E coli y las especies de la familia enterobacteriaceae. El gen
blaKPC se transporta en un elemento genético movil y confiere resistencia a los
carbapenems (Figura 2).

Desde que se informd por primera vez en 2001 se ha documentado varias
Enterobacteriaceae, incluidas Klebsiella. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli,
Serratia marcescens, Proteus mirabilis y Citrobacter, Enterobacter y Salmonella sp.
(Limbago ef al., 2011; Lee et al., 2022), otro grupo de carbapenemasas, son las metalo-3-
lactamasas (MBL) de clase B segln la clasificacion de Ambler, tienen gran importancia
clinica en todo el mundo. Los MBL pueden conferir resistencia a los carbapenems y a todos
los agentes B-lactdmicos, excepto el aztreonam, aunque muchas cepas productoras de MBL
tienen mecanismos de resistencia adicionales (por ejemplo, B-lactamasas de espectro
extendido - BLEE) que las hacen resistentes al Aztreonam, a diferencia de blaKPC, los
MBL no se habian reconocido previamente como mecanismos de resistencia a los
carbapenems entre Enterobacteriaceae, aunque se han encontrado en Pseudomonas
aeruginosa. Recientemente, dos enzimas MBL diferentes: Imipenem metallo-f-lactamasa
(blaIMP), Nueva Delhi Metalo-B-lactamasa (blaNDM) y Verona integron-codificada
metalo-B-lactamasa (blaVIM), han sido reportadas entre Enterobacteriaceae (Limbago et
al.,2011; Lee et al., 2022).

La colistina, también conocida como polimixina E, es un polipéptido que fue aislado
de Paenibacillus polymixa sbsp colistinus. Las polimixinas tienen actividad contra la
mayoria de las bacterias Gramnegativas, actiia desestabilizando los lipopolisacaridos (LPS)
de la membrana externa bacteriana, aumentando la permeabilidad de la membrana
bacteriana, conduciendo a una fuga del contenido citoplasmatico y finalmente causa la
muerte celular. Otro mecanismo antibacteriano de las polimixinas es la neutralizacion de la

endotoxina, que corresponde a la porcion de lipido A del LPS; las polimixinas pueden unirse
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y neutralizar esta molécula liberada durante la lisis celular (Poirel et al., 2017; Mondal et al.,
2024).

Debido a su actividad antimicrobiana, la colistina, ha sido utilizada tanto en medicina
humana como veterinaria, por mas de 50 afos, aunque su uso parenteral en humanos ha sido
limitado por su nefrotoxicidad y neurotoxicidad. En los ultimos afos, el uso de este
antibiotico en humanos ha resurgido como una opcién de tratamiento de tltima linea para
los organismos resistentes a multiples antimicrobianos, sobre todo debido a la apariciéon y

Figura 2.
Clasificacion Molecular de Ambler.

Fuente: Arbol filogenético de los genes de metalocarbapenemasas y serina
carbapenemasas con su porcentaje medio de contenido de Guanina y Citocina (GC), segun
grupos y propiedades fenotipicas (Diene, 2014).
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propagacion de la resistencia a los carbapenems, habiéndose denominado "un
antimicrobiano de ultimo recurso" (Mondal ef al., 2024).

El aumento del uso de colistina para tratar bacterias resistentes a carbapenems en
humanos ha llevado a un incremento en la resistencia a la colistina debido a mutaciones
puntuales cromosémicas que causan cambios en el lipido A de los lipopolisacaridos.
Ademas, la colistina ha sido utilizada globalmente en la produccion ganadera, especialmente
en la produccion de cerdos, para prevenir o tratar infecciones asociadas con
Enterobacteriaceae, asi como en promotores de crecimiento en paises como China, India y
Vietnam. Este uso extensivo en la produccion animal ha contribuido al desarrollo de la
resistencia (Maciuca et al., 2019; Mondal et al., 2024). La resistencia mediada por plasmidos
a la colistina mediante el transporte del gen mer-1 tanto en E. coli como en Klebsiella
pneumoniae puede ser transferida horizontalmente (Shafiq et al., 2019; Mondal et al., 2024).

Poco después del descubrimiento de mer-1, se identificaron otras variantes como
mcer-2 y mer-3 en aislados de E. coli bovinos y porcinos de Bélgica y China, seguidos por
mcer-4 en E. coli y Salmonella sp. de cerdos en Italia, Bélgica y Espafia, y mer-5 en
Salmonella paratyphi B de aves de corral en Alemania. Ademas, se identificaron mer-6 en
Moraxella sp. de cerdos sanos y mer-7 en aislados de K. pneumoniae recuperados de pollos
en China, lo que indica que los animales de granja son un reservorio potencial de resistencia

a la colistina mediada por plasmidos (Maciuca et al., 2019; Mondal et al., 2024).
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CAPITULO 1L
MATERIALES Y METODOS.
2.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Las cepas de E. coli utilizadas en la presente investigacion fueron proporcionadas
por el banco de cepas del NAMRU-SOUTH, a través de un convenio cooperativo de
investigacion y desarrollo (CRADA) (Anexo 1), firmado el 06 de octubre del 2023. Las
cepas cedidas son las siguientes:

74 cepas del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN).

12 cepas del Hospital Central de la Fuerza Aérea Peruana (FAP).

6 cepas del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM)

7 cepas de Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion (HNDAC)

1 cepa del Centro Médico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara (CEMENA)
ATCC 25922 Escherichia coli, cepa de referencia sin resistencia a genes especificos.
ATCC 35401: Escherichia coli enterotoxigénica cepa portadora de los genes It, st
ATCC 43887: Escherichia coli enteropatogénica cepa portadora del gen eacA
ECDA Escherichia coli difusamente adherente cepa portadora del gen daaD

ATCC 29552: Escherichia coli enteroagregativa cepa portadora del gen aggR
ATCC 43894: Escherichia coli enterohemorragica cepa portadora de los genes stx1, stx2 y
eacA

ATCC 43893: Escherichia coli enteroinvasiva cepa portadora del gen ipaH

NCTC 13476 Escherichia coli: cepa portadora del gen blaIMP

ATCC 13437 Pseudomonas aeruginosa: cepa portadora del gen blaVIM

ATCC BAA 2146 Klebsiella pneumoniae: cepa portadora del gen blaNDM

ATCC BAA 1705 Klebsiella pneumoniae: cepa portadora del gen blaKPC

NCTC 13846 Escherichia coli: cepa portadora del gen mer-1 (resistencia a colistina).
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- ATCC 35218 Escherichia coli: cepa portadora del gen blaTEM (B-lactamasa).

- ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae: cepa portadora del gen blaSHV (B-lactamasa).

- NSH 0298 Escherichia coli: cepa portadora de los genes blaCTX-M y blaTEM (B-
lactamasas).

2.2. MATERIALES DE LABORATORIO

2.2.1. MATERIAL DE VIDRIO

- Matraces Erlenmeyer, de 1000 ml.

- Probetas graduadas, de 100 ml. y 500ml.

- Frascos de vidrio de 1 litro.

2.2.2. MATERIAL DE PLASTICO

- Asasy agujas de siembra estériles descartables.

- Gradillas para microtubos

- Qradillas para tubos de ensayo

- Placas Petri de 100 mm x 15 mm

- Placas Petri de 150 mm x 15 mm

- Reservorios para ensayos de ELISA.

- Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml

- Tubos de PCR de 0,2 ml

- Puntas para micropipetas de 0.5-10uL, 1-20puL, 10-100pnL, 10-200pnL, 100-1000uL.

Bolsa de descarte

2.3. REACTIVOS

- AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X (Incluye PCR tampon: 25 mM MgCl2, dNTPs, Tris—
HCl y KCI) (Applied BioSystems)

- BTS (Estandar Bacteriano de la prueba), Bruker

- Marcador de peso molecular conocido 100pb (BioRad)
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Marcador de peso molecular conocido 123pb (BioRad)

Matrix (Bruker matrix HCCA, portioned)

Solucion de hipoclorito 10%

Solucion Salina 0.85%

SYBR Safe (Invitrogen)

Tampon de cargado de muestra (Loading Buffer) (BioRad)

Tampon Tris Borato EDTA 1X (1 M Tris, 0.9 M boric acid, and 0.01 M EDTA) (Invitrogen)
Agarosa

2.4. MEDIOS DE CULTIVO

Agar MacConkey, (Becton-Dickinson)

Agar Mueller Hinton (Becton-Dickinson)

ComASP Colistin Kit (Liofilchem)

2.5. PROGRAMAS INFORMATICOS

BioRender (https://biorender.com/)

MALDI Biotyper 2.0

Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)
Software Image Lab 6.0.1 (BioRad)

2.6. EQUIPOS

Agitador (Vortex Genie 2, Thermo Fisher Scientific)

Autoclave (SterilElite 40 L, Thermo Fisher Scientific)

Cabina de flujo laminar (BSL2, Labconco)

Cabina para PCR (UVC/T-M-AR, Thermo Fisher Scientific)

Camara Electroforética horizontal y accesorios (OWL D2, Thermo Fisher Scientific)
Centrifuga (5804R, Eppendorf)

Congelador (TSX, Thermo Scientific)
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- Densitometro (DEN1, Liofilmchem)

- Espectrofotometro (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific)

- Espectrémetro de masas MALDI-ToF MS (Microflex, Bruker)

- Fuente de poder (power pack basic, BioRad)

- Fotodocumentador de imagenes (Gel Doc EZ, BioRad)

- Incubadora (MaxyQ, Thermo Fisher Scientific)

- Micropipetas de 0.5-10 pl, 10-200 pl y 100-1000 pl (Axypet, Axygen)

- Micropipeta Multicanal 30-300 pL (Axypet, Axygen)

- Refrigeradora (FBG, Thermo Fisher Scientific)

- Termociclador (Veriti, Applied BioSystems)

Bloque de calor seco (KF APEX 96, Thermo Fisher Scientific)

2.7. OTROS MATERIALES

- Alcohol 70%

- Bioplaca (MBT Biotarget 96)

- Cebadores especificos (Biosearch):

stla-F: SSTTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAA3’ (ECET)

stla-R: 5>GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG3’ (ECET)
stlb-F: 5’TGCTAAACCAGTAGAGTCTTCAAAA3’ ECET)
StIb-R: 5’"GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG3’ (ECET)
Lt-F: TCTCTATGTGCATACGGAGC3’ (ECET)

Lt-R: 5’CCATACTGATTGCCGCAAT3’ (ECET)

eacA-F: S’ATGCTTAGTGCTGGTTTAGG3’ (ECEP)

eacA-R: 5S’GCCTTCATCATTTCGCTTTC3’ (ECEP)

daaD-F: 5TGAACGGGAGTATAAGGAAGATG3’ (ECDA)
daaD-R: 5>GTCCGCCATCACATCAAAA3’ (ECDA)

IpaH-F: S>GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC3’ (ECEI)
IpaH-R: 5’ GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC3’ (ECEI)
AggR-F: 55CGAAAAAGAGATTATAAAAATTAAC3’ (ECEA)

16



AggR-R: 5’GCTTCCTTCTTTTGTGTAT3’ (ECEA)

stx1-F: >CTGGATTTAATGTCGCATAGTG3’ (ECEH)

stx1-R: 5’AGAACGCCCACTGAGATCATC3’ (ECEH)

stx2-F: 5’GGCACTGTCTGAAACTGCTCC3’ (ECEH)

stx2-R: 5’TCGCCAGTTATCTGACATTCTG3’ (ECEH)
blaCTX-M-F: 5>’TCTTCCAGAATAAGGAATCCC3’ (BL-GrupoA)
blaCTX-M-R: 5’CCGTTTCCGCTATTACAAAC3’ (BL-GrupoA)
blaTEM-F: 5’TCCGCTCATGAGACAATAACC3’ (BL-GrupoA
blaTEM-R: 5’ATAATACCGCACCACATAGCAG3’ (BL-GrupoA)
blaSHV-F: ’TACCATGAGCGATAACAGCG3’ (BL-GrupoA)
blaSHV-R: S’GATTTGCTGATTTCGCTCGG3’ (BL-GrupoA)
blaIMP-F: 5’ GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC3’ (BL-GrupoB)
blaIMP-R: 5>GGTTTAAYAAAACAACCACC3’ (BL-GrupoB)
blaVIM-F: 5’GATGGTGTTTGGTCGCATA3’ (BL-GrupoB)
blaVIM-R: 5’>CGAATGCGCAGCACCAG3’ (BL-GrupoB)
blaNDM-F: 5’GGTTTGGCGATCTGGTTTTC3’ (BL-GrupoB)
blaNDM-R: 5’CGGAATGGCTCATCACGATC3’ (BL-GrupoB)
blaKPC-F: 5’>CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG3’ (BL-GrupoA)
blaKPC-R: 5>CTTGTCATCCTTGTTAGGCG3’ (BL-GrupoA)
mcr-1 CLR-F: ’CGGTCAGTCCGTTTGTTC3’ (Colistina)
mcr-1 CLR-R: S’CTTGGTCGGTCTGTAGGG3’ (Colistina)

- Discos de sensibilidad (BD BBL Sensi Disc)

Amoxicilina-clavulanato 20/10pug (AMC)
Ceftazidima-avibactam 30/20ug (CZA)
Imipenem-relebactam 10/25ug (IMR)
Meropenem- vaborbactam 20/10pg (MEV)
Piperacillina- tazobactam 100/10pug (TZP)
Ticarcillina-clavulanato 75/10pug (TIM)
Cefotaxima-clavulanato (CTX/CLA)
Ceftazidima-clavulanato (CAZ/CLA)
Amikacina 30pg (AN)

Aztreonam 30ug (ATM)

Cefepima 30ug (FEP)
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» (Cefotaxima 30pg (CTX)
= (Ceftriaxona 30ug (CRO)
= (Ceftazidima 30ug (CAZ)
= Ciprofloxacina Sug (CIP)
* Ertapenem 10pg (ETP)

* Gentamicina 10pg (GM)
* Imipenem 10ug (IPM)

*  Minocyclina 30pg (MI)

» Tetracyclina 30ug (TE)

» Tobramicina 10pug (NN)
* Trimethoprima- sulfamethoxazol 1.25/23.75ug (SXT)

Guantes
Hisopos de algodon estériles
Mandil de laboratorio
Mechero Bunsen
Papel toalla
Pinzas
2.7. METODOS
2.7.1. LUGAR DE EJECUCION
El desarrollo del presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de
Bacteriologia del Naval Medical Research Unit SOUTH (NAMRU-S), ubicado en la Av.
Venezuela S/N cuadra 36, dentro del Centro Médico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara
(CEMENA).
2.7.2. TIPO DE ESTUDIO.
Este trabajo de investigacion es del tipo descriptivo.
2.7.3. MUESTREO
El muestreo es no probabilistico de tipo por conveniencia, en el cual se utilizaron

100 cepas de E. coli, que deben cumplir con los siguientes criterios de inclusion: tener el
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codigo NSC, estar identificadas como E. coli, no proceder de heces y ser seleccionadas entre
marzo de 2014 y junio de 2017, debido a las autorizaciones otorgadas del protocolo de
investigacion "Vigilancia y caracterizacion de los factores moleculares de resistencia de
patogenos bacterianos en US SOUTHCOM AOR" con numero de protocolo
NAMRU6.2017.0012, y mediante el cual, se lleva a cabo la vigilancia de la resistencia a
diferentes antibioticos, principalmente en muestras del grupo ESKAPE-E (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae y Escherichia coli), todas ellas
provenientes de entornos nosocomiales. El presente trabajo de investigacion sigue el flujo

de trabajo descrito en la Figura 3.
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Figura 3.
Flujograma de trabajo.

Vs

Cepa crioconservada de Escherichia coli ]

-

Reactivar la cepa sembrando en agar Mac Conkey }
-

[ Comprobar identidad de cepas ] Susceptibilidad en p laca'de Extraccion ,d?l material
cada una de las cepas mediante L genético
Kirby-bauer

( Empleando la técnica del shock )
térmico se obtendra el ADN de
q cada una dge las cepas )

La identificacion mediante
Espectrometria de masa
(MALDI ToF)

T, N
Preparacion de cada una de las
mezclas maestras para cada

PCR multiple Y, / Las cepas positivas\
al gen mcr-1 de la
) ., ., ) colistina por PCR
Amplificacion, revelacion y se haré la

analisis de cada uno de los
genes estudiados

susceptibilidad en

k microplaca. /

20



2.7.4. REACTIVACION DE LAS CEPAS CRIOCONSERVADAS

Las cepas seleccionadas de Escherichia coli se conservaron individualmente a -80°C
en criotubos de 2 ml, utilizando caldo Tripticasa Soya suplementado con un 10% de glicerol
como crioprotector. Para su reactivacion, se toma una alicuota de 10 pl con un asa de siembra
y se inocula en un medio selectivo de MacConkey. La siembra se realiza por agotamiento,
distribuyendo el inoculo sobre la superficie del medio de cultivo para obtener colonias
aisladas.

El agar MacConkey es un medio selectivo que permite diferenciar los organismos
Gramnegativos en funcién de su capacidad para fermentar lactosa. La fermentacion de
lactosa produce acidos organicos, como el acido lactico, que disminuye el pH del medio. El
agar MacConkey contiene rojo neutro (indicador de pH) que se vuelve rosado en condiciones
acidas. Por lo tanto, las bacterias gramnegativas que fermentan lactosa formaran colonias
rosadas, mientras que aquellas que no fermentan lactosa formardn colonias opacas y
blanquecinas. Este medio es una herramienta eficaz para diferenciar y aislar especies
bacterianas Gramnegativas fermentadoras de lactosa a partir de las muestras.

Los componentes clave del medio MacConkey incluyen colorante cristal violeta,
sales biliares, lactosa y rojo neutro. El cristal violeta y las sales biliares inhiben el
crecimiento de bacterias Grampositivas, mientras que la lactosa actia como fuente de
fermentacion. El agar también contiene nutrientes esenciales para el crecimiento de
microorganismos. En el caso de E. coli, las colonias apareceran de color rojo o rosa, no
mucoides, redondas, con borde regular y acompafiadas de un precipitado opaco de sales
biliares (indicando una fermentacién positiva de lactosa). Por el contrario, si las colonias no
fermentan lactosa, seran de color opaco, no mucoides, redondas, con borde regular y sin
precipitado de sales biliares (indicando una fermentacién negativa de lactosa). (Jung &

Hoilat, 2023).
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2.7.5. IDENTIFICACION PROTEINICA DE LAS MUESTRAS

2.7.5.1. IDENTIFICACION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LAS

CEPAS SELECCIONADAS.

La espectrometria de masas de tiempo de vuelo de desorcion/ionizacion asistida por
matriz (Matrix-Assisted Laser Desorption and ionization time of flight Mass spectrometry:
MALDI-TOF MS) (Dingle & Butler-Wu, 2013), es una metodologia rapida y potente que se
estd adoptando en los laboratorios de microbiologia clinica para la identificacion de
microorganismos.

El procedimiento detallado que sigue esta técnica es el siguiente:

A. Preparacion de los reactivos: Se realizd de acuerdo con el protocolo establecido por el
fabricante (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemania), utilizando la matriz denominada Bruker
HCCA, que se compone de 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico. Se le debe agregar 250 pL de
solvente organico (acetonitrilo 50%, agua 47.5% y 4cido trifluoroacético 2.5%). Con la tapa
del tubo bien asegurada, la mezcla se lleva a la mezcladora o vortex hasta disolver
completamente todos los cristales. Para el estandar de prueba bacteriano (BTS, por sus siglas
en inglés), que sirve para la calibraciéon de masa, se reconstituye con 50 pL del solvente
organico. El BTS contiene un perfil proteico alfa tipico de Escherichia coli DHS y dos
proteinas adicionales.

B. Preparacion de la muestra: A partir de una colonia fresca en agar MacConkey y con la
ayuda de una aguja de siembra, se toma una pequefia cantidad de la colonia y se deposita
directamente sobre la placa de acero de anélisis (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemania) por
duplicado, formando una delgada pelicula. Sobre esta se aplica 1 pL de la solucién matriz
HCCA vy se deja secar a temperatura ambiente.

La matriz cumple dos roles fundamentales: expone las proteinas intracelulares

mediante la ruptura de la membrana celular y facilita la vaporizacion y la ionizacion de las
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proteinas mediante un haz de laser pulsante. Los espectros se calibraron utilizando el BTS
(Bruker Daltonics®), aplicando 1 puL por duplicado sobre la placa, y una vez secos, se afade
1 uL de la matriz HCCA. El registro de cada muestra por duplicado se anota en la hoja de
trabajo.

. Identificacion mediante la huella espectral: La placa se coloca en el equipo y el laser se
dispara hacia la muestra, ionizandola y acelerando las particulas cargadas a través de un
campo eléctrico. Esto permite obtener una relacion masa/carga (m/z) para cada proteina
ionizada de entre 2000 y 20,000 Daltons. Se mide cada punto usando 1000 disparos de laser
a 60 Hz en grupos de 40 disparos por area de muestra. El tiempo de vuelo (ToF) de cada
particula, que depende de su masa y carga, se mide con un detector. Se genera una huella
espectral especifica del organismo que se compara con miles de perfiles espectrales en una
base de datos para identificar el organismo.

. Analisis de los espectros: Finalmente, el registro de las muestras se introduce en el software
MBT Compass-2 y el andlisis se realizd utilizando el software flexControl (Bruker
Daltonics®, Bremen, Alemania). Este software permite visualizar el espectro para la
identificacion del microorganismo evaluado, y los picos obtenidos se comparan con la
biblioteca de referencia del MALDI y se les asigna un score. Se consideran validas las
identificaciones con score >1.700 para género y especie, segun los criterios aceptados por la
literatura internacional. El tiempo aproximado de lectura e interpretacion es de 1 minuto por
pocillo.

. Evaluacién de resultados: El sistema se clasifica en tres niveles, que se encuentran en la
Tabla 1, y son los siguientes:

Fiable a nivel de especie (relacion comparativa entre el perfil del microorganismo y la base
de datos >2)

Fiable a nivel de género (puntuacion >1.7 y <2)
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No fiable (puntuacion <1.7). Las identificaciones en esta ultima categoria se consideraran

fallidas.

Tabla 1.

Categorizacion empleada en la determinacion de la especie
Rango Interpretacion Simbolo Color
2.00—3.00 | Alta confiabilidad en la identificacion (+++) Verde
1.70 — 1.99 | Baja confiabilidad en la identificacion | (+)
0.00 — 1.69 | Identificacion del organismo no posible | (-) Rojo

Fuente: Propia

El flujo de trabajo se muestra en la Figura 4.

Figura 4.
Identificacion bacteriana mediante Maldi-ToF MS.

Fuente: Propia en base a sugerencia del fabricante
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2.7.6. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA
2.7.6.1. SUSCEPTIBILIDAD EN PLACA

La determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana se realizé mediante el método
de disco difusion o de Kirby-Bauer. Se usé un total de 22 agentes antimicrobianos,
agrupados en las siguientes categorias:

Antibioticos combinados p-lactamicos: Amoxicilina-clavulanato, Cefotaxima-
clavulanato, Ceftazidima-clavulanato, Ticarcilina-clavulanato, Imipenem-relebactam,
Piperacilina-tazobactam, Ceftazidima-avibactam, Meropenem-vaborbactam.
Cefalosporinas: Cefotaxima, Ceftazidima, Cefepima, Ceftriaxona.

Monobactamico: Aztreonam.

Carbapenémicos: Ertapenem, Imipenem.

Aminoglucésidos: Tobramicina, Amikacina, Gentamicina.

Tetraciclinas: Tetraciclina, Minociclina.

Fluoroquinolona: Ciprofloxacina.

Antagonista del folato: Trimetoprima-sulfametoxazol.

El procedimiento para determinar la susceptibilidad por la difusion en disco se
describe de acuerdo con el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) M100
(CLSL2025), y ala norma técnica N°30 del Instituto Nacional de Salud del Pera (INS, 2002).

El método que se empled es de suspension directa de la colonia y se describe a
continuacion:
2.7.6.2. PREPARACION DEL INOCULO

Se utilizaron cultivos frescos en agar Mac Conkey de las cepas de E. coli en estudio,
y con la ayuda de un hisopo de algodon estéril, se toman entre 5 a 7 colonias y se hace una
suspension en tubo que contiene 5 ml de 0.85% (peso/volumen) de solucion salina y se ajusta

la turbidez con ayuda de un densitémetro a 0.5 (£0.01) de la escala de McFarland.
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2.7.6.3. INOCULACION DE LA PLACA
Se utilizaron placas de 150 x 100 mm con Agar Mueller Hinton, como sigue:
Dentro de los 15 minutos después de ajustar la turbidez del inoculo, un hisopo estéril
fue sumergido en la suspension; se gira el hisopo varias veces presionando firmemente en la
pared interna del tubo por encima del nivel del liquido para eliminar el exceso de inoculo.
Sobre la superficie de la placa de agar Mueller Hinton, se desliza el hisopo en la
superficie en tres direcciones, y asegurar una distribucion uniforme del indculo.
Antes de colocar los discos, se dejo que la placa se seque a temperatura ambiente

durante 3 a 5 minutos para que se absorba el exceso de humedad.

2.7.6.4. APLICACION DE LOS DISCOS ANTIMICROBIANOS

Se emplearon dos plantillas para organizar la disposicion de los discos de
antibiograma: la placa de antibiograma N°1 (Figura 5, Tabla 2) y la placa de
antibiograma N°2 (Figura 6, Tabla 3). Estas plantillas se disefiaron para garantizar una
distribucion homogénea y equitativa de los discos (Figuras 5 y 6). Para cada muestra, se
utilizaron dos placas de 150 mm x 100 mm preparadas con agar Mueller Hinton. Los discos
se colocaron cuidadosamente sobre la superficie del agar utilizando pinzas estériles y
presionandolos suavemente para asegurar un contacto adecuado.

La distribucion de los discos fue uniforme, manteniendo una distancia minima de 25
mm entre ellos para prevenir la superposicion de las zonas de inhibicion. En el caso de la
prueba de sinergia, se siguid el esquema correspondiente a la plantilla de la placa de
antibiograma N°1 (Figura 5 y Tabla 2). Este procedimiento permitio evaluar la actividad

antimicrobiana y las interacciones entre los discos de forma precisa.
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Figura S.

Disposicion de la placa de antibiograma 1.

Tabla 2.

Agentes antimicrobianos usados en la placa de antibiograma N°I.
N° Agente antimicrobiano Contenido del Puntos de corte (mm) Abreviacién

disco (ng) S SDD I R CLSI

01 Amoxicilina-clavulanato 20/10 > 18 — 14-17 <13 AMC
02 Imipenem-relebactam 10/25 >25 — 2124~ <20 IMR
03 Ticarcillina-clavulanato 75/10 >20 — 15-19% <14 TIM
04 Cefepima 30 >25 19-24 — <18 FEP
05 Cefotaxima 30 >26 — 23-25" <22 CTX
06 Ceftriaxona 30 >23 - 2022~ <19 CRO
07 Ceftazidima 30 >21 — 1820~ <17 CAZ
08 Aztreonam 30 >21 - 1820~ <17 ATM
09 Ertapenem 10 >22 1921 <18 ETP
10 Tobramicina 10 >17 - 13-16~ <12 NN
11 Ciprofloxacina 5 > 26 — 2225 <21 CIP
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Figura 6.
Disposicion de la placa de antibiograma 2.

Tabla 3.
Agentes antimicrobianos usados en la placa de antibiograma N°2.

Contenido del Puntos de corte (mm)

Abreviacion

N° Agente antimicrobiano disco (ug) S | R CLSI
01 Ceftazidima-avibactam 30/20 >21 — <20 CZA
02 Meropenem- vaborbactam 20/10 >18 15-17" <14 MEV
03 Piperacillina- tazobactam 100/10 >25 2124~ <20 TZP

04 Cefotaxima-clavulanato 30/10 — — — CTX/CLA
05 Ceftazidima-clavulanato 30/10 — — — CAZ/CLA
06 Imipenem 10 >23  20-22" <19 IPM

07 Gentamicina 10 >18 1517 <14 GM

08 Amikacina 30 >20 17-19~ <16 AN

09 Tetracyclina 30 >15 12-14 <11 TE

10 Minocyclina 30 >16 13-15 <12 MI

11 Trimethoprima- sulfamethoxazol 1.25/23.75 >16 11-15 <10 SXT
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2.7.6.5. INCUBACION.

Las placas fueron incubadas de forma invertida y llevadas a la incubadora a 37 °C,
de 18 a 24 horas.
2.7.6.6. LECTURA DE LA ZONA DE INHIBICION

Con la ayuda de un vernier se midio los didmetros de las zonas de inhibicién
completas (incluido el didmetro del disco).

El punto final se considerd el 4rea sin crecimiento visible, sin incluir colonias muy
pequeiias que solo pueden detectarse con mucha dificultad en el borde de la zona.

Los diametros de las inhibiciones se interpretan de acuerdo con las tablas insertadas
en los discos de susceptibilidad. Esta informacion se basa en CLSI, pautas M100-S24.

Sin inhibicion, se considera el diametro del disco

Se anotaron los resultados.
2.7.6.7. INTERPRETACION

La susceptibilidad de cada cepa bacteriana usada en este estudio se informa como
sensible (S), intermedia (I) o resistente (R).

Cuando no hay inhibicion, se mide el didmetro del disco (6 mm) y el aislamiento se

considera resistente (R) (Figura 7).
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Figura 7.
Lectura e interpretacion de halos, expresado en milimetros (mm).

06 mm Resistente

~ 23 mm Sensible

} 10 mm Intermedio

==>

La interpretacion es especifica para cada antibiotico y microorganismo

Algunas cepas de E. coli son productoras de estas enzimas (BLEE), pueden presentar
halos de inhibicion lo suficientemente grandes como para ser clasificadas errbneamente
como sensibles a las Cefalosporinas de tercera generacion y a Aztreonam. Con el objeto de
superar esta dificultad, los diametros para Ceftazidima, Cefotaxima, Ceftriaxona y
Aztreonam que seran utilizados como test de tamizaje y que permiten sospechar la presencia
de estas enzimas: Si E. coli presenta halos de inhibicion, para al menos uno de estos
antibioticos, iguales o inferiores a los didmetros referidos en la Figura 8 debera realizarse
una prueba confirmatoria de la presencia de “betalactamasas de espectro extendido™. (INS,
2002).

El célculo de los puntos de corte o diametros criticos de cada antibiotico se hizo de

acuerdo con la tabla 2A-1 para Enterobacterales del CLSI 2025 (Tabla 4).
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Figura 8.

Didametros criticos de tamizaje para la deteccion de BLEE para la familia

Enterobacteriaceae.
Antibidtico / Concentracion Halo de Inhibicion Acrénimo
Aztreonam 30 mg <27 mm ATM
Ceftazidima 30 mg <22 mm CAZ
Cefotaxima 30 mg <27 mm CTX
Ceftriaxona 30 mg <25 mm CRO
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Tabla 4.

Puntos de corte usados en la calificacion.

AGENTE Contenido del ~ Puntos de corte de diametro de zona Acronimo/ Clase o subclase de droga
ANTIMICROBIANO disco (mm) Abreviacion
S SDD I R CLSI

AGENTES COMBINADOS B-LACTAMICOS

Amoxicilina-clavulanato 20/10 pg > 18 — 14-17 <13 AMC Agente de combinacion B-
lactamico

Ceftolozano-tazobactam 30/10 pg >22 — 19-21 <18 C/T Agente de combinacion B-
lactamico

Ceftazidima-avibactam 30/20 pg >21 — — <20 CZA Agente de combinacion B-
lactamico

Imipenem-relebactam 10/25 pg >25 — 21-24 <20 IMR Agente de combinacion B-
lactamico

Meropenem- vaborbactam 20/10 pg > 18 — 15-17 <14 MEV Agente de combinacion -
lactamico

Piperacillina- tazobactam 100/10 pg >25 — 21-24 <20 TZP Agente de combinacion -
lactamico

Ticarcillina-clavulanato 75/10 pg >20 — 15-19 <14 TIM Agente de combinacion -
lactamico

Cefotaxima-clavulanato 30/10 pg — — — — CTX/CLA Agente de combinacion B-
lactamico

Ceftazidima-clavulanato 30/10 pg — — — — CAZ/CLA Agente de combinacion -
lactamico

CEFALOSPORINAS

Cefepima 30 ug >25 19-24 — <18 FEP Cefalosporina

Cefotaxima 30 ug > 26 — 23-25 <22 CTX Cefalosporina

Ceftriaxona 30 pg >23 - 20-22 <19 CRO Cefalosporina

32



Ceftazidima 30 ug >21 18-20 <17 CAZ Cefalosporina
MONOBACTAMICO

Aztreonam 30 ug >21 18-20 <17 ATM Monobactamico
CARBAPENEMICOS

Ertapenem 10 pg >22 19-21 <18 ETP Carbapenémicos
Imipenem 10 ng >23 2022 <19 IPM Carbapenémicos
Meropenem 10 nug >23 20-22 <19

AMINOGLUCOSIDOS

Gentamicina 10 pug > 18 15-17 <14 GM Aminoglucosido
Tobramicina 10 ng >17 13-16 <12 NN Aminoglucosido
Amikacina 30 ug >20 17-19 <16 AN Aminoglucosido
TETRACICLINAS

Tetracyclina 30 ug > 1 12-14 <1 TE Tetraciclinas
Minocyclina 30 pg >1 13-15 < MI Tetraciclinas
QUINOLONAS Y FLUOROQUINOLONAS

Ciprofloxacina Sug > 26 2225 <21 CIP Fluoroquinolona
ANTAGONISTAS DE LA VIA DEL FOLATO

Trimethoprima- 1.25/23.75 pg > 16 11-15 <10 SXT Antagonista de la via del
sulfamethoxazol folato
LIPOPEPTIDOS

Colistina = <2 4 CL

Fuente: CLSI 2025, 35" Edicion, M100 Normas de rendimiento para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Tabla 2A-1

Enterobacterales (excluyendo a Salmonella y Shigella spp).

S = Sensible

SDD = Sensible Dosis Dependiente
I = Intermedio

R =Resistente
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La prueba que confirma la presencia de “betalactamasas de espectro extendido”
(segun el CLSI — Estados Unidos de Norteamérica), requiere el uso de discos habituales de
Ceftazidima (30 mg), Cefotaxima (30 mg), asi como de Ceftazidima/Acido Clavulanico
(30/10 mg) y Cefotaxima/Acido Clavulanico (30/10 mg), con los que se realiza la prueba de
sinergia de doble disco (PSDD) (Figura 9) una prueba de disco difusion sin ninguna variante.
Si los discos de Ceftazidima/Acido Clavulanico y Cefotaxima/Acido Clavulanico presentan
zonas de inhibicidn superiores 5 mm a aquellos producidos por los discos de Ceftazidima y
Cefotaxima, respectivamente, se considera la prueba como positivo. (INS, 2002).

La prueba que confirma la presencia de “betalactamasas de espectro extendido”
(segin el Comité de Antibiograma de la Sociedad Francesa de Microbiologia), requiere el
uso de discos habituales de Amoxicilina/Acido Clavulanico (20/10 mg), Ceftazidima (30
mg) y/o Cefotaxima (30 mg) y/o Aztreonam (30 mg) y/o Ceftriaxona, con los que se realiza
un test de disco difusién sin ninguna variante, los discos de Ceftazidima, Aztreonam,
Cefotaxima y Ceftriaxona se disponen a 30 mm del disco de Amoxicilina/Acido Clavulanico
(distancia de centro a centro de los discos). Si una imagen de sinergia aparece entre el disco
Amoxicilina/Acido Clavulanico y los discos de Ceftazidima y/o Aztreonam y/o Cefotaxima
y/o Ceftriaxona, esta prueba se considera como positivo. Deben ser reportadas como
resistentes a todas las penicilinas, las cefalosporinas de todas las generaciones (incluyendo
los de cuarta generacion) y al Aztreonam, cualquiera que sea el diametro de los discos de

estos antibioticos (INS, 2002).
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Figura 9.
Prueba de sinergia de doble disco.

Sinergia observada,
efecto de la cola pez o
reloj de arena

Fuente: En base a lo establecido en el NAMRU-S.

2.7.6.8. CONTROL DE CALIDAD

Se hizo usando la cepa control: Escherichia coli ATCC 25922.

Esta cepa es susceptible a todos los antibidticos y negativa para BLEE, pasando asi
el control de calidad interno.
2.7.7. PROTOCOLO DE MICRODILUCION EN PLACA

Para evaluar la susceptibilidad a la colistina, el método de microdilucién en caldo
(MDC) es actualmente el mas recomendado segin los estdndares internacionales del CLSI.
Este método permite una evaluacion precisa de la actividad del antibidtico mediante la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) (CLSI, 2025).

En el caso del kit comercial ComASP Colistin de Liofilchem, que incluye un panel

para cuatro pruebas con 7 diluciones del antibidtico seco (rango de 0,25 a 16 pg/ml), es
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fundamental seguir cuidadosamente el protocolo proporcionado por el fabricante para
garantizar resultados precisos.

Este protocolo es como sigue:
2.7.7.1. PREPARACION DEL INOCULO

La preparacion de la suspension Bacteriana se hizo utilizando un cultivo fresco en
agar Mac Conkey de las cepas de E. coli, se tomo entre 5 a 7 colonias aisladas utilizando un
hisopo estéril. Estas colonias fueron inoculadas en un tubo contiene 5 mL de solucion salina
al 0.85% (p/v). haciendo una suspension al 0.5 + 0.01 en la escala de McFarland, este
procedimiento se hizo utilizando un densitometro.

La preparacion de la dilucion 1:20 (Solucion A), se hizo tomando 150 pL de la
suspension preparada previamente y se diluyé en 2850 pL de solucion salina, esta solucion
se homogeniz6 utilizando un vortex.

La solucion B se hizo tomando 400 pL de la Solucion A y se agreg6 al tubo que
contiene 3.6 mL de caldo Mueller Hinton II (provisto en el kit ComASP Colistin), luego es

homogeneizado en el vortex.

2.7.7.2. INOCULACION DE LA PLACA

Toda la solucién B es vertida dentro de recipiente estéril y con la ayuda de una
micropipeta multicanal, 100uL de solucién B es dispensada en cada pocillo del panel

ComASP Colistin.

2.7.7.3. INCUBACION

La placa de microdilucion ComASP Colistin son colocados en una estufa a 36°C (2)

e incubadas durante 16 a 20 horas.
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2.7.7.4. LECTURA DE LOS RESULTADOS
Al término del tiempo de incubacion de los paneles ComASP colistin, los resultados
fueron leidos a simple vista, con la ayuda de una iluminacion brillante e indirecta, para luego

los resultados fueron anotados.

2.7.7.5. INTERPRETACION
La presencia de crecimiento en el primer pozo que corresponde al pozo de control de
crecimiento es observada en cada panel permitiendo que la prueba se considere valida.
Luego cada pozo es observado considerando la presencia de turbidez o un botén en
el fondo del pozo como el de crecimiento bacteriano, y se determina la MCI registrando el

pozo en el cual se inhibe completamente el crecimiento de E. coli. (Figura 10).

2.7.7.6. CONTROL DE CALIDAD

Para realizar el control de calidad para el kit de ComASP Colistin, se utilizaron dos
cepas de referencia.

Escherichia coli ATCC 25922, que es susceptibles a la colistina y el rango aceptable
de MIC es 0.25—2 pg / ml.

Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-1 positiva), es resistente a la colistina, el valor
de MCI < 2 pg/mL es considerado intermedio y > 4 pg/mL es considerado resistente. Estas
dos cepas fueron colocadas durante el desarrollo de la prueba, obteniendo los valores dentro

del control de calidad interno.
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Figura 10.
Microdilucion en placa.

Fuente: Propia en base a sugerencia de fabricante

2.8. ANALISIS DEL MATERIAL GENETICO
2.8.1. EXTRACCION DE ADN DE E. coli.

La extraccion del ADN de cada una de las cepas de E. coli se realiz6 usando la técnica
del shock térmico, el cual se realiza de la siguiente manera:

Se dispenso 500uL de agua libre de nucleasas en microtubos de 1.5 ml de capacidad,
previamente etiquetadas.

Con la ayuda de un hisopo de drakén, se seleccionaron entre 5 a 7 colonias de cada
cepa, a razon de 1:5 por muestra y se colocd dentro de cada microtubo, haciendo una
suspension homogénea.

Esta suspension de células es sometida a un bloque de calor seco (previamente

calentado) a 100°C por 10 minutos.
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Inmediatamente transcurrido este tiempo, es colocada dentro de un recipiente que
contenga la suficiente cantidad de hielo, y se dejo por 10 minutos.

Los microtubos fueron centrifugados a 10.000 rpm por 2 minutos.

El sobrenadante es trasvasado a un nuevo tubo previamente rotulado y se conservo a
-20°C, hasta su uso.

Este método de extraccion, basado en el shock térmico, ayuda a liberar el ADN de
las células bacterianas y facilita su anélisis en aplicaciones de biologia molecular. Ademas,
destaca por su bajo costo.

2.8.2. CUANTIFICACION DEL ADN.

El proceso de cuantificacion del ADN se llevd a cabo mediante espectrofotometria
utilizando el NanoDrop 2000. Para cada una de las 100 muestras evaluadas, se realiz6 la
medicidon por duplicado y se calculd el valor promedio de la concentracion de ADN en
ng/uL. Los valores obtenidos variaron entre 50 y 70 ng/uL, obteniéndose una A260/A280
de entre 1.8 a 2.0, lo que sugiere la pureza del ADN.

2.8.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA MULTIPLE

Para la deteccion de genes diarreagénicos, genes B-lactamicos y genes de resistencia
a la colistina, se utilizardn cebadores especificos que se detallan en el Anexo 3. Estos
cebadores son esenciales para la amplificacion y deteccion de las secuencias de ADN de
interés relacionadas con cada uno de estos grupos de genes.

2.8.4. PROTOCOLOS DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
CICLAJES

La polimerasa utilizada para las reacciones de PCR es la AmpliTaq Gold 360 Master
Mix. La composicion de este producto incluye: AmpliTaq Gold DNA Polymerase a 250 U
(0.05 U/uL), GeneAmp PCR Gold Buffer (30 mM Tris / HCIL, pH 8.05; 100 mM KCI); 400

uM de dNTPs; SmM de MgCl, .
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Cada reaccion de PCR se realiza en un volumen final de 25 pL, utilizando cebadores
especificos (Anexo 3). Los cebadores estan designados como sigue:

- Cebador F (Sentido): 5' — 3'

- Cebador R (Antisentido): 3' — 5'

Estos cebadores son cruciales para la amplificacion de las secuencias de ADN que
codifican para genes diarreagénicos, genes -lactamicos y genes de resistencia a la colistina.

2.8.5. AMPLIFICACION DE GENES DE E. coli ENTEROTOXIGENICA,
PATOGENICA Y DIFUSAMENTE ADHERENTE (MULTI - 1).

La Tabla 5 describe la de mezcla de reaccion para PCR dirigida a detectar genes
especificos en tres patotipos de Escherichia coli: enterotoxigénica (ECET), enteropatogénica
(ECEP) y difusamente adherente (ECDA), utilizando una estrategia de PCR multiplex
(MULTI-1). Este tipo de PCR permite amplificar simultineamente varios genes en una
misma reaccion, aumentando la eficiencia y reduciendo el tiempo necesario para la deteccion
de multiples objetivos genéticos. Los componentes y sus funciones en la reaccion son:

- AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X (12,5 uL): Este es el reactivo base de la mezcla de PCR,
que contiene la enzima Taq polimerasa, dNTPs y buffer o tampén necesario para la
amplificacion. Se usa en una concentracion 1X en la mezcla final.

- Agua PCR (4,5 uL): Aporta el volumen necesario para ajustar la mezcla a 25 pL.

- Cebadores especificos: Estos son fragmentos de ADN especificos que permiten identificar
genes caracteristicos de cada patotipo. La reacciéon multiple amplifica para cinco genes: stla,
stlb, It, eaeA y daaD. Para para la deteccion de los genes stla y stlb asociados a E. coli
enterotoxigénica (ECET), se usan el par de cebadores: stla y stIb (0,5 pL cada uno) y el
cebador StREV (1 pL), el cual actia como reverso para ambos genes stla y stlb,
contribuyendo a la amplificacion de estos en una sola reaccion. El gen It (otro marcador de

ECET) es amplificado con los cebadores It F y It R (0,5 pL cada uno). Para amplificar el
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gen eaeA, se usan los cebadores eaeA F y eaeA R (0,5 uL cada uno), este gen es
caracteristico de E. coli enteropatogénica (ECEP). Para el gen daaD, asociado con E. coli
difusamente adherente (ECDA) se incluyen a la reaccion los cebadores daaD F y daaD R
(0,5 puL cada uno).

Muestra (3 uL): Es el ADN extraido de la muestra en estudio.

Volumen final de reaccion: La mezcla total es de 25 pL.

Tabla S.

Mezcla de reaccion para la PCR MULTI-1, para los patotipos de E. coli enterotoxigénica,
enteropatogénica y difusamente adherente.

CANTIDAD CONCENTRACION
REACTIVOS (uL) FINAL (uM)

AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X 12,5 1X
Agua para PCR 4,5 -

stla [10uM] 0,5 0,2

stlb [10uM] 0,5 0,2
stREV [10uM]* 1 0,4

It F[10uM] 0,5 0,2

It R [10pM] 0,5 0,2
eacA F [10uM] 0,5 0,2
eacA R [10uM] 0,5 0,2
daaD F [10uM] 0,5 0,2
daaD R [10uM] 0,5 0,2
TOTAL 22

Muestra 3 -
FINAL 25

*El cebador st-REV es un cebador multiple, ya que actua amplificando tanto el stla como
el stlb

2.8.6. CICLAJE PARA MULTI-1:

El protocolo de ciclaje MULTI-1 que se muestra en la Tabla 6 para amplificacion de
genes relacionados con patotipos de E. coli (enterotoxigénica, patogénica y difusamente
adherente), se organiza en varias etapas que permiten una amplificacion eficiente y

especifica para los genes de interés.
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Detalle del Protocolo de Ciclaje MULTI-1:

Pre-Denaturacion (95°C, 5 minutos): este paso inicial tiene como objetivo
desnaturalizar completamente el ADN de la muestra, separando las hebras y activando la
Taq polimerasa.

Ciclo de Amplificacion (40 ciclos): Etapa 1 (10 ciclos): denaturacion (95°C, 1
minuto): desnaturalizacion del ADN, separando las hebras para permitir que los cebadores
se unan a las secuencias objetivo. Hibridacion (65°C, 1 minuto): los cebadores se unen a sus
secuencias complementarias en el ADN. Extension (72°C, 1 minuto): la Taq polimerasa
extiende los cebadores, sintetizando nuevas cadenas de ADN. Etapa 2 (20 ciclos):
denaturacion (95°C, 30 segundos): desnaturalizacion breve para mantener la reaccion
eficiente. Hibridacion (59°C, 30 segundos): temperatura de hibridacion mds baja para
aumentar la especificidad en la unién de los cebadores. Extension (72°C, 30 segundos): la
polimerasa sintetiza los productos de ADN. Etapa 3 (10 ciclos): denaturacion (95°C, 30
segundos): breve desnaturalizacion para asegurar la amplificacion continua. Hibridacion
(55°C, 30 segundos): temperatura alin mas baja para aumentar la especificidad. Extension
(72°C, 30 segundos): la Taq polimerasa termina de sintetizar los productos deseados.

Extension Final (72°C, 5 minutos): este paso final asegura que todas las cadenas de
ADN sintetizadas se completen por completo, y los fragmentos generados sean de longitud
completa.

Mantenimiento (4°C, «): después de la amplificacion, el ADN se mantiene a 4°C
hasta su posterior andlisis o almacenamiento.

Para la deteccion de genes en las pruebas de la PCR, se emplearon los siguientes
controles:

Controles Positivos:

ATCC 35401: E. coli (ECET)
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ATCC 43887: E. coli (ECEP)
Cepa Referencial ECDA: Cepa con genes especificos para comparacion

Controles Negativos:
ATCC 25922: E. coli (sin resistencia a los genes especificos)
Agua libre de nucleasas: Control de reactivo para verificar la ausencia de contaminacion
en los reactivos.

Estos controles son esenciales para confirmar la precision y fiabilidad de los
resultados obtenidos en las pruebas para la PCR (Anexo 11).

Tabla 6.
Ciclaje de amplificacion de MULTI-1.

Pre Denaturacion 95°C 5 minutos
AMPLIFICACION
Denaturacion 95°C 1 minuto
Hibridacion 10 ciclos 65°C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto
Denaturacion 95°C 30 segundos
Hibridacién 20 ciclos 59°C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Denaturacioén 95°C 30 segundos
Hibridacién 10 ciclos 55°C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos
EXTENSION FINAL 72°C 5 minutos
Mantener 4°C oo

2.8.7. AMPLIFICACION DE GENES DE E. coli ENTEROINVASIVA,
ENTEROAGREGATIVA Y SHIGA-TOXINA (MULTI - 2):

La Tabla 7 proporciona la mezcla de reaccion para PCR dirigida a identificar genes
especificos de tres patotipos de Escherichia coli: enteroinvasiva (ECEI), enteroagregativa
(ECEA) y productora de toxina Shiga (ECEH). Esta PCR multiplex (MULTI-2) permite
detectar genes caracteristicos de cada patotipo en una sola reaccion, haciendo eficiente la

identificacion de estos patdgenos.
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Componentes de la Mezcla para MULTI-2:
AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X (12,5 uL): Base de la mezcla de PCR, que incluye Taq
polimerasa, dNTPs, y buffer para la reaccion, en una concentracion final de 1X.
Agua para PCR (5,5 pL): Afadida para ajustar el volumen de la mezcla de reaccion a un
total de 25 pL.
Cebadores especificos: aggR F y aggR R (0,5 pL cada uno, a 20 uM): dirigidos al gen aggR,
un marcador caracteristico de E. coli enteroagregativa (ECEA), cebadores ipaH F y ipaH R
(0,5 pL cada uno, a 10 uM) dirigidos al gen ipaH, especifico de E. coli enteroinvasiva
(EIEC). Cebadores stx1 F y stx1 R (0,5 pL cada uno, a 10 puM): para el gen stx/, asociado
con E. coli productora de toxina Shiga (ECEH). Cebadores stx2 F y stx2 R (0,5 pL cada uno,
a 10 uM): dirigidos al gen stx2, otro marcador importante en la identificacion de ECEH.
Muestra (3 pL): ADN de la muestra en estudio para detectar la presencia de los genes
objetivo.
Volumen Final de Reaccion: La mezcla total es de 25 pL, incluyendo 22 uL de mezcla de
reaccion y 3 pL de la muestra de ADN.
Tabla 7.

Mezcla de reaccion para la PCR para los patotipos de E. coli enteroinvasiva,
enteroagregativa y enterohemorrdagica (MULTI-2).

REACTIVOS CANTIDAD CONCENTRACION

(uL) FINAL (uM)

AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X 12,5 1X
Agua para PCR 5,5 -
aggR F [20uM] 0,5 0,4
aggR R [20uM] 0,5 0,4
ipaH F [10uM] 0,5 0,2
ipaH R [10puM] 0,5 0,2
stx1 F [10uM] 0,5 0,2
stx] R [10uM] 0,5 0,2
stx 2 F [10puM] 0,5 0,2
stx 2 R [10uM] 0,5 0,2
TOTAL 22

Muestra 3 -
FINAL 25
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2.8.8. CICLAJE PARA MULTI-2:

El protocolo de ciclaje de la PCR MULTI-2 (Tabla 8) esta disefiado para amplificar
genes especificos de E. coli enteroinvasiva (ECEI), enteroagregativa (ECEA) y productora
de toxina Shiga (ECEH). En este caso, el programa de ciclaje es menos complejo que el de
MULTI-1, ya que utiliza un tnico conjunto de condiciones de hibridacion y extension para
todos los ciclos.

Detalles del Programa de Ciclaje MULTI-2
Pre-Denaturacion (95°C, 5 minutos): Se inicia el programa elevando la temperatura para
desnaturalizar el ADN de la muestra y activar la Taq polimerasa.

Ciclo de Amplificacion (30 ciclos): Desnaturalizacion (95°C, 1 minuto): Separa las hebras
de ADN en cada ciclo, permitiendo el acceso de los cebadores a sus sitios especificos.
Hibridacion (55°C, 1 minuto): Permite que los cebadores especificos de los genes aggR,
ipaH, stx1 y stx2 se unan a las secuencias objetivo. Extension (72°C, 1 minuto): La Taq
polimerasa extiende la nueva cadena de ADN, replicando el fragmento de interés.
Extension Final (72°C, 5 minutos): Una extension final asegura que todos los productos de
PCR se completen totalmente.

Mantenimiento (4°C, «): La reaccion se mantiene a 4°C hasta que los productos de PCR
puedan ser analizados o almacenados.

Para la deteccion de genes en las pruebas de PCR, se utilizaron los siguientes
controles:

Controles Positivos:

ATCC 29552: E. coli (ECEA)
ATCC 43894: E. coli (ECEH)

ATCC 43893: E. coli (ECEI)
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Controles Negativos:
ATCC 25922: E. coli (sin resistencia a los genes especificos)
Agua libre de nucleasas: Control de reactivo para asegurar la ausencia de contaminacion
en los reactivos.

Estos controles aseguran la validez de las pruebas PCR y la precision en la deteccion

de los genes de interés (Anexo 11).

Tabla 8.
Ciclaje de amplificacion de MULTI-2.
Pre Denaturacion 95°C 5 minutos
AMPLIFICACION:
Denaturacion 95°C 1 minuto
Hibridacion 30 ciclos 55°C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto
EXTENSION FINAL 72°C 5 minutos
Mantener 4°C oo

2.8.9. AMPLIFICACION DE GENES RESISTENTES A CARBAPENEMICOS Y AL

GEN DE RESISTENCIA A LA COLISTINA mcr-1:

La Tabla 9 detalla la mezcla de PCR para la deteccion de genes de resistencia a
carbapenémicos (como los genes de B-lactamasas de tipo blaIMP, blaVIM, blaNDM vy
blaKPC) y el gen de resistencia a colistina mcr-1. Cabe indicar que los genes blaIMP,
blaVIM y blaNDM pertenecen al grupo molecular B de las B-lactamasas. La mezcla de PCR
esta formulada para detectar multiples genes de resistencia en una sola reaccion multiplex,
lo cual es esencial para el analisis rapido de patdogenos resistentes.

Componentes de la mezcla para PCR:

AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X (12,5 uL): Base de la mezcla, que contiene Taq
polimerasa, ANTPs y buffer o tampdn necesarios para la reaccion en una concentracion final
de 1X.

Agua para PCR (4,5 pL): Agregada para ajustar el volumen total de la mezcla de

reaccion a 25 plL.
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Cebadores especificos para genes de resistencia: blaIMP-F y blaIMP-R (1 uL cada
uno a 10 uM), son los cebadores para amplificar el gen blaIMP, asociado con la resistencia
a carbapenémicos. Los cebadores blaVIM-F y blaVIM-R (0,5 pL cada uno a 3 uM): para el
gen blaVIM, también relacionado con la resistencia a carbapenémicos. Los cebadores
blaNDM-F y blaNDM-R (0,5 pL cada uno a 4 uM): dirigidos al gen blaNDM, otro marcador
de resistencia a carbapenémicos. Los cebadores blaKPC-F y blaKPC-R (0,5 uL cada uno a
3 uM), para el gen blaKPC, ampliamente conocido por su asociacidon con resistencia a
carbapenémicos. Los cebadores mcr-1-F y mer-1-R (0,5 pL cada uno a 2 uM) para el gen
mcr-1, que confiere resistencia a colistina, un antibidtico de ultima linea, el gen amplificado
es de resistencia a la colistina movilizada-1 (mer-1).

Muestra (3 uL): ADN de la muestra en estudio para analizar la presencia de estos
genes de resistencia.

Volumen final de reaccion: La mezcla total es de 25 pL, con 22 pL de mezcla de
reaccion y 3 pL de muestra de ADN.

Tabla 9.
Mezcla de reaccion para PCR amplificar genes resistentes a Carbapenémicos y al gen de

resistencia a la colistina mcr-1.

REACTIVOS CANTIDAD CONCENTRACION

(nL) FINAL (uM)

AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X 12,5 1X
Agua de PCR 4,5 -
Primer blaIMP F [10uM]* 1 0,4
Primer blaIMP R [10uM]* 1 0,4
Primer blaVIM F [3uM]* 0,5 0,06
Primer blaVIM R [3uM]* 0,5 0,06
Primer blaNDM F [4uM]* 0,5 0,08
Primer blaNDM R [4uM]* 0,5 0,08
Primer blaKPC F [3uM] 0,5 0,06
Primer blaKPC R [3uM] 0,5 0,06
mcr-1 F [2uM] 0,5 0,04
mcr-1 R [2uM] 0,5 0,04
TOTAL 22

47



Muestra 3 -
FINAL 25

*: cebadores que amplifican genes pertenecientes al grupo molecular B de las f-lactamasas.

2.8.10. CICLAJES PARA GENES CARBAPENEMICOS Y EL GEN mcr-1.

El protocolo de ciclaje de PCR para la deteccion de genes de resistencia a
carbapenémicos (blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC) y colistina (mcr-1) que se muestra
en la Tabla 10 estd disefiado para amplificar estos genes especificos en una Unica reaccion
multiplex. Este programa de ciclaje incluye ajustes de temperatura y niimero de ciclos
especificos para mejorar la eficiencia de amplificacion de los distintos genes de resistencia.

Destalles del programa de ciclaje:
Pre-Denaturacion (95°C, 5 minutos): este paso inicial desnaturaliza el ADN y activa la Taq
polimerasa para prepararla para los ciclos de amplificacion.
Ciclo de Amplificacion en Dos Etapas: Etapa 1 (10 ciclos): desnaturalizacion (95°C, 1
minuto): separa las hebras de ADN. Hibridacion (60°C, 1 minuto): permite que los cebadores
se unan a las secuencias objetivo. Extension (72°C, 1 minuto): la Taq polimerasa sintetiza
las nuevas hebras de ADN. Etapa 2 (25 ciclos): Desnaturalizacién (95°C, 1 minuto): contintia
separando las hebras de ADN en cada ciclo. Hibridacion (57,5°C, 1 minuto): Una
temperatura de hibridacion ligeramente menor facilita la union de todos los cebadores a sus
secuencias objetivo. Extension (72°C, 1 minuto): Completa la extension de cada fragmento
de ADN en cada ciclo.
Extension Final (72°C, 10 minutos): asegura que todas las cadenas de ADN recién
sintetizadas se completen.
Mantenimiento (4°C, ): la reaccion se mantiene a 4°C hasta su uso.

Para asegurar la validez y precision de la prueba, se usaron los siguientes controles:

Controles Positivos:
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- NCTC 13476 Escherichia coli: Cepa con el gen IMP (metalo-beta-lactamasa).
- ATCC 13437 Pseudomonas aeruginosa: Cepa con el gen VIM (metalo-beta-
lactamasa).
- ATCC BAA 2146 Klebsiella pneumoniae: Cepa con el gen NDM (metalo-beta-
lactamasa).
- ATCC BAA 1705 Klebsiella pneumoniae: Cepa con el gen KPC (carbapenemasa
de tipo KPC).
- NCTC 13846 Escherichia coli: Cepa con el gen mcr-1 (resistencia a colistina).
Control Negativo:
- ATCC 25922 Escherichia coli: Cepa de referencia sin resistencia a los genes
especificos.
- Agua libre de nucleasas: Usada como control de reactivo para asegurar que no haya
contaminacion en los reactivos utilizados.
Estos controles son esenciales para verificar la correcta ejecucion del protocolo y la
fiabilidad de los resultados obtenidos en las pruebas de PCR (Anexo 11).

Tabla 10.
Ciclaje de amplificacion para genes Carbapenémicos y el gen de la colistina mcr-1.

Pre Denaturacion 95°C 5 minutos
AMPLIFICACION
Denaturacion 95°C 1 minuto
Hibridacion 10 ciclos 60°C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto
Denaturacion 95°C 1 minuto
Hibridacion 25 ciclos 57,5°C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto
EXTENCION FINAL 72°C 10 minutos
Mantener 4°C o0
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2.8.11. AMPLIFICACION DE GENES RESISTENTES A LOS p-LACTAMICOS

La mezcla de reaccion para la PCR de genes de resistencia a B-lactamicos (Tabla 11)

esta disefiada para amplificar genes especificos de B-lactamasas del grupo A, como blaTEM,

blaSHV, y blaCTX-M, que estan asociados con la resistencia a antibioticos B-lactamicos.

Este protocolo permite la deteccion rapida de estos genes en una sola reacciéon de PCR.

Componentes de la Mezcla para la PCR de B-Lactamasas Grupo A:

AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X (12,5 pL): Proporciona Taq polimerasa,
dNTPs y buffer en una concentracion final de 1X, necesarios para llevar a cabo
la PCR.

Agua para PCR (5,5 puL): Usada para ajustar el volumen total de la mezcla a 22
pL.

Cebadores especificos para genes de -lactamasa: Cebadores que amplifican el
gen blaTEM. TEM-F y TEM-R (0,5 pL cada uno, a 5 uM), responsable de la
resistencia a ciertos B-lactamicos. Cebadores SHV-F y SHV-R (0,5 pnL cada uno,
a 5 uM), dirigidos al gen blaSHV, otro gen que confiere resistencia a [-
lactdmicos. Cebadores para el gen blaCTX-M:. CTX-M-F y CTX-M-R (1 pL
cada uno, a 10 uM), gen que es relevante en cepas resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion.

Muestra (3 pL): ADN de la muestra a analizar para la deteccion de estos genes
de resistencia.

- Volumen Final de Reaccion: La mezcla completa es de 25 pL, incluyendo

22 uL de mezcla de reaccion y 3 uL de ADN de muestra.
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Tabla 11.
Mezcla de reaccion para PCR de f-Lactamasa grupo A

CANTIDAD CONCENTRACION

REACTIVOS

(nL) FINAL (uM)
AmpliTaq Gold 360 Master Mix 2X 12,5 1X
Agua de PCR 5,5 -
TEM F [5uM] 0,5 0,1
TEM R [S5uM] 0,5 0,1
SHV F [5uM] 0,5 0,1
SHV R [5uM] 0,5 0,1
CTX-MF [10uM] 1 0,4
CTX-MR [10puM] 1 0,4
TOTAL 22
Muestra 3 -
FINAL 25

Para la deteccion de genes en las pruebas de PCR, se utilizaron los siguientes
controles:

Controles Positivos:

- ATCC 35218 Escherichia coli: Cepa con el gen blaTEM (B-lactamasa).

- ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae: Cepa con el gen blaSHV (B-lactamasa).

- NSH 0298 Escherichia coli: Cepa referencial con genes blaCTX-M y blaTEM (-
lactamasas).
Controles Negativos:

- ATCC 25922 Escherichia coli: Cepa de referencia sin resistencia a los genes
especificos.

- Agua libre de nucleasas: Usada como control de reactivo para asegurar la ausencia

de contaminacidn en los reactivos.

51



Estos controles aseguran que las pruebas PCR estén funcionando correctamente y

que los resultados obtenidos sean fiables (Anexo 11).
2.8.12. CICLAJE PARA B-LACTAMICOS:

El protocolo de ciclaje para la PCR de genes de resistencia a B-lactamicos del grupo
A (incluyendo genes como blaTEM, blaSHV, y blaCTX-M) sigue un programa sencillo
con una unica temperatura de hibridacion y extension, lo que facilita la amplificacion de
estos genes en una reaccion multiplex tal como se muestra en la Tabla 12.

Detalles del programa de ciclaje:

- Pre-Denaturacion (95°C, 5 minutos): este paso inicial desnaturaliza completamente
el ADN de la muestra y activa la Taq polimerasa para la reaccién de amplificacion.

- Ciclo de Amplificacion (30 ciclos): desnaturalizacion (95°C, 1 minuto): separa las
hebras de ADN. Hibridacién (57°C, 1 minuto): los cebadores especificos para
blaTEM, blaSHV, y blaCTX-M se unen a las secuencias objetivo a esta
temperatura, optimizada para todos los genes de interés.

- Extension (72°C, 1 minuto): La Taq polimerasa sintetiza las nuevas hebras de ADN,
replicando los fragmentos correspondientes a los genes de resistencia.

- Extension Final (72°C, 10 minutos): asegura que todas las moléculas de ADN
sintetizadas se completen en su totalidad, proporcionando productos de PCR de
longitud completa.

- Mantenimiento (4°C, o0): la reaccion se mantiene a baja temperatura hasta

su analisis.
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Tabla 12.
Ciclaje de amplificacion para p-lactamicos grupo A.

Pre Denaturacion 95°C 5 minutos
AMPLIFICACION
Denaturaciéon 95°C 1 minuto
Hibridacion 30 ciclos 57°C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto
EXTENSION FINAL 72°C 10 minutos
Mantener 4°C 00

2.8.13. CORRELACION DE CEBADORES, PATOTIPOS Y GENES EN E. coli

DIARREAGENICA

La Tabla 13 permite una identificacion rapida de los diferentes patotipos de E. coli

diarrogénica mediante la deteccion de sus genes caracteristicos en ensayos de PCR.

Tabla 13.

Genes de E. coli diarreagénicos relacionados con el patotipo.

GEN ANALIZADO PATOTIPO ABREVIACION
stla, stlb, It, E. coli Enterotoxigénica ECET
eacA E. coli Enteropatogénica ECEP
daaD E. coli Difusamente Adherente ECDA
IpaH E. coli Enteroinvasiva ECEI
aggR E. coli Enteroagregativa ECEA
stx1, stx2 E. coli Shiga Toxina ECST
eaeA, stx1, stx2 E. coli Enterohemorragica ECEH

En el presente estudio, las secuencias de los cebadores utilizados para la

amplificacion de genes B-lactdmicos de la clase molecular A fueron correlacionadas con las

secuencias disponibles en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion

Biotecnologica (NCBI) y la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos
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(Reference Gene Catalog - Pathogen Detection - NCBI). La alineacion de estos cebadores
con las secuencias se realizo utilizando PRIMER3 (Primer3Plus) (Anexo 4).

De manera similar, para los genes B-lactdmicos de la clase molecular B, se llevo a
cabo el mismo proceso de correlacion y alineacion con las secuencias de la base de datos
(Anexo 5). Esto permitié determinar qué alelos reportados en la base de datos del Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) son susceptibles de ser amplificados con los
cebadores empleados en el estudio.

Este andlisis asegura que los cebadores usados en el presente estudio son adecuados
para la amplificacion de los genes de interés y maximiza la eficacia de la deteccion.

2.9. DETECCION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

La deteccion de los amplicones obtenidos se realizé mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1,5%. Después de la corrida electroforética, los resultados se visualizan y se
fotografian utilizando el digitalizador de imagenes Gel Doc EZ (Biorad).

2.9.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
2.9.1.1. PREPARACION DEL GEL

La deteccion de los amplicones se hizo como sigue:

Previamente se diluyo el tampon Tris Borato Acido Etilendiaminotetraacético (TBE)
que esta concentrado al 10X al 1X, tomando 100 ml de TBE en 900 ml de agua destilada

En un frasco resistente al calor y de capacidad de 100 ml se mezclaron 1.5 gr de
agarosa y se completd a 100ml con el tampon TBE 1X, haciendo una concentracion final de
1.5% (peso/volumen).

Esta mezcla fue calentada en un horno microondas a méxima potencia por 90
segundos, asegurando que la agarosa est¢ completamente disuelta, para luego
cuidadosamente retirar con la ayuda de guantes termorresistentes y se agrego 15uL del

colorante intercalante SYBR safe.
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Todo el contenido fue vertido sobre la bandeja, previamente nivelada y asegurada
con los topes para que no se derrame la agarosa liquida.

Dos peines fueron colocados sobre la agarosa, al inicio y en el centro de la bandeja.

Se dejo que solidifique por aproximadamente 30 a 45 minutos
2.9.1.2. CARGADO DE LAS MUESTRAS

El cargado de las muestras es como sigue:

Con la ayuda de una micropipeta de 1-10uL de capacidad, se dispenso 2 pL del
tampon de cargado de muestra, tantos como muestras se tengan dara color y peso al ADN
amplificado.

La disposicion de los controles positivos, marcador de peso conocido, muestras y
controles negativo y de reactivo se hizo de acuerdo con un diagrama establecido (Figura 11)

Para las muestras y controles: con la ayuda de una micropipeta de 1-10 pL de
capacidad, se tomo6 SuL de la muestra y es mezclado por pipeteo suave por tres veces con
los 2uL del tampon de carga, para luego bajar al tope el émbolo de la micropipeta y absorber
todo lo que pueda succionar, y cuidadosamente se dispenso en el pozo designado.

Para el marcador de peso conocido: con la ayuda de una micropipeta de 1-10uL, se
ajustd el volumen a 5pL y se dispenso dentro de los pozos designados. Este marcador viene
listo para usar.
2.9.1.3. ELECTROFORESIS

Previamente se instald la camara con la bandeja electroforética conteniendo la
agarosa solida, y se encendio la fuente de poder.

Sobre el gel de agarosa se dispenso aproximadamente 1 litro de tampon Tris borato
EDTA (TBE) 1X hasta que cubra este gel (electroforesis en modo submarino).

Se coloco la tapa haciendo que coincidan los polos positivo y negativo.

Luego los electrodos de la camara son conectados a la fuente de poder.
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Se program¢ el equipo a 110 voltios y se dejé que las muestras migraran a través del

gel por aproximadamente 1 hora y media.

Al finalizar el tiempo la bandeja es retirada de la camara electroforética, y se elimina

el exceso de liquido.

Luego el gel se colocado en el interior del documentador de imagenes Gel Doc EZ.

Figura 11.
Disposicion del cargado en el gel de agarosa.
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CARRIL SUPEIOR: Carriles de 1 al 5 controles positivos, carriles 6 y 19 marcador de
peso molecular conocido, carriles 7 al 18 muestras, carril 20 suguinetes control

positivo (mezcla).
CARRIL INFERIOR: Carriles del 1 al 5 controles positivo, carril 6 y 19 marcador de
peso molecular conocido, carriles 7 al 17 muestras, carril 18 control negativo, carril 20

control positivo(mezcla).

2.9.14. FOTODOCUMENTACION DE LOS RESULTADOS
La fotodocumentacion se hizo mediante el uso del Gel Doc EZ y para la lectura de
los resultados se usa el software Image Lab 6.0.1 del equipo. El SYBR safe es tinte de

cianina, el cual absorbe la luz azul (Amax = 509 nm) y emite luz verde (Amax = 524 nm),
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https://www.bio-rad.com/en-us/product/image-lab-software?ID=KRE6P5E8Z

Para la visualizacion de los geles en el transiluminador, se utilizo el filtro azul, conforme al
protocolo del fabricante del equipo. Este filtro ayuda a visualizar el ADN marcado con
SYBR Safe, proporcionando una imagen clara de los fragmentos de ADN separados en el

gel.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. REIDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE Escherichia coli

La identificacion de Escherichia coli se realizod utilizando criterios fenotipicos,
considerando tanto caracteristicas metabodlicas y bioquimicas como la morfologia
macroscopica de las colonias. Se evaluaron aspectos como tamafo, forma, superficie, color
y cambios de color en el agar. De manera general, las colonias en agar MacConkey
presentaron un tamafio de 2 a 4 mm, forma circular, bordes regulares, superficie convexa y
brillante (Anexos 6 y 8). En cuanto a las caracteristicas metabolicas, el 84% fueron lactosa
fermentadora positiva (LFP) y 16% fueron lactosa fermentadora negativa (LFN).

En el presente estudio se analizaron 102 muestras. Como parte del flujograma de
trabajo, se realizo un proceso de reidentificacion de las cepas mediante espectrometria de
masas (MALDI-ToF MS). Cada muestra fue analizada por duplicado, obteniéndose valores
de score (score value) superiores a 2,00, lo cual corresponde a una identificacion segura a
nivel de género y especie (valores entre 2,00 - 2,29).

Este analisis determiné que dos muestras enviadas inicialmente como E. coli
correspondian en realidad a Klebsiella pneumoniae (NSC1245 y NSC2245) por lo que
fueron excluidas del estudio. Asi mismo, la muestra NSC2226, proveniente del INEN y
enviada como Enterobacter aerogenes y la cepa NSC2387, proveniente del CEMENA
enviada como Klebsiella pneumoniae, fueron sometidas al mismo procedimiento de
identificacion. Tanto las caracteristicas fenotipicas de sus colonias, similares a las de E. coli,
como los resultados obtenidos mediante el MALDI ToF confirmaron que ambas

correspondian efectivamente a E. coli (Anexo 7).
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3.2. ORIGEN DEMOGRAFICO Y CLINICO DE LAS CEPAS DE Escherichia coli

Las 100 cepas utilizadas en este estudio fueron colectadas entre los afios 2014 al
2017. De estas, el 74% provenian del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN), que incluia a 18 cepas de varones, 31 de mujeres y 25 muestras sin especificar el
género. El 6% de las cepas provinieron del Hospital Nacional Edgardo Rebagliatti Martins
(HNERM) de las cuales solo una muestra especificaba que pertenecia a un varén; el 12%
cepas se obtuvieron del Hospital Central Fuerza Aérea Peruana (FAP), 5 cepas pertenecian
a varones, 6 cepas a mujeres y una muestra sin especificar. Estas cepas fueron todas de la
ciudad de Lima.

En cuanto a las muestras de la provincia constitucional del Callao, el 7% de cepas se
obtuvieron del Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion (HNDAC) 3 cepas pertenecian a
varones, 3 cepas pertenecian a sexo femenino y una cepa sin especificar el genero; y 1%
cepa se obtuvo del Centro Médico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara (CEMENA), esta
muestra no especificaba el género (Figura 12).

Figura 12.
Procedencia hospitalaria de las cepas de E. coli en relacion con el sexo.
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Leyenda: INEN: Instituto Nacional de enfermedades neopldsicas, HNERM: Hospital
Nacional Eduardo Rebagliati Martins, FAP: Hospital Central Fuerza Aérea Peruana,
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HNDAC: Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion, CEMENA: Centro médico Naval
Cirujano Mayor Santiano Tavara.

Tomando en cuenta el centro hospitalario de donde provienen las muestras, asi como
la procedencia biologica de las cepas del cual fueron obtenidas (urocultivo, hemocultivo y
secreciones de heridas, organos o tejidos), se detalla a continuacion el nimero de cepas
aisladas y la representacion grafica se encuentra en la Tabla 14.

Del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN), fue el centro
hospitalario con mayor numero de aislamientos, con un total de 74 cepas obtenidas. Estas se
clasificaron en 64 cepas lactosa fermentadoras positivas (LFP) y 10 cepas lactosa
fermentadoras negativas (LFN).

Del grupo de cepas LFP, 48 (48/64) se aislaron de muestras de urocultivo, seguidas
por 12 cepas (12/64) provenientes de hemocultivo y 4 cepas (4/64) de secreciones de heridas,
organos o tejidos (HOT). En cuanto a las cepas LFN, 8 cepas (8/10) fueron aisladas de
urocultivo, mientras que 1 cepa (1/10) correspondié a hemocultivo y 1 cepa (1/10) a
secrecion HOT.

De la Fuerza Aérea del Pert (FAP), se obtuvieron un total de 12 cepas, las cuales
se clasificaron en 8 cepas lactosa fermentadoras positivas (LFP) y 4 cepas lactosa
fermentadoras negativas (LFN).

Dentro del grupo de cepas LFP, 3 cepas (3/8) fueron aisladas de muestras de
urocultivo y 5 cepas (5/8) de secreciones de heridas, 6érganos o tejidos (HOT). Por otro lado,
todas las cepas LFN (4/4) se aislaron a partir de secreciones HOT.

Del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM), se obtuvieron un
total de 6 cepas, todas clasificadas como lactosa fermentadoras positivas (LFP). De estas, 1
cepa (1/6) fue aislada de urocultivo, 2 cepas (2/6) de hemocultivo y 3 cepas (3/6) de

secreciones de heridas, 6rganos o tejidos (HOT).
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Del Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion (HNDAC), se aislaron 7 cepas, de
las cuales 5 fueron lactosa fermentadoras positivas (LFP) y 2 lactosa fermentadoras
negativas (LFN).

Dentro del grupo LFP, 4 cepas (4/5) se obtuvieron de urocultivo y 1 cepa (1/5) de
secrecion HOT. Las 2 cepas LFN (2/2) se aislaron de muestras de urocultivo.

Del Centro Médico Naval (CEMENA) se obtuvo 1 cepa, clasificada como lactosa

fermentadora positiva (LFP), la cual fue aislada de secrecion HOT.

Tabla 14.
Procedencia hospitalaria y tipo de muestra del cual se aislo las cepas de E. coli.
. . Secrecion . . Secrecion
Nosocomio gggzls LFP LEN Ur(o]f;g;m Hen(lﬁ);;l)tlvo (Iigg) Ur(cl)jllll\%vo Hetzllj);;l)two (IEI?I:IF)

INEN 74 64 10 48 12 4 8 1 1
FAP 12 8 4 3 0 5 0 0 4
HNERM 6 6 0 1 2 3 0 0 0
HNDAC 7 5 2 4 0 1 2 0 0
CEMENA 1 I 0 0 0 1 0 0 0
Total 100 84 16 56 14 14 10 1 5

INEN: Instituto Nacional de enfermedades neoplasicas, HNERM: Hospital Nacional
Eduardo Rebagliati Martins, FAP: Hospital Central Fuerza Aérea Peruana, HNDAC:
Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion, CEMENA: Centro médico Naval Cirujano
Mayor Santiano Tavara. LFP: Fermentacion de lactosa positiva, LFN: Fermentacion de
lactosa negativa.
3.3. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA EN PLACA

El1 98% de las cepas de E. coli fueron identificadas como productoras de BLEE. Esta
identificacion se realizé siguiendo los diametros criticos sugeridos por el Instituto Nacional
de salud de Peru en la serie de normas técnicas N°30 (INS, 2002), y la presencia de la
betalactamasa fue confirmada por ambos métodos (norteamericano y francés). Dos cepas
(NSC1453 y NSC2426) ambas provenientes de urocultivo, fueron negativas para BLEE.
(Anexo 9).

En la prueba de deteccion de BLEE basada en disco, la resistencia a los combinados

betalactamicos fue observado en Amoxicilina-acido clavulanico (AMC) y Ticarcillina-acido
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clavuldnico (TIM) en 49 y 59% respectivamente, de igual modo el 38% presenta resistencia
Piperacillina-tazobactam (TZP).

Las cepas estudiadas muestran 100% de sensibilidad a Ceftazidima-avibactam
(CZA), 99% a Meropenem-varbobactam (MEV) y 81% de sensibilidad a Imipenem-
relebactam (IMR) (Figura 13).

El comportamiento de las cepas en estudio para AMC, TZP y TIM fue diverso, como
se dijo anteriormente tienen cepas resistentes, pero también las hay susceptibles y sensibles.

Unicamente el 18% de las cepas tienen sensibilidad intermedia a IMR.

Figura 13.
Resistencia a los combinados p-lactamicos.
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Leyenda: Amoxicilina-Clavulanato (AMC), Ceftazidima-Avibactam (CZA), Imipenem-
Relebactam (IMR), Meropenem-Varbobactam (MEYV), Piperacillina-Tazobactam (TZP),
Ticarcillina-Clavulanato (TIM).

Del estudio realizado sobre la resistencia a cefalosporinas, el 97% de cepas mostraron
resistencia significativa a Cefotaxima (CTX) y ceftriaxona (CRO), indicadores de los
diametros criticos de tamizaje (Figura 14). El 55% y 53% de cepas fueron resistentes a

Cefepima (FEP) y Ceftazidima (CAZ) respectivamente; para estas dos cefalosporinas
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también hubo cepas que mostraron resistencia intermedia, asi mismo hay mas cepas
susceptibles a CAZ, si comparamos con las otras tres cefaloporinas (FEP, CTX y CRO).

Figura 14.
Resistencia a las Cefalosporinas.
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Leyenda: Cefepima (FEP), Cefotaxima (CTX), Ceftriaxona (CRO), y Ceftazidima (CAZ).

La resistencia al monobactamico Aztreonam (ATM) se observo en un 68% de
las cepas de E. coli y a los carbapenémicos Ertapenem (ETP) e Imipenem (IMP), no se
detecto resistencia en las cepas estudiadas, todo lo contrario, el 97 y 98% respectivamente
fueron susceptibles, a excepcion de 2 cepas que mostraron resistencia a ETP y 1 a IMP.
Resistencias intermedias en ambos (ETP e IMP) mostré solo una cepa. Al monobactamico
ATM el 21% de las cepas fueron susceptibles y solo una cepa tuvo respuesta intermedia.

(Figura 15).
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Figura 15.
Resistencia a los Monobactamico y Carbapenémicos.
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Leyenda: Aztreonam (ATM), Ertapenem (ETP), Imipenem (IPM).

En el caso de las tetraciclinas, la tetraciclina (TE), las cepas en estudio mostraron una
resistencia del 75%. En cuanto a la resistencia a minociclina (MI) present6 un porcentaje
bajo que correspondi6 al 11% de las cepas, y un 69% corresponde a las cepas susceptibles.
(Figura 16).

Figura 16.
Resistencia a las Tetraciclinas.
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Leyenda: Tetraciclina (TE), Minocyclina (MI)

Los aminoglucosidos usados fueron gentamicina (GM), tobramicina (NN) y amikacina
(AN). Las cepas de E. coli evaluadas presentaron mayor resistencia a tobramicina (NN) en
un 70%, seguido de GM con 59% y finalmente a AN con un 25%. Se observé también
casos de resistencia intermedia a los tres antimicrobianos GM 3%, NN 12% y AN 37%. La
susceptibilidad a los aminoglucdsidos fue relativamente alta, asi a GM 38%, NN 18% y
AN 38%. (Figura 17).

Figura 17.
Resistencia a los aminoglucosidos.

Leyenda: Gentamicina (GM), Tobramicina (NN) y Amikacina (AN).

Sobre la resistencia a las quinolonas y antagonistas del folato, Unicamente se
evaluaron a dos representantes de cada grupo, y los resultados indican que a la ciprofloxacina
(CIP) la resistencia se presentd en un 92%, mientras que la resistencia intermedia y
susceptibilidad fue de un 3 y 5% respectivamente. En cuanto al antagonista del folato,
trimethoprima-sulfamethoxazol (SXT), la susceptibilidad de las cepas en estudio fue de un
76% y lo resaltante también es la sensibilidad del 23% presentada y solo un caso de

resistencia intermedia. (Figura 18).
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Figura 18.

Resistencia a las Quinolonas y Antagonista del Folato.
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Leyenda: Ciprofloxacina (CIP), Trimethoprima- sulfametoxazol (SXT).

La Tabla 15 muestra el conteo de cepas de E. coli no susceptibles (resistentes e intermedias)
a diferentes clases de antibidticos. Se evalu6 la susceptibilidad de las cepas bacterianas frente
a diversos grupos antimicrobianos. Los valores representan el niimero de aislamientos
clasificados como resistentes o con sensibilidad intermedia por grupo farmacolédgico, segiin
puntos de corte establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Las
clases con mayor proporcion de no susceptibilidad fueron los carbapenémicos (3%) y la
polimixina (11%), mientras que las cefalosporinas (97%) y quinolonas (95%) mostraron los

niveles mas altos de resistencia.
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Tabla 15.
Frecuencia de las cepas de E. coli no susceptibles (R e 1) a diferentes clases de antibioticos
segun criterios del CLSI.

Agentes combinados B-lactimicos I ioe e
Cefalosporinas
Monobactamico
Carbapenémicos
Aminoglucésidos
Tetraciclinas
Quinolonas
Antagonista del folato
Polimixina

Agentes combinados p-lactamicos (AMC, CZA, IMR, MEV, TZP, TIM); Cefalosporinas

(FEP, CTX, CRO, CAZ); Monobactamico (ATM),; Carbapenémicos (ETP, IPM);

Aminoglucosidos (GM, NN, AN), Tetraciclinas (TE, MI); Quinolona (CIP),; Antagonista

del folato (SXT) y Polimixina (CL).

34. ANALISIS DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA CON LA
TECNICA DE MICRODILUCION EN PLACA.

Se llevod a cabo la prueba de microdilucion en caldo con el fin de confirmar
fenotipicamente la resistencia asociada al gen mer-1, un determinante plasmidico de
resistencia a colistina, en 11 cepas que previamente resultaron positivas para dicho gen. En
8 de estas cepas, se determino una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 4 pg/ml, valor
que, de acuerdo con los puntos de corte establecidos por el CLSI, corresponde a un perfil
resistente. En las 3 cepas restantes, se observo una CMI de 2 pg/ml, lo cual se clasifica como
resistencia intermedia segun el mismo criterio (Tabla 16) (Anexo 10). Estos hallazgos

confirman la resistencia a colistina tanto a nivel genotipico como fenotipico, evidenciando

la concordancia entre ambos métodos de deteccion.
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Tabla 16.
Presencia del gen mcr-1 de resistencia a la colistina.

Categorias interpretativas
y puntos de corte de MCI
(CLSI) pg/ml

Codigo Hospital de Resultado Resultado Resi(s}tzlrllc(}Z ala
N° NAMRU- . Tipo de Cultivo Placa BLEE MCI I R Resultado e

3 Procedencia Mc Conkey Colistina Colistina

Gen mer-1

6 NSC1080 HNERM Secrecion HOT LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo
10 NSC1178 HNERM Secrecion HOT LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo
11  NSCI1196 FAP Urocultivo LFP Positivo 2 <2 >4 Intermedio Positivo
12 NSC1346 HNDAC Secrecion HOT LFP Positivo 2 <2 >4 Intermedio Positivo
22 NSC2008 FAP Secrecion HOT LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo
30 NSC2120 INEN Hemocultivo LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo
58 NSC2220 INEN Urocultivo LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo
65 NSC2242 INEN Urocultivo LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo
87 NSC2420 INEN Urocultivo LFP Positivo 2 <2 >4 Intermedio Positivo
88 NSC2421 INEN Urocultivo LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo
100 NSC2475 FAP Secrecion HOT LFP Positivo 4 <2 >4 Resistente Positivo

Leyenda:

Sec. HOT: Secrecion de herida, organo o tejido.

LFP: Lactosa fermentadora positiva
R: Resistencia
I: Resistencia intermedia
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3.5. ANALISIS DE LA AMPLIFICACION DE GENES

Todas las cepas fueron sometidas cuatro (4) tipos de reaccién en cadena de la
polimerasa multiplex, que se establecieron para el presente estudio, los geles de agarosa
fueron realizados de acuerdo con la plantilla preestablecida tanto para controles, para los
marcadores de peso conocido y las muestras (Figura 11).

La distribucion de la simultaneidad de genes se muestra en la Tabla 15 por tipo de
aislamiento y hospital, basada en 100 cepas de E. coli estudiadas.

Del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN), en cuanto a los
resultados obtenidos en las 48 cepas lactosa fermentadoras positivas proveniente de
urocultivo como gen tUnico se amplifico el gen daaD que corresponde a la E. coli
difusamente adherente en dos cepas, asi como el gen B-lactdmico blaCTX-M, que fue el
mas frecuente, este Gltimo como gen Unico fue observado en 22 cepas.

La simultaneidad de dos genes en estas muestras se presentd con el B-lactdmico
blaTEM, que también fue el mas comin en 9 cepas, seguido del diarreagénico daaD, en 4
cepas y con el gen de resistencia a la colistina (mer-1) en 2 cepas.

La simultaneidad de tres genes fue observada en 4 cepas, siendo el blaTEM el mas
comun, presente en todas ellas. De estas, dos cepas ademads portaban el gen de resistencia a
la colistina (mer-1), 1 con el gen daaD y 1 con el gen de residencia a carbapenémicos de la
clase B, blaNDM.

Adicionalmente, se detect6 1 cepa con la combinacion de dos genes B-lactamicos
blaTEM + blaSHV. En 4 cepas no se obtuvo amplificacion de ninguno de los genes
evaluados.

En cuanto a los resultados obtenidos en las 8 cepas lactosa no fermentadoras
proveniente de urocultivo, el gen B-lactdimico blaCTX-M, que fue el mas frecuente,

detectado como unico en 2 cepas. La presencia simultanea de dos genes se observé en 5
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cepas, todas con blaTEM. En 1 cepa no se obtuvo amplificacion de ninguno de los genes
evaluados.

Respecto a 12 cepas lactosa fermentadoras positivas proveniente de hemocultivo, el
gen blaCTX-M fue también el mas frecuente, observado como tUnico en 6 cepas. La
codireccion de dos genes se presentd 3 cepas con blaTEM, y en 1 cepa con el gen
diarreagénico daaD. Asimismo, se identificd 1 cepa con la combinacion del gen B-lactamico
blaTEM con el gen carbapenemasa de clase A blaKPC. La presencia simultanea de tres
genes (blaCTX-M+blaTEM-+mcr-1) se observo en 1 cepa.

La unica cepa no fermentadora proveniente de hemocultivo present6 la combinacion
de genes B-lactamicos blaCTX-M+blaTEM.

En cuanto a las 5 cepas provenientes de secreciones de heridas, 6rganos o tejidos
(HOT), 4 correspondieron a cepas lactosa fermentadora positiva. De estas, 1 cepa presentd
el gen blaTEM como unico. En 2 cepas se observo la presencia simultanea de dos genes:
blaCTX-M+blaTEM en una y CTX-M+daaD en la otra. En 1 cepa no se detectd
amplificacion de ninguno de los genes evaluados.

La Unica cepa no fermentadora presento como gen Unico al B-lactamico blaCTX-M

(Tabla 17).
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Tabla 17.

Distribucion de genes por tipo de muestra en cepas de E. coli provenientes del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN).

Genes unicos

Cepas con 2 genes

Cepas con 3 genes

E a 7T v > 2 0 A
= s 5 & = ] 3) 4
4 = £ F F O OE|: pf yi
c 2 5| 7z I £\/GE GE G2
= G T X o x® =2 2| E= EE 2@
= = T O B N — N - =5 = =
£ 885 5|75 "3 "2
Fermentacion _;; = = = = = s T
Tipo de muestra lactosa = Sin amplificacion N° de cepas
Positiva 22 0 219 4 2 0 1 1 2 1 4 48
Urocultivo
Negativa 2 0 0|5 0 0 0 O 0 0 0 1 8
Positiva 6 0 O3 1 0 1 0 0 1 0 0 12
Hemocultivo
Negativa 0 0 o1 0 0 O O 0 0 0 0 1
Positiva 0 1 oj1 1 0 0 O 0 0 0 1 4
Herida/Organo/Tejido
Negativa 1 0 010 O 0 O O 0 0 0 0 1
31 1 2119 6 2 1 1 1 3 1 6 74

Total

Genes f-lactamicos de la clase molecular A (blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaKPC), genes de la clase molecular B (blaNDM), gen mcr-1 de

resistencia a la colistina y el gen diarreagénico difusamente adherente(daaD).
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De las 12 cepas obtenidas del centro hospitalario de la Fuerza Aérea del Peri
(FAP), 3 cepas fueron identificadas como fermentadoras positivas y provenian de
urocultivos. Todas presentaron simultaneidad de dos genes: 2 cepas portaban blaCTX-
M-+blaTEM, y 1 cepa mostro la combinacion blaTEM-+mer-1.

En cuanto a las cepas provenientes de secrecion HOT, se observo variabilidad. 5 de
ellas fueron lactosa positivas. Entre estas, se detectaron genes Unicos en dos cepas: uno
presento el gen diarreagénico daaD y la otra el gen B-lactdimico CTX-M. Otra cepa presento
simultaneidad de los genes B-lactimicos blaCTX-M y blaTEM, mientras que 2 cepas
mostraron presencia simultanea de tres genes blaCTX-M-+blaTEM-+mer-1.

Respecto a las cepas no fermentadoras, en una se detect6 inicamente el gen blaCTX-
M, y en la otra la combinacion blaTEM+daaD. En 2 cepas no se obtuvo amplificacion de

ninguno de los genes evaluados (Tabla 18).
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Tabla 18.

Distribucion de genes por tipo de muestra en cepas de E. coli provenientes de la Fuerza Aérea del Peru (FAP).

Genes unicos

Cepas con 2 genes

Cepas con 3 genes

>< JE b B >'< §
= Q = +
S % |g= = = CEx
-~ = S 2 = = S =
< = = & = = ==
Fermentacion = S = ¥
Tipo de muestra lactosa & Sin amplificacion  N° de cepas
Urocultivo Positiva 0 0 2 1 0 0 0 3
Positiva 1 1 1 0 0 2 0 5
Herida/Organo/Tejido
Negativa 1 0 0 0 1 0 2 4
Total 2 1 3 1 1 2 2 12

Genes f-lactamicos de la clase molecular A (blaCTX-M, blaTEM), gen mcr-1 de resistencia a la colistina y el gen diarreagénico difusamente

adherente(daaD).
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Del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM), se obtuvieron un
total de 6 cepas, todas identificadas como lactosa fermentadora positiva. La cepa aislada de
urocultivo presento como gen unico al blaTEM. Las 2 cepas provenientes de hemocultivo
también mostraron como gen unico al B-lactimico blaCTX-M. De las tres cepas aisladas de
secrecion HOT, una present6 Unicamente el gen blaTEM, mientras que las otras dos

mostraron combinaciones de genes: una con CTX-M+mer-1, y la otra blaTEM+mer-1

(Tabla 19).

Tabla 19.
Distribucion de genes por tipo de muestra en cepas de E. coli provenientes de Hospital
Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM).

Genes unicos Cepas con 2 genes
1 1w +
o = = -
c= £ £g BT
Fermentacion = 2 k= E S E Node
Tipo de muestra lactosa = - = cepas
Urocultivo Positiva 0 1 0 0 1
Hemocultivo Positiva 2 0 0 0 2
Herida/Organo/Tejido Positiva 0 1 1 3
Total 2 2 1 1 6

Genes f-lactamicos de la clase molecular A (blaCTX-M, blaTEM), gen mcr-1 de
resistencia a la colistina y el gen diarreagénico difusamente adherente(daaD).

En el Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion (HNDAC), se obtuvieron 5 cepas
fermentadoras de lactosa, todas ella aisladas de urocultivos. En una de estas cepas detecto la
presencia del gen B-lactimico blaCTX-M como Unico gen amplificado. En tres cepas se
identifico la coexistencia de dos genes: blaCTX-M+blaTEM en dos de ellos y blaCTX-
M+daaD en una cepa.

Adicionalmente, una cepa proveniente de la secrecion HOT presento simultaneidad
de tres genes de resistencia: blaCTX-M+blaTEM+mecr-1.

Respecto a las dos cepas lactosa negativas, ambas también procedentes de urocultivo,

no presentaron amplificacion de ninguno de los genes evaluados (Tabla 20).
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Tabla 20.

Distribucion de genes por tipo de muestra en cepas de E. coli provenientes de Hospital

Nacional Daniel Alcides Carrion (HNDAC).

Genes Cepas con 2 | Cepas con 3
unicos genes genes
i
a St
> E = + E = o
= o2l = op= N
Q < o = S = .
= = & = == Sin de
.y ) = = = .
Fermentacion = T amplifica cepa
Tipo de muestra lactosa = cion S
Urocultivo Positiva 1 2 1 0 0 4
Herida/Organo/Tejido | Positiva 0 0 0 1 0 1
Herida/Organo/Tejido | Negativa 0 0 0 0 2 2
Total 1 2 1 1 2 7

Genes f-lactamicos de la clase molecular A (blaCTX-M, blaTEM), gen mcr-1 de
resistencia a la colistina y el gen diarreagénico difusamente adherente(daaD).

En el Centro Médico Naval (CEMENA), se analizé una unica muestra, proveniente

de urocultivo. Esta correspondid a una cepa fermentadora de lactosa, en la cual se detectd

exclusivamente el gen B-Lactamico blaCTX-M (Tabla 21).
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Tabla 21.
Distribucion de genes por tipo de muestra en cepas de E. coli provenientes del Centro
Meédico Naval (CEMENA).

Gen unico
Fermentacion blaCTX-M
Tipo de muestra lactosa N° de cepas
Urocultivo Positiva 1 1
Total 1 1

Gen p-lactamicos de la clase molecular A (blaCTX-M).

La Tabla 22 detalla la presencia de diferentes genes en distintas muestras y tipos de
cultivo, con una predominancia del gen blaCTX-M, este gen codifica para una -lactamasa
de espectro extendido (ESBL), que confiere resistencia a los antibioticos B-lactamicos, como
las penicilinas y cefalosporinas (Mazumder et al., 2022). El gen diarreagénico daaD
generalmente esta asociado con la adhesion bacteriana en infecciones urinarias y ha estado
presente en 12 de las 100 cepas en estudio. El gen blaKPC al igual que blaNDM son menos
frecuentes, estos genes aparecen en una muestra cada uno y es conocido por su capacidad de
conferir resistencia a los carbapenémicos (Bush & Jacoby 2010), una clase de antibidticos

de amplio espectro usados para tratar infecciones graves.
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Tabla 22.
Distribucion de la simultaneidad de genes hallados por tipo de aislamiento y hospital.

Resultad

- ! °

N° Ni(l)\(/llllgz- Prl_(:zzg::tr?clia Sexo Tipo de Cultivo 0 i/l[:zca E é % % % = é % % Total
S Conkey = = = = = z

36 | NSC2147 INEN Femenino Urocultivo LFN 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
37 | NSC2157 INEN Femenino  Urocultivo LFN 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
46 | NSC2188 INEN Femenino  Urocultivo LFN 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
48 | NSC2200 INEN Masculino  Urocultivo LFN 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
74 | NSC2355 INEN No Dato Urocultivo LFN 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
75 | NSC2358 INEN No Dato Urocultivo LFN 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
85 | NSC2418 INEN No Dato Urocultivo LFN 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
93 | NSC2430 INEN No Dato Urocultivo LFN 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo
79 | NSC2379 INEN No Dato Sec. HOT LFN 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
26 | NSC2110 INEN Femenino Hemocultivo LFN 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
28 | NSC2116 INEN Femenino Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
40 | NSC2172 INEN Femenino Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
4] | NSC2182 INEN Femenino Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
23 | NSC2104 INEN Masculino  Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
31 | NSC2121 INEN Masculino  Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
45 | NSC2186 INEN Masculino  Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
71 | NSC2330 INEN No Dato Hemocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
27 | NSC2115 INEN Masculino  Hemocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM

77



g Resultad > ) O o
Ne Ni(l)\(/sllllg‘;}- Prl_(:gzg::tr?clia Sexo Tipo de Cultivo  ° i/ll:zca E é % § § = % é % Total
Conkey = = = = = z
29 | NSC2118 INEN Femenino Hemocultivo LFP 0 0 1 0 0 0 0 CTX-M, TEM
25 | NSC2110 INEN Femenino Hemocultivo LFP 0 0 1 0 0 1 0 0 TEM, KPC
24 | NSC2109 INEN Masculino Hemocultivo LFP 1 0 0 0 0 0 0 CTX-M, daaD
30 | NSC2120 INEN Masculino  Hemocultivo LFP 0 1 1 0 0 0 0 rCn:erM RN
80 | NSC2384 INEN Masculino Sec. HOT. LFP 0 0 1 0 0 0 0 CTX-M, TEM
81 | NSC2385 INEN No Dato Sec. HOT. LFP 0 0 1 0 0 0 0 0 TEM
99 | NSC2453 INEN No Dato Sec. HOT. LFP 1 0 0 0 0 0 0 CTX-M, daaD
78 | NSC2374 INEN No Dato Sec. HOT. LFP 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo
32 | NSC2136 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
33 | NSC2142 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
35 | NSC2145 INEN Masculino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
39 | NSC2167 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
42 | NSC2183 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
43 | NSC2184 INEN Masculino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
44 | NSC2185 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
47 | NSC2194 INEN Masculino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
49 | NSC2202 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
50 | NSC2204 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
53 | NSC2211 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
54 | NSC2214 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
55 | NSC2216 INEN Masculino Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 CTX-M
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62 | NSC2224 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
67 | NSC2247 INEN Masculino Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
68 | NSC2248 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
72 | NSC2333 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
73 | NSC2355 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
91 | NSC2426 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
94 | NSC2432 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
95 | NSC2435 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
97 | NSC2438 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
34 | NSC2143 INEN Femenino Urocultivo LFP 1 0 0 0 0 0 0 0 daaD
92 | NSC2427 INEN No Dato Urocultivo LFP 1 0 0 0 0 0 0 0 daaD
CTX-M, mcr-
87 | NSC2420 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 1 0 0 1 0 0 0 1
CTX-M, mcr-
88 | NSC2421 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 1 0 0 1 0 0 0 1
57 | NSC2219 INEN Masculino  Urocultivo LFP 1 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M, daaD
59 | NSC2221 INEN Femenino Urocultivo LFP 1 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M, daaD
66 | NSC2244 INEN Femenino Urocultivo LFP 1 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M, daaD
98 | NSC2439 INEN No Dato Urocultivo LFP 1 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M, daaD
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69 | NSC2249 INEN Femenino  Urocultivo ~ LFP 10 1 0 1 0 0 o XM
TEM, daaD
38 | NSC2158 INEN Femenino  Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
51 | NSC2205 INEN Femenino  Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
52 | NSC2206 INEN Femenino  Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
60 | NSC2222 INEN Masculino  Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
61 | NSC2223 INEN Masculino  Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
63 | NSC2225 INEN Masculino  Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
70 | NSC2255 INEN Femenino  Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
89 | NSC2424 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
96 | NSC2437 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
CTX-M,
58 | NSC2220 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 1 1 0 1 0 0 0 TEM, mcr-1
CTX-M,
65 | NSC2242 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 1 1 0 1 0 0 0 TEM, mcr-1
CTX-M,
77 | NSC2368 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 1 0 TEM, NDM
56 | NSC2217 INEN Femenino Urocultivo LFP 0 0 1 1 0 0 0 0 TEM, SHV
64 | NSC2226 INEN Masculino  Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo
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76 | NSC2367 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo

86 | NSC2419 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo

90 | NSC2425 INEN No Dato Urocultivo LFP 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo

01 | NSC0945 HNERM No Dato Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M

02 | NSC0948 HNERM No Dato Hemocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M

04 | NSC0989 HNERM No Dato Sec. HOT. LFP 0 0 1 0 0 0 0 0 TEM
CTX-M, mcr-

06 | NSC1080 HNERM No Dato Sec. HOT. LFP 0 1 0 0 1 0 0 0 1

10 | NSC1178 HNERM Masculino  Sec. HOT LFP 0 1 1 0 0 0 0 0 TEM, mcr-1

07 | NSC1095 HNERM No Dato Urocultivo LFP 0 0 1 0 0 0 0 0 TEM

83 | NSC2397 FAP Femenino Sec. HOT. LFN 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M

14 | NSC1387 FAP Femenino Sec. HOT. LFN 1 0 1 0 0 0 0 0 TEM, daaD

19 | NSC1726 FAP Femenino Sec. HOT. LFN 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo

20 | NSC1782 FAP Masculino  Sec. HOT LFN 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo

84 | NSC2412 FAP Masculino  Sec. HOT LFP 1 0 0 0 0 0 0 0 daaD

17 | NSC1440 FAP Masculino  Sec. HOT LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
CTX-M,

22 | NSC2008 FAP Masculino  Sec. HOT LFP 0 1 1 0 1 0 0 0 TEM, mcr-1

13 | NSC1363 FAP Femenino Sec. HOT LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
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CTX-M,
100 | NSC2475 FAP No Dato Sec. HOT LFP 0 1 1 0 1 0 0 0 TEM, mcr-1
11 | NSC1196 FAP Masculino  Urocultivo LFP 0 1 1 0 0 0 0 0 TEM, mcr-1
15 | NSC1428 FAP Femenino Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
16 | NSC1438 FAP Femenino Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 CTX-M, TEM
18 | NSC1453 HNDAC Femenino Urocultivo LFN 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo
21 | NSC1818 HNDAC No Dato Urocultivo LFN 0 0 0 0 0 0 0 1 Negativo
03 | NSC0983 HNDAC Femenino Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 TEM, CTX-M
05 | NSC1030 HNDAC Femenino Urocultivo LFP 0 0 1 0 1 0 0 0 TEM, CTX-M
08 | NSC1167 HNDAC Masculino  Urocultivo LFP 0 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M
09 | NSC1174 HNDAC Masculino  Urocultivo LFP 1 0 0 0 1 0 0 0 CTX-M, daaD
Total 12 11 40 1 79 1 1 10
INEN: Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas. Sec. HOT  secrecion herida, organo o tejido.
FAP: Hospital Central Fuerza Aérea Peruana. LFP: Lactosa fermentadora positiva.
HNDAC: Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion. LFN: Lactosa fermentadora negativa.
HNERM: Hospital Nacional Edgardo Rebagliatti Martins. 0: Ausencia del gen.
CEMENA:  Centro Médico Naval. I: Presencia del gen.
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La Tabla 23 presenta un resumen de la deteccion de genes diarreagénicos y genes de
resistencia antimicrobiana en muestras provenientes de cinco hospitales: INEN (74
muestras), Hospital FAP (12 muestras), HNERM (6 muestras), HNDAC (7 muestras) y
CEMENA (1 muestra). Entre los genes diarreagénicos evaluados, inicamente se detecto la
amplificacion del gen daaD, asociado a Escherichia coli difusamente adherente, en 12
muestras. Los demas genes diarreagénicos no fueron detectados.

En cuanto a los genes de resistencia pertenecientes a las clases moleculares A y B,
implicados en la resistencia a B-lactdmicos, se identificaron los siguientes: blaTEM en 40
muestras, blaSHV en 1 muestra, blaCTX-M en 79 muestras, blaKPC en 1 muestra y
blaNDM en 1 muestra. Los genes blaIMP y blaVIM no fueron detectados en ninguna de
las muestras analizadas. Respecto a los genes de resistencia a colistina, mer-1 fue
identificado en 11 muestras.

Cabe destacar la alta prevalencia del gen blaCTX-M, presente en 79 muestras, lo
cual evidencia una notable resistencia a cefalosporinas de tercera generacion. El segundo
gen mas frecuente fue blaTEM (40 muestras), otro determinante perteneciente a la clase

molecular A, también asociado a resistencia a f-lactamicos.
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Tabla 23.

Presencia de genes diarreagénicos y genes de resistencia antimicrobiana.

Total Genes diarreagénicos Genes Claslz Molecular | Genes Clas}; Molecular Gen de la colistina
e ' = 0

Total 100 100% | 0 0 0 12 0 0 0 0 | 40 1 79 1 0 0 1 11
INEN 74 74%
Hemocultivo | 13 13% 0 0 0 1 0 0 0 6 0 12 1 0 0 0 1
Sec. HOT 5 5% 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 3 0 0 0 0
Urocultivo 56 56% 0 0 0 7 0 0 0 0 19 1 48 0 0 0 1 4
Hospital FAP | 12 12%
Sec. HOT 9 9% 0 0 0 2 0 0 0 0 4 0 5 0 0 0 0 2
Urocultivo 3 3% 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 2 0 0 0 0 1
HNERM 6 6%
Hemocultivo | 2 2% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Sec. HOT 3 3% 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 2
Urocultivo 1 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
HNDAC 7 7%
Sec. HOT 1 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1
Urocultivo 6 6% 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 4 0 0 0 0 0
CEMENA 1 1%
Urocultivo 1 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Sec. HOT Secrecion de Herida u Organo o Tejido

1: Presencia

0: Ausencia
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En el caso de la clasificacion de Ambler para la clase molecular A que incluye los
genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M y blaKPC, se detect6 la presencia de los cuatro genes,
que como se dijo anteriormente, los que se presentan en mayor cantidad son blaCTX-M y
blaTEM, con 79 y 40 cepas respectivamente, y los otros dos genes blaSHV y blaKPC s6lo
tuvieron 1 cepa cada uno (Figura 19).

Figura 19.

Presencia de genes f-lactamicos de la Clase A, segun la clasificacion de Ambler, en
muestras de E. coli en estudio.

|

blaKPC

blaCTX-M

|

blaSHV

blaTEM 60|

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

B Positivo B Negativo

En el caso de la clasificacion de Ambler para la clase molecular B que incluye los
genes blaIMP, blaVIM, y blaNDM, solo se detect6 la amplificacion del gen blaNDM en
una cepa (NSC2368). Esta cepa LFP, provenia de un urocultivo, los otros genes (blaIMP y

blaVIM) no fueron detectados (Figura 20).
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Figura 20.
Presencia de genes [-lactamicos de la Clase B, segun la clasificacion de Ambler, en
muestras de E. coli en estudio.
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Sobre la amplificacion de genes de E. coli: enterotoxigénica, patogénica y
difusamente adherente (MULTI-1), los hallazgos de la amplificacion de genes
diarreagénicos pertenecientes a las 100 cepas de E. coli, dieron positivo unicamente al gen
difusamente adherente (daaD) en 12 muestras.

En cuanto a la amplificacion de genes de E. coli: enteroinvasiva, enteroagregativa y
shiga-toxina (MULTI — 2), la presencia de estos genes diarreagénicos (stx1, stx2, ipaH y
aagR) dieron negativo en las 100 cepas evaluadas.

La coexistencia de genotipos relacionados con la resistencia a los antibioticos en E.
coli, analizados en tres hospitales de la ciudad de Lima y dos en la provincia del Callao,
mostrd que un 87% (87/100) de las cepas presentaban genotipos relacionados con resistencia
(se excluye el gen diarreagénico daaD y las 10 cepas negativas). Estos genotipos se
clasificaron en tres categorias: tnicos 55.2% (48/87) (blaCTX-M o blaTEM), combinados

con dos  genes (blaCTX+blaTEM,  blaCTX-M+mcr-1, blaTEM+mecr-1,
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blaTEM+blaKPC y blaTEM+blaSHV) 36.8% (32/87) y con tres genes (blaCTX-
blaTEM+mcr-1 y blaCTX-M+blaTEM+blaNDM) 8.0% (7/87). Un 10% (10/100) de las
cepas no mostraron amplificacion de genes de resistencia, y 3 cepas (3/100) amplificaron

unicamente el gen diarreagénico daaD (Tabla 24).

Tabla 24.
Distribucion del genotipo de E. coli simples y combinados relacionados a la resistencia

hallados en el presente estudio.

Gene simple 0 combinado Hemocultivo Sec.HOT Urocultivo Total

blaCTX-M 8 3 26 37
blaTEM 0 2 1 3
daaD 0 1 2 3
daaD/blaTEM 0 1 0 1
daaD, blaCTX-M 1 1 5 7
blaTEM/blaCTX-M 4 2 18 24
blaTEM/blaSHV 0 0 1 1
blaTEM/blaKPC 1 0 0 1
blaTEM/mcr-1 0 1 1 2
blaCTX-M/mcr-1 0 1 2 3
daaD/TEM/CTX-M 0 0 1 1
blaTEM/blaCTX-M/mcr-1 1 3 2 6
TEM/blaCTX-M/blaNDM 0 0 1 1
Negativo 0 3 7 10
Leyenda:

Sec. HOT = Secrecion de herida u organo o tejido.

Un analisis detallado, merecen las 12 cepas que amplific6 al gen diarreagénico daaD:
9 cepas provenian del INEN, 7 de las cuales fueron aisladas de urocultivo, 1 de secrecion
HOT y 1 de hemocultivo; 2 provenian de la FAP ambas de secrecion HOT; y 1 provenia del
HNDAC del Callao, proveniente de urocultivo. En cuanto a la fermentacion de lactosa, 11
cepas en placa de Mac McConkey se presentan como LFP y 1 cepa dio como LFN (Tabla
25).

87



Tabla 25.
Muestras positivas al gen daaD de la E. coli difusamente adherente.

N° Codigo Hospital de Sexo Tipo de Cultivo Resultado Placa
NAMRU-S Procedencia Mc Conkey
9 NSC1174 HNDAC Masculino Urocultivo LFP
14 NSC1387 FAP Femenino Secrecion HOT LFN
24 NSC2109 INEN Masculino Hemocultivo LFP
34 NSC2143 INEN Femenino Urocultivo LFP
57 NSC2219 INEN Masculino Urocultivo LFP
59 NSC2221 INEN Femenino Urocultivo LFP
66 NSC2244 INEN Femenino Urocultivo LFP
69 NSC2249 INEN Femenino Urocultivo LFP
84 NSC2412 FAP Masculino Secrecion HOT LFP
92 NSC2427 INEN No Dato Urocultivo LFP
98 NSC2439 INEN No Dato Urocultivo LFP
99 NSC2453 INEN No Dato Secrecion HOT LFP

Leyenda:
S?c/.eﬁlgT = Secrecion de Herida u Organo o Tejido, LFP= Lactosa fermentadora
positiva, LEFN = Lactosa fermentadora negativa.

En la ciudad de Lima, la resistencia a los diferentes grupos de antibidticos fue
observada en muestras provenientes del INEN, de las 74 muestras, 66 genes estuvieron
relacionados con la resistencia, 8 fueron negativas; 12 muestras provenian de la FAP de las
cuales 9 presentaron genes relacionados con la resistencia y 3 fueron negativas; las 6
muestras provenientes del HNERM todas mostraron resistencia al grupo de los
antimicrobianos evaluados. En la provincia constitucional del Callao, la resistencia a los
diferentes grupos de antibidticos se observo en 7 muestras del HNDAC, 5 tuvieron
resistencia y dos fueron negativos y en el CEMENA la tinica muestra present6 resistencia a
alguno de los grupos antimicrobianos. El gen diarreagénico daaD fue aislados en 10 cepas

del INEN, 1 de la FAP y 1 en el HNDAC del Callao.
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Con relacion a la identificacion de los aislamientos de acuerdo al tipo de procedencia
de la muestra, 15 E. coli fueron aisladas de hemocultivo, todas tuvieron genes de resistencia
a los diferentes grupos de antimicrobianos, dos de las cuales pertenecian al mismo paciente,
una identificada como LFP y la otra como LFN; 12 cepas fueron aisladas de secrecion de
herida, organos y tejidos (Secrecion HOT), 10 tuvieron genes de resistencia y dos fueron
negativas; en las cepas aisladas de la secrecion HOT de las 6 cepas, 4 tuvieron genes de
resistencia y 2 fueron negativos; de las 67 cepas aisladas de urocultivo, 58 cepas
manifestaron genes de resistencia a alguno de los grupos antimicrobianos, 9 dieron como
negativos. Cabe mencionar que el gen diarreagénico daaD de la E. coli difusamente

adherente fue encontrado en 1 hemocultivo, 1 en secreciones HOT y 10 en urocultivos.
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3.6. DISCUSION

El estudio de genes de resistencia presente en cepas de E. coli aisladas en diversas
areas geograficas es continuo, sin embargo, la asociacion de genes de resistencia con genes
diarreagénicos han sido poco estudiados y en el presente trabajo se ha planteado realizar esta
observacion en 100 cepas de Escherichia coli provenientes cinco nosocomios en Lima y
Callao durante los afios 2014 al 2017. Se realizaron pruebas fenotipicas y de susceptibilidad
antimicrobiana, asi como la identificacion molecular para la presencia de genes de
resistencia y virulencia.

De todas las cepas analizadas 84 cepas fueron lactosas fermentadoras positivas
(LFP), y 16 fueron lactosas fermentadoras negativas (LFN). Esto sugiere variabilidad en el
metabolismo bacteriano, lo que podria estar relacionado con cambios adaptativos ante la
presion selectiva de los antibioticos (Mazumder ef al. 2022).

Las categorias de resistencia adquirida se basan en el nimero de clases de
antimicrobianos frente a las cuales una bacteria presenta resistencia. Asi, una cepa se
considera multirresistente (MDR) cuando es no susceptible al menos a una clase en tres o
mas grupos de antimicrobianos. Se clasifica como extensamente resistente (XDR) cuando es
no susceptible a todas las clases antimicrobianas excepto una o dos. Finalmente, se define
como pan-resistente (PDR) cuando la cepa es no susceptible a todos los agentes en todas las
clases antimicrobianas probadas (Magiorakos, AP., et al., 2012; Rastmanesh S., et al., 2024).

Estas definiciones permiten una estandarizacién global en la categorizacion de la
resistencia bacteriana y facilitan la comparacion entre estudios. En base a esta categorizacion
internacional de expertos para definiciones estandar provisionales a resistencia adquirida, se
evalud el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las 100 cepas analizadas. Del total, se
identificd 1 cepa no multirresistente (No-MDR) (NSC2226), 2 cepas multirresistentes

(MDR) (NSC0945, NSC2426) y 97 cepas extensamente resistente a los farmacos (XDR).
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El 98% de las cepas fueron productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), lo que refleja una alta prevalencia de resistencia a los antibidticos B-lactamicos,
especificamente cefalosporinas de tercera generacion como cefotaxima (CTX) y ceftriaxona
(CRO), lo que difiere de lo observado previamente por Marcos-Carbajal, P. et al (2021) el
cual obtuvo 55.7%. Ademas, se observo resistencia significativa (“R”+“I”) a las tetraciclinas
(75%), antagonista del folato (76%), monobactamico (79%), aminoglucdsidos (85%),
fluoroquinolona (95%), agentes combinados B-lactamicos (96%) y cefalosporinas (97%),
corroborando lo hallado por Marcos-Carbajal, P. ef al (2021) y Loyola, S., et al. (2021).

En cuanto a los resultados de la microdilucion en placa para la colistina, se obtuvo
una positividad del 11% y todas estas cepas fueron positivas para -lactamasa de espectro
extendido (BLEE).

El analisis molecular reveld que el gen blaCTX-M, asociado con la produccion de
BLEE, fue el mas prevalente, presente en 79 cepas, seguido de blaTEM en 40 cepas,
corroborando lo hallado con Loyola, S., ef al. (2021).

La coexistencia de genes de resistencia, como mcr-1 (resistencia a colistina) y
blaCTX-M, es particularmente preocupante, ya que indica la presencia de cepas
multirresistentes que son dificiles de tratar con los antibidticos convencionales.

En dos muestras ambas del INEN (NSC2110 y NSC2355) se pudieron aislar dos
tipos de E. coli (LFP y LFN) provenientes de hemocultivo y la otra de urocultivo
respectivamente. En las cepas que provenian de hemocultivo se pudo identificar que poseian
un gen comun el gen blaTEM, identificado como codificante para las f-lactamasas de clase
A, que son enzimas capaces de degradar antibidticos P-lactdmicos, como penicilinas y
algunas cefalosporinas pero difieren en el segundo gen asociado, uno presentd el gen

blaCTX-M (LFN) y el otro el gen blaKPC (LFP) es una carbapenemasa, una enzima que
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degrada los antibidticos carbapenémicos (como Imipenem y Meropenem), que son
generalmente considerados como ultimos recursos para tratar infecciones multirresistentes.

Las dos cepas provenientes de urocultivo presentaron el gen blaCTX-M que es una
de las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) més comunes a nivel mundial (Marcos-
Carbajal, P. et al., 2021), lo que representa un problema clinico significativo, ya que las
infecciones por bacterias portadoras de este gen a menudo son dificiles de tratar debido a la
resistencia a multiples antibidticos. En ninglin caso presentaron genes diarreagénicos
asociados.

En el caso de los genes B-lactdmicos pertenecientes a la clase molecular A, se observo
que la mayor parte de las asociaciones génicas simultaneas involucraron al gen CTX-M,
reconocido por conferir resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, tales como la
Cefotaxima (CTX), Ceftriaxona (CRO) y Ceftazidima (CAZ) (Zhao, W. H., et al., 2013;
Shafiq, M., et al., 2019; Marcos-Carbajal, P. ef al, 2021).

La presencia del gen daaD correspondiente a la E. coli difusamente adherente,
mayormente en muestras procedentes de urocultivo (8/12), con predominancia en el sexo
femenino (4/12), puede atribuirse a factores anatdmicos y fisiologicos que aumentan la
susceptibilidad a infecciones urinarias en este grupo (Baimakhanova, B., et al., 2025).

La ausencia de amplificacion de genes de resistencia en las ocho cepas (NSC1726,
NSC1782, NSC1818, NSC2367, NSC2374, NSC2419, NSC2425 y NSC2430), que
mostraron resistencia fenotipica a B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y segtn los
diametros criticos de tamizaje para BLEE, se confirmo la presencia de resistencia, ya que la
Cefotaxima (CTX) y Ceftriaxona (CRO) resultaron resistentes, demostrando utilidad de este
enfoque en la deteccion de BLEE (Figura 8) se podria deberse a que los mecanismos de
resistencia de estas cepas no estén relacionados con genes comunes de BLEE. Es posible

que estas cepas utilicen otros mecanismos de resistencia distintos de los genes tipicamente
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asociados con BLEE (como blaCTX-M, blaTEM, blaSHV), podrian estar empleando
mecanismos de resistencia mediados por bombas de eflujo o cambios en la permeabilidad
de la membrana. Otra causa podria ser mutaciones en los genes de resistencia que pueden
haber afectado la region de unidon de los cebadores usados en la PCR, impidiendo la
amplificacion. También es posible que los alelos no estuvieran incluidos en la lista de
cebadores utilizados.

En el caso particular de la cepa aislada de hemocultivo (NSC2109), asi como las dos
cepas de obtenidas de urocultivo en pacientes masculinos (NSC1174, NSC2219) y las tres
cepas provenientes de secrecion HOT (NSCI1387, NSC2412 y NSC2453), todas ellas
presentaron el gen diarreagénico daaD. Esta coincidencia sugiere la posibilidad de una
infeccion sistémica, la cual se caracteriza por afectar todo el organismo en lugar de limitarse
aun solo organo o region. En estos casos, el patogeno puede diseminarse a través del torrente
sanguineo o del sistema linfatico (Daga, AP. et al., 2019), provocando sintomas
generalizados, de este tltimo grupo de cepas, se destaca la presencia de una E. coli LFN.

Por ultimo, la deteccion de cepas aisladas de muestras no fecales que presentan
resistencia a multiples grupos de antibidticos y que ademas portan genes asociados con la
produccion de diarrea, representa un serio riesgo para la salud publica. Este riesgo se
incrementa significativamente si estas cepas son multidrogo-resistentes y también contienen
el gen de la resistencia a la colistina. En este estudio de 100 cepas analizadas, no se encontro
resistencia a los carbapenémicos, antibioticos utilizados principalmente para tratar
Pseudomonas sp 'y Acinetobacter sp,y recomendados por el CLSI para organismos del orden
Enterobacterales (CLSI, 2025), asi mismo tampoco los genes blaVIM ni blaIMP

pertenecientes a la clase molecular B.
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CONCLUSIONES
Del total de 102 cepas analizadas, todas fueron reidentificadas mediante espectrometria de
masas (MALDI ToF MS), técnica que resultdé fundamental para la correcta identificacion.
Gracias a este analisis, se detectd que dos muestras inicialmente enviadas desde el hospital
de origen como Escherichia coli correspondian en realidad a Klebsiella pneumoniae, por lo
que ambas fueron reemplazadas por otras dos cepas. Asi mismo, una cepa proveniente del
INEN enviada como Enterobacter aerogenes y otra proveniente del CEMENA enviada
como Klebsiella pneumoniae, en ambos casos la identificacion fue corroborada como E. coli.
La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realizé en las 100 cepas mediante el método
de difusion en disco (Kirby-Bauer), siguiendo las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para este tipo de microorganismo. Se emplearon 22
antimicrobianos, lo que permitid establecer su caracterizacion fenotipica. Observandose una
resistencia del 97% para las cefalosporinas de tercera generacion, 96% a los agentes
combinados B-lactdmicos, 95 % para las quinolonas, 85% para los aminoglucdsidos, 79%
para el monobactamico,76% para antagonista del folato, 75% para las tetraciclinas, 11% para
la polimixina y 3% para los carbapenémicos.
Mediante la técnica de PCR, se detectaron genes B-lactdmicos de la clase A en las cepas
analizadas. El gen blaCTX-M fue el mas prevalente, con una positividad del 79%, seguido
de blaTEM con 40%. Los genes blaSHV y blaKPC fueron detectados ambas en 1% de las
cepas.
Mediante la técnica de PCR, se detectaron genes B-lactamicos de la clase B en las cepas
analizadas. El gen blaNDM fue identificado en el 1% de las cepas, mientras que no se
detectaron los genes blaIMP y blaVIM.
La amplificacion del gen diarreagénico daaD, correspondiente a la E. coli difusamente

adherente (ECDA), se realiz6 mediante la técnica de PCR. Este gen fue detectado en un total
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de 12 cepas: en tres de ellas como gen Unico, en siete en combinacion con el gen blaCTX-
M, en una con blaTEM y en una mas con ambos genes (blaCTX-M+blaTEM). Una de las
cepas portadoras de daaD fue lactosa no fermentadora. EI gen mer-1, asociado a la
resistencia a la colistina no fue detectado en ninguna de las cepas portadoras de daaD.

El gen mer-1 de resistencia a la colistina detectado mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) estuvo presente en 4 de los 5 nosocomios evaluados, en su mayoria
provenientes del INEN (5/11), la cual mostro una asociaciéon con los genes B-lactamicos
blaCTX-M, y blaTEM lo que sugiere la presencia de mecanismos de resistencia multiples.
Tres cepas provenian de la FAP (3/11), dos del Hospital nacional Edgardo Rebagliatti (2/11)
y una del Hospital nacional Daniel A. Carrion (1/11), todas ellas con la misma asociacion de
genes B-lactdmicos. Esta co-expresion podria facilitar la diseminacion horizontal de genes
de resistencia a través de elementos genéticos moéviles, representando un riesgo significativo
para el tratamiento clinico y la salud publica.

La asociacion entre los perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana y la deteccion de
genes de resistencia reveld que el 87 % (87/100) de las cepas de E. coli portaban genes [3-
lactamicos, con mayor frecuencia aquellos pertenecientes a la clase molecular A (blaCTX-
M y blaTEM), relacionados con resistencia a cefalosporinas de tercera generacion,
combinaciones con inhibidores de B-lactamasas y monobactamico, en concordancia con los
resultados fenotipicos.

La presencia de genes de la clase molecular B (blaNDM, blaIMP y blaVIM) se identificd en
una cepa, la cual fue sensible a Ertapenem e Imipenem. Este resultado se obtuvo en el marco
del panel de antimicrobianos evaluados en el estudio.

Dos cepas presentaron fenotipo de resistencia a los carbapenémicos sin amplificacion de
blaNDM, blaIMP o blaVIM. En este estudio no se incluyeron cebadores especificos para la

deteccion de genes asociados a resistencias a quinolonas, aminoglucosidos, tetraciclinas y

95



antagonistas del folato. E1 13 % (13/100) de las cepas no presentd amplificacion de genes -
lactamicos; de estas, 11 fueron fenotipicamente positivas para BLEE, y en tres se detecto
ademas el gen diarreagénico daaD. En las 2 cepas negativas para BLEE, no se detecto la

presencia de ningun gen B-lactamico, en concordancia con su perfil fenotipico.
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SUGERENCIAS

Para detectar posibles productores de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
se recomienda usar los didmetros criticos de tamizaje y corroborar o confirmar los resultados
con métodos adicionales disponibles para confirmar la presencia de estos genes de
resistencia.

En el presente estudio se ha observado coexistencia entre genes diarreagénicos y
genes B-lactamicos, por lo que se sugiere continuar con la vigilancia.

No se debe ignorar la presencia de E. coli lactosa negativa, que en los resultados

también portan genes de resistencia y de produccion de diarrea.
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Anexo 2. Resultado de la evaluacion a aspectos bioéticos y metodoldgicos por parte del
Comité de Bioética Institucional en Investigacion de la UNSAAC.

Comité de Bioética Institucional v Sub Comités de Bioética de la UNSAAC

«Afo del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra
Independencia, y de la conmemoracion de las heroicas batallas
de Junin y Ayacucho”
Cusco, 04 de octubre del 2024

Dficio virtual N® 0042024 CBI-UNSAAC

Sr. Bach. ENRIQUE ALBERTO CANAL ESQUIVEL
Escuela Profesional de Biolegia de la Universidad Macional de San Antonio Abad del

Cusco.
ASUNTO : Informe final sobre aspectos bioéticos del proyecto de
investigacion.
Ref : Exp. 659465

De mi mayor consideracion:

Previo un cordial y atento saludo, el presente es para remitir a usted el informe CBI-
UNSAACZ2024 004 de la rewvision final de los aspecios bioéticos al trabajp de
investigacion “Concomitancia de los genes diameagénicos con los genes que codifican
E-lactamasas y con el gen de la resistencia a la colistina, en cepas de Escherichia. colf
provenientes de muestras nosocomiales™.

En la revision del trabajo de investigacion han participado los miembros del CBI-
UNSAAC vy los miembros del Subcomité de bioética en ensayos clinicos, estudios
clinicos epidemiologicos en seres humanos.

A su vez, hacer de su conocimiento que una vez concluida la ejecucion del trabajo de
investigacion antes indicado, debe de remitir al CBI-UNSAAC una copia del informe final
ylo publicacion.

Sin otro particular, uso de |a ocasion para expresar las consideraciones de nuestra
estima personal.

Atentamente,

Fdo. Dra. Tatiana Del Castillo de Loayza.
Presidentz del Comité de Bioética Institucional de la UNSAAC

comite bioeficai@unsaac edu.pe

C.C.VRIM
IArchivo
FILCY
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Anexo 3. Secuencias de Oligonucleo6tidos que se uso en el estudio.

Patotipo .
Cebador o Genotipo de Secuencia (5'—3") AHEP::)C on Referencia
resistencia p
stla-F ECET TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAA 150
stla-R ECET GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG
stIb-F ECET TGCTAAACCAGTAGAGTCTTCAAAA 138
StIb-R ECET GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG
Lt-F ECET TCTCTATGTGCATACGGAGC 32
Lt-R ECET CCATACTGATTGCCGCAAT
eaeA-F ECEP ATGCTTAGTGCTGGTTTAGG 248
eaeA-R ECEP GCCTTCATCATTTCGCTTTC
daaD-F ECDA TGAACGGGAGTATAAGGAAGATG Guion, C.
ECDA 371 E., et al.
daaD-R GTCCGCCATCACATCAAAA (2008).
IpaH-F ECEI GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 61
IpaH-R ECEI GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
AggR-F ECEA CGAAAAAGAGATTATAAAAATTAAC 100
AggR-R ECEA GCTTCCTTCTTTTGTGTAT
stx1-F ECEH CTGGATTTAATGTCGCATAGTG 150
stx1-R ECEH AGAACGCCCACTGAGATCATC
stx2-F ECEH GGCACTGTCTGAAACTGCTCC )ss
stx2-R ECEH TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
blaCTX-M-F BL-GrupoA  TCTTCCAGAATAAGGAATCCC 900
plaCTX-M-R ~ BL-GrupoA  CCGTTTCCGCTATTACAAAC _
Ghorbani-
blaTEM-F BL-GrupoA  TCCGCTCATGAGACAATAACC 206 Dalini,
blaTEM-R BL-GrupoA ATAATACCGCACCACATAGCAG Kargar et al.
2015
blaSHV-F BL-GrupoA  TACCATGAGCGATAACAGCG 450
blaSHV-R BL-GrupoA  GATTTGCTGATTTCGCTCGG
blaIMP-F BL-GrupoB  GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
BL-G B 232
blaIMP-R rupo GGTTTAAYAAAACAACCACC
blaVIM-F BL-GrupoB  GATGGTGTTTGGTCGCATA
BL-G B 390 :
blaVIM-R ~Tupo CGAATGCGCAGCACCAG Poirel,
BL.G B Walsh et al.
blaNDM-F -Irupo GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 2011.
621
blaNDM-R BL-GrupoB  cGGAATGGCTCATCACGATC
blaKPC-F BL-GrupoA  cGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
BL-G A 798
blaKPC-R -rupo CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
mer-1 CLR-F Colistina CGGTCAGTCCGTTTGTTC Ahmed,
Colistina 309 Elshafiee et
mcr-1 CLR-R CTTGGTCGGTCTGTAGGG al. 2019

Fuente: Propia

E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli difusamente adherente (ECDA), E.
coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli enterohemorragica (ECEH), f-Lactamasa

del grupo A (BL grupoA), B-Lactamasa del grupo B. Pares de bases (bp)

114



Anexo 4. Genes Betalactamicos de la clase molecular A detectados y amplificados por cebadores usados en este estudio, comparados con secuencias
disponibles en el GenBank.

Cebadores
(F & R)

Alelos Reportados

Genes Betalactamicos que amplifica los Cebadores de la Clase Molecular A Total
hasta abril 2024

blaCTX-M

blaCTX-M-1, blaCTX-M-10, blaCTX-M-101, blaCTX-M-103, blaCTX-M-117, blaCTX-
M-144, blaCTX-M-146, blaCTX-M-169, blaCTX-M-207, blaCTX-M-224, blaCTX-M- 14 239
23, blaCTX-M-62, 1aCTX-M-66, blaCTX-M-71.

blaTEM

blaTEM-1, blaTEM-10, blaTEM-104, blaTEM-105, blaTEM-106, blaTEM-107,
blaTEM-109, blaTEM-11, blaTEM-113, blaTEM-114, blaTEM-115, blaTEM-120,
blaTEM-126, blaTEM-131, blaTEM-138, blaTEM-143, blaTEM-148, blaTEM-155,
blaTEM-158, blaTEM-16, blaTEM-164, blaTEM-167,blaTEM-176, blaTEM-178,
blaTEM-186, blaTEM-187, blaTEM-188, blaTEM-198, blaTEM-2, blaTEM-20,
blaTEM-208, blaTEM-21, blaTEM-22, blaTEM-24, blaTEM-28, blaTEM-32, blaTEM-4,
blaTEM-5, blaTEM-53, blaTEM-60, blaTEM-63 ,blaTEM-67 ,blaTEM-7, blaTEM-70,
blaTEM-76, blaTEM-77, blaTEM-8, blaTEM-88, blaTEM-95.

49 200

blaSHV

SHV-1, SHV-2, SHV-5, SHV-7, SHV-8, SHV-11, SHV-12, SHV-13, SHV-14, SHV-18,
SHV-24, SHV-26, SHV-30, SHV-31, SHV-32, SHV-34, SHV-35, SHV-36, SHV-38,
SHV-40, SHV-41, SHV-43, SHV-44, SHV-45, SHV-48, SHV-49, SHV-50, SHV-51,
SHV-52, SHV-55, SHV-56, SHV-57, SHV-59, SHV-60, SHV-61, SHV-62, SHV-63,
SHV-64, SHV-65, SHV-66, SHV-67, SHV-69, SHV-70, SHV-71, SHV-72, SHV-73,
SHV-74, SHV-75, SHV-76, SHV-77, SHV-78, SHV-79, SHV-80, SHV-81, SHV-82,

125 186
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SHV-83, SHV-85, SHV-86, SHV-93, SHV-94, SHV-95, SHV-96, SHV-97, SHV-98,
SHV-99, SHV-100, SHV-101, SHV-102, SHV-103, SHV-104, SHV-105, SHV-106,
SHV-107, SHV-108, SHV-109, SHV-110, SHV-119, SHV-120, SHV-128, SHV-133,
SHV-134, SHV-135, SHV-137, SHV-140, SHV-141, SHV-142, SHV-144, SHV-145,
SHV-147, SHV-148, SHV-149, SHV-150, SHV-151, SHV-152, SHV-154, SHV-155,
SHV-156, SHV-157, SHV-158, SHV-159, SHV-160, SHV-161, SHV-162, SHV-163,
SHV-164, SHV-165, SHV-167, SHV-168, SHV-172, SHV-173, SHV-178, SHV-179,
SHV-180, SHV-181, SHV-182, SHV-183, SHV-185, SHV-186, SHV-187, SHV-188,
SHV-189, SHV-190, SHV-191, SHV-193.

blaKPC

blaKPC-10, blaKPC-101, blaKPC-102, blaKPC-103, blaKPC-104, blaKPC-106, blaKPC-
107, blaKPC-109, blaKPC-11, blaKPC-112, blaKPC-113, blaKPC-114, blaKPC-115,
blaKPC-12, blaKPC-120, blaKPC-121, blaKPC-123, blaKPC-128, blaKPC-13, blaKPC-
130, blaKPC-138, blaKPC-139, blaKPC-14, blaKPC-141, blaKPC-142, blaKPC-143,
blaKPC-144, blaKPC-145, blaKPC-146, blaKPC-15, blaKPC-153, blaKPC-155, blaKPC-
156, blaKPC-157, blaKPC-16, blaKPC-17, blaKPC-19, blaKPC-2, blaKPC-21, blaKPC-
22, blaKPC-23, blaKPC-25, blaKPC-26, blaKPC-27, blaKPC-28, blaKPC-29, blaKPC-3,
blaKPC-31, blaKPC-32, blaKPC-34, blaKPC-35, blaKPC-36, blaKPC-37, blaKPC-38,
blaKPC-39, blaKPC-4, blaKPC-40, blaKPC-42blaKPC-43, blaKPC-45, blaKPC-46,
blaKPC-47, blaKPC-48, blaKPC-49, blaKPC-5, blaKPC-50blaKPC-51, blaKPC-52,
blaKPC-54, blaKPC-56, blaKPC-57,,blaKPC-59, blaKPC-6, blaKPC-60, blaKPC-61,
blaKPC-62, blaKPC-63, blaKPC-64, blaKPC-65, blaKPC-66, blaKPC-68, blaKPC-7,
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blaKPC-71, blaKPC-72, blaKPC-73, blaKPC-74, blaKPC-75, blaKPC-76, blaKPC-77,
blaKPC-79, blaKPC-8,blaKPC-81, blaKPC-82, blaKPC-83, blaKPC-84 ,blaKPC-85,
blaKPC-86, blaKPC-87, blaKPC-88blaKPC-89, blaKPC-90, blaKPC-91, blaKPC-92,
blaKPC-93, blaKPC-94, blaKPC-95, blaKPC-96,blaKPC-97, blaKPC-98, blaKPC-99

Anexo 5. Genes Betalactamicos de la clase molecular B detectados y amplificados por cebadores usados en este estudio, comparados con
secuencias disponibles en el GenBank.

Cebadores Alelos Reportados
Genes Betalactamicos que amplifica los Cebadores de la Clase Molecular B Total
(F & R) hasta abril 2024

blaIMP-1, blaIMP-10, blaIMP-11, blaIMP-12, blaIMP-15, blaIMP-19, blaIMP-2,
blaIMP-20, blaIMP-21, blaIMP-23, blaIMP-24, blaIMP-25, blaIMP-26, blaIMP-28,
blaIMP-29, blaIMP-30, blaIMP-38, blaIMP-4, blaIMP-40, blaIMP-41, blaIMP-42,
blaIMP-43, blaIMP-44, blaIMP-45, blaIMP-5, blaIMP-53, blaIMP-55, blaIMP-59,
blaIMP 50 93
blaIMP-6, blaIMP-60, blaIMP-62, blaIMP-63, blaIMP-66, blaIMP-7, blaIMP-73,
blaIMP-76, blaIMP-77, blaIMP-78, blaIMP-79, blaIMP-8, blaIMP-80, blaIMP-81,
blaIMP-82, blaIMP-88, blaIMP-9, blaIMP-90, blaIMP-94, blaIMP-96, blaIMP-97,

blaIMP-98.
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blaVIM

blaVIM-1, blaVIM-10, blaVIM-11, blaVIM-12, blaVIM-13, blaVIM-14, blaVIM-15,
blaVIM-17, blaVIM-18, blaVIM-19, blaVIM-2, blaVIM-20, blaVIM-23, blaVIM-24,
blaVIM-26, blaVIM-27, blaVIM-28, blaVIM-29, blaVIM-3, blaVIM-30, blaVIM-31,
blaVIM-32, blaVIM-33, blaVIM-34, blaVIM-35, blaVIM-36, blaVIM-37, blaVIM-
39, blaVIM-4, blaVIM-40, blaVIM-41, blaVIM-42, blaVIM-43, blaVIM-44,
blaVIM-45,,blaVIM-46, blaVIM-47, blaVIM-48, blaVIM-50, blaVIM-51, blaVIM-
52, blaVIM-53, blaVIM-54, blaVIM-55, blaVIM-56, blaVIM-57, blaVIM-58,
blaVIM-59, blaVIM-6, blaVIM-60, blaVIM-62, blaVIM-63, blaVIM-64, blaVIM-65,
blaVIM-66, blaVIM-67, blaVIM-68, blaVIM-70, blaVIM-72, blaVIM-73, blaVIM-
74, blaVIM-75, blaVIM-76, blaVIM-77, blaVIM-78, blaVIM-79, blaVIM-8,
blaVIM-83, blaVIM-86, blaVIM-9.

70

81

blaNDM

blaNDM-10, blaNDM-11, blaNDM-12, blaNDM-13, blaNDM-14, blaNDM-15,
blaNDM-16a, blaNDM-17, blaNDM-18, blaNDM-19, blaNDM-2, blaNDM-20,
blaNDM-21, blaNDM-23, blaNDM-24, blaNDM-25, blaNDM-26, blaNDM-27,
blaNDM-28, blaNDM-29, blaNDM-3, blaNDM-30, blaNDM-31, blaNDM-35,
blaNDM-36, blaNDM-37, blaNDM-38, blaNDM-39, blaNDM-4, blaNDM-40,
blaNDM-41, blaNDM-42, blaNDM-43, blaNDM-44, blaNDM-45, blaNDM-46,
blaNDM-47, blaNDM-48, blaNDM-49, blaNDM-5, blaNDM-50, blaNDM-6,
blaNDM-7, blaNDM-8, blaNDM-9.

45

50
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Anexo 6. Informacion General por muestra y resultado de cultivo y MALDI — ToF.

N° Codigo I;’I:(:f;tlilni? Resultado Edad Sexo Dia Toma Tipo de Cultivo Fecha Placa Resultados

NAMRU-S a Hospital de Muestra Resultado Mc Conkey | Maldi-ToF
1 NSC0945 |HNERM E. coli |NoDato| NoDato | 19-mar-14 | Hemocultivo 31-mar-14 LFP E. coli
2 NSC0948 | HNERM E. coli |NoDato| NoDato | 19-mar-14 | Hemocultivo 01-abr-14 LFP E. coli
3 NSC0983 |HNDAC E. coli 20 Femenino | 25-mar-14 Urocultivo 21-abr-14 LFP E. coli
4 |NSC0989 |HNERM E. coli |NoDato| NoDato | 25-mar-14 | Secrecion HOT | 21-may-14 LFP E. coli
5 |[NSC1030 |HNDAC E. coli 20 Femenino | 08-abr-14 Urocultivo 13-jun-14 LFP E. coli
6 [NSC1080 |HNERM E. coli |NoDato| NoDato | 08-abr-14 | Secrecion HOT | 13-ago-14 LFP E. coli
7 |NSC1095 |HNERM E. coli |NoDato| NoDato | 08-abr-14 Urocultivo 13-ago-14 LFP E. coli
8 |INSC1167 |HNDAC E. coli | No Dato | Masculino | 18-ago-14 Urocultivo 14-nov-14 LFP E. coli
9 NSC1174 |HNDAC E. coli | No Dato | Masculino | 16-oct-14 Urocultivo 19-nov-14 LFP E. coli
10 |[NSC1178 |HNERM E. coli 0,3 Masculino | 16-oct-14 | Secrecion HOT 10-dic-14 LFP E. coli
11 |NSC1196 |FAP E. coli 75 Masculino | 18-nov-14 Urocultivo 07-ene-15 LFP E. coli
12 |NSC1346 |HNDAC E. coli 42 Masculino | 31-ene-15 | Secrecion HOT 08-jul-15 LFP E. coli
13 |NSC1363 |FAP E. coli 64 Femenino | 21-may-15 | Secrecion HOT 21-jul-15 LFP E. coli
14 |NSC1387 |FAP E. coli 26 Femenino | 31-may-15 | Secrecion HOT |  30-sep-15 LFN E. coli
15 |NSC1428 |FAP E. coli 50 Femenino | 24-jul-15 Urocultivo 22-dic-15 LFP E. coli
16 |NSC1438 |FAP E. coli 50 Femenino | 26-oct-15 Urocultivo 22-dic-15 LFP E. coli
17 |NSC1440 |FAP E. coli 82 Masculino | 26-nov-15 | secrecion HOT 22-dic-15 LFP E. coli
18 |[NSC1453 |HNDAC E. coli 65 Femenino | 27-oct-15 Urocultivo 08-mar-16 LFN E. coli
19 |NSC1726 |FAP E. coli 21 Femenino | 22-sep-16 | Secrecion HOT | 22-nov-16 LFN E. coli
20 |[NSC1782 |FAP E. coli 84 Masculino | 14-oct-16 | Secrecion HOT 13-dic-16 LFN E. coli
Continua...
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Hospital d
Cédigo P:(ffel dincie Resultado Edad Sexo Dia Toma Tino de Cultive Fecha Placa Resultados
NAMRU-S 2 Hospital de Muestra P Resultado Mc Conkey | Maldi-ToF

NO

21 |NSCI1818 |HNDAC coli No Dato | No Dato 18-ene-17 | Urocultivo 13-feb-17 LFN coli

22 |NSC2008 |FAP coli 88 Masculino |19-may-17 |Secrecion HOT |07-jun-17 LFP coli

23 |NSC2104 |INEN coli 1 Masculino |05-jun-17 | Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

24 |NSC2109 |INEN coli 24 Masculino |05-jun-17 | Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

25 |NSC2110 |INEN coli 82 Femenino |05-jun-17 |Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

26 |NSC2110 |INEN coli 82 Femenino |05-jun-17 |Hemocultivo 20-jun-17 LFN coli

27 |NSC2115 |INEN coli 64 Masculino |05-jun-17 |Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

28 |NSC2116 |INEN coli 47 Femenino |05-jun-17 |Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

29 |NSC2118 |INEN coli 0 Femenino |05-jun-17 |Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

30 |NSC2120 |INEN coli 50 Masculino |05-jun-17 | Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

31 |[NSC2121 |INEN coli 50 Masculino |05-jun-17 |Hemocultivo 20-jun-17 LFP coli

32 |NSC2136 |INEN coli 70 Femenino |05-jun-17 | Urocultivo 20-jun-17 LFP coli

33 |NSC2142 |INEN coli 55 Femenino |05-jun-17 | Urocultivo 20-jun-17 LFP coli

34 |NSC2143 |INEN coli 78 Femenino |05-jun-17 | Urocultivo 20-jun-17 LFP coli

35 |NSC2145 |INEN coli 66 Masculino | 05-jun-17 | Urocultivo 20-jun-17 LFP coli

36 |NSC2147 |INEN coli 28 Femenino |05-jun-17 | Urocultivo 20-jun-17 LFEN coli

37 |NSC2157 |INEN coli 75 Femenino |05-jun-17 | Urocultivo 27-jun-17 LFN coli

38 |[NSC2158 |INEN coli 32 Femenino |05-jun-17 | Urocultivo 27-jun-17 LFP coli

39 |NSC2167 |INEN coli 65 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 27-jun-17 LFP coli

40 |NSC2172 |INEN coli 7 Femenino |12-jun-17 |Hemocultivo 27-jun-17 LFP coli

41 |NSC2182 |INEN coli 57 Femenino |12-jun-17 |Hemocultivo 27-jun-17 LFP coli

42 |NSC2183 |INEN coli 50 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 27-sep-17 LFP coli

43 |NSC2184 |INEN coli 26 Masculino |12-jun-17 | Urocultivo 27-jun-17 LFP coli

44 |NSC2185 |INEN coli 45 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 27-sep-17 LFP coli

Continua...
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o Cédigo Hospital Qe Resultado Dia Toma| .., . Fecha Placa Resultados
N NAMRU-S ;’rocedenm Hospital Edad Sexo de Muestra Tipo de Cultivo Resultado Mc Conkey | Maldi-ToF
45 |NSC2186 |INEN E. coli 26 Masculino |12-jun-17 | Hemocultivo 27-jun-17 LFP E. coli
46 |NSC2188 |INEN E. coli 75 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 27-jun-17 LFN E. coli
47 |NSC2194 |INEN E. coli 76 Masculino |12-jun-17 | Urocultivo 27-jun-17 LFP E. coli
48 |NSC2200 |INEN E. coli 88 Masculino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFN E. coli
49 |NSC2202 |INEN E. coli 70 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
50 |NSC2204 |INEN E. coli 54 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
51 |NSC2205 |INEN E. coli 70 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
52 |NSC2206 |INEN E. coli 73 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
53 |NSC2211 |INEN E. coli 60 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
54 |NSC2214 |INEN E. coli 51 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
55 |NSC2216 |INEN E. coli 63 Masculino | 12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
56 |NSC2217 |INEN E. coli 64 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
57 |NSC2219 |INEN E. coli 79 Masculino | 12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
58 |NSC2220 |INEN E. coli 25 Femenino |12-jun-17 |Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
59 |NSC2221 |INEN E. coli 41 Femenino |12-jun-17 |Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
60 |[NSC2222 |INEN E. coli 79 Masculino | 12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
61 |[NSC2223 |INEN E. coli 54 Masculino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
62 |NSC2224 |INEN E. coli 37 Femenino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
63 |NSC2225 |INEN E. coli 79 Masculino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
64 |NSC2226 |INEN E. aerogenes | 24 Masculino |12-jun-17 | Urocultivo 05-jul-17 LFP E. coli
65 |NSC2242 |INEN E. coli 79 Femenino |19-jun-17 |Urocultivo 11-jul-17 LFP E. coli
66 |NSC2244 |INEN E. coli 46 Femenino |19-jun-17 | Urocultivo 11-jul-17 LFP E. coli
67 |NSC2247 |INEN E. coli 70 Masculino |19-jun-17 | Urocultivo 07-nov-17 LFP E. coli
68 |NSC2248 |INEN E. coli 51 Femenino |19-jun-17 | Urocultivo 11-jul-17 LFP E. coli
69 |NSC2249 |INEN E. coli 49 Femenino |19-jun-17 | Urocultivo 11-jul-17 LFP E. coli
70 |NSC2255 |INEN E. coli 52 Femenino |19-jun-17 | Urocultivo 11-jul-17 LFP E. coli
Continua...
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Hospital de

o Cédigo . | Resultado Dia Toma . . Fecha Placa Resultados
N NAMRU-S ;’rocedenm Hospital Edad Sexo de Muestra Tipo de Cultivo Resultado Mec Conkey | Maldi-ToF
71 |NSC2330 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 | Hemocultivo 01-ago-17 LFP E. coli
72 |NSC2333 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 Urocultivo 01-ago-17 LFP E. coli
73 |NSC2355 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 Urocultivo No Dato LFP E. coli
74 |NSC2355 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 Urocultivo No Dato LFN E. coli
75 |NSC2358 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 Urocultivo No Dato LFN E. coli
76 |NSC2367 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 Urocultivo No Dato LFP E. coli
77 |NSC2368 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 Urocultivo No Dato LFP E. coli
78 |NSC2374 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 | Secrecion HOT No Dato LFP E. coli
79 |NSC2379 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 | Secrecion HOT No Dato LFN E. coli
80 |NSC2384 |INEN E. coli 60 Masculino | 26-jun-17 | Secrecion HOT No Dato LFP E. coli
81 |NSC2385 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 26-jun-17 | Secrecion HOT | 22-ago-17 LFP E. coli
82 |NSC2387 |CEMENA | kpneumoniae | No Dato | No Dato | 27-jun-17 Urocultivo No Dato LFP E. coli
83 |NSC2397 |FAP E. coli 54 Femenino | 28-abr-17 | Secrecion HOT | 22-ago-17 LFN E. coli
84 |NSC2412 |FAP E. coli 52 Masculino | 28-jun-17 | Secrecion HOT | 22-ago-17 LFP E. coli
85 |NSC2418 |INEN E. coli | No Dato| No Dato 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFN E. coli
86 |NSC2419 |INEN E. coli | No Dato| No Dato 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
87 |NSC2420 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
88 |NSC2421 |INEN E. coli | No Dato| No Dato 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
89 |NSC2424 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
90 [NSC2425 |INEN E. coli | No Dato| No Dato 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
91 |[NSC2426 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
92 |NSC2427 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
93 |NSC2430 |INEN E. coli | No Dato| No Dato 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFN E. coli
94 |NSC2432 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 Urocultivo 22-ago-17 LFP E. coli
95 |NSC2435 |INEN E. coli | No Dato| No Dato 03-jul-17 Urocultivo 29-ago-17 LFP E. coli
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Continua...

i Hospital de ,
o Cadigo . | Resultado Dia Toma de | ... . Fecha Placa Resultados
N NAMRU-S ;’rocedena Hospital Edad Sexo Muestra Tipo de Cultivo Resultado Mc Conkey | Maldi-ToF
96 |NSC2437 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 Urocultivo 29-ago-17 LFP E. coli
97 |NSC2438 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 Urocultivo 29-ago-17 LFP E. coli
98 |NSC2439 |INEN E. coli | No Dato | No Dato 03-jul-17 Urocultivo 29-ago-17 LFP E. coli
99 |NSC2453 |INEN E. coli |NoDato| NoDato | 03-jul-17 | Secrecion HOT | 29-ago-17 LFP E. coli
100 INSC2475 |FAP E. coli |NoDato| NoDato | 17-jun-17 | Secrecion HOT | 27-sep-17 LFP E. coli
LEYENDA:.

INEN: Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

FAP: Hospital Central Fuerza Aérea Peruana

HNDAC: Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion

HNERM: Hospital Nacional Edgardo Rebagliatti Martins

CEMENA:  Centro Médico Naval

LFP: Lactosa fermentadora positiva

LFN: Lactosa fermentadora negativa

Sec. HOT:  Secrecién de Herida u Organo o Tejido
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- Anexo 7. Hojas de resultados obtenidos del MALDI ToF.

Bruker MALDI Biotyper m
e yia

Identification Results

Run Info:
Run Identifier: 220930-1644-1011025852
Comment:
Qperator: Admin@MBT-WINI0
Run Creation Date/Time: 2022-09-30T16:54:42.758
Number of Tests: 96
Type: Standard
BTS-QC: not present
BTS-QC Position:
Instrument 1D: 604674.01035
Server Version: 4.1.100 (PYTH) 174 2019-06-158 01-16-09
Result Overview
Sample Score| Organism (second-best |Score
Name | Sample 1D Organism (best match) | G210 match) Velie
1 BTSI Ehoikibda i o factiotciaicok Ek
“+ -e)-(,\) (Standard) ,m < m
& e Cscherichia coli 214 Essherichia col
(+*H)(A) | (Standard) ol s 08
TRei )
NSC0945 T B3y r b =
ai | e Escherichia coli 36 Escherichin coli AL
3 :
4 NSC0945 i« : 539
Dy | St Escherichia coli P23l Escherichia coli 232
NSC0948 Sscherichia coli 17
(He)i( A) (Standard) Escherichia coli z‘z%u hia coli 217
heT? ",' FE
J NSC0948 : i ; cahi : 3
e | e Escherichia coli 2 Escherichia coli 223
5 TR
A NSCosLs Escherichia coli 219 Escherichia coli .11
+H(A) | (Standard) 219 2Ll
Result overview table--continued on noxt page
Report created at 2022-09-30T17:15:38 Rescarch Use Only Page 1 of 106
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Run Identifior: 220930-1644-1011026852

Run Crealion Date/Time: 2022-09-30T716:54:42,758

Result overview lable--continued from previous page
sﬁ;“,,’,’? Sample D érgar;fshi‘ (bo;i m\atch) °'9°ﬂi8f; ;st:’??nd-put
(++£'? (A) g?fﬁfgg Escherichia coli Escherichia coli
(++4A_;)(A) &m&% Escherichia coli Escherichis coli
@Hita) | (St Escherihia col Exchécichia cal
(++%J)JEA) ﬁgﬂm Escherichia coli erichia coli
P R vt Escherichia col Escherichia col
ey | N Escherichia coli Escherichis coli i
(.)B& y {iicmli?r?l? No Ornn{;::’ ::;.-:llﬂeatlon No Orgln:’a:‘lgie:tiﬁuthn
(+)B%A) &?ﬁ?&ﬁ Escherichia coli Escherichia coli 192
(“%(A) F's?ﬁ!.?&i Escherichia coli Escherichia coli
5 | (St Bscherichia coli Escherichia col
oAy | (Sndarty Escherichia coli Escherichia coli
(++E')z (A) E?..‘,:.Q,Zﬁ Escherichia coli Escherichia coli
(ﬁ%(m {Soadody horichi Escherichia coli
(+4—¥)2 (A) Fs?ﬂ!ﬁ Escherichia coli Escherichia coli
(4—3"3?0(;\) {ﬁﬁ:ﬂg Escherichia coli Escheric
i | oaty scherichin col Escherichia col
Result overview table~continued on next page
Report created at 2022-09-30717:15:38 Research Use Only Page 20l 106
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Run Identfier: 220930-1644-1011025852

Run Creation Date/Time: 2022-09-30T16:54:42.758

Result overview table--continued from previous page

“

s;;hnl‘? Sample ID : é’m?&fh'(?si‘n}\etch) Organlstlry‘;!g::‘ond-‘post,\ Y

D) | | S Escherichia cali Essherichia coli

T Bceiicl 22| Bl [

o | T e B e
Dz NSCI818 EA Y | - B

() (A) | (Standard) Escherichia coli 229 Escherichia coli Ve{%g

(D A) | (S Eschericlua col =X

DAY | (Stumdsrdy Essherichia coli T

G ay | ety Escherichia coli i

@25ty | it Escherichia cols Sk o

) | Sy Escherichia coli it X

ot Ay |- Simdard Escherichia coli Escherichia coli

(*HE)Z (A) ﬁfﬂg Escherichia coli Escherichia coli

D@ | Standond Escherichia col S

A | (Snandan Escherichia coli e i

@A) | sy Escherichia coli e ot

(w%)ﬁ (A) N?scnﬂ".%'N Escherichia coli Eschorichia coli

@y | Shamdanty Escherichis coli 2 Escherichia coli 197

Result overview table—continued on next page
Report created at 2022-09-30T17:15:38 Research Use Only Page 4 of 106
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Run (dentifier: 220930-1644-1011025852

Run Creation Date/Time: 2022-09-30T16:54:42.758

Result overview table--continued from previous page
I i o N Organi ond-best. | &
s;:'n?: Sample ID Qrganism (bgst match) \slgf;: rgan sv:‘ S::} best :
E8 NSC2115 - D z S e Uit
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli Escherighia coli
E9 NSC2116 s I
(+++)(A) (Standard) Eschenichiu coli Escherichia coli
1 NSC2116 T e o e N
(*‘%ﬁA) (S|:|nd:\rd) E&w’l = =4 w
Ell NSC2118 e A A Sof A v
(+++)(A) (Standard) Escherichia coli Ve Escherichia coli
: NSC2118 - e .
(*"E'Jiz(A) (Standard) Eschenichia coli 225: Escherichia coly
NSC2121 s e I
(++£')1(A) (Standard) Eschenchia coli m Escherichia coli
T
NSC2121 mror SN . N
(++§)2(A) (Standard) Eschenchia coli ,,2,11:( Escherichia coli
f NSC2136 — - k
(+§‘(1A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
4 NSC2136 gigic b b2 o ’
(+++) (A) (Swandard) Escherichia coli Escherichia coli
i) NSC2142 stoaa gl o
(+++)(A) (Standurd) Eschierichia coli
NSC2142 . . o :
(""E)Q(A) (Standard) Eschenchia coly Escherichia coly
E% NSC2143 herichia coli dind :
(+++) (A) (Standord) Eschenchia coli Escherichia coli
ES NSC2143 Escherichia coli ) (2 o
(+++) (A) {Stundard) - Escherichia coli
E9 NSC2145 : v i
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli (&L
NSC2145 G s i
(++%Q(A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli ﬁﬁ
FIl | NSC2147LN SRE
(+++) (A) (Standard) Escherichiu coli scherichia coli &Q'E
Resull overview table--continued on next page
Report created at 2022-09-30T17:15:38 Research Use Only Page 5 of 106
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Run Identifier: 220930-1644-1011025852

Run Creation Date/Time: 2022-09-30716:54:42.758

Result overview table--continued from previous page
s'::‘“ﬂ’ Sample ID Onganism (b_est match) ‘Slgfur: Orgamsr:! ;f::;md'b“t
NSC2147 LN o 3 s .
(.H'E];z(A) (Standand) chia coli Escherichia coli
Gi NSC2157 LN X o
(++4)(A) | (Standard) ia col Escherichig coli
G2 NSC2157 LN Somp o e
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia colh
G3 NSC2158 SR Vo
(+) (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
4 NSC2158 s - . e )
(H% (A) (Standard) Esclherichia coli Escherichia coli
G3 NSC2167 — S
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
G6 NSC2167 —_— ) : o )
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
GI NSC2172 s ’ - .
(+++)(A) (Standard) Escherichi coli Escherichia coli
NSC2172 g ; .
(+% (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
€1] NSC2182 S, .
(++4)(A) | (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
Glo NSC2182 jigz . . ) :
(H+)(A) | (Sandard) Escherichia coli Escherichia coll
Gl NSC2183 B e
{+++) (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia colt
NSC2183 AU ; o
(ﬁ%z(A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coll
Hi NSC2184 ez oo e
(+++)(A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
H2 NSC2184 . s
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli 4% Escherichia ¢oli
I ‘;[;', i
H3 NSC2185 T 31 ‘ng e :
(+++)(A) |  (Standard) Escherichia col v;%ﬂ Eschenichia coli TR0
Result overview lable--continued on next page
Report created at 2022-09-30T17:15:38 Research Use Cnly Page 6 of 106
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Run Identifier: 220930-1644-1011025852

Run Creation Date/Time: 2022-09-30T16:54:42.758

Ro'sun overview {able--continued from previous page
s;;""':": Sample ID) 6rga|'flsni (be;i ‘match) Organisr’vnn‘ ;:::';“:nd-best\
W | S Escherichia co i o
D@ | Sty Escherichia col Bachiiichia ol
D) | (Smiarty Escherichia coli T
@A) | ey Escherichia coli B dls G
(**!})&(A) gﬂg ki Escherichia coli
(++¥)2(A) f?ﬁm Escherichia coli herichia coli
@Etn | Sy Escherichin ol —_———
e 0 Eschoichia coli Escherichia col
(++t-!r'|)'z(A) N?sc;.}i?rdl)ﬂ Escherichia coli 23] é‘ Escherichia coli

Report created at 2022-09-30T17:15:38

Research Use Only

Page 7 of 106

130



Bruker MALDI Biotyper
ldentification Results

Run Info:

Run ldentifier:
Comment:

Operator:

Run Creation Date/Time:
Number of Tests:

Type:

BTS-QC:

BTS-QC Position:
Instrument ID:

Server Version;

Result Overview

220930-1720-10105155

Admin@MBT-WIN10
2022-09-30T17:26:52.181
96

Standard

not present

604674.01035

4.1.100 (PYTH) 174 2019-06-158_01-16-09

C><)
Bwn

S: :xngle Sample 10 Organism (best match) OTGSHISH’;s‘?:'(‘:)ond-best
Al NSC2202 P A -
(+++) (A) (Stundlard) Escherichia coli Escherichia coli
A2 NSC2202 T TR W T
(1) (A) | (Stendard) Escherichia coli Escherichia coli

A3 NSC2204
(+++) (A) (Standard)

Escherichia coli

Escherichia coli

<++é)'4‘<A) bt Escherichia coli m;‘ Escherichia sol
(He);(A) 2%;:3&215; Escherichia coli | Escherichia coli
(H'é?(A) Tgﬁﬁ?ﬁ Escherichia coli Escherichia coli
(H'é)z(A) fﬁc.fnfﬁ? Escherichia coli Escherichia coli

Result overview lable--continued on next page

Report created at 2022-09-30717:46:54 Research Use Only

Page 1 of 106
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Run Identifier. 220830-1720-10105155

Run Creation Date/Time: 2022-09-30T17:26:52,181

Ropll overview table--continued from pravious page ’

Somnte | samptero | Crganismvesimateny [Jepre|  Orormiem cagonavest.|Secre

. e

) | Sty ahia coli 1@| Escherichia coli E?E

Stwy | Sodary Escherichia col X :

¢ | Sundard Escherichiacol i b i
) | Chnda Escherichia col e
) | Sanirty Escherichia col N
D@ | Sy Escherichia coli B it o
oF ) | Stundanty Escherichia coli o
wawy | s Escherichia coli B
D) | Sty Escherichia coli et
P, R Escherichia coli T N
DAy | (mdaty Escherichia coli .
aw | e B Escherichia coli
i) | oy Eschgrichia coli e, SO

oFtn | e Escherichia coli Escherichia coli 182
(“%'Q(A) f‘s?f.zaﬁ', Escherichia coli Bacbiosicgiia coi
5w | vty Escherichia col | ——

Result overview table--continued on next page
Report crested at 2022-09-30T17:46:54 Research Use Only Page 2 of 106
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Run Identifier: 220930-1720-10105155

Run Creation Date/Time: 2022-09-30T17:26:62.181

Resull overview table--continued on next page

Ro.‘wflovervhwtg.,“e page

s;:m. Sample IDN érgarjiérh (bf;}'m?lch) Orgams% i::;;é’"d'!’m o 3:?5:

e Escherichia col Bowcincl |40}

B

D | Sty Escherichia coli Ehoiciacali | 208

Dy | St Escherichia col S i o

i M

L. TR [ ot Escherichia coli Escherichia coli ?@g

D | Sotat Bboictioah |20} Eshrichsco @
(Mm;(A) }g(socdzzzlsl Escherichia coli 2 Bichorichia cali
@B | Shart Escherichia col —
@A) | Sy Escherichia coli -
A | Sty Eschericia col N
(*f+5)l (A) szﬁ Escherichia coli Eicherichia coli
R Y [ Escherichia coli Aoty
(+*§$ (A) gusfﬁ,ﬁ 3 ia coli Eiaanis aor
) R Escherichiacol e i
@B | i Escherichin col T,
('H-%)§ (A) N(sgﬁls.sml;n Escherichia coli Eicharichia soli
o | N Bssherichia col e cenbos

Report crealed at 2022-09-30T17:46:54

Research Use Only

Page 4 of 106
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Run Identifier. 220930-1720-10105158 Run Creation Date/Time: 2022-09-30717:26:52.181

Resuilt overview table—continued from previous page
Sample | sampleld | Organism (best match) Seoe °’9"“"',',‘,A(3§,‘§;’“"'f’°"‘\ Soom
o ]
E8 | NSC2358 LN oA et Nk e
0 (A) | (Standard) Escherichia coli A%i Escherichia coli 1 =
NSC2367 s o So
AT O Escherichia coli 189 Escherichia coli L83
El0 NSC2367 e
DA | (Swndand) Escherichia coli i\:* ;" Escherichia coli 130
T T
3 NSC2368 — s bl fsa
¢Hiw | Savdan R s Escherichia coli FAL
BT R T
E12 NSC2368 oo % A R
() (A) |  (Standard) Escherichia coli ;&m“éi Escherichia coli ;é‘ogi_é
-
NSC2374 ' Dok
(HH' (A) | (Standara) Escherichia coli % Escherichia coli ]%;".'Slg
NSC2374 - s I &
| o Escherihicoll | 226  Escherichiacal
K3 R Ls
F3 NSC2379 e s 2
(++) (A) | (Standard) Escherichia coli t‘;2‘.‘\2%53 Escherichia coli
F4 NSC2379 Lfi'?};z;,‘
(++9 (A) |  (Standard) Escherichia colt éz.za 4 Eschenchia coli
g NSC2384 suas e N
(-H—E)z(A) (Standard) Escherichia coli scherichia coli 97
NSC2384 R o
= | eae Escherichia coli Eschesichia coli 197
F2 NSC2385 pARY
("""."T(A) (Standard) Escherichia coli ichia coli 52:29-(:{'
R
NSC2385 o R ere
e | s Eschorichia coli Escherichia coli 208
NSC2387 R = o
(H% (A) | (Standard) Escherichia coli Escherichia coli 1.94
NSC2387 s 7 T :
o Escherichia coli Escherichia coli 20
: £
F1l | NSC2397LN herichis col hecichia coli -,
(+ ) (A) | (Standard) Escherichia coli *‘_2'1}22)' Escherichia coli | 2
Result overview table--continued on noxt page
Report created at 2022-09-30T17.46:54 Research Use Cnly Page 5 of 106
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Run Identifier: 220930-1720-10105155

Run Creation Date/Time: 2022-09-30T17:26:52.181

Result overview table--continued from previous page
: e, ..\. : o l' N
Nawe | swmpeio | orgmishesimun) | VSRS OSsner Ve
NSC2397 LN e - . '
("*‘E?(A) (Standard) Bdlﬂ.lihm.ﬁﬂh Escherichia coli
| NSC2412 P L . X
(++% (A) | (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
NSC2412 o b
(*-é";')z (A) | (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
G NSC2418 LN g o - I
(++’+‘$ (A) |  (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
G4 NSC2418 LN geR A
() (A) | (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
NSC2419 s s o
(,,,,%5 (A) | (Stndud) Escherichia coli Escherichia coli
NSC2419 s s v
(+%\) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
NSC2420 sign s G
(++%z (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
(H%(A) gim Escherichia coli Escherichia coli
NSC2421 o N
(‘H‘% (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
Gl NSC2421 A — S 3
(++T)Q(A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
NSC2424 Gy s,
(HQ‘I)'%A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
Gl2 NSC2424 o CO——
() (A) | (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
Hi NSC2425 S -
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli
NSC2425 - "
(+++H)2(A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
] i oo _—
S chil
oo | e | | Ededial R
" Result overview tablecontinued on next page

Report created al 2022-09-30717:46.54

Research Use Only

Page 6 of 106
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Run Identifier: 220930-1720-10105155

Run Creation Date/Time: 2022-09-30T17:26:52.181

Result overview lable--continued from previous page
Sample { Score| Organism (second-best Score
Nane_ 2| sSempielD ] - Orgunism (best match) o=  valiie match) Value
he | WSca46 saay i R
i a ¥ | scherichia coli
() (A ('.glgﬁg:rd) b 7
5 NSC2427 S T e o
wln | e Escherichia coli Pl Escherichia coli
Hs NSC2427 s O p B i
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
uz NSC2430 sy o e
(+H+) (A) (Standlard) Escherichia coli Escherichia coli
H8 NSC2430 s —
(t++) (A) (Srandard) Escherichia coli Escherichia coli
H2 NSC2432 Cay 2 e .
(+++) (A) (Standard) Escherichia coli Escherichia coli
H10 NSC2432 g . — .
(HHH) (A) (Standard) Eschenchia coli Escherichia coli
Hil NSC2453 Escherichia coli o :
(+++)(A) | (Standard) Escherichia coli
Y
NSC2453 sa s A N
e R s Escherichia coli 22 Escherichia coli
Report created at 2022-09-30T17:46:54 Research Use Only Page 7ol 106
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Bruker MALDI Biotyper
Identification Results

Run Info:

Run ldentifier:

Comment:
Operator:

Run Creation Date/Time:

Number of Tests:

Type:
BYS-QC:

BTS-QC Position:
Instrument 1D:
Server Version:

Result Overview

221004-1239-1011005130

Admin@MBT-WINI0

2022-10-04T12:45:25.156

12
Standard
not present

604674.01035

L <)
BZ%R

4.1.100 (PYTH) 174 2019-06-158_01-16-09

Sample =t Score| Organism (second-best | Score
Name | Sample 1D Organism (best match)...| yaiue match) Value
| So8 Esrchincoll 12220 SR | |
(+++) (A) (Standard) . e | N

= U e
0 NSC2435 o A e Wz S 1y
(++8(A) | (Standard) Escherichia coly I 2.3.1 Escherichia coli " 2.2&*

H3 NSC2437 U P
(+++)(A) | (Standard) Eschenichia coli SPAR Escherichia coli - m
H4 NSC2437 ) IR N
(ﬂ—W(A) (Standard) S Ll S‘é'%?'*i Escherichia coli - _;
s e A i Y

HS NSC2438 Escherichia coli el e, S PN
() (A) | (Sandard) ?mi‘ Escherichia coli s
P o
NSC2438 N i o s

(Hg)ﬁ (A) (Standard) Escherichia coli f/\m’ coli fald
H1 NSC2439 S B : s
(+=+D(A) | (Standard) Escherichia coli 236 Escherichia coli a8

Result overview table--continued on next page
Report created at 2022-10-04712:48.02 Research Use Only Page 10f 16
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Run Identifier: 221004-1238-1011005130

Run Creation Date/Time: 2022-10-04T12:45:25.156

Ra:tult overview table--continued from previous page
srm,?;’ Sample ID 6rgaqisin‘ (bgét match) veors. Organism (second-best. Score
o ar | (Stmmdarch Escherichia coli z.u Eschierichia coli m
(‘Jil)2 (A) :ilsfle:rilz Escherichia coli Z%Q j Escherichia coli z,_ur
e | SRS Escherichia coli :z.Ig h Escherichia coli m _‘
Sty | Do Escherichia coli L9s Escherichia coli Lo1
(""‘ql)z(l\) z?.s)?k?]l? Escherichia coli 2,_1;' Escherichia coli 2.9.2
Report created al 2022-10-04712:48.02 Research Use Only Page 2 of 16

139



Anexo 8.

Imagenes de las placas que mostraron doble tipo de lactosa.

Imagen 1.

NSC2355 en placas de Mac conkey, se puede apreciar ambos tipos
de colonias para Escherichia coli, lactosa fermentadora positiva
(LFP) y lactosa fermentadora negativa (LFN).

Imagen 2.

NSC2110 en placa de Mac conkey, se puede apreciar ambos tipos de
colonias para Escherichia coli, lactosa fermentadora positiva (LFP) y
lactosa fermentadora negativa (LFN).
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Imagen 4.
NSC2110 antibiograma de la lactosa
fermentadora positiva (LFP) Placa 2.

Imagen 3.
NSC2110 antibiograma de la lactosa
fermentadora positiva (LFP) Placa 1.
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Anexo 9.

Lecturas del antibiograma expresada en milimetros (mm) para 100 cepas analizadas, ademdas del resultado de BLEE.LFP=Lactosa

fermentadora positiva, LFN= Lactosa fermentadora negativa, BLEE= Betalactamasa de expectro extendido.

N° Cédigo Nosocomio Tipo cepa ATM AMC CTX CTX/CLA CAZ CAZ/CLA FEP TIM CRO NN CIP IMR ETP TZP IPM SXT TE CZA AN MEV MI GM BLEE
1 NSC0945 HNERM  LFP 21 19 16 22 21 26 25 15 15 23 26 24 29 26 28 06 22 27 26 28 23 21 Posiivo
2 NSC0948 HNERM  LFP 20 26 16 23 21 26 25 15 15 23 25 26 31 24 28 06 23 27 23 28 25 22 Posiivo
3 NSC0983 HNDAC  LFP 21 12 17 20 21 26 23 06 14 16 06 26 29 24 29 06 06 27 22 29 13 17 Posiivo
4 NSC0989 HNERM  LFP 20 11 11 17 20 26 18 06 08 12 06 25 28 24 27 06 06 27 22 29 14 13 Positivo
5NSC1030 HNDAC  LFP 24 16 16 23 22 29 22 06 15 22 10 28 32 26 30 06 06 29 22 31 06 22 Posiivo
6 NSC1080 HNERM  LFP 15 11 10 18 19 28 18 06 09 12 17 24 28 29 28 06 06 28 17 27 12 20 Positivo
7NSC1095 HNERM  LFP 18 12 12 15 22 28 17 06 10 22 30 26 28 26 29 06 06 30 23 27 15 22 Positivo
8 NSC1167 HNDAC ~ LFP 13 10 11 19 15 26 17 06 09 10 06 24 27 21 28 06 06 27 21 28 18 22 Positivo
9 NSC1174 HNDAC  LFP 15 12 13 20 19 27 17 09 10 09 06 25 28 23 29 06 06 29 21 29 21 06 Positivo
10 NSC1178 HNERM  LFP 24 11 14 16 23 28 19 06 12 15 11 26 29 25 27 06 06 30 22 27 17 13 Positivo
11 NSC1196 FAP LFP 15 06 10 15 16 18 17 06 09 15 25 26 28 23 28 06 06 28 23 28 14 06 Positivo
12 NSC1346 HNDAC  LFP 13 15 10 19 16 24 18 09 09 15 11 26 28 26 29 06 06 28 21 29 14 08 Positivo
13 NSC1363 FAP LFP 13 14 09 16 14 26 18 06 09 22 06 28 27 24 28 06 20 27 21 28 20 22 Positivo
14 NSC1387 FAP LFN 26 16 19 21 23 28 24 10 15 12 06 25 30 26 27 06 21 27 21 29 23 06 Positivo
15 NSC1428 FAP LFP 15 13 13 21 18 26 20 06 10 14 06 27 30 26 29 06 06 30 23 31 14 06 Positivo
16 NSC1438 FAP LFP 10 06 06 16 18 25 11 06 06 06 06 24 25 16 27 06 06 26 16 27 17 06 Positivo
17 NSC1440 FAP LFP 06 06 06 10 06 23 06 06 06 06 06 25 24 13 26 06 23 23 17 24 22 06 Positivo
18 NSC1453 HNDAC  LFN 27 20 26 20 26 28 26 12 27 22 08 24 29 28 30 06 09 30 21 29 23 23 Negativo
19 NSC1726 FAP LFN 20 17 15 22 22 27 24 14 11 22 06 24 29 25 26 06 06 28 21 28 22 20 Positivo
20 NSC1782 FAP LFN 25 19 14 23 25 30 23 10 09 22 06 24 28 27 28 06 08 30 20 30 18 22 Positivo
21 NSC1818 HNDAC  LFN 25 19 15 22 25 29 26 13 13 20 06 25 28 25 26 06 08 31 22 29 17 21 Positivo

LFP=Lactosa fermentadora positiva, LFN= Lactosa fermentadora negativa, BLEE= Betalactamasa de expectro extendido.
ATM= Aztreonam, AMC = Amoxicilina-clavulanato, CTX= Cefotaxima, CTX/CLA= Cefotaxima-clavulanato, CAZ= Ceftazidima, CAZ/CLA=
Ceftazidima-clavulanato, FEP= Cefepima, TIM= Ticarcillina-clavulanato, CRO= Cefiriaxona, NN= Tobramicina, CIP= Ciprofloxacina, IMR=
Imipenem-relebactam, ETP= Ertapenem, TZP= Piperacillina- tazobactam, IPM= Imipenem, SXT= Trimethoprima- sulfametoxazol, TE=

Tetracyclina, CZA= Ceftazidima-avibactam, AN= Amikacina, MEV= Meropenem- vaborbactam MI= Minocyclina, GM= Gentamicina.
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N°  Codigo Nosocomio Tipo cepa ATM AMC CTX CTX/CLA CAZ CAZ/CLA FEP TIM CRO NN CIP IMR ETP TZP IPM SXT TE CZA AN MEV MI GM BLEE

22 NSC2008 FAP LFP 2 14 16 16 21 26 21 06 09 15 10 24 27 24 27 06 06 28 21 27 13 09 Positvo
23 NSC2104 INEN LFP 6 12 12 18 18 28 19 09 10 09 06 24 28 23 28 06 22 28 18 28 22 06 Positivo
24 NSC2109 INEN LFP 14 06 11 17 15 27 19 06 11 06 06 26 27 13 28 11 20 27 12 28 22 20 Positivo
25 NSC2110 INEN LFP 21 06 26 26 21 26 27 06 22 06 06 25 21 19 22 06 06 29 18 28 13 06 Positvo
26 NSC2110 INEN LFN 14 06 06 28 16 26 16 06 06 06 06 24 26 22 28 06 21 29 16 27 23 06 Positivo
27 NSC2115 INEN LFP 12 06 06 15 14 26 14 06 06 06 06 23 16 18 26 21 06 28 14 26 21 10 Positivo
28 NSC2116 INEN LFP 18 17 11 22 19 27 18 09 09 14 06 26 29 26 28 06 06 29 19 28 20 06 Positivo
29 NSC2118 INEN LFP 18 14 12 19 21 27 21 09 11 13 26 24 29 24 26 06 06 28 20 28 14 06 Posiivo
30 NSC2120 INEN LFP 17 18 11 34 18 33 19 20 09 22 13 29 33 33 33 06 06 36 24 37 13 24 Positvo
31 NSC2121 INEN LFP 15 12 10 20 17 27 17 08 10 10 06 24 27 23 27 06 06 29 18 28 21 06 Positvo
32 NSC2136 INEN LFP 14 15 09 27 17 26 18 08 08 06 06 25 28 20 25 06 23 27 16 31 23 06 Positivo
33 NSC2142 INEN LFP 14 16 10 27 17 26 18 06 08 08 06 26 28 21 25 06 06 28 18 30 21 06 Positivo
34 NSC2143 INEN LFP 23 14 17 23 26 27 25 06 14 06 06 26 31 19 30 06 23 30 16 31 23 10 Posiivo
35 NSC2145 INEN LFP 12 15 06 24 14 24 18 13 06 08 06 25 25 19 26 23 18 25 16 27 21 20 Positvo
36 NSC2147 INEN LFN 14 14 06 18 15 26 18 06 06 09 06 26 28 22 27 27 06 28 18 31 15 21 Positvo
37 NSC2157 INEN LFN 11 06 06 24 14 25 16 17 06 06 06 26 29 20 28 22 06 25 17 32 20 06 Positivo
38 NSC2158 INEN LFP 1 13 06 25 13 26 17 16 06 06 06 28 31 20 29 22 06 26 16 31 20 06 Positvo
39 NSC2167 INEN LFP 15 14 09 26 20 26 20 18 10 08 06 28 30 22 28 06 22 28 16 30 23 20 Posiivo
40 NSC2172 INEN LFP 09 13 06 24 13 24 16 16 06 06 06 28 29 19 28 06 06 26 16 29 21 06 Positvo
41 NSC2182 INEN LFP 13 15 09 26 16 24 18 20 09 06 06 26 27 20 27 06 06 26 17 31 20 06 Positivo
42 NSC2183 INEN LFP 12 12 06 25 13 26 15 17 06 06 06 25 27 17 26 21 06 27 16 30 19 11 Positvo

LFP=Lactosa fermentadora positiva, LFN= Lactosa fermentadora negativa, BLEE= Betalactamasa de expectro extendido.

ATM= Aztreonam, AMC = Amoxicilina-clavulanato, CTX= Cefotaxima, CTX/CLA= Cefotaxima-clavulanato, CAZ= Ceftazidima, CAZ/CLA=
Ceftazidima-clavulanato, FEP= Cefepima, TIM= Ticarcillina-clavulanato, CRO= Cefiriaxona, NN= Tobramicina, CIP= Ciprofloxacina, IMR=
Imipenem-relebactam, ETP= Ertapenem, TZP= Piperacillina- tazobactam, IPM= Imipenem, SXT= Trimethoprima- sulfametoxazol, TE=
Tetracyclina, CZA= Ceftazidima-avibactam, AN= Amikacina, MEV= Meropenem- vaborbactam MI= Minocyclina, GM= Gentamicina.
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N° Cdédigo Nosocomio Tipo cepa ATM AMC CTX CTX/CLA CAZ CAZ/CLA FEP TIM CRO NN CIP IMR ETP TZP IPM SXT TE CZA AN MEV MI GM BLEE
43 NSC2184 INEN LFP 06 10 06 19 09 22 10 10 06 10 06 25 26 13 24 06 06 23 18 28 18 06 Positvo
44 NSC2185 INEN LFP 15 17 06 25 16 25 I5 19 06 06 06 26 28 19 26 06 06 25 13 25 17 06 Positivo
45 NSC2186 INEN LFP 06 10 06 19 09 21 11 10 06 08 06 27 27 12 27 06 06 23 18 29 17 06 Positivo
46 NSC2188 INEN LFN 12 14 06 26 14 28 14 17 06 06 06 20 27 18 29 24 06 28 16 32 20 06 Positivo
47 NSC2194 INEN LFP 1210 09 21 14 25 19 18 09 08 06 28 26 22 31 06 06 26 20 32 14 06 Positivo
48 NSC2200 INEN LFN 16 06 10 20 17 25 1319 09 09 06 25 28 23 27 24 21 27 18 26 19 20 Positivo
49 NSC2202 INEN LFP 12 12 06 25 15 24 18 11 06 06 06 25 25 19 25 06 21 25 18 29 21 06 Posiivo
50 NSC2204 INEN LFP 09 15 06 22 10 24 12 11 06 06 06 25 26 19 25 06 06 24 14 27 23 06 Positivo
51 NSC2205 INEN LFP 21 13 10 24 23 27 19 11 09 09 06 24 28 17 27 06 06 29 17 30 20 18 Positivo
52 NSC2206 INEN LFP 1211 06 25 14 26 15 11 06 06 06 24 25 17 26 21 06 26 17 30 19 06 Posiivo
53 NSC2211 INEN LFP 15 13 10 25 16 23 18 12 09 08 06 26 25 20 27 24 06 25 17 29 15 20 Positivo
54 NSC2214 INEN LFP 14 14 10 25 17 25 18 13 08 09 06 24 28 22 26 06 22 26 18 29 22 06 Positivo
55 NSC2216 INEN LFP 15 14 10 25 16 26 17 14 06 07 06 24 27 22 28 06 06 26 18 31 20 06 Positivo
56 NSC2217 INEN LFP 12 16 20 26 14 24 27 12 17 12 06 26 27 22 27 06 06 25 20 29 11 17 Positivo
57 NSC2219 INEN LFP l6 14 10 26 16 27 18 15 09 06 06 26 29 21 28 06 22 26 17 31 20 19 Positivo
58 NSC2220 INEN LFP 14 18 10 25 18 26 16 13 10 12 06 25 27 23 27 06 06 27 21 30 12 17 Positivo
59 NSC2221 INEN LFP 19 12 11 28 21 27 23 16 11 06 06 27 29 19 27 06 23 28 16 29 23 19 Posiivo
60 NSC2222 INEN LFP 11 10 06 26 13 27 15 11 06 06 06 26 28 19 27 06 06 29 17 32 21 06 Positivo
61 NSC2223 INEN LFP 13 16 09 27 17 28 18 15 09 10 20 26 27 25 28 06 06 30 20 32 21 06 Positivo
62 NSC2224 INEN LFP 06 12 06 25 18 25 18 13 10 06 06 25 29 21 28 06 06 26 19 32 20 06 Positivo
63 NSC2225 INEN LFP 17 16 10 27 18 27 20 17 10 20 33 26 30 24 27 06 06 28 19 30 18 20 Positivo

LFP=Lactosa fermentadora positiva, LFN= Lactosa fermentadora negativa, BLEE= Betalactamasa de expectro extendido.

ATM= Aztreonam, AMC = Amoxicilina-clavulanato, CTX= Cefotaxima, CTX/CLA= Cefotaxima-clavulanato, CAZ= Ceftazidima, CAZ/CLA=
Ticarcillina-clavulanato, CRO= Ceftriaxona, NN= Tobramicina, CIP= Ciprofloxacina, IMR=
Imipenem-relebactam, ETP= Ertapenem, TZP= Piperacillina- tazobactam, IPM= Imipenem, SXT= Trimethoprima- sulfametoxazol, TE=
Amikacina, MEV= Meropenem- vaborbactam MI= Minocyclina, GM= Gentamicina.
, TE= Tetracyclina, CZA= Ceftazidima-avibactam, AN= Amikacina, MEV= Meropenem- vaborbactam MI= Minocyclina, GM= Gentamicina.

Ceftazidima-clavulanato, FEP= Cefepima, TIM=

Tetracyclina, CZA= Ceftazidima-avibactam, AN=
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N° Codigo Nosocomio Tipo cepa ATM AMC CTX CTX/CLA CAZ CAZ/CLA FEP TIM CRO NN CIP IMR ETP TZP IPM SXT TE CZA AN MEV MI GM BLEE
64 NSC2226 INEN LFP 27 19 26 25 26 25 29 22 27 20 06 23 30 24 26 19 19 23 21 30 31 21 Negativo
65 NSC2242 INEN LFP 18 19 15 26 20 25 22 18 10 14 10 26 28 25 27 06 06 26 20 32 14 06 Posiivo
66 NSC2244 INEN LFP 16 15 10 26 18 26 18 18 10 08 06 26 29 19 26 06 06 26 17 30 24 06 Positivo
67 NSC2247 INEN LFP 13 11 06 28 14 24 17 11 06 06 06 26 27 20 27 06 06 30 17 31 20 11 Positivo
68 NSC2248 INEN LFP 17 12 15 26 17 26 19 15 09 10 06 27 30 24 28 20 20 25 18 29 23 06 Posiivo
69 NSC2249 INEN LFP 24 13 19 29 24 28 27 15 19 19 06 29 30 22 28 06 06 27 13 30 19 19 Posiivo
70 NSC2255 INEN LFP 13 18 06 25 17 28 18 15 06 11 06 29 29 23 29 22 22 29 21 30 22 06 Posivo
71 NSC2330 INEN LFP 13 12 06 24 13 26 15 11 06 06 06 25 27 20 27 06 06 27 16 31 21 09 Positivo
72 NSC2333 INEN LFP 12 06 06 06 06 11 12 06 06 09 06 14 10 06 13 06 06 22 17 14 15 19 Posiivo
73 NSC2355 INEN LFP 11 13 06 25 06 28 17 13 06 06 06 28 29 19 27 23 06 28 17 32 19 10 Posiivo
74 NSC2355 INEN LFN 13 11 06 23 06 26 14 06 06 06 06 28 28 19 26 21 06 25 16 31 20 10 Posiivo
75 NSC2358 INEN LFN 2 12 17 25 25 27 25 13 14 15 06 26 30 21 28 06 20 27 18 33 23 20 Positivo
76 NSC2367 INEN LFP 15 13 13 25 16 26 19 11 10 15 06 25 27 20 26 27 06 25 17 31 15 19 Posiivo
77 NSC2368 INEN LFP 06 12 06 24 10 27 09 14 10 06 06 26 26 17 27 23 06 26 15 30 22 06 Positvo
78 NSC2374 INEN LFP 21 20 14 28 20 28 21 19 06 12 06 28 31 28 27 06 06 29 21 31 22 19 Posiivo
79 NSC2379 INEN LFN 18 17 12 27 20 28 21 17 10 12 10 26 30 25 28 06 06 28 21 32 10 19 Positivo
80 NSC2384 INEN LFP 12 11 06 23 14 26 14 13 06 06 06 26 26 21 27 06 21 27 17 32 22 06 Positivo
81 NSC2385 INEN LFP 16 17 10 25 21 24 22 13 08 06 22 26 27 24 24 06 06 26 20 28 12 06 Posiivo
82 NSC2387 CEMENA  LFP 14 14 10 24 16 23 18 12 09 10 06 26 27 18 25 06 06 25 16 27 12 18 Positivo
83 NSC2397 FAP LFN 22 20 12 30 20 29 19 18 08 22 06 27 30 27 30 21 06 28 23 33 18 23 Posiivo

LFP=Lactosa fermentadora positiva, LFN= Lactosa fermentadora negativa, BLEE= Betalactamasa de expectro extendido.

ATM= Aztreonam, AMC = Amoxicilina-clavulanato, CTX= Cefotaxima, CTX/CLA= Cefotaxima-clavulanato, CAZ= Ceftazidima, CAZ/CLA=
Ceftazidima-clavulanato, FEP= Cefepima, TIM= Ticarcillina-clavulanato, CRO= Ceftriaxona, NN= Tobramicina, CIP= Ciprofloxacina, IMR=
Imipenem-relebactam, ETP= Ertapenem, TZP= Piperacillina- tazobactam, IPM= Imipenem, SXT= Trimethoprima- sulfametoxazol, TE=

Tetracyclina, CZA= Ceftazidima-avibactam, AN= Amikacina, MEV= Meropenem- vaborbactam MI= Minocyclina, GM= Gentamicina.
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N° Cddigo Nosocomio Tipo cepa ATM AMC CTX CTX/CLA CAZ CAZ/CLA FEP TIM CRO NN CIP IMR ETP TZP IPM SXT TE CZA AN MEV MI GM BLEE

84 NSC2412 FAP LFP 25 12 16 24 27 2723 11 12 06 06 27 30 21 28 17 06 29 16 32 13 20 Positivo
85 NSC2418 INEN LFN 10 13 06 25 13 25 14 16 06 06 06 28 26 20 26 22 06 27 17 29 16 06 Positivo
86 NSC2419 INEN LFP 20 18 14 27 19 26 22 16 12 20 06 27 29 25 27 06 06 26 20 32 22 22 Positivo
87 NSC2420 INEN LFP 15 17 10 26 19 25 21 23 09 11 06 27 28 24 26 06 06 27 18 30 12 06 Positivo
88 NSC2421 INEN LFP 14 19 10 28 17 26 19 20 10 10 06 27 29 22 28 06 06 27 20 33 13 06 Positvo
89 NSC2424 INEN LFP 14 14 10 26 16 27 18 18 09 08 06 26 26 20 29 06 06 26 17 30 17 21 Posiivo
90 NSC2425 INEN LFP 16 17 11 26 18 27 19 22 10 20 06 28 28 24 26 06 06 29 18 29 21 20 Positivo
91 NSC2426 INEN LFP 17 21 11 30 22 30 022 23 11 23 06 31 32 27 32 28 23 30 27 35 26 23 Positivo
92 NSC2427 INEN LFP 25 12 16 28 26 280 24 17 14 08 06 29 32 20 29 06 06 30 19 33 10 13 Positivo
93 NSC2430 INEN LFN 20 18 15 28 23 28021 21 13 10 06 28 29 26 29 06 06 28 20 34 20 06 Positivo
94 NSC2432 INEN LFP 12 14 08 27 13 27 17 20 09 06 06 28 28 20 27 24 06 27 18 32 19 06 Positivo
95 NSC2435 INEN LFP 1313 10 28 15 26 18 18 09 06 06 25 30 22 29 06 06 26 16 32 09 06 Positivo
96 NSC2437 INEN LFP 11 16 06 26 14 25 15 17 06 06 06 27 26 21 27 20 18 26 16 30 22 06 Posivo
97 NSC2438 INEN LFP 14 21 10 29 17 27 18 19 06 14 29 29 30 27 29 06 06 29 20 32 13 06 Positivo
98 NSC2439 INEN LFP 24 12 16 26 27 27 24 11 13 06 06 27 29 19 29 06 06 30 16 31 10 12 Positivo
99 NSC2453 INEN LFP 25 13 20 28 26 28027 15 18 06 06 28 31 21 29 06 21 28 15 32 24 19 Positivo
100 NSC2475 FAP LFP 14 15 13 21 17 2520 22 11 20 06 25 30 24 28 06 06 28 21 28 15 20 Positivo

LFP=Lactosa fermentadora positiva, LFN= Lactosa fermentadora negativa, BLEE= Betalactamasa de expectro extendido.

ATM= Aztreonam, AMC = Amoxicilina-clavulanato, CTX= Cefotaxima, CTX/CLA= Cefotaxima-clavulanato, CAZ= Ceftazidima, CAZ/CLA=
Ceftazidima-clavulanato, FEP= Cefepima, TIM= Ticarcillina-clavulanato, CRO= Ceftriaxona, NN= Tobramicina, CIP= Ciprofloxacina, IMR=
Imipenem-relebactam, ETP= Ertapenem, TZP= Piperacillina- tazobactam, IPM= Imipenem, SXT= Trimethoprima- sulfametoxazol, TE= Tetracyclina,
CZA= Ceftazidima-avibactam, AN= Amikacina, MEV= Meropenem- vaborbactam MI= Minocyclina, GM= Gentamicina.

146



Anexo 10.
Resultados de la minima concentracion inhibitoria (CMI) en placa para la
susceptibilidad a la colistina.

Resultados de la minima concentracion inhibitoria (CMI) en placa para evaluar la
susceptibilidad a la colistina. Se realizaron pruebas especificas con los controles
correspondientes:

e Control positivo: Escherichia coli NCTC13846, portador del gen mcr-1.

o Control negativo: Escherichia coli ATCC25922, susceptible a colistina y
sin genes de resistencia asociados.
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Anexo 11.
Resultados de los geles de agarosa.

Gel 1.

Amplificacion de genes resistentes en E. coli a los carbapenémicos ya al gen de resistencia

a la colistina mcr-1.

Gel de agarosa al 1.5% teniido con 15 ul de SYBR Safe. Se cargaron 8 ul de ADN

amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 2.
Amplificacion de genes resistentes en E. coli a los carbapenémicos y al gen de

resistencia a la colistina mcr-1.

Gel de agarosa al 1.5% teniido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 ulL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 3.
Amplificacion de genes resistentes en E. coli a los carbapenémicos y al gen de

resistencia a la colistina mcr-1.

Gel de agarosa al 1.5% tenido con 15 ul de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 ul de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 4.
Amplificacion de genes resistentes en E. coli a los carbapenémicos y al gen de

resistencia a la colistina mcr-1.

Gel de agarosa al 1.5% teniido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 ulL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 5.
Amplificacion de genes resistentes en E. coli a los carbapenémicos y al gen de resistencia a

la colistina mer-1.

Gel de agarosa al 1.5% tenido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 6.
Amplificacion de genes en E. coli resistentes a los f-Lactamicos.

Gel de agarosa al 1.5% tenido con 15 ul de SYBR Safe. Se cargaron 8 ul de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.

153



Gel 7.
Amplificacion de genes en E. coli resistentes a los [-Lactamicos.

Gel de agarosa al 1.5% terniido con 15 ul de SYBR Safe. Se cargaron 8 ul de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 8.
Amplificacion de genes en E. coli resistentes a los [-Lactamicos.

Gel de agarosa al 1.5% teniido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 ulL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 9.
Amplificacion de genes en E. coli resistentes a los [-Lactamicos.

Gel de agarosa al 1.5% tefiido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 ulL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 10.
Amplificacion de genes en E. coli resistentes a los f-Lactamicos.

Gel de agarosa al 1.5% teriido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 ul de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-
Borato-EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 11.
Amplificacion de genes de E. coli: enterotoxigénica, enteropatogénica y difusamente

adherente (MULTI-1).

Gel de agarosa al 1.5% teriido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios
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Gel 12.
Amplificacion de genes de E. coli: enterotoxigénica, enteropatogénica y difusamente

adherente (MULTI-1).

Gel de agarosa al 1.5% teriido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 13.
Amplificacion de genes de E. coli: enterotoxigénica, enteropatogenica y difusamente

adherente (MULTI-1).

Gel de agarosa al 1.5% teiiido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 14.
Amplificacion de genes de E. coli: enterotoxigénica, enteropatogénica y difusamente

adherente (MULTI-1).

Gel de agarosa al 1.5% teniido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 ulL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 15.
Amplificacion de genes de E. coli: enteroinvasiva, enteroagregativa y shiga-toxina

(MULTI-2).

Gel de agarosa al 1.5% teiiido con 15 ulL de SYBR Safe. Se cargaron 8 uL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 16.
Amplificacion de genes de E. coli: enteroinvasiva, enteroagregativa y shiga-toxina

(MULTI-2).

Gel de agarosa al 1.5% teniido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8§ uL de ADN
amplificado junto con 2 ulL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 17.
Amplificacion de genes de E. coli: enteroinvasiva, enteroagregativa y shiga-toxina

(MULTI-2).

Gel de agarosa al 1.5% teniido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 ul de ADN
amplificado junto con 2 ul de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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Gel 18.
Amplificacion de genes de E. coli: enteroinvasiva, enteroagregativa y shiga-toxina

(MULTI-2).

Gel de agarosa al 1.5% tenido con 15 uL de SYBR Safe. Se cargaron 8 ulL de ADN
amplificado junto con 2 uL de tampon de carga. Electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1X, a 110 voltios.
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