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RESUMEN

Introduccion: Enterococcus sp. es un patdogeno oportunista en pacientes con inmunodepresion,
causando enfermedades como endocarditis, infecciones del tracto urinario o en heridas
quirurgicas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha categorizado a E. faecium
resistente a vancomicina como de prioridad Alta (Prioridad 2). La resistencia a la vancomicina
esta asociada a la adquisicion de genes como vand, vanB y vanC. En estos casos la opcién
terapeutica es linezolid, sin embargo, ya se ha reportado Enterococcus resistentes a linezolid
mediante la adquisicion de genes como optr4, cfr'y poxtA. Objetivo: Caracterizar la resistencia
a linezolid y vancomicina mediada por plasmidos en E. faecalis y E. faecium aislados en el
INSPI-Quito, periodo 2017-2020. Metodologia: Se trabajo con la poblacion de E. faecium y E.
faecalis resistentes a vancomicina y linezolid, con el fin de caracterizar su resistencia a nivel
fenotipico, genotipico y relacionar los datos epidemioldgicos mediante la georeferenciacion y
creacion de dendogramas. Resultados: Se analizaron 203 aislamientos descritos en su mayoria
en provincias de la Sierra del Ecuador; se identifican 134 E. faecium resistentes a vancomicina,
debido a la presencia de los genes vand (44%) y vanB (22%); se describen 41 cepas resistentes
a lineozlid, en su mayoria E. faecalis, por la presencia del gen optrA(88%), sin identificarse la
presencia de los genes cfr'y poxtA. Conclusiones: La resistencia a vancomicina se ha reportado
en aislados de E. faecium y un elevado porcentaje de resistencia a linezolid en E. faecalis, en
su mayoria por la presencia de genes plasmidicos, ademas, E. faecalis reporta menos niveles de

resistencia a los antibidticos testeados en comparacion con E. faecium.

Palabras Claves: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Resistencia a la Vancomicina,

VRE, Linezolid



ABSTRACT

Introduction: Enterococcus sp. is an opportunistic pathogen in patients with
immunosuppression, causing diseases such as endocarditis, urinary tract infections or surgical
wounds. The World Health Organization (WHO) has categorized vancomycin-resistant E.
faecium as High priority (Priority 2). Vancomycin resistance is associated with the acquisition
of genes such as vanA, vanB and vanC. Therefore, the therapeutic option is linezolid, however
Enterococcus resistant to linezolid due to the acquisition of genes such as optrA4, cfi and poxt4
has already been reported. Objective: The aim of this study is to describe resistance to linezolid
and vancomycin due to the acquisition of plasmids in E. faecalis and E. faecium isolated at
INSPI-Quito, during 2017-2020. Methodology: The population of E. faecium and E. faecalis
resistant to vancomycin and linezolid was analyzed in order to characterize the strains
phenotypically and genotypically; in addition, correlate epidemiological data, georeference and
create dendrograms. Results: 203 isolates were analyzed, mostly identified in the provinces of
the Sierra part of Ecuador; 134 E. faecium resistant to vancomycin were identified, due to the
presence of the vanA gene (44%) and the vanB gene (22%); 41 strains resistant to lineozlid are
described, mostly E. faecalis, due to the presence of the optrA4 gene (88%); cfr and poxtA genes
are not identified. Conclusions: Resistance to vancomycin is described in E. faecium and a high
percentage of resistance to linezolid in E. faecalis, mostly due to the presence of plasmid genes,

in addition, E. faecalis produces lower levels of antibiotic resistance than E. faecium.

Keywords: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Vancomycin Resistance, VRE,

Linezolid
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CAPITULO 1

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. INTRODUCCION

En la actualidad, las bacterias multirresistentes constituyen una importante problematica a nivel
de salud publica, tanto en ambientes hospitalarios como comunitarios, su presencia limita las
alternativas terapéuticas y sus altas tasas de mortalidad, provocan aproximadamente 700.000
muertes cada afio a nivel mundial (Antimicrobial Resistance Fighter Coalition, 2020). De
acuerdo a las tendencias actuales, se estima que para el ano 2050, ocurriran aproximadamente
10 millones de muertes al afio ocasionadas por infecciones bacterianas, siendo esta cifra mayor

a las muertes atribuidas por cancer (O’Neill, 2014).

El género Enterococcus spp. forma parte de la de la microbiota gastrointestinal normal tanto de
animales como de humanos, su concentracion en heces humanas y animales suelen oscilar entre
103y 107 células por gramo, por lo que se han aislado en agua contaminada con aguas residuales
o desechos fecales (Zaheer et al., 2020). Enterococcus spp. suele actuar como patdgeno
oportunista cuando atraviesa la barrera mucosa, causando infecciones sistematicas en
hospedadores con factores de riesgo como pacientes inmunocomprometidos o sometidos a
procedimientos quirtrgicos, llegando a producir infecciones como endocartitis, bacteremias,
infecciones del tracto urinario, infecciones intraabdominales, meningitis e infecciones del tracto
respiratorio. Su virulencia estd mediada por su capacidad de adherirse a tejidos mediante
proteinas de superficie, glucopéptidos de membrana, gelatinasa y phili, factores que favorecen

la formacion de biopeliculas (Guzman Prieto et al., 2016).

Las especies de mayor relevancia clinica son E. faecalis y E. faecium (Zaheer et al., 2020), que
han ido adquiriendo genes de resistencia, lo que ha provocado un aumento de tasas de
mortalidad, aumento del costo del tratamiento y duracion de estancia hospitalaria (Prematunge
et al., 2016)(Garcia-Solache & Rice, 2019). Se ha reportado una mortalidad hospitalaria del

16,5% en pacientes hospitalizados con infecciones del tracto urinario debido a Enterococcus 'y
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se asocia también a inmunodepresion, hemopatia maligna, nefrostomia, sobretodo en casos de

E. faecium resistentes a la ampicilina y vancomicina (Alvarez-Artero et al., 2021).

El género Enterococcus sp. presenta resistencia natural a cefalosporinas, aminoglucosidos,
clindamicina, y trimetoprim-sulfametoxazol. Algunos de estos antimicrobianos pueden aparecer
sensibles in vitro, sin embargo, no son efectivos clinicamente (CLSI, 2022). Ademas, la
terapéutica puede irse complicando debido a los diferentes mecanismos de resistencia que este
género ha ido adquiriendo a lo largo del tiempo. La Fig.1 describe la evolucién de los
mecanismos de resistencia en Enterococcus, en los que se visualiza la primera descripcion de
resistencia a cloranfenicol en 1964, asi como a aminoglucésidos de alta carga, vancomicina,

linezolid y daptomicina (Garcia-Solache & Rice, 2019).

1899 1974 1986 2000 2002
First description of Conjugal Enterococcus genus E. faecium E. faecalis
the “entérocoque” transfer MDR officially recognized genome sequenced genome sequenced
1964 1979 1986 1988 2000 2005
Chloramphenicol High-level First VRE ||| First VRE Linezolid Daptomycin

resistance transfer gentamicin resistance | | isolates outbreak | | resistance resistance

ﬁl—l

2000 2010 202(>

_IL|1 N [ W

VR E. faecium
|

1

Enterococci 2nd cause of HAIs
| |

Penicillin | | Chloramphenicol | | Ampicillin | [Gentamicin| [ Vancomycin Linezolid | | Daptomycin | | Ceftaroline
1943 1949 1961 1967 1972 2000 2003 2010

% Enterococcal infections

Fig.1. Cronologia de eventos relevantes en la historia de los enterococos como patdégenos humanos
(rectangulos azules); evolucion de la resistencia en Enterococcus, (recuadros verdes), inicio del uso

clinico del antibidtico (rectangulos rojos). Tomado de Garcia-Solache & Rice, 2019.
De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en su listado de microorganismos

patogenos con prioridad para investigacion y desarrollo a nivel mundial, ha categorizado a F.

faecium resistente a vancomicina como de prioridad Alta (Prioridad 2) (WHO, 2017). El CDC,
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en el 2017 reportd que el 30 % de aislados de Enterococcus fueron resistentes a vancomicina,
lo cual se considera la mayor amenaza para el éxito del tratamiento (Centers for Disease Control

and Prevention, 2019).

La resistencia a la vancomicina estd asociada a la adquisicion de genes como vand, vanB'y vanC
(B. E. Murray & Arias, 2008). Por otro lado, daptomicina y el linezolid han encontrado un lugar
en la terapia para infecciones del torrente sanguineo; sin embargo, atin no se ha determinado el
consenso sobre qué agente es Optimo para tratar las infecciones del sistema nervioso central por
Enterococcus resistentes a la Vancomicina (ERV). En infecciones invasivas causadas por ERV,
se ha descrito un tratamiento dptimo con linezolid, daptomicina y tigeciclina dependiendo del
sitio de infeccion (B. E. Murray & Arias, 2008). Sin embargo, los casos de meningitis de origen
sanguineo a causa de ERV son dificiles de tratar con estos agentes porque la daptomicina ofrece
una penetrabilidad limitada en el LCR y el linezolid, para las especies de Enterococcus,
proporciona actividad bacteriostatica (Lee et al., 2020). Ademas, ya se ha reportado
Enterococcus resistentes a Linezolid mediante la adquisicion de genes como optrd y cfr (Van

Hal et al., 2021).

En el presente estudio se realizo una caracterizacion mediante el andlisis fenotipico y genotipico
de la resistencia a la vancomicina y linezolid en E. faecalis y E. faecium, mediante la
implementacion de nuevas metodologias para la identificacion del perfil de susceptibilidad a
estos antibidticos, identificando la epidemiologia de la resistencia en Enterococcus, lo que
permitid ofrecer nuevas herramientas de sustento para proximos estudios y el manejo de estos

antibioticos en diferentes casas de salud.
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1.2. JUSTIFICACION

Enterococcus es un microorganismo que suele colonizar el tracto gastrointestinal, este patégeno
actia como oportunista en pacientes con inmunodepresion, causando enfermedades como
endocarditis, infecciones del tracto urinario o en heridas quirtrgicas; la falta de recursos
econdmicos destinados a medidas de prevencion y bioseguridad, sobre todo en paises en vias de
desarrollo, puede ser uno de los factores que contribuyan a la répida diseminacion y
contaminacion cruzada de estos patdgenos en pacientes con estancias hospitalarias prolongadas,

lo que conlleva al aumento en tasas de mortalidad (Changhua et al., 2016).

Ademas, este patogeno, ha venido adquiriendo diversos mecanismos de resistencia como a la
vancomicina y linezolid, lo que supone un desafio en el éxito del tratamiento. Se ha reportado
que pacientes colonizados con Enterococcus resistentes a la vancomicina (ERV), han
desarrollado sepsis con la misma cepa ERV que estaba colonizando (B. E. Murray & Arias,
2008). La evolucion descontrolada de los mecanismos de resistencia antimicrobiana y la
acelerada diseminacion de estos microorganismos a nivel global, implica destinar mas recursos
en atencion hospitalaria (Dadgostar, 2019). Por ello, es importante la implementacion de
técnicas que permitan evaluar de manera oportuna el aumento de estas resistencias y recopilar
datos sobre su diseminacion y evolucion en el pais, con el fin de controlar a tiempo su

propagacion.

El Centro de Referencia de Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica INSPI-LIP, es la institucion que realiza la vigilancia
activa de estos patogenos mediante a la Red de Salud Publica y Privada del pais, por ello, es
necesario la implementacion de técnicas gold estandar, como la microdilucion en caldo, técnica
que representa un elevado costo-beneficio para la identificacion de la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) de las cepas que presentan un perfil de resistencia a la vancomicina o a
linezolid. Identificar estos patdgenos con sus diferentes perfiles de resistencia alrededor del pais,
mediante la generacion de datos epidemiologicos, permitira orientar a los tomadores de decision
para establecer nuevas normativas, guias de manejo de los antimicrobianos, establecer una

terapéutica dirigida y racional, lograr controlar la diseminaciéon de estos microorganismos
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multirresistentes e identificar gérmenes criticos que deben abordarse en el entorno Una sola

salud.

Por lo antes expuesto, resulta muy oportuno caracterizar a nivel fenotipico y genotipico la
resistencia a linezolid y vancomicina en E. faecalis y E. faecium causantes de infecciones
asociadas a la atencion en unidades de salud de la Red de Salud Publica en Ecuador, con el fin
de establecer la diseminacion y evolucion de la resistencia desde el 2017 al 2020, identificando
las posibilidades terapéuticas disponibles al momento. Ademas, a partir de la implementacion
del método de microdilucion en caldo para la deteccion de la CMI de linezolid y vancomicina,
se pretende establecer protocolos alineados a la normativa nacional emitida por el CRN-RAM,
para el reporte adecuado de Enterococcus spp. multirresistentes, herramienta que servird de guia
para el reporte e interpretacion del analisis de susceptibilidad en los laboratorios de

microbiologia.

1.3. OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

1.3.1. Objetivo General
Caracterizar la resistencia a linezolid y vancomicina mediada por plasmidos en E. faecalis y E.

faecium aislados en el INSPI-Quito, periodo 2017-2020.

1.3.2.  Objetivos especificos

a) Implementar la técnica de microdilucion en caldo de vancomicina y linezolid para la
evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en cepas de E. faecalis y FE.
faecium.

b) Estandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa para la identificacion de genes
que confieren resistencia a linezolid y vancomicina.

¢) Implementar un sistema informatico de georeferenciacion para relacionar datos
epidemioldgicos de aislamientos de Enterococcus spp multirresistentes.

d) Proponer un algoritmo para la evaluacion y reporte adecuado de linezolid y vancomicina en

Enterococcus spp.
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CAPITULO II

2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En 1899, el género Enterococcus fue descrito por primera vez por Thicerlin, como cocos gram
positivos que se encuentran dispersos en la tincién de Gram, se clasificaron inicialmente dentro
de la familia de Streptococcus spp., sin embargo, después de que las hibridaciones ADN-ADN
y ADN-rADN mostraran que estaban relacionadas lejanamente con los Streptococcus spp., se
separaron en su propio género denominados Enterococcus sp. (B. Murray, 1990; B. E. Murray

& Arias, 2008; Thiercelin, 1899).

Las especies de Enterococcus por lo general colonizan el tracto intestinal de humanos y animales
sanos, pero tienen el potencial de causar infecciones invasivas si se altera el delicado equilibrio
de la microbiota (Ayobami et al., 2020b). En un estudio realizado por Zhang y sus colaboradores
del 2012 al 2015, describen que entre las especies de Enterococcus sp., las aisladas con mayor

frecuencia en entornos nosocomiales son E. faecalis y E. faecium (Zhang et al., 2017).

El género Enterococcus sp. presenta resistencia intrinseca a varias clases de antimicrobianos y
cualquier resistencia adicional adquirida limita gravemente las opciones terapeuticas. El Centro
Europeo de Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC), para el 2020 reporta los datos de
30 paises que notificaron un aumento significativo de la resistencia a vancomicina desde el 2015
al 2019, siendo del 10,5% al 18,3%, respectivamente (European Centre for Disease Prevention
and Control, 2020). Asimismo, otro estudio reporta un aumento significativo desde el 2012 con
un 8% de resistencia (Ayobami et al., 2020b). Ademads, en E. faecalis la resistencia a
vancomicina se mantuvo baja en la mayoria de los paises notificantes, sin embargo, no se reporta
los datos de susceptibilidad a linezolid en este género (European Centre for Disease Prevention

and Control, 2020).
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Un meta-analisis realizado con datos del 2000 al 2018, recopila la frecuencia de la resistencia a
los antibidticos en aislados de Enterococcus spp. provenientes de muestras de sangre de
pacientes hospitalizados en diferentes regiones del mundo, identificando un nivel més bajo de
resistencia a la vancomicina en paises del Pacifico Occidental, Europa y América, que en paises
del Sudeste Asiatico y el Mediterraneo Oriental. Por otro lado, la especie de Enterococcus
faecium presenta niveles mas bajos de resistencia a Linezolid en América y mas altos niveles en

el sudeste asiatico (Jabbari Shiadeh et al., 2019).

Por el contrario, en el reporte de resistencia a los antimicrobianos del CDC se describe una
disminucion significativa en la aparicion de casos de Enferococcus resistentes a vancomicina
del 2012 al 2017 tanto en pacientes hospitalizados como comunitarios. Sin embargo, se describe
un mayor nimero de casos a nivel comunitario, tanto de infecciones en pacientes con exposicion
reciente a la atencion médica e infecciones en personas sin exposicion previa a la atencion

médica (Centers for Disease Control and Prevention, 2019).

En América Latina, los datos sobre la resistencia en Enterococcus es escasa, sin embargo, en un
estudio se realiza el andlisis genémico de E. faecium resistentes a la vancomicina provenientes
de 5 paises (Colombia, Ecuador, Venezuela, Peri y México), en el cual se identifica que la
mayoria de Enterococcus resistentes a vancomicina estan mediados por el gen vanAd y estos
microorganismos presentan también altas tasas de resistencia a ampicilina, gentamicina y
estreptomicina de alta carga (O’Driscoll & Crank, 2015). Sin embargo, a pesar que todos los
aislados fueron sensibles a linezolid, se reporta la presencia del gen optr4 en Colombia y el gen
cfrB en México (Rios et al., 2020). Ademads, en Colombia se han reportado E. faecalis con la

presencia del gen optrA en muestras de carne de ave de corral (Cavaco et al., 2017).

En Ecuador, el CRN-RAM en el 2019 reporta datos a nivel nacional de Enterococcus de origen
hospitalario resistentes a la vancomicina, tanto en E. faecalis y E. faecium con un porcentaje de
1,8 y 23,4% respectivamente; por otro lado, se describe un porcentaje de resistencia a linezolid
de 1,6% en E. faecalis y 1,8% E. faecium, sin embargo, no hay reportes a nivel comunitario

(Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica CRN-RAM, 2019).
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El primer reporte de E. faecalis resistente a linezolid mediada por el gen optr4 se describi6 en el
afio 2019 en dos hospitales de la ciudad de Quito (Ministerio De Salud Publica del Ecuador, 2019),
por lo que es importante investigar si en aislados de afios anteriores ya presentaban este gen de

resistencia en los clones circulantes.

Se ha estudiado la concordancia entre diferentes metodologias para la identificacion de la CMI
de vancomicina (Klare et al., 2019; Kuo et al., 2020). En 2018, se emite una alerta para la
deteccion de la CMI de vancomicina en Enferococcus vanB positivos, ya que en varios estudios
se identificd que el indculo e incubacidn estandar, no eran los ideales para la deteccion de
resistencia de bajo nivel a glucopéptidos. Por lo que, en estos casos es importante la
confirmacion de la CMI, asi como las pruebas moleculares para confirmar o excluir la presencia

de los genes van (Klare et al., 2019).

En el presente estudio, se logra caracterizar la resistencia a vancomicina y linezolid, mediante
pruebas gold estandar como el método de microdilucion en caldo y sus genes involucrados
mediante pruebas moleculares; identificando la frecuencia de los mismos del 2017 al 2020, su
distribucion en el pais y como esté relacionado el perfil de susceptibilidad a otros antibioticos

usados como terapéutica en estos microorganismos.
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CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Ubicacion

Los analisis se realizaron en el Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los
Antimicrobianos del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica-Coordinacion Zonal
9 (INSPI-CZ9), quienes son los encargados de la vigilancia de microorganismos
multirresistentes emergentes en el pais, a través de la Red Publica Integral de Salud del Ecuador,
ademds de incorporar normativas a nivel nacional para la implementacion de métodos

estandarizados.

3.2. Equipos y materiales

a) Caracterizacion fenotipica de Enterococcus sp multirresistentes

Insumos

e (Cajas mono Petri y bi Petri

e Asas estériles

Pinzas

Placas portaobjetos

Guantes de nitrilo

Gradillas

Mascarillas

Placas de 96 pocillos fondo coénico

Reactivos

Caldo Cerebro Corazén

Agar Base Sangre

Agar CLED

Discos de antibidticos

Antibiotico en polvo de Vancomicina
Antibiotico en polvo de Linezolid
Caldo Mueller Hinton Ajustado

Equipos

e Pipeta multicanal de 20-200uL

e Pipeta de volumen variable 200-1000uLL
¢ Pipeta de volumen variable 20-200uLL
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e Pipeta de volumen variable 0.1 - 10ul
e Pesa analitica
e Lector manual de placas de microdilucién

b) Caracterizacion molecular de Enterococcus sp multirresistentes

Insumos
¢ Guantes de nitrilo
e Tubos de PCR de 0.2ml cénicos con tapa plana adherida al tubo libre de ARNasa

ANDasa

e Microtubo de 1.5 ml conicos con tapa plana adherida al tubo libre de ARNasa
ADNasa

Reactivos

¢ Kit de extraccion de ADN
e Primers (descrito en apartado 5.6 Recoleccion de informacion)
e Agarosa para electroforesis

Equipos

e Termobloque

e Centrifuga de microtubos de 1.5mL
e Termociclador

e Fotodocumentador

e Computadora

3.3. Tipo de investigacion:

La investigacién es cuantitativa, ya que se realiza los experimentos para caracterizar la
resistencia a linezolid y vancomicina a nivel fenotipico y genotipico. Por otro lado, es una
investigacion cualitativa, ya que se correlaciona los datos fenotipicos y genotipicos de las
diferentes cepas circulantes con variables epidemioldgicas como: edad, sexo, tipo de muestra,

ubicacion, fecha de aislamiento, tipo de aislamiento (hospitalario o comunitario).
3.4. Hipotesis - pregunta cientifica — idea a defender
En esta investigacion se plantea la siguiente interrogante: ;Cual es el nivel de resistencia a

linezolid y vancomicina en E. faecalis y E. faecium del 2017 al 2020 identificados mediante

técnicas fenotipicas y genotipicas?
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3.5.

3.6.

b)

Poblacion y muestra

Tipo de muestreo:

Se realiz6 un muestreo por conveniencia, ya que se escogieron los siguientes grupos de

Enterococcus sp. multirresistentes:
o FE. faeciumy E. faecalis resistentes a vancomicina

o FE. faeciumy E. faecalis resistentes a linezolid
Tamafio muestral:

En el periodo del 2017 al 2020 se receptaron en el INSPI un total de 632 cepas de

Enterococcus spp. de los cuales se escogieron los siguientes grupos:

o FE. faeciumy E. faecalis resistentes a vancomicina = 166

o FE. faeciumy E. faecalis resistentes a linezolid = 48

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

-Especies de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium

-Aislamientos que se encuentren ingresados en la base de datos del 2017 al 2020
-Enterococcus resistentes a la vancomicina o al linezolid.

-Aislamientos que presenten mas de tres variables epidemioldgicas en la base de datos como

unidad de salud, area, sexo, edad, tipo de muestra, especie.

Criterios de exclusion

-Enterococcus que no se encuentren viables para su recuperacion del cepario
-Aislamientos que no se encuentren bien rotulados en el cepario

-Viales que estén derramados o que no tengan el volumen suficiente para realizar la
reactivacion de la cepa

-Cepas aisladas en diferente periodo de tiempo.

21



3.7. Operacionalizacion de las variables (Anexo Nro.1)
3.8. Metodologia

a) Autorizaciones
Para realizar la investigacion se solicitd la aprobacion de la unidad académica de tiulacion
de posgrado de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica de Ambato
(Anexo Nro.2), por otro lado, se solicit6 la autorizacion al Insituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica (INSPI-LIP) para el uso de datos y cepas bacterianas, para lo cual se firmd

la ficha técnica y acuerdo de entendimiento (Anexo Nro.3 y 4).

b) Identificacion de la poblacion y reactivacion de cepas
Se analizaron las bases de datos para identificar las cepas de E. faecalis y E. faecium
receptados en el INSPI del 2017 al 2020 definidas en la poblacion de muestreo,
posteriormente se reactivaron las cepas almacenadas a -70 °C sembrando en el caldo de
Infusion Cerebro Corazén (BHI por sus siglas en inglés) a 37 °C por 24 horas, se realizo el
aislamiento de todos los viales que presentaban turbidez en el medio de cultivo CLED
incubando a 37 °C por 24 horas (Domig et al., 2003), se aisld una sola colonia para la siembra
en agar nutritivo y se almacenaron en BHI+20% de Glicerol y TE 1x para sus posteriores

analisis fenotipicos y genotipicos.

¢) Meétodos Objetivo 1. Implementar la técnica de microdilucion en caldo de vancomicina y
linezolid para la evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en cepas de E.

faecalis y E. faecium.

Se implemento la técnica de microdilucion en caldo para vancomicina y linezolid bajo los

criterios del CLSI MO07, 11th ed. (2018).
Microdilucion en caldo de vancomicina

Se preparo6 la solucion madre segin los calculos del Anexo Nro.5, solucion de trabajo y

diluciones requeridas en caldo Mueller Hinton -Cation ajustado (MHB) (Anexo Nro.6), las
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d)

cuales fueron dispensadas en una microplaca de 96 pocillos de fondo cénico (Anexo Nro.7);
se realizd la siembra de los microorganismos reactivados del cepario en Nutritivo para
preparar la suspension bacteriana 0,5 Mc Farland en solucion salina al 0,9%, se realiz6 una
dilucion 1:100, se inoculd la suspension bacteriana en cada dilucion y las placas fueron

incubadas a 37 °C (Clinical and Laboratory Standars Institute, 2018).

Microdilucion en caldo de Linezolid

Se preparo6 la solucion madre segin los calculos del Anexo Nro.8, solucion de trabajo y
diluciones requeridas en caldo Mueller Hinton-Cation ajustado, las cuales fueron dispensadas
en una microplaca de 96 pocillos de fondo conico Anexo Nro.9 y 10; Se realiz6 la siembra
de los microorganismos reactivados del cepario en Nutritivo para preparar la suspension
bacteriana 0,5 Mc Farland en solucion salina al 0,9%, se realizd una dilucion 1:100,
posteriormente se inoculd la suspension bacteriana en cada dilucion y las placas fueron
incubadas a 37 °C y la lectura se realizé segiin lo indicado en el CLSI M07 (Clinical and

Laboratory Standars Institute, 2018)

Para la estandarizacion se utilizaron cepas de control de calidad con CMI de vancomicina y
linezolid conocidas, la lectura de las microplacas se realizo mediante un espejo invertido,
interpretando los resultados con los puntos de corte de la guia M100, 30th ed. del CLSI
(2020), tanto a las 24 horas y 48 horas por dos analistas para realizar la intercomparacion
(Dejoies et al., 2020); para la validacion de los resultados se utilizo la cepa de E. faecalis
ATCC 29212 identificando que el rango de la concentracién minima inhibitoria se encuentre
dentro de lo establecido en el CLSI M100 (Tabla 5A-1) (Clinical and Laboratory Standars
Institute, 2020).

Métodos Objetivo 2. Estandarizar la reacciéon en cadena de la polimerasa para la

identificacion de genes que confieren resistencia a linezolid y vancomicina.

Se realizd la técnica molecular de reaccion en cadena de la polimerasa para la identificacion
de los genes que confieren resistencia a vancomicina y linezolid, para ello, se prepararon

suspensiones bacterianas en TE 1X de las cepas con crecimiento de 24 horas, la extraccion
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se llevo a cabo mediante el método de ebullicion, realizado en el Termobloque Labnet, por

un tiempo de 10 minutos, a una temperatura de 95°C. Las suspensiones fueron centrifugadas

a 14000 rpm durante 5 minutos, se separ6 el sobrenadante y se almacen6 a -20°C.

Para la identificacion de los genes vanA y vanB que confieren resistencia a vancomicina se

utilizaron los primers descritos en la Tabla 1. La preparacion de la master mix se especifica

en la Tabla 2. Las condiciones de la PCR se describen en la Tabla 3.

Tabla 1. Secuencias de primers de genes que confieren resistencia a vancomicina

Gen Secuencia de primers Tamafio Referencia

F 5'-GGGAAAACGACAATTGC-3’ (Akpaka et al.,
vanA 732pb

R 5'-GTACAATGCGCCGTTA-3' 2016)

F 5'-ATGGGAAGCCGATAGTC-3’ (Akpaka et al.,
vanB 635pb

R 5-GATTTCGTTCCTCGACC-3’ 2016)

Elaborado por: Katherine Jaramillo

Tabla 2. Preparacion de la master mix para la identificacion de los genes vand y vanB

Reactivo Volumen Concentracion
Agua Molecular 10.5ul -
Primer Formward 0.5uL 0.2 uM
Primer Reverse 0.5uL 0.2 uM
Taq Master Mix 12.5ul 2.5 U/uL
DNA 1ulL -
Volumen Final 25ulL

Elaborado por: Katherine Jaramillo
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Tabla 3. Programa de termociclado para la amplificacion de las secuencias de los genes vanA

y vanB.
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94°C 5 min 1
Denaturacion 94°C 1 min
Hibridacién 58°C Imin 30
Extension 72°C Imin
Extension final 72°C 7min 1

Fente: (Akpaka et al., 2016) Elaborado por: Katherine Jaramillo
De la misma forma se identificaron los genes cfr, optr4 y poxtA que confieren resistencia a
Linezolid (Tabla 4). La preparacién de la master mix se especifica en la Tabla 5. Las

condiciones de la PCR se describen en la Tabla 6.

Tabla 4. Secuencias de primers de genes que confieren resistencia a Linezolid

Gen Secuencia de primers Tamaifio Referencia

F 5-TGAAGTATAAAGCAGGTTGGGAGTCA-3’ (Kehrenberg &
ofi 746pb g hwarz, 2006)

R 5-ACCATATAATTGACCACAAGCAGC-3'
F 5 TACTTGATGAACCTACTAACCA-3' (Brencian et al
optrA 422pb 2016 v
R 5" -CCTTGAACTACTGATTCTCGG-3' )
F 5" AAAGCTACCCATAAAATATC-3', Bender ot al
poxtA 533pb ( er12 Oelr 9e)t -
R 5" TCATCAAGCTGTTCGAGTTC-3'

Elaborado por: Katherine Jaramillo
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Tabla 5. Preparacion de la master mix para la identificacion de los genes cfr, optrA y poxtA.

Reactivo Volumen Concentracion

Agua Molecular 7.5ul -
optrA Primer Formward 0.5uL 0.2uM
optrA Primer Reverse 0.5uL 0.2uM
cfr Primer Formward 0.5ul 0.2 uM
cfr Primer Reverse 0.5ul 0.2 uM
poxtA Primer Formward 0.5uL 0.2uM
poxtA Primer Reverse 0.5uL 0.2uM

Taq Master Mix (5U/uL) 12.5ul 2.5 UL
DNA 1 uL -
Volumen Final 25ul. -

Elaborado por: Katherine Jaramillo

Tabla 6. Programa de termociclado para la amplificacion de las secuencias de los genes cfr,

optrA'y poxtA.
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion 96°C 2min 1
inicial
Denaturacion 96°C 30s
Hibridacion 50°C 30s 30
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 5 min 1

Fuente:(Bender et al., 2019) Elaborado por: Katherine Jaramillo
Los productos de la PCR fueron analizados meadiante una corrida electroforética en gel de

agarosa 2%, teflidos con GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain, a 90 voltios durante 45 minutos

y posteriormente visualizados con la ayuda de un Fotodocumentador.
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e) Meétodos Objetivo 3. Implementar un sistema informatico de georreferenciacion para

3.9.

relacionar datos epidemioldgicos de aislamientos de Enterococcus spp multirresistentes.

Se implementd6 un Sistema de Informacion Geografica (SIG) para georreferenciar
fenotipicamente y genotipicamente los aislamientos de Enterococcus sp., en primer lugar se
estructurd una base de datos en Microsoft Excel clasificando a los Enterococcus sp. por el
nivel de resistencia tanto a linezolid como a vancomicina en las diferentes provincias; por
otro lado, se elabord la base de los analisis moleculares para su posterior georeferenciacion
de los diferentes genes de resistencia a linezolid y vancomicina, con el fin de identificar la
diseminacion de los mismos en el pais y su relacion con los diferentes datos a nivel
epidemioldgico. Se crearon los documentos, para posteriormente ir afladiendo capas a partir
del mapa de Ecuador, se afiadieron capas como, unidades de salud, microorganismos

identificados, genes de resistencia y frecuencia de los mismos.

Métodos Objetivo 4. Proponer un algoritmo para la evaluacién y reporte adecuado de

linezolid y vancomicina en Enterococcus sp.

Se realizo la propuesta de un algoritmo para la evaluacion y reporte adecuado de linezolid y
vancomicina en Enterococcus sp remitidos al Centro de Referencia de Resistencia a los
Antimicrobianos, el cual tiene la finalidad de plantear una mejora en procesos operativos
manejados en el laboratorio, para ello se analiz6 toda la informacion recolectada del estudio

y se realiz6 un flujograma de reporte.

Procesamiento de la informacion y analisis estadistico

Los resultados de la concentracion minima inhibitoria se analizaron mediante el software
Whonet 5.6, por otro lado, las variables epidemiologicas de las cepas y la caracterizacion
genotipica de los Enterococcus sp. se tabuld en una base de datos en Microsoft Excel y se
realiz6 el andlisis en el software IBM SPSS, empleando estadistica descriptiva y creacion de
tablas para la relacion con las variables nominales. Ademas, se utilizd el programa

MultiExperiment Viewer version 2.2, para realizar un mapa de calor para evaluar la relacion
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entre los perfiles de susceptibilidad y la presencia de los diferentes genes de resistencia a
vancomicina y linezolid. Por otro lado, se utiliz6 la herramienta en linea iTOL (Interactive
Tree Of Life), para realizar arboles filogenéticos y visualizar de forma mas detallada la
relaciéon entre variables epidemiologicas, datos fenotipicos y genotipicos de los

microorganismos estudiados (Letunic & Bork, 2019).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que aqui se exponen corresponden al tema investigado sobre la caracterizacion
de la resistencia a linezolid y vancomicina mediada por plasmidos en E. faecalis y E. faecium,
se describe, las caracteristicas de la poblacién de estudio, implementacion de técnica de
microdilucion en caldo, pruebas de biologia molecular, la distribucion de los aislamientos en el

pais y flujos para realizar el antibiograma de estos microorganismos.

4.1. Describcion general de la poblacion

Se analiz6 un total de 203 microorganismos identificados como E. faecalis y E. faecium en el
CRN-RAM del afio 2017 al 2020, los cuales cumplieron los criterios de inclusion y exclusion
mencionados en el estudio. Todos los microorganismos incluidos en la investigacion fueron
caracterizados mediante pruebas fenotipicas y genotipicas, almacenados y conservados a

temperatura de -80 °C.

De acuerdo a las variables clinico-epidemioldgicas ingresadas en la base de datos del sistema
Whonet 5.6, se identifico un predominio de aislamientos en el género masculino con un
porcentaje de 55.7% y en el género femenino 44.3%, con un rango de edad de 0 a 93 afios, de
las cuales en su mayoria fueron aisladas en poblacion adulta 94.1%, en comparacion de la
poblacion pediatrica y neonatos que se obtuvo Unicamente un porcentaje del 4.9% y el 1%

respectivamente, como se indica en la Tabla 7.
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Tabla 7. Caracterizacion de poblacion de acuerdo a variables epidemiologicas

n =203 f %
GENERO

Mujeres 90 443
Hombres 113 55.7
EDAD

Neonatos 2 1.0
Pediatrico 10 4.9
Adultos 191 94.1
DIAGNOSTICO

Infeccion del Tracto Urinario 55 27.1
Otros 51 25.1
Sin especificar 37 18.2
COVID-19 35 17.2
Tumores 16 7.9
Sepsis 9 4.4
TIPO DE SERVICIO

Hospitalizado 123 60.6
UCI 47 232
Ambulatorio 17 8.4
Emergencia 16 7.9
TIPO DE MUESTRAS

Orina 77 37.9
Sangre 52 25.6
Herida y Secreciones 35 17.2
Piel y tejidos Blandos 24 11.8
Rectal 8 3.9
Tracto respiratorio 7 34

Fuente: Base de datos INSPI RAM. Elaborado por: Katherine Jaramillo
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Por otro lado, se identifica que no hay un diagndstico de enfermedades que se relacione con la
infeccion por Enterococcus, sin embargo, el 27.1% pertenece a pacientes diagnosticados con
infeccion del tracto urinario y el 17.2% presentan COVID-19, los cuales fueron aislados
unicamente del afio 2020. Ademads, se observa un mayor niumero de aislamientos en pacientes
hospitalizados 60.6% y se describe que le tipo de muestra en la que mas se aisla estos

microorganismos es orina 37.9%, seguido de muestras de sangre (25.6%).

4.2. Implementacion de la técnica de microdilucion en caldo

Para la implementacion de la técnica de microdilucion se realizaron ensayos de reproducibilidad
en diferentes dias, operadores y bajo las mismas condiciones de ensayo, utilizando cepas
estandares de coleccion, obteniendo una concordancia del 100% en: E. faecalis ATCC 29212
(sensible a vancomicina y linezolid), E. faecalis ATCC 51299 (productor del gen vanB, sensible
a linezolid), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Sensible a vancomicina y linezolid), S.
aureus ATCC 29213 (Sensible a vancomicina) y una concordancia mayor al 80% para F.
gallinarum OPS 267 (productor del gen vanC), E. faecium OPS243 (Resistente a vancomicina
y linezolid). Se elabor6 un fluflujograma para realizar el reporte de microdilucion en caldo de

vancomicina y linezolid de Enterococcus sp disponible en el Anexo Nro.11.
En cuanto a la técnica de microdilucion en caldo de vancomicina, se realizé la comparacion de

lectura de 24 h y 48 h de incubacion, identificando que a las 48 horas se logra detectar un nimero

mayor de microorganismos resistentes, tal como se observa en el Grafico Nro.1.
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Grafico Nro. 1. Interpretacion de la susceptibilidad a vancomicina incubados a 24 h'y 48 h
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Elaborado por: Katherine Jaramillo

Mediante la técnica “gold standard” microdilucion en caldo, se identificaron 134 cepas de E.
faecium resistentes a la vancomicina y 41 cepas resistentes al linezolid, de las cuales 2 cepas

fueron E. faecium 'y 40 E. faecalis. Los resultados se visualizan en la Tabla 8.

Tabla 8. Enterococcus sp. recuperados en el periodo del 2017 al 2020

] Cepas Microdilucion en caldo Enterococcus resistentes
Antibioticos viables
evaluadas R I S E. faecium  E. faecalis

Vancomicina 161 134 (83.2%) 26(16.1%) 1(0.6%)  134(100%) 0 (0%)

Linezolid 42 41 (97.6%) 1(2.4%) 0() 2(48%)  40(95.2%)

Elaborado por: Katherine Jaramillo

El perfil de susceptibilidad que presenta la poblacion de Enterococcus sp. resistentes a
vancomicina, se observa en el Grafico Nro. 2, el 100% de las cepas presentaron resistencia a
la ampicilina y a la combinacion Ampicilina/Sulbactam, ya que todas se identificaron como E.
faecium y unicamente una cepa (0,6%) presento resistencia a linezolid, en cuanto a la resistencia
a estreptomicina de alta carga y gentamicina de alta carga fue el 42,9% y 55,9%,

respectivamente.
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Grafico Nro. 2. Perfil de susceptibilidad en cepas resistentes a vancomicina
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10ug, SAM: Ampicilina/Sulbactam 10/10ug

Por otro lado, el perfil de susceptibilidad de la poblacién de Enterococcus sp. resistentes a
linezolid se describe en el Grafico Nro. 3, el 97.6% presentan susceptibilidad a vancomicina,
59.5% a estreptomicina de alta carga, 78,6% a gentamicina de alta carga y 97.6% fueron

susceptibles a la ampicilina y ampicilina/sulbactam, ya que la mayoria de poblacién son E.

faecalis.
Grafico Nro. 3. Perfil de susceptibilidad en cepas resistentes a Linezolid
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Ampicilina 10ug, SAM: Ampicilina/Sulbactam 10/10ug.
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4.3. Identificacion de genes que confieren resistencia a linezolid y vancomicina.

Se identifico que la mayoria de Enterococcus sp. resistentes a la vancomicina se debe a la
presencia del gen vand (44%) y el 22% presentan el gen vanB, ademads, existe un alto nimero
de microorganismos que dieron negativo tanto para vanAd y vanB (34%), por lo que la resistencia
a vancomicina puede tratarse por mutaciones cromosomales Grafico Nro.4. Ademas, como se
evidencia en el Grafico Nro.5, la presencia de los genes vanA ha ido aumentando desde el 2017
al 2020, por otro lado, se visualiza que los genes vanB, han disminuido asi como la resistencia

a la vancomicina mediada por mutaciones cromosomales.

Grafico Nro. 4. Frecuencia de deteccion de genes que confieren resistencia a la vancomicina
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Elaborado por: Katherine Jaramillo
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Grafico Nro. 5. Frecuencia de aislamientos resistentes a la Vancomicina del 2017 al 2020
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Elaborado por: Katherine Jaramillo

Por otro lado, el 88% de Enterococcus sp. fueron resistentes al linezolid debido a la presencia
del gen optrA (Grafico Nro.6), de los cuales solo un aislamiento se identifico como E. faecium.

Ademas, como se evidencia en el Grafico Nro.7, se ha detectado un aumento en la frecuencia

del gen optr4 en 2019 y 2020.

Grifico Nro. 6. Frecuencia de deteccion de genes que confieren resistencia a Linezolid
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Elaborado por: Katherine Jaramillo
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Grafico Nro. 7. Frecuencia de aislamientos con resistencia al Linezolid del 2017 al 2020.

14
12
10
2
g 8
Q
=
3 6
=
4
2
0
2017 2018 2019 2020
M Negativo 0 3 0 2
M optrA 7 4 13 13
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Se realiz6 un dendograma Grafico Nro. 8, para relacionar la presencia de los genes de
resistencia con el perfil de susceptibilidad y otro dendograma para visualizar la relacion entre
variables epidemioglocias Grafico Nro. 9, identificando 6 ramas en la poblacion de
microorganismos que presentan resistencia a la vancomicina, el primero R1 (n=30) agrupa a
microorganismos con la presencia del gen vanB, los cuales son resistentes a ampicilina,
ampicilina/sulbactam y gentamicina de alta carga, ademas todos susceptibles a linezolid, llama
la atencion la presencia de un aislamiento portador del gen vanB con sensibilidad a la
vancomicina y 8 intermedios a vancomicina, ademas la mitad de la poblacion de este gurpo se
aislan en el afio 2017 en pacientes hospitalizados; el segundo grupo R2 (n=6), agrupa a los
microorganismos susceptibles a aminoglucosidos de alta carga y linezolid, con la presencia del
gen vanB; en el tercer grupo R3 (n=8) se agrupan los microorganismos resistentes a la
ampicilina, ampicilina/sulbactam y vancomicina por mutaciones cromosémicas y dos por el gen
vanA, descritos en el 2018, 2019 y 2020 en pacientes con infecciones del tracto urinario; en el
cuatro grupo R4 (n=56), se identifican aislamientos vanA positivos, resistentes a ampicilina,

ampicilina/sulbactam, estreptomicina de alta carga y vancomicina, de los cuales se describen en

36



2017, 2018 y 2019 pacientes hospitalizados y 31 aislamientos en el 2020 de pacientes
diagnosticados con COVID-19, en su mayoria en unidad de cuidados intensivos de la ciudad de
Quito; el quinto grupo RS (n=48), describe todos los aislamientos no susceptibles a la
vancomicina por mutaciones cromosomicas, ademas resistencia a ampicilina,
ampicilina/sulbactam y gentamicina de alta carga, descritos en todos los afios en su mayoria
pacientes hospitalizados; por ultimo, el sexto grupo R6 (n=13) identifica aislamientos con la
presencia del gen vanAd, dejando como opcion terapéutica a linezolid, a excepcion de un
aislamiento de la ciudad de Quito en el 2018, el cual es resistente a todos los antimicrobianos
probados en este estudio, se describen 4 aislamientos de pacientes diagnosticados con COVID-

19, en el 2020 de la ciudad de Quito y Sto. Domingo.

Por otro lado, se realizé el dendograma de linezolid para relacionar el perfil de susceptibilidad
con los genes de resistencia Grafico Nro.10 y para visualizar de forma mas detallada la relacion
de variables epidemiologicas en los diferentes grupos se analizd6 el dendograma en la
herramienta iTOL Grafico Nro.11, identificando 5 grupos, el primer grupo R1 (n=1), separa un
aislamiento resistente a todos los antimicrobianos probados en este estudio, positivo para el gen
vanA y negativo para optrA; el segundo grupo R2 (n=4), agrupa a los resistentes a gentamicina
de alta carga, aislados de pacientes con infeccion del tracto urinario y uno con COVID-19; el
tercer grupo R3 (n=21), describe a todos los que presentan resistencia a linezolid por el gen
optrA 'y susceptibilidad a los demds antibioticos, descritos en su mayoria en pacientes
ambulatorios con infeccion del tracto urinario; el cuarto grupo R4 (n=12), agrupa a los
aislamientos resistentes a estreptomicina de alta carga y linezolid, por la presencia del gen optr4
a excepcion de 2 microorganismos, ademads se identifica 3 aislamientos de pacientes en el area
de unidad de cuidados intensivos con COVID-19 en la ciudad de Cuenca; por tltimo, el quinto
grupo RS (n=4), describe aislamientos resistentes a aminoglucosidos de alta carga y linezolid

de Guayaquil y Cuenca en pacientes ambulatorios y uno en UCL.
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Grafico Nro. 8. Relacion de genes de resistencia con perfil de susceptibilidad de poblacion de vancomicina
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Grafico Nro. 9 Correlacion de variables epidemiologicas fenotipicas y genotipicas en cepas resistentes a vancomicina periodo 2017-
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Elaborado por: Katherine Jaramillo
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Grafico Nro. 11. Correlacion de variables epidemiologicas fenotipicas y genotipicas en cepas resistentes a Linezolid periodo 2017-
2020.
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41



4.4.Sistema informatico de georreferenciacion

Se utilizo el software QGIS, un sistema de informacidon geografica gratuito, que permite la
visualizacion, edicion y andlisis de datos geoespaciales, identificando que el mayor nimero de
microorganismos resistentes a la vancomicina se aislaron en la ciudad de Quito, seguido de
Cuenca. En el Grafico Nro. 12, se visualiza la distribucion de los microorganismos resistentes
a la vancomicina en todo el pais, identificando que en 7 provincias de la sierra del Ecuador y 2
de la costa, se han aislado estos microorganismos y solo en las ciudades de Quito, Cuenca, Sto
Domingo y Guayaquil, se describen aislamientos con la presencia del gen vand (Grafico Nro.
13), por otro lado el gen vanB, se describe en Quito, Ambato, Cuenca y Loja. (Grafico Nro.

14).

Grafico Nro. 12. Presencia de E. faecium y E. faecalis resistentes a la vancomicina en
Ecuador, periodo 2017-2020
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Grafico Nro. 13. Presencia de genes vand en E. faecium y E. faecalis en Ecuador, periodo
2017-2020
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Grafico Nro. 14. Presencia de genes vanB en E. faecium y E. faecalis en Ecuador, periodo
2017-2020
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Por otro lado, se identificd que el mayor nimero de microorganismos resistentes a Linezolid se
aislaron en la ciudad de Quito, seguido de Guayaquil. En el Grafico Nro.15, se visualiza la
distribucion de los microorganismos resistentes a Linezolid en todo el pais, identificando que

en 3 provincias de la sierra del Ecuador y 2 de la costa, se ha identificado estos microorganismos.

Grafico Nro.16.

Grafico Nro. 15. E. faecalis y E. faecium resistentes a Linezolid
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Grafico Nro. 16. E. faecalis y E. faecium resistente al Linezolid por la presencia del gen

optr4
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4.5. Algoritmo para la evaluacion y reporte adecuado de linezolid y vancomicina en

Enterococcus sp.

La OMS clasifica a E. faecium resistente a la vancomicina como un patégeno de alta prioridad en
su lista de prioridad mundial de bacterias resistentes a los antibidticos, debido a la escasez de
opciones de tratamiento disponibles y eficaces. Los altos niveles de Enterococcus resistentes a
los antimicrobianos siguen siendo un desafio importante para el control de infecciones y una
causa importante de infecciones asociadas a la atencion médica, debido a que se diseminan
facilmente en los entornos sanitarios. Por ello se disefi6 un algoritmo para la evaluacion y reporte

adecuado de linezolid y vancomicina en Enterococcus sp, descrito en el Grafico Nro.17.
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Grafico Nro. 17. Flujograma para el reporte del antibiograma en Enterococcus sp.
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4.6. DISCUSION

En los ultimos afios la diseminacion de bacterias multirresistentes ha ido aumentando a nivel
mundial. Enterococcus sp es uno de los patdogenos oportunistas con alta prioridad para la
investigacion, siendo asi la Organizacion Mundial de la Salud, ha categorizado a E. faecium
resistente a la vancomicina como de prioridad Alta (Prioridad 2) (Tacconelli et al., 2017). Las
especies que se aislan con mayor frecuencia en entornos nosocomiales son E. faecium y E.

faecalis (Zhang et al., 2017).

Por lo que, la finalidad de este estudio fue caracterizar el nivel de resistencia a vancomicina y
linezolid en las especies descritas. Al analizar las variables epidemioldgicas, se identifica que
las infecciones asociadas a Enterococcus sp. suelen presentarse tanto en adultos y adultos
mayores, sin tendencia a un solo género, pero con predominio en el género masculino (55.7%),
resultados que se relacionan con el estudio realizado por Medina y otros, el cual refiere que la
media de edad de personas que presentan infecciones por Enterococcus sp. es de 53.1 afios; en
cuanto a la variable sexo, registran el 52.6% de aislamientos provenientes del género masculino

y 47.4% del género femenino (Medina-Polo et al., 2015).

Ademas, se identifica que la poblacion de Enterococcus resistente es mayor en pacientes
hospitalizados (60.6%), que ambulatorios (8.4%), asi como lo describe la CDC en el reporte del
2019 (Centers for Disease Control and Prevention, 2019), por lo que esta resistencia se puede
atribuir a los tratamientos antimicrobianos prolongados o empiricos durante una estancia

hospitalaria.

Para la identificacion de la concentracién minima inhibitoria, el método gold estandar es la
microdilucion en caldo para vancomicina. Para la lectura, se requiere realizar la incubacion
completa de 24 horas (CLSI, 2018); sin embargo, en el estudio de Klare, et al. realizan la lectura
a las 48 h, identificando el 100% de sensibilidad para la deteccion de microorganismos
resistentes a la vancomicina. En nuestro estudio se realiza la comparacion de la lectura a las 24

h y 48 h, identificando un nimero mayor de microorganismos resistentes a la vancomicina a las
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48 h; la identificacion correcta de la CMI, sobre todo en VRE tipo vanB suele ser un desafio ya
que la presencia de este genotipo no suele otorgar CMI elevadas a vancomicina (Klare et al.,

2019).

Los Enterococcus tienen resistencia intrinseca a varias clases de antimicrobianos, por lo tanto
cualquier resistencia adquirida limita las opciones terapeuticas, en este estudio se identifica un
mayor porcentaje de resistencia en el perfil de E. faecium, asi como lo reporta el estudio de
Zhang 2017, por lo que pacientes con infecciones por E. faecalis, presentan mas probabilidades

de obtener un tratamiento eficaz mediante el uso empirico de antibioticos (Zhang et al., 2017).

En este estudio, se reporta resistencia a la vancomicina Unicamente en los aislamientos de E.
faecium; sin embargo, el reporte a nivel nacional en Ecuador, identifica un porcentaje bajo de
resistencia a la vancomicina (1.8%) en E. faecalis, (Instituto Nacional de Investigacion en Salud
Publica CRN-RAM, 2019), ademas, en paises europeos ya se ha reportado resistencia a la
vancomicina también en E. faecalis, aunque estos niveles permanecen muy bajos (ECDC,
2019). Por otro lado, se describe el 100% de resistencia a ampicilina y ampicilina/sulbactam al
tratarse de E. faecium, siendo el principal determinante de la susceptibilidad reducida a los
antibioticos B-lactdmicos la enzima de clase B de baja afinidad PBP5 (Galloway-Pefia et al.,

2011; Miller et al., 2020); dejando como opcidn terapéutica a linezolid en esta poblacion.

A nivel genotipico, el gen que confiere resistencia a la vancomicina con mayor frecuencia es
vanA, el cual esta presente en la mayoria de aislamientos VRE de origen humano en todo el
mundo y en su mayoria es portado por E. faecium, los cuales presentan altas tasas de resistencia
ampicilina, gentamicina y estreptomicina de alta carga, (O’Driscoll & Crank, 2015), es este
estudio se identifica que los microorganismos portadores del gen vand presentan un perfil de
resistencia a ampicilina y gentamicina de alta carga. Ademas, la resistencia a vancomicina ha
ido aumentando al pasar los afios, como lo reporta en Centro Europeo de Control y prevencion
de Enfermedades, asi como un estudio de Ayobami (Ayobami et al., 2020a; European Centre
for Disease Prevention and Control, 2020). En el presente estudio se ha identificado un 44%

vanA, el cual ha ido incrementando considerablemente su frecuencia del 2017 al 2020, por el
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contrario microorganismos con resistencia a la vancomicina debido a mutaciones cromosomales

ha ido disminuyendo.

Al determinar la CMI de linezolid por microdilucion en caldo, se suele observar un efecto de
arrastre en el crecimiento (training), lo que dificulta la lectura del punto final; En estos casos, se
debe ignorar el crecimiento de botones muy pequefios, por lo que hay que identificar con
cuidado el pocillo que el antibiotico ha sido capaz de inhibir todo el crecimiento bacteriano
(CLSI, 2018). De acuerdo a los porcentajes del perfil de susceptibilidad en Enterococcus
resistentes a linezolid, se describe un 97,6% de sensibilidad a AMP y SAM, al tratarse en su
mayor poblacion de E. faecalis, en esta especie no es muy comun la resistencia a penicilina o
ampicilina debido a la produccion de B-lactamasas. Ademas, este mecanismo no suele detectarse
de forma fiable con los métodos habituales de disco o dilucidn, pero se detecta mediante una
prueba directa de B-lactamasa basada en nitrocefina; sin embargo, este mecanismo no es muy
comun, por lo que no es necesario realizar esta prueba de rutina (CLSI, 2022). Ademas, en
Ecuador el reporte a nivel nacional de resistencia a linezolid en Enterococcus es ain baja

(Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica, 2019).

En cuanto a la presencia de genes que confieren resistencia a linezolid, Egan et al. en su estudio
publicado el 2020, identifica que la mayoria de Enferococcus que presentan el gen optrAd
pertenecen a la especie E. faecalis (Egan et al., 2020); asi como en nuestro estudio, en el cual se
detectd que el 88% presenta el gen optrA, observandose un aumento considerable de su
frecuencia de deteccion desde el afio 2017 hasta el 2020; por otro lado, los genes cfr, poxtA, no
fueron identificados en los aislamientos estudiados, a diferencia de estudios realizados en paises
europeos (Egan et al., 2020). Ademas, un estudio que realiza el andlisis de Enterococcus aislados
en America Latina, reporta la presencia del gen opfrA en un aislamiento susceptible a linezolid
en un genoma de Colombia, también identificaron cfrB, en un aislado Mexicano (Rios et al.,

2020).
Los Enterococcus tienen resistencia intrinseca a varias clases de antimicrobianos y cualquier

resistencia adquirida adicional limita las opciones terapéuticas; en este estudio se identifica un

mayor porcentaje de resistencia en los perfiles de E. faecium, asi como lo reportan otros estudios,
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por lo que pacientes con infecciones por E. faecalis, presentan mas probabilidades de obtener
un tratamiento eficaz mediante el uso empirico de antibidticos (O’Driscoll & Crank, 2015;

Zhang et al., 2017).

El tratamiento combinado con ampicilina, penicilina o vancomicina (solo para cepas
susceptibles), mas un aminoglucdsido esté indicado para las infecciones enterococicas graves,
como la endocarditis; a menos que se evidencie un alto nivel de resistencia, tanto a la
gentamicina como a la estreptomicina. Se predice que tales combinaciones dardn como resultado
la destruccion sinérgica de Enterococcus para las cepas con un bajo nivel de resistencia a la

penicilina o a la ampicilina cuando se considera la terapia combinada con un B-lactdmico (CLSI,
2022)
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CAPITULO V

5.1.CONCLUSIONES

e Se implemento la técnica de microdilucion en caldo de vancomicina y linezolid, siendo el
método “gold standar” para identificar la concentracidon minima inhibitoria, obteniendo que la
resistencia a vancomicina se detecta principalmente en aislados de E. faecium, en pacientes
hospitalizados y un elevado porcentaje de resistencia a linezolid en E. faecalis, en pacientes

ambulatorios aislados en unidades de salud del pais.

e Se estandarizo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa permitiendo identificar que
el 88% de la resistencia a linezolid se debe a la presencia del gen optrd, por otro lado, la
resistencia a vancomicina se debe a la presencia del gen van4 en un 44% y al gen vanB en un

22%.

e Se implement6 un sistema informético de georeferenciacion para E. faecalis y E. faecium
resistentes a vancomicina y linezolid, logrando evidenciar que la presencia de estos
microorganismos se encuentra distribuidos en diversas provincias de la sierra y costa del

Ecuador.
e Se elabord el algoritmo para la evaluacion y reporte de vancomicina y linezolid en

Enterococcus sp., lo que permitira guiar al personal de microbiologia para un reporte

adecuado, segun el aislamiento y tipo de muestra receptado.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Los hallazgos de este estudio tienen implicaciones para la atencion al paciente y justifican
la necesidad de analizar los datos disponibles con mayor eficacia a nivel de pais, ademas
de identificar las unidades de salud o localidades con alta frecuencia de Enterococcus spp.
resistentes a vancomicina y linezolid, con el fin de instaurar politicas nacionales, para
regular el uso de estos antimicrobianos.

e Continuar con el desarrollo investigaciones para el diagnostico, administracion y vigilancia
de antimicrobianos de ultimo recurso, para el control de las infecciones nosocomiales por
Enterococcus sp.

e Implementar el algoritmo elaborado en esta investigacion, en los laboratorios de
microbiologia.

e Proponer nuevas investigaciones donde se aborden estrategias educativas, para capacitar a
la poblacién sobre normas de bioseguridad.

e Se recomienda ampliar el alcance de este estudio a nivel comunitario, con el fin de vigilar
la distribucion de los genes de resistencia a vancomicina y linezolid, en la comunidad asi
como en muestras de animales de corral descritos en la bibliografia, para englobar estudio
dentro de la iniciativa “Una Sola Salud” (One Health).

e Por ultimo, ampliar el alcance de este estudio a nivel gendomico para identificar las
secuencias tipo circulantes en el pais y los plasmidos que estan transmitiendo la resistencia

a la vancomicina y linezolid.
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5.4. ANEXOS

Anexo Nro. 1. Operacionalizacion de variables

OBJETIVO GENERAL: Caracterizar la resistencia a Linezolid y Vancomicina mediada por plasmidos en E. faecalis y E. faecium aislados en
el INSPI-Quito, periodo 2017-2020.

. TIPO DE .
VARIABLE DEFINICION VARIABLE DIMENSION ESCALA INDICADOR  INSTRUMENTO
Sensible: < 4 % de
Cepas de Ly . Enterococcus
= Cepas que presenten o Interpretacion Intermedio: 8-16 .
[ Enterococcus lor de CMI Cualitativa del K resistentes a Antibi
z resistentes a la un vaior @e a Nominal Lo Resistente: 232 vancomicina / ntiblograma
= - vancomicina >32 antibiograma
a2 vancomicina Total de
E Enterococcus
=
=] Sensible: <2 % de
Cepas de Ly . Enterococcus
Cepas que presenten o Interpretacion Intermedio: 4 .
Enterococcus Cualitativa . resistentes al e
. un valor de CMI a . del Resistente: >8 . . Antibiograma
resistentes a Li lid >8 Nominal antibiograma Linezolid /
Linezolid nezohid = & Total de
Enterococcus
VARIABLE DEFINICION TIPO DE DIMENSION ESCALA INDICADOR INSTRUMENTO
VARIABLE
Localizacion de la Pichincha, Cotopaxi, Nro.de cepas
. . o Tungurahua, Azuay, .
Provincia de la Unidad de salud que Cualitativa Localidad Guavas. Sto aisladas en cada Sofware
Unidad de Salud derivo el aislamiento Nominal yas, Sto. provincia / Total Whonet
., Domingo,
y derivé al INSPI Chimborazo de cepas
Caracteristicas
sexuales que se Diferenciacio m: masculino
Sexo atribuye a los seres Cualitativo n entre f: femenino Frecuencia Sofware
humanos que Nominal masculino o Relativa % Whonet
distinguen entre femenino
= .
[ hombre y mujer
Z
E Lactantes (0-1
E afios)
A Infancia (6-11
g afios)
Z .
=i Nifios y
. Adolescentes 2-18
Periodo en el que aflos) Sofware
Edad transcurre la vida de Cuantitativa afos Rango Whonet
un ser vivo Adultos (19-59
afios)
Adulto Mayor (60
aflos 0 mas)

envejecimiento y
vejez (Ayobami et
al., 2020b)
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OBJETIVO GENERAL: Caracterizar la resistencia a Linezolid y Vancomicina mediada por plasmidos en E. faecalis y E. faecium aislados en
el INSPI-Quito, periodo 2017-2020.

DEPENDIENTE

7 TIPO DE .
VARIABLE DEFINICION 0 DIMENSION ESCALA INDICADOR  INSTRUMENTO
VARIABLE
0,
Sensible: <4 % de
Cepas de Ly . Enterococcus
Cepas que presenten o Interpretacion Intermedio: 8-16 .
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. un valor de CMI a . del Resistente: >32 . Antibiograma
resistentes a la .. Nominal o vancomicina /
. vancomicina 232 antibiograma
vancomicina Total de
Enterococcus
0,
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resistentes a Linezolid >8 Nominal antibiograma Linezolid /
Linezolid nezohid = & Total de
Enterococcus
Unidad de
Ciudados
Intensivos = 1
. . . Fr ncia
. . Unidad del hospital en .. Emergencia= 2 ecuenc de
Tipo de servicio . o Servicio pacientes por Software
. . la que el paciente es Cualitativa . . _ o
hospitalario . Hospitalario Consulta externa= servicio Whonet
atendido i i
3 hospitalario
Hospitalizado= 4
La concentracién mas
Concentracion bai/il(lil(lniféﬁg dseun Frecuencia de
Minima L aq Cuantitativa <1,2,4,8, 16, 32, S o
o, . inhibe el crecimiento . ug/mL aislamientos Antibiograma
Inhibitoria (CMI) . Discreta >64 .
.. bacterino resistentes
de vancomicina
La concentracién mas
-, baja (en pg/ml) de
ncentracion . . I .
Concentraci Linezolid que inhibe o <0.5,1,2,4,8,16,  Frecuencia de
Minima . Cuantitativa . . .
o el crecimiento . ug/mL 232 aislamientos Antibiograma
Inhibitoria (CMI) . Discreta .
. . bacterino resistentes
de Linezolid
Genes que Fragment.o de ADN vanA: Positivo, Frecuencia de
confieren que codifica para Negati
. . , o . egativo genes que
resistencia a la proteinas que alteran Cualitativa Presencia o Rk e .
ici la pared celular, para Nominal Ausencia vanB: Positivo, cc_)nﬁergn Termociclador
vancomicina - ; > b Negativo resistencia a
coferir resistencia a L
. vancomicina
vancomicina
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Anexo Nro. 2. Autorizacion de la Universidad Técnica de Ambato

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

UNIDAD ACADEMICA DE
TITULACION DE POSGRADO
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DR. GALO NARANJO LOPEZ, PH.D Teléfono: (+593) 3730268
RECTOR Ambato - Ecuador

Resolucién Nro. UTA-UTP-FCS-2020-0431
Ambato, 17 de diciembre de 2020

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

La Unidad Académica de Titulacién de Posgrado de la Facultad Ciencias de la Salud en
sesion ordinaria efectuada el 10 de diciembre de 2020, mediante conferencia remota, para
la cual se utilizé la herramienta Zoom; vista y analizada la comunicacién s/n, suscrito por
la maestrante, JARAMILLO RUALES EVELYN KATHERINE, estudiante de la
MAESTRIA EN LABORATORIO CLINICO MENCION MICROBIOLOGIA
CLINICA, COHORTE 2019, donde solicita designacién de director y la aprobacién del
tema “CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A LINEZOLID Y
VANCOMICINA MEDIADA POR PLASMIDOS EN ENTEROCOCCUS
FAECALIS Y ENTEROCOCCUS FAECIUM”.

RESUELVE:

® APROBAR el Trabajo de Titulacién con el tema: “CARACTERIZACION DE LA
RESISTENCIA A LINEZOLID Y VANCOMICINA MEDIADA POR
PLASMIDOS EN ENTEROCOCCUS FAECALIS Y ENTEROCOCCUS
FAECIUM”, modalidad Proyecto de Desarrollo, presentado por la maestrante
JARAMILLO RUALES EVELYN KATHERINE, estudiante de la MAESTRIA EN
LABORATORIO CLINICO MENCION MICROBIOLOGIA  CLINICA,
COHORTE 2019.

® DESIGNAR al QUIMICO PHD. WILLIAM RICARDO CALERO CACERES,
como director del Plan de Trabajo de Titulacién.

® INDICAR que el programa de posgrado MAESTRIA EN LABORATORIO
CLINICO MENCION MICROBIOLOGIA CLINICA, COHORTE 2019, inicié sus
actividades académicas el 31 de octubre del 2019 y finaliza el 15 de enero del 2022,
por lo que, la estudiante en mencién se encuentra habilitada dentro del tiempo
establecido para su titulacién.

Direccién: Av. Colombia y Chile

* Documento generado por Quipux Produccion

www.uta.edu.ec



UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

UNIDAD ACADEMICA DE
TITULACION DE POSGRADO
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

Resolucion Nro. UTA-UTP-FCS-2020-0431
Ambato, 17 de diciembre de 2020

Documento firmado electronicamente

Dr. Jesis Onorato Chicaiza Tayupanta
PRESIDENTE UNIDAD ACADEMICA DE TITULACION DE POSGRADO - FCS

Anexos:
- jaramillo-evelyn-inf-evaluacién_y_aprobacién.pdf

Firmado slectrénicameste po

ta por:
JESUS ONORATO CHICAIZA TAYUPANTA

Direccién: Av. Colombia y Chile
Teléfono: (+593) 3730268 www.uta.edu.ec
Ambato - Ecuador o
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Anexo Nro. 3. Autorizacion por el Instituto Nacional de Investigacion

en Salud Publica (INSPI)

INSTITUTO NACONAL DE INVESTIGACION
EN SALUD PUBLICA INSPI - DR. LEOPOLDO [ZQUETA PEREZ

DIRECCION EJECUTIVA

Memorando Nro. INSPI-DE-2021-0362-M

Guayaquil, 03 de mayo de 2021

PARA: Srta. BQC. Evelyn Katherine Jaramillo Ruales
Analista Técnico del Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los
Antimicrobianos

ASUNTO: Aprobacién de asesorfa en ejecucion de tesis de maestria con base en lineas de

investigacion en salud publica (c6digo 00PC-OBFAPU) - Evelyn Katherine Jaramillo
Ruales (C.C.: 1003639844)

De mi consideraci6n:

Reciba un cordial saludo de quienes conformamos el Instituto Nacional de Investigacién en Salud Piblica
Dr. Leopoldo Izquieta Pérez (INSPI).

En respuesta a la solicitud c6digo 00PC-0BFAPU ingresada a la Direccién Técnica de Investigacion,
Desarrollo e Innovacién el 05 de abril de 2021 a través del Portal Unico de Trémites Ciudadanos
(www.gob.ec) por Evelyn Katherine Jaramillo Ruales (C.C.: 1003639844), estudiante de la Maestria
en Laboratorio Clinico mencién Microbiologia Clinica, Facultad Ciencias de la Salud — Universidad
Técnica de Ambato, en la cual nos manifesté su voluntad de obtener asesorfa en tesis de maestria con
base a lineas de investigacién en salud piblica para el desarrollo de la tesis "Caracterizacion de la
resistencia a li lid y ici liada por pldsmidos en Enter Faecalis y Enter
Faecium”, me es grato comunicar que nuestra institucién aprueba la peticién.

La fecha prevista para el inicio de la asesorfa es el lunes 10 de mayo de 2021; estard a cargo del Ing.
Fernando Villavicencio - Responsable del Centro Nacional de Referencia de Resistencia a los
Antimicrobianos, quien la asesorard en los procesos técnicos y administrativos durante los meses que
desarrolle sus actividades en el INSPI. Es necesario indicar que los reactivos, materiales e insumos
que requiera el desarrollo de la tesis, deberin ser provistos por la tesista, no son proporcionados
por el INSPL

La tesista deberd leer los documentos anexos y obtener las firmas necesarias en la documentacién.
Posteriormente, hasta setenta y dos (72) horas previo al inicio de la asesorfa, deberd enviar los
documentos firmados a investigacion@inspi.gob.ec En caso que no se utilizaran firmas electrénicas,
deberd entregar los documentos fisicos en la Gestién Técnica de Investitacién, Desarrollo e Innovacién
en la Coordinacién Zonal 9 (Iquique N14-285 y Yaguachi, Barrio "El Dorado").

Con sentimientos de distinguida consideracion.

Atentamente,

D firmado electroi

QF. Denis Fabricio Logrofio Tello, Mgs.
DIRECTOR EJECUTIVO INSPIL.

Referencias:
- INSPI-CZ9-CRNRAM-2021-0025-M

ramos

12

* Documento frmado
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Anexo Nro.4 Acuerdo de entendimiento con el INSPI

X ACUERDO DE ENTENDIMIENTO PARA Cadigo: F-1+D+-003
C LA DIRECCION DE TESIS
\) Edicion: 03
‘NDSFT l\{L\J/PgTrT‘éE(Ij?g@ L Macro-Proceso: Proceso Interno:
EN SALUD PUBLICA Direccion Técnica de Gestion de Fecha
Dr. Leopoldo Izquieta Pérez Investigacion, Investigacion, . 10-06-2019
e Aprobacion:
Desarrollo e Desarrollo e
Innovacién Innovacién

Intervienen en la celebracion, por una parte, el INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN
SALUD PUBLICA, INSPI - “DR. LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ”, en lo sucesivo denominado “INSP!",
representado por el/la ING. FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO, en su caracter de
ASESOR vy, por la otra parte, la B.Q. EVELYN KATHERINE JARAMILLO RUALES estudiante de la
UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO, en lo sucesivo denominadas "TESISTA”, declarando que es
su voluntad, suscribir el presente documento al tenor de las siguientes clausulas:

PRIMERA. ANTECEDENTES

El Reglamento General al Cédigo Organico de la Economia Social de los conocimientos, creatividad e
innovacién, en el Articulo 13: “Los institutos publicos de investigacién deberan trabajar en proyectos de
investigacion con los diferentes actores, gestores y generadores del Sistema Nacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacién, entidades internacionales y en particular con las instituciones de educacién
superior con el propésito de circular los conocimientos y tecnologias asi como desarrollarlos de manera

colaborativa y responsable”.

Los y las investigadores de los institutos publicos de investigaciéon podran ser tutores de trabajos de

titulacion de los estudiantes de las instituciones de educacién superior.

Las instituciones de educacién superior podran desarrollar investigacién y desarrollo tecnolégico en los

institutos publicos de investigacion.

Los resultados de las investigaciones de los institutos publicos de investigacién podran articularse con
las oficinas de transferencia tecnolégica de las instituciones de educacién superior, a través de sus
propias unidades de gestién de la innovacién”.

Segun el Cédigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacién,
Articulo 24.- Institutos publicos de investigacion.- Los institutos publicos de investigacion son
entidades con autonomia administrativa y financiera los cuales tienen por objeto planificar, promover,
coordinar, ejecutar e impulsar procesos de investigacién cientifica, la generacién, innovacién,

validacién, difusién y transferencia de tecnologias.

Se garantiza el funcionamiento permanente de los institutos publicos de investigacién relacionados a:
salud publica, biodiversidad, investigaciéon agropecuaria, pesca, geologia, mineria y metalurgia,
eficiencia energética y energia renovable, oceanografia, estudio del espacio, estudio polar

Pagina1/8
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antartico, cartografico y geografia, meteorologia e hidrologia, estadisticas y censos, patrimonio

cultural y los demas que el Presidente de la Republica considere necesarios.

Todos los institutos publicos de investigaciéon deberan contar con una estructura y regulaciéon que
permita su adecuado funcionamiento relacionado a la investigacién, desarrollo tecnolégico y

transferencia de tecnologia.
Los Institutos publicos de investigacion, tendran las siguientes atribuciones:
1.- Planificar, programar y ejecutar proyectos de investigacién en el ambito de su competencia;

2. Establecer relaciones con universidades y centros de investigacién publicos y privados nacionales y
extranjeros para el desarrollo de programas y proyectos de investigacién de la materia correspondiente;

3. Contribuir al incremento sostenido de la produccién y productividad del sector al que pertenecen;
4. Generar procesos de innovacion, desarrollo y transferencia de tecnologia;

5. Proveer servicios de laboratorio y especializados de investigacién en funcién de las prioridades

establecidas por la entidad rectora del sector. Estos servicios podran ser onerosos; v,

6. Las demas que se establezcan en este Cédigo, en el reglamento general que se expida para el efecto
y en la normativa vigente.

SEGUNDA. OBJETIVOS.
El Presente acuerdo tiene los siguientes objetivos:

» Formalizar el vinculo entre la TESISTA e INSPI, por el cual se manifiesta que el ING.
FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO se compromete a asesorar el trabajo
de tesis de EVELYN KATHERINE JARAMILLO RUALES para la obtencion del titulo de
MAGISTER EN LABORATORIO CLiNICO MENCION MICROBIOLOGIA CLIiNICA que se
realizara bajo la responsabilidad conjunta.
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TERCERA. COMPROMISO DE LAS PARTES.

DEL INSPI

El ING. FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO, RESPONSABLE DEL CENTRO
NACIONAL DE REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS tendra las
siguientes obligaciones:

v Dar un trato respetuoso y cordial al TESISTA;

v Informar al estudiante sobre los Reglamentos y Lineamientos para vinculacién
académica, asi como de las politicas internas y demas informacién necesaria que
tenga que conocer para desarrollar debida y plenamente las actividades que le sean
asignadas;

v Especificar al tesista los reglamentos y clausulas de laboratorio y bioseguridad para
un correcto manejo.

v' Aceptar la designacion como Asesor, con el fin de que el Tesista pueda cumplir a
cabalidad sus actividades;

v' Brindar las facilidades para el correcto desempefio de la investigaciéon del TESISTA,
conforme la planificacién de actividades;

v Elaborar y entregar, al finalizar la investigacion:

o Articulo cientifico en digital, con los lineamientos de la revista INSPILIP, en
formato PDF.
o Informe de culminacién de actividades de Tesis

v' Revisar y avalar el registro de las actividades del TESISTA.

DEL TESISTA
Son compromisos del TESISTA:
v' Entregar el Acuerdo de Entendimiento, firmado por el asesor del INSPI, el TESISTA y el
TUTOR DE LA IES.
v' Enviar propuesta de investigacién bajo el formato establecido en el INSPI.

<

Entregar informes periédicos de avances de la investigacién y un informe final;
v" Comunicar de toda situacién o evento que afecte el desarrollo de sus actividades a
ambas instituciones.

v" Entregar Articulo Cientifico con lineamiento de revista INSPILIP, en formato PDF.
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v" Una vez finalizadas las actividades, se entregara una publicacién cientifica en digital, en la
cual figuraran como autores EL TESISTA, EL TUTOR DE TESIS DE LA IES, EL ASESOR
DE TESIS DEL INSPI Y EL ANALISTA DE I+D+i que la redacte.

v’ Firmar Carta de Confidencialidad.

Las partes se comprometen a establecer mecanismos para garantizar la ejecucién, control,

seguimiento y evaluacion de los objetos descritos en este Acuerdo de Entendimiento.

CUARTA. RELACION LABORAL.

El objeto de los Convenios con IES, es “establecer un marco general referencial a fin de que las
partes puedan promover la colaboracién en intercambio cientifico, la transferencia de tecnologia y del
conocimiento para el desarrollo de habilidades y destrezas en el campo de salud humana; la
realizaciéon de investigaciones conjuntas; el intercambio de informacién cientifico-técnica y de
personal especializado, procurando la complementacién de acciones conjuntas en areas de

competencia de ambas partes.”

Por la naturaleza de esta vinculacién, no se generan derechos ni obligaciones laborales o
administrativas, no se crea ningun tipo de estabilidad laboral, y se manifiesta que el “TESISTA” no es

sujeto de indemnizacién alguna y no ingresa a la carrera de servicio publico.

Los Tesistas deberan contar con un seguro de salud privado o de la Universidad, para el ejercicio de
actividades a desarrollar durante el periodo de estancia en la Institucion.

Sin embargo, aun cuando el TESISTA no mantiene ningun vinculo laboral con la institucién, tiene la
obligaciéon de cumplir cabalmente con lo establecido en el Reglamento Interno Vigente del INSPI, el
Cédigo de Etica Institucional, las Politicas Internas asi como debe sujetarse a las normas y politicas,

incluyendo a las politicas de bioseguridad del laboratorio que lo acoge.

QUINTA. DURACION.

El presente instrumento entrara en vigor a partir de la fecha de su firma y tendra una duracién de 18
meses prorrogable cuando cuente con el justificativo, aprobado por la Maxima Autoridad, segln
evaluacion y aprobacién de ambas partes, previa evaluacién de los resultados obtenidos y mediante

acuerdo por escrito.
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SEXTA. PROPIEDAD INTELECTUAL Y CONFIDENCIALIDAD.

Todos los datos ya sean oral, impresa, contenida en medios electrénicos o electromagnéticos,
propiedad de las partes o de sus unidades, se deberan mantener en sigilo, proteccion y reserva, sin
divulgacioén a terceros, y sélo seran accesibles cuando la tesis sea publicada.

Las partes convienen que las publicaciones, asi como la difusién de los resultados derivados se
realizaran de comun acuerdo a los lineamientos de vinculacién académica del “INSPI”

Las partes convienen de manera expresa que los trabajos que se deriven de la ejecuciéon del
presente Acuerdo de Entendimiento que sean susceptibles de proteccion intelectual, corresponderan
a la parte cuyo personal haya realizado el trabajo objeto de proteccién, dandole el debido
reconocimiento a quienes hayan intervenido en la realizacién del mismo.

En caso de trabajos generados y de los cuales no sea posible determinar el grado de participacién
del INSPI y el TESISTA, para titularidad de los derechos, las partes se acogeran a lo descrito en el
Cédigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacién, en este
aspecto.

Queda expresamente entendido, que el TESISTA podra utilizar en sus tareas académicas, los
resultados obtenidos de las actividades amparadas por el presente instrumento.

SEPTIMA. AUTORIAS:

Al preparar una publicacién de cualquier indole usando los datos de estos proyectos, los
investigadores involucrados se comprometen a regirse a las lineas guia del Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas (International Committee of Medical Journal Editors,
ICMJE). Las lineas guia del ICMJE indican que la autoria se defina siguiendo las siguientes 4
condiciones (ICMJE, 2015):

1. Contribucién substancial a la concepcién o disefio del estudio; o la adquisicién, analisis
o interpretacién de los datos del estudio,

2. Elaboracion del borrador del manuscrito o revision critica del contenido intelectual del
mismo,

3. Aprobacién final de la version que sera publicada,

4. Estar de acuerdo con ser responsable (poder rendir cuentas) del contenido y todos los
aspectos del estudio y del articulo, asegurando que cualquier pregunta o duda sobre la
precisién del estudio sean investigadas y resueltas de forma apropiada.

66



X ACUERDO DE ENTENDIMIENTO PARA Cadigo: F-1+D+-003
C LA DIRECCION DE TESIS
\) Edicion: 03
\NDSFTI‘TNL\J/;(%TI\‘JC/;EIC?(I)\J@ L Macro-Proceso: Proceso Interno:
EN SALUD PUBLICA Direccion Técnica de Gestion de Fecha
Dr. Leopoldo Izquieta Pérez Investigacion, Investigacion, . 10-06-2019
e Aprobacion:
Desarrollo e Desarrollo e
Innovacién Innovacién

Los autores deberan cumplir con las 4 condiciones, donde en representacién del INSPI el ING.
FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO en su calidad de RESPONSABLE DEL
CENTRO NACIONAL DE REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS vy sera
coautor de la publicacién.

Otras personas que contribuyen al trabajo, como por ejemplo proveedores de reactivos esenciales o
recopilacion de datos, también se los podra incluir en la autoria siempre cuando cumplan con /as 4
condiciones, previamente descritas. Personas que no cumplan con los 4 criterios deberan figurar

solamente en los agradecimientos.
OCTAVA. TERMINACION.
Se dara por terminado el presente acuerdo por las siguientes causales:

» Por el cumplimiento del plazo y objeto del presente documento;

» Por mutuo acuerdo de las partes;

» Por decision unilateral del INSPI, a razén de que el TESISTA incurra en: faltas de
Conducta/ incumplimiento e inobservancia de lo establecido en los Lineamientos y
Reglamentos del INSPI; realizacién de actividades indebidas como: hacer mal uso de los
bienes de la institucion, realizar actividades no acordadas, realizar actos de proselitismo
politico dentro de la institucién, ausencia injustificada o incumplimiento del tesista;

» Por abandono de estudios, sin comunicar de forma escrita su voluntad, mientras el
mencionado se encuentre realizando sus actividades.

» Por peticion del Tesista.

NOVENA. RESPONSABLES.
Son responsables de promover y cumplir las condiciones del presente acuerdo:

» Porel INSPI:
Nombre del asesor: ING. FERNANDO XAVIER VILLAVICENCIO ZAMBRANO

Cargo: RESPONSABLE DEL CENTRO NACIONAL DE REFERENCIA DE RESISTENCIA A LOS
ANTIMICROBIANOS

Direccién: Iquique N14-285 y Yaguachi, Barrio "El Dorado"
Teléfono: 02 2509625 ext. 116

E-mail: fvillavicencio@inspi.gob.ec
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» Porel TESISTA:
Nombre Del Tesista: B.Q. EVELYN KATHERINE JARAMILLO RUALES

Facultad / Carrera: FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD - UNIVERSIDAD TECNICA DE
AMBATO

Direccién: Av. De los Chasquis, Ambato
Teléfono: 0993515661

E-mail: ejaramillo@inspi.gob.ec

DECIMA. COMUNICACIONES.

Para efecto de las comunicaciones que se necesiten entre las partes, se establecen las

siguientes direcciones:

INSPI: Gestién Técnica de Investigaciéon, Desarrollo e Innovacion, Iquique N14-285 y Yaguachi,
Barrio "El Dorado"

TESISTA: Ingresar solicitud por Secretaria General, dirigida al Area técnica aprobada para

desarrollo de la tesis

DECIMA PRIMERA. CONTROVERSIAS

Por ser este un Acuerdo, las eventuales controversias o reclamaciones que pudieran surgir de la
interpretacién y aplicacién del mismo, sus posteriores enmiendas, o cualquier cuestién no acordada
relacionada con su contenido, sera resuelta en forma directa y amigable por las partes, en el plazo de
quince (15) dias, contados a partir de la notificacién de la contraparte.

De no mediar acuerdo alguno y persistir las divergencias, las partes convienen someter las
controversias al procedimiento de Mediacién en el Centro de Mediacién de la Procuraduria General
del Estado.

DECIMA SEGUNDA. ACEPTACION
Las Partes declaran estar de acuerdo con el contenido de todas y cada una de las clausulas materia

del presente instrumento, por asi convenir a sus respectivos intereses, indicando que en su
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celebracién no existe mala fe, o cualquier otro motivo que vicie su consentimiento, por lo que las
aceptan y se ratifican en cada una de ellas, y para constancia de lo estipulado firman en unidad de
acto en DOS (2) ejemplares del mismo contenido, y tenor, en la Ciudad de Quito a los 05 dias del
mes de Mayo de 2021.
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Anexo Nro.5 Preparacion de solucion madre de Vancomicina

DATOS ANTIBIOTICO
Catalgo: PHR17324X250MG Casa Comercial: Sigma-Aldrich
Lote: LRAC0718 Almacenamiento: 2-8°C
Peso molecular: 1449,25 g/mol Pureza HPLC: 93.2%

Fraccion activa (libre de 4cidos y | Contenido de agua mediante la
. . . 0
sales): 100% valoracion de Karl Fischer: 2.95%

Solvente: Agua (CLSI-M100., 2021.Tabla 6A. Solventes y diluyentes para

preparar la solucion stock)

Potencia = pureza*fraccion activa®(1-%H20)
Potencia = 902*1.00%(1-0.295)
Potencia=635,91ug/mg
Volumen final: 5 mL

Concentracion: 1280 ug/mL

Volumen ( ml) x Concentracién (%)

Peso Vancomicina = :
Potencia ug/mg

5ml x 1280%2
ml
635.91 £2
mg

Peso Vacomicina =

Peso Vancomicina = 10.06 mg

10.06 mg en Polvo + 5000 ul de Agua Destilada

Realizar alicuotas de 500 ul y Almacenar a -70° C.
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Anexo Nro.6 Preparacion solucion de trabajo (ST)

Solucion de trabajo para 1 placa: Se recomienda realizar los calculos para 16 muestras
Concentracion de Solucion madre: 1280 ug/mL
Concentracion Final: 64 ug/mL

Volumen final de ST: 1600ulL

Vi€, = V50,

- 1600ul x 64ug/mlL
1= 1280ug/mlL

A partir de una alicuota de la SM pipetear 80 ul de SM + 1520 ul de MHB

DILUCIONES
Solucién de Trabajo 1 (ST1): 64 ug/mL

Tabla N* 1: Guia para preparacion de diluciones

sgl(:lﬁggt(rl?gc/lgﬁ) ggcnifleon(t;;cgll)l Volumen ST (ul) | Volumen Solvente (ul)

64 32 800 -

32 16 400 400
16 8 200 600
8 4 100 700
4 2 50 750
2 1 25 775
1 0,5 12.5 787.5
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Anexo Nro.7 Plantilla para recoleccion de datos

N° Placa MUESTRAS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
32
16

DILUCIONES
— N |

0.5
CC
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Anexo Nro. 8 Preparacion de solucion madre de Linezolid

DATOS ANTIBIOTICO
Catalgo: PZ0014-25MG Casa Comercial: Sigma-Aldrich
Lote: 015M4715V Almacenamiento: Temperatura ambiente
Peso molecular: 337.35 g/mol Pureza HPLC: 99.2 %
Fraccion activa: 100% Contenido de agua: 0.0 mol
Solubilidad DMSO: 52.0 mg/ml

Solvente: Agua (CLSI-M100.,2021.Tabla 6A. Solventes y diluyentes para
preparar la solucion stock)
DMSO: >20 mg/mL

Potencia = pureza*fraccion activa®(1-%H20)
Potencia = 992*1.00%(1-0.0)
Potencia= 992ug/mg

Volumen final: 5 mL

Concentracion: 1280 ug/mL

Volumen (ml) x Concentracién (%)

Peso de Linezolid = -
Potencia ug/mg

5ml x 1280%<2
ml
992 £4

mg

Peso Linezolid =

Peso Linezolid = 6.45 mg

6.45 mg en Polvo + 5000 ul de Agua Destilada

Realizar alicuotas de 100 ul y Almacenar a -70° C.
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Anexo Nro. 9 Preparacion solucion de trabajo (ST)

Solucion de trabajo para 1 placa: Se recomienda realizar los calculos para 16 muestras
Concentracion de Solucion madre: 1280 ug/mL
Concentracion Final: 64 ug/mL

Volumen final de ST: 1600ul
V¢ = V50,

_ 1600ul x 64ug/mL
1= 1280ug/mlL

A partir de una alicuota de la SM pipetear 80 ul de SM + 1520 ul de MHB

DILUCIONES
Soluciéon de Trabajo 1 (ST1): 64 ug/mL

Tabla N* 1: Guia para preparacion de diluciones

Concentracion solucion | Concentracion pocillo | Volumen ST Volumen
(ug/ml) (ug/ml) (ul) Solvente (ul)

64 32 800 -

32 16 400 400

16 8 200 600

8 4 100 700

4 2 50 750

2 1 25 775

1 0,5 12.5 787.5
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Anexo Nro. 10 Plantilla para recoleccion de datos

N° Placa: MUESTRAS

— 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12
32
16

8
4
2

DILUCIONES

1
0.5
CC

75



Anexo Nro.11. Flujograma para realizar microdilucion en caldo de vancomicina y linezolid

Procedimiento
para microdilucién
en caldo

FASE 1: Siembra de
icroorganiamn ) D P _.{._A_._._.._._ ...... ———— =]

Recuperar la cepa aislada en Agar
nutritivo, Agar Sangre

{

Cepa de 24 horas

FASE 2: Preparacion del
antibidtico y bacteria |>

Preparacion de la
solucién madre del
antibiético

; ) 1

Volumen (ml) x Concentractén (;
Preparacion de la

solucion de trabajo

(ST)

:

El volumen de la ST se prepara
segiin las muestras que se vayan a
testear

!

Calculos para una placa (10 cepas +
controles)

)

Preparacion del
indculo bacteriano

Peso de Antibidti

Potencia ug/mg . S
Realizar una dilucién

1:100 con sol. salina

Concentracion | Concentracién | Volumen ST | _ Volumen
solucién (ug/mi) llo (ug/mil (uk) Solvente (uL)
64 32 800
32 16 400 )
16 8 200 600
8 4 100 700
4 2 50 750
2 1 25 775
1 05 125 7875
FASE 3: Preparacion de I' l
la placa -I

Inocular los pocillos afiadiendo 50 uL de las
diluciones del antibiético obtenidas en el paso A,
con 50 L del indculo bacteriano obtenido en el

paso B
FASE 4: Interpretacion
de resultados |_ ....... — e — — i — L — e — _I
Y

Registrar resultados
en la plantilla segdn
las diluciones

Interpretar mediante la presencia de turbidez con
ayuda de un espejo invertido y los puntos de
corte establecidos en CLSI M100

- i

Base de datos Emitir el informe de resultados
Whonet

Fin de proceso
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