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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana (RAM) amenaza los sistemas de salud del mundo.
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) se cataloga como
patdgeno de prioridad critica porque integra facilmente material genético mediante
elementos moviles como plasmidos. Esto promueve la transmision de genes de resistencia
emergentes como tet(X) y sus homdlogos (tet(X3) y tet(X4)) que codifican enzimas
degradadoras de antibidticos de dltima linea, como tigeciclina (TGC). En Ecuador, no
existen estudios sobre la deteccidn de estos genes. Por esta razon, se evaluaron los perfiles
de resistencia fenotipicos a TGC mediante microdilucién en caldo y, genotipicos
mediante técnicas moleculares en la coleccion de A. baumannii del periodo 2017-2021 de
muestras de tipo respiratorio (esputo, esputo inducido, bronquial, traqueal y aspirado
traqueal) de pacientes de Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). La linea de investigacion
fue Microbiologia y Biotecnologia. Los resultados obtenidos apuntaron a que los 32
aislamientos resistentes a TGC (10,9 por ciento) agrupados en las subdivisiones R4, R9,
R11, R13 y R14 de la coleccion (n=292) no presentaron genes tet(X) ni sus homologos.
Gran parte de los aislamientos poseen diferentes combinaciones de dobles y triples
carbapenemasas OXA. A pesar de que existe una disminucién de casi el 3 por ciento en
la tasa de resistencia a TGC entre los periodos prepandemia (2017-2019) y pandemia
(2020-2021), el porcentaje de resistencia a otros antibiéticos se mantuvo (CIP5, MEM10,
IMP10, FEP30, TPZ110) e incluso aumentd (COL, CN10, CAZ30). Se espera que se
realicen investigaciones futuras para monitorear la diseminacion y posibles reservorios

de tet(X) y sus variantes.

Palabras claves: RAM, A. baumannii, tigeciclina, tet(X), tet(X3), tet(X4), microdilucion en
caldo, periodo 2017-2021, UCI.
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) threatens the world's health systems. Carbapenem-
resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) is classified as a critical priority pathogen due
to acquire easily genetic material through mobile elements such as plasmids. The
emerging resistance tet(X) genes and its homologs, (tet(X3) and tet(X4)), encode
enzymes that break down last-line antibiotics such as tigecycline (TGC). In Ecuador,
there are no studies on the detection of these genes. For this reason, the phenotypic
profiles of TGC resistance were evaluated by broth microdilution and genotypic by
molecular techniques in the A. baumannii collection from the period 2017-2021 from
respiratory samples (sputum, induced sputum, bronchial, tracheal, and tracheal aspirate)
in Intensive Unit Care patients (ICU). The line of research was Microbiology and
Biotechnology. The results obtained indicated that the 32 TGC resistant isolates (10.9
percent), clustered in subdivisions R4, R9, R11, R13, and R14 of the total collection
(n=292), did not have tet(X) genes or its homologs. Most of the isolates have different
combinations of double and triple OXA carbapenemases. Even though there is a decrease
of about 3 percent in the TGC resistance rate between the pre-pandemic (2017-2019) and
pandemic (2020-2021) periods, the percentage of resistance to other antibiotics was
maintained (CIP5, MEM10, IMP10, FEP30, TPZ110) and even increased (COL, CN10,
CAZ30). Future research is essential to monitor the spread and potential reservoirs of
tet(X) and its variants.

Keywords: AMR, A. baumannii, tigecycline, tet(X), tet(X3), tet(X4), broth microdilution, 2017-
2021 period, ICU.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos entorno a Acinetobacter baumannii

1.1.1. Contexto a nivel mundial

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es uno de los fenédmenos mas antiguos
reconocido como una epidemia silenciosa que mantiene una acelerada evolucion y
amenaza el bienestar de futuras generaciones, causando cada afio mas muertes y
provocando un costo significativo para los sistemas de salud mundiales (Centers for
Disease Control, 2019). Para el afio 2001, la Organizacion Mundial de la Salud
declard a la resistencia antibidtica como un problema de salud pablica (World Health
Organization, 2021a). En base a datos recolectados durante el afio 2019 previo a la
pandemia ocasionada por SARS COV-2, a nivel mundial en 204 paises se identifico
que existe un promedio de muertes de al menos 1,27 millones de personas por afio a
causa de la resistencia a antibidticos y 4,95 millones a enfermedades asociadas a
resistencia (Murray et al., 2022).

Durante el afio 2019, el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades desarrolld
una comparacion retrospectiva al afio 2018 de los pacientes con RAM vy las
enfermedades asociadas a estos. El estudio determind una disminucion en los
porcentajes de muertes por RAM y con indices hospitalarios que se redujeron en un
18-30% para los Estados Unidos (Centers for Disease Control, 2019). Sin embargo,
para el 2022 por los problemas ocasionados por la pandemia y el descontrol en el uso
de antibidticos, el altimo reporte establece que los esfuerzos han sido en vano con un
panorama complejo debido al aumento de bacterias multirresistentes como el caso de

Acinetobacter baumannii (Center for Disease Control and Prevention, 2022).



En el afio 2017, A. baumannii se describié como una de las amenazas prioritarias para
la Organizacion Mundial de la Salud principalmente por las caracteristicas
descubiertas en los Ultimos afios donde resalta la resistencia a un amplio nimero de
antibioticos de dltimo recurso como tigeciclina (TGC), la asociacion con infecciones

cronicas y la habilidad para sobrevivir en condiciones extremas (Abadi et al., 2019).

Reportes recientes revelan un mecanismo de resistencia mediado por plasmidos tet(X)
que reduce la actividad de la tigeciclina significativamente. La propagacion de estos
genes ha alcanzado 30 paises de 6 continentes, entre ellos los paises vecinos del
Ecuador como Colombia y Pert (Anyanwu et al., 2022; R. Zhang et al., 2021).

1.1.2. Contexto a nivel nacional

La diseminacién del género Acinetobacter spp. multirresistente a lo largo de
Latinoamérica es mucho mas frecuente en paises como Brasil y Argentina. En el afio
2013 se generd un reporte evolutivo de la resistencia del género en aislados de
Latinoamérica por la Organizacion Panamericana de la Salud. Por medio de la
plataforma de seguimiento ReLAVRA-PAHO, se reportd que el 90% de aislados
presentaban a la especie A. baumannii como responsable de infeccion nosocomial en
pacientes en cuidados intensivos (UCI). Para Ecuador especificamente en el 2013, se

describi6 un 83% de aislados con la especie en cuestion (Rodriguez et al., 2018).

Los estudios desarrollados en Ecuador sobre a A. baumannii se perfilan entorno a
epidemias ocasionadas en ambientes hospitalarios y la vigilancia a la resistencia
antimicrobiana del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI)
(Ministerio de Salud Publica, 2018). Es importante realizar estudios enfocados en
el analisis molecular de epidemiologias ocasionadas por A. baumannii en el Ecuador
demostrando la necesidad de implementar medidas preventivas en la vigilancia y
tratamiento de RAM (Nufez Quezada et al., 2020; Villacis et al., 2019).

Ecuador para el afio 2019, desarroll6 el Plan Nacional para la prevencién y control de
la resistencia antimicrobiana como parte de la 68* Asamblea Mundial de la Salud. En
este se establecié como centro de vigilancia y control a los antimicrobianos al INSPI

y que la plataforma WHONET 5.6 sea la guia estadistica de reportes hospitalarios



para la toma de decisiones a nivel nacional (Viceministerio de Gobernanza y
Vigilancia de la Salud, 2019).

1.1.3. Generalidades sobre A. baumannii

El género Acinetobacter fue aislado por primera vez en 1911 por Beijerinck que lo
describié como Micrococcus calcoaceticus, con el paso del tiempo ha adquirido otros
nombres y cambios a diversos géneros por las caracteristicas que cada investigador
observaba (Ayoub Moubareck & Hammoudi Halat, 2020). En 1968, Baumann y
su grupo de trabajo establecié que todos los aislados con caracteristicas similares
pertenecen al género Acinetobacter, reconociendo como Unica especie a A.
calcoaceticus. Cuatro afios mas tarde el comité de taxonomia de Moraxella y Allied
Bacteria lo aprob6 (Almasaudi, 2018). Bouvet y Grimont en 1986 por medio de una
hibridacion de DNA diferencié 12 especies. El desarrollo de nuevas técnicas
moleculares permitid diferenciar 20 especies de Acinetobacter hasta la actualidad,

siendo A. baumannii la mas peligrosa en el &mbito clinico (Kyriakidis et al., 2021a).

Entre las caracteristicas principales de A. baumannii se puede destacar que es un
cocobacilo no fermentador, gram negativo y un patdgeno considerado como critico.
Pertenece al grupo de microorganismos “Escape” por sus siglas en inglés “ESKAPE”
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A.
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.). Estos patogenos
adquieren esta denominacion por su facilidad de transmision entre poblaciones a
través del medio ambiente y su resistencia a un amplio grupo de antibidticos (O.
Vrancianu et al., 2020).

1.1.4. Métodos de identificacion bacteriana

1.1.4.1.Métodos fenotipicos

El complejo A. baumannii complex (A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis y A.

calcoaceticus) estd constituido por 3 especies relacionadas con infecciones y por la

altima (A. calcoaceticus) la cual rara vez se la considera como patégeno. La

identificacién fenotipica para las especies del complejo es similar. Estas son
3



caracterizadas como bacterias gran negativas, cocobacilos que se observan en un

rango de 1 a 1,5 um bajo microscopia (Asif et al., 2018).

De manera nutricional, son bacterias aerobias que no requieren de condiciones
especiales para su crecimiento, producen catalasa, no son fermentadoras, no presentan
esporulacion, ni motilidad y carecen de produccidn de citocromo oxidasa, urea, citrato
e indol. Para el crecimiento del complejo se requiere una temperatura entre 35°C-
44°C, la aparicién de colonias es lenta y se suele utilizar agar sangre, agar chocolate
y agar MacConkey. El ultimo medio de cultivo inhibe el crecimiento de bacterias
gram positivas y permite observar colonias mucoides, la coloracion es opaca y, como

no fermentan lactosa, el medio se torna amarillo (Biswas & Rather, 2019).

1.1.5. Cuadro clinico causado por A. baumannii

Los microorganismos pertenecientes al género Acinetobacter son considerados como
parte natural de la flora de la piel, las secreciones respiratorias y las membranas
mucosas de la faringe (C. O. Vrancianu et al., 2020). La caracteristica que los
convierte en peligrosos para el ambito clinico es su capacidad de sobrevivir a
condiciones extremas, la formacién de biofilms, la habilidad hidrofobica para
adherirse a materiales plasticos y facil colonizacion en pacientes con cuadros clinicos
complicados. En consecuencia, generan infecciones en el tracto urinario, neumonia,
infecciones de la traquea, dafio en tejidos blandos con consecuencias sobre la piel y

meningitis nosocomial (Martin-Aspas et al., 2018).

1.1.6. Categorias de resistencia a antimicrobianos

Los microorganismos pueden categorizarse en 3 tipos dependiendo su perfil de
resistencia a los antibiéticos: Multidrogo resistente (MDR), Extensivo drogo
resistente (XDR) y Pan drogo resistente (PDR) (Chapartegui-Gonzalez et al., 2021).
Un microorganismo MDR es aquel que posee resistencia a un agente en mas de 3
clases de antibidticos. Los microorganismos XDR son resistentes en al menos un
antibidtico en todas las clases de antibidticos, sin embargo, en esta categoria es
necesario que el aislamiento sea susceptible a 1 o 2 clases de antibidticos; mientras
que los PDR son aquellos que tienen resistencia en todas las clases de antibioticos y
4



todos los agentes dentro de cada clase (Alkofide et al., 2020). En el caso de A.
baumannii, los reportes indican una resistencia a carbapenémicos creciente en la
region. Por la capacidad de combinar los mecanismos de resistencia enzimaticos,
adquiridos y no enzimaticos, algunas cepas se las considera como MDR y XDR

(Chapartegui-Gonzalez et al., 2021).

1.1.7. Mecanismos de resistencia en A. baumannii

A. baumannii exhibe una resistencia natural a antibi6ticos utilizados para combatir
patdgenos gram negativos. Entre ellos se puede nombrar a las aminopenicilinas,
cefalosporinas de primer y segunda generacion, fosfomicina, cloranfenicol,
ertapenem, aztreonam y trimetoprim (Jamal et al., 2018). Por otra parte, su habilidad
de adquirir resistencia a una diversa clase de antibioticos e incluso a los antibidticos
de ultimo recurso como tigeciclina y colistina, la ha catalogado como un patégeno

emergente y de vigilancia clinica (Karakonstantis, 2020).

1.1.7. Resistencia de A. baumannii a carbapenémicos

A. baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB, por sus siglas en inglés) fue
reconocido por la OMS como un patogeno critico (Prioridad 1) (World Health
Organization, 2017b). Los carbapenémicos como meropenem e imipenem, mismos
que pertenecen a la familia de betalactamicos, contintan siendo las opciones de
tratamiento para bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) (Hamidian & Nigro, 2019). A pesar de que se han descrito algunos
mecanismos de resistencia a carbapenémicos, el mas comun es la produccién de
enzimas que hidrolizan carbapenémicos denominadas carbapenemasas. Estas
enzimas pertenecen a las clases A, B y C porque hidrolizan los antibidticos de las
categorias del mismo nombre basados en la clasificacion molecular de Amber (Nasiri
et al., 2020). CRAB es resistente a carbapenémicos por la presencia de los genes de
la familia OXA (Ozgelik et al., 2020).

Las enzimas oxacillinasas (OXA), o también llamadas carbapenemasas hidrolizantes
de clase D, presentan secuencias de insercion (IS, por sus siglas en inglés) débiles que

regulan la expresion génica como promotores fuertes en genes aguas abajo e
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interrumpiendo otros promotores para disminuir o inactivar genes (Farajzadeh et al.,
2021; Ozgelik et al., 2020). Las OXA se clasifican en 4 grupos principalmente: OXA-
51, OXA-58, OXA-23 y OXA-24, de las cuales la OXA-51 y OXA-23 estan
estrechamente relacionadas con la resistencia a carbapenémicos (Ozgelik et al.,

2020). A continuacion, en la Tabla 1 se describe el origen de algunos genes OXA.

Tabla 1.
Origen de las oxacillinasas segun su tipo.
Tipo de OXA Origen
OXA-21 I
OXA-23 C,P
OXA-24/40 C,P

OXA-51 C,P
OXA-58 C,P
OXA-143 P

Nota: Dependiendo de su ubicacion en el genoma bacteriano, las oxacillinasas (OXA) o
carbapenemasas hidrolizantes del tipo D pueden ubicarse en el cromosoma (C), plasmido (P) o integrdn
(). Basado en (C. O. Vrancianu et al., 2020).

En algunos lugares de Europa las tasas de resistencia CRAB superan el 90% lo cual
indica una rapida diseminacion de estos clones resistentes (World Health
Organization, 2017a). Estos clones atacan con mayor facilidad a pacientes con otras
afecciones ocasionando neumonia e infecciones en la sangre con una elevada tasa de
mortalidad (Piperaki et al., 2019). Los aislados del tipo CRAB son sensibles a un
limitado nimero de antibidticos. De esta manera, se reducen las opciones de
tratamiento dejando como ultimo recurso el uso de antibidticos como las tetraciclinas

de tercera generacion (tigeciclina) y polimixinas (colistina) (Lucaf3en et al., 2021).



1.1.8. Resistencia de A. baumannii a tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibioticos de amplio espectro por su efecto bacteriostatico en
bacterias gram positivas, gram negativas, microorganismos intracelulares y parasitos
protozoarios (Benett et al., 2020). Su mecanismo de accién consiste en adherirse de
forma irreversible en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano para evitar la union
del ARNt al sitio ribosomal A inhibiendo asi la sintesis de proteinas (Fang et al.,
2020). Sin embargo, poco tiempo después de su descubrimiento, las bacterias
desarrollaron resistencia por el uso indiscriminado de tetraciclinas tanto en el &ambito
clinico para el tratamiento de infecciones, asi como promotores de crecimiento en los
alimentos de animales ocasionando una diseminacion de clones resistentes (Benett
et al., 2020).

En respuesta a esta rapida diseminacion de clones resistentes, se crearon las
tetraciclinas semisintéticas o glicilciclinas. Un ejemplo de esto fue la sintesis de
tigeciclina, la primera glicilciclina de tercera generacion con una estructura similar a
la tetraciclina. Para crear una molécula de tigeciclina, el grupo hidroxilo de la posicién
5y el grupo metilo de la posicion 6 de una tetraciclina son reemplazados por un
hidrogeno; mientras que un sustituyente dimetilamino y (N-terc-butilglicil) amino se

afiade en las posiciones 7 y 9 respectivamente (Figura 1) (PubChem, 2022).

Figura 1.

Estructura quimica de las tetraciclinas.

Nota: La adicion de otros sustituyentes a una tetraciclina de primera generacion (A) puede crear una

tetraciclina semisintética de tercera generacién como la tigeciclina (B).



La tigeciclina fue el primer antibidtico aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration, por sus siglas en inglés) en el afio 2005. En el afio 2013, la misma
entidad determind que el uso de tigeciclina debe reservarse Unicamente para
situaciones donde no se hayan obtenido buenos resultados en tratamientos con otros
antibioticos. En ensayos de fase clinica 3 y 4 en pacientes tratados con tigeciclina, se
encontrd que la tasa de muerte es del 2.5%. De este porcentaje, se deduce que las
muertes fueron el resultado del empeoramiento y complicacién de la infeccion o

comorbilidades adyacentes de los pacientes (Food and Drug Administration, 2011).

El uso frecuente de tigeciclina para tratar infecciones en A. baumannii multirresistente
ha ocasionado el desarrollo de cepas resistentes a tigeciclina (Pucci et al., 2017). A.
baumannii es considerada como una de las especies con una gran plasticidad genética,
rapidez para generar mutaciones y reordenamientos en su codigo genético y la
facilidad para integrar material genético mediante elementos genéticos mdviles
(Kyriakidis etal., 2021b). Los mecanismos de resistencia de A. baumannii a
tetraciclina pueden clasificarse en mecanismos de resistencia que pueden estar
codificados a nivel cromosémico y en elementos genéticos méviles como plasmidos,
y a su vez, estos pueden ser enzimaticos y no enzimaticos (Jamal et al., 2018; C. O.
Vrancianu et al., 2020).

En los ultimos afios se ha reportado un mecanismo de resistencia emergente mediado
por plasmidos portadores de genes tet(X) que codifican para enzimas hidrolizantes de
tetraciclinas (Fang et al., 2020). Adicional a esto, existen otros mecanismos de
resistencia enzimaticos como la produccion de carbapenemasas OXA; asi como la
produccion de enzimas modificadoras de aminoglucésidos como acetiltransferasas,
fosfotransferasas y nucleotidil transferasas; y metilasas de ARNr 16S (C. O.
Vrancianu et al., 2020). Respecto a los mecanismos de resistencia que estan
codificados a nivel cromosomico del tipo no enzimaticos, se han identificado a la
modificacién de la permeabilidad de la membrana celular y la sobreexpresion de
bombas de flujo AdeABC (Figura 2A) (Jamal et al., 2018).



Figura 2.
Mecanismos de resistencia de A. baumannii a tigeciclina.
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Nota: Los mecanismos de resistencia a TGC en A. baumannii pueden dividirse principalmente en dos
tipos: (A) Mecanismos de resistencia codificados a nivel cromosdmico del tipo no enziméaticos como
la sobreexpresion de bombas de flujo y la modificacién en la permeabilidad de la membrana mediante
las porinas (Omps) (B) Mecanismos de resistencia codificados en elementos genéticos moviles (p.ej.
plasmidos) del tipo enzimaticos que son transferibles entre individuos de la misma o diferente especie.

1.1.8.1.Sobreexpresion de bombas de flujo

Las bombas de flujo son un mecanismo natural en todas las células procariotas para
la eliminacion de moléculas extrafias o compuestos toxicos producto del
metabolismo. Es asi como las bacterias pueden utilizar este sistema para eliminar de
manera especifica un grupo de moléculas o antibidticos (Abdi et al., 2020). Se han
determinado 5 familias de bombas de flujo como RND (Resistance-Nodulation-
Division), MSF (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrog Resistance),
MATE (Toxic Compound Extrusion por sus siglas en inglés) y los transportadores de
cassette de unién a ATP (ABC) (Vermaet al., 2021). La adeABC fue primera bomba
de flujo descubierta en A. baumannii que juega un papel principal en la resistencia a

tigeciclina, carbapenémicos y aminoglucosidos (C. F. Xu et al., 2019).



1.1.8.2. Modificacién en la permeabilidad de la membrana celular

La permeabilidad de la membrana celular bacteriana puede regularse haciendo uso de
los canales de intercambio entre el espacio intracelular y el exterior. Estos canales o
mejor conocidos como porinas de difusion general (Omps) son altamente especificos
en especies de Acinetobacter y Pseudomonas (Bhamidimarri et al., 2019). Las
membranas celulares de bacterias estan compuestas por una bicapa asimétrica
compuesta por lipopolisacaridos y fosfolipidos (Ghai & Ghai, 2018). En la parte
externa de la membrana se encuentran diferentes tipos de proteinas porinas diana que
han sido descubiertas en A. baumannii como OmpA, CarO y OccABl
(Bhamidimarri et al., 2019). La modificacion en su estructura puede comprometer
la eficiencia en la absorcién de los antibiéticos al interior de las células y convertirlas
en resistentes (Ghai & Ghai, 2018).

1.1.9. Resistencia mediada por plasmidos portadores de genes tet(X)

Las bacterias pueden obtener la resistencia por medio de dos rutas: la primera
involucrada en la mutacion cromosomal y la segunda como la adquisicion de
elementos genéticos moviles conocidos como plasmidos que son transferidos por
medio de transferencia genética horizontal (Salgado-Camargo et al., 2020). Los
plasmidos son moléculas de ADN que se replican de manera independiente del
cromosoma Yy puede transferirse a la bacteria por medio de conjugacién, lo cual
representa un peligro por su facil diseminacion entre patdgenos de prioridad critica

como A. baumannii (He et al., 2019).

En RAM reportes actualizados indican que A. baumannii posee la habilidad de
adquirir mecanismos de resistencia de manera veloz (Ayoub Moubareck &
Hammoudi Halat, 2020) y posee amplio repertorio de carbapenemasas de las que
resaltan las oxacilinasas grupo OXA (Ozgelik et al., 2020); impidiendo asi la
actividad de antibioticos convencionales. Por esta razén, es necesario recurrir a otros
antibioticos como latigeciclina. Sin embargo, se han identificado nuevos mecanismos
resistentes a este antibidtico del cual resaltan aquellos codificados en plasmidos
portadores de los genes tet(A) y tet(K) asociados a bombas de flujo que generan
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resistencia (Foong et al., 2020). No obstante, la diseminacion de genes tet(X) y sus

variantes se ha convertido en una preocupacion de importancia clinica.

La resistencia a tigeciclina mediada por plasmidos es una amenaza emergente. Los
genes tet(X) codificados en plasmidos se reportaron por primera vez en especies de
Bacteroides (He et al., 2019). tet(X) y tet(X2) se han encontrado en paises vecinos
como Chile, Per( y Colombia. Los reservorios de estos genes se asocian con
ecosistemas como el intestino humano, suelo, sedimentos, aerosoles ambientales y
aguas provenientes de hospitales, ganado y rios. A partir de tet(X), las bacterias han

desarrollado nuevas variantes (Fang et al., 2020).

Se han encontrado otros genes homologos a tet(X) denominados tet(X3) y tet(X4) que
codifican para enzimas que poseen una mayor actividad en la inactivacion de la
tigeciclina en comparacion a tet(X) (Figura 2B) (C.-Y. Cui et al., 2021). Se piensa
que se originaron por la transmision de tet(X) entre Flavobacteriaceae y E.
coli/Acinetobacter spp (R. Zhang et al., 2021). Ademas de tet(X3) y tet(X4), tet(X5)
se ha encontrado en plasmidos transferibles e inducibles en Acinetobacter spp. y otras
especies de Enterobacteriaceae de origen humano y animal (Wencewicz, 2019), en
lugares como Africa, China y Europa (He et al., 2019).

Las proteinas codificadas por tet(X) y sus homoélogos son enzimas monooxigenasas
dependientes de flavina que se caracterizan por la degradacion de tetraciclina y sus
derivados incluido tigeciclina, omadaciclina y eravaciclina (Z.-H. Cui et al., 2020).
tet(X) solo es activado bajo condiciones aerobias ya que necesita de FAD, NADPH,
Mg*?y Oz (Fang et al., 2020). La inactivacion de tigeciclina mediada por estos genes
se produce por la adicion de un grupo hidroxilo en la posicion Clla (1la-
hidroxitigeciclina) lo cual produce la fragmentacion irreversible del antibidtico
(Figura 3) (Wencewicz, 2019; Y. Xu et al., 2020). EI mecanismo de degradacion de
tet(X3), tet(X4) y tet(X5) es similar a tet(X) pero con actividades mas altas (Fang
et al., 2020).
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Figura 3.

Inactivacion de la tigeciclina por mediada por tet(X).
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Nota: La tigeciclina puede inactivarse o degradarse mediante enzimas tet(X) y sus homdlogos tet(X3)
y tet(X4) que utilizan NADPH, O,, MgClI; para la adicién de un grupo hidroxilo a la posicion Clla

produciendo una 11a-hidroxitigeciclina, compuesto ha perdido su actividad antimicrobiana.

1.1.10. Métodos de determinacion de sensibilidad antimicrobiana

Los métodos de determinacion de sensibilidad antimicrobiana constituyen una
primera fuente de informacion para escoger la mejor terapia antibiotica frente a una
infeccion (Gajic et al., 2022). Entre los métodos de determinacién de sensibilidad
antimicrobiana se encuentran los de difusion en disco, dilucion en agar y caldo,
métodos automatizados y moleculares como MALDI-TOF MS, entre otros (Tenover,
2017). Debido a que el presente estudio utiliz6 un método de dilucion en caldo para

determinar el perfil de susceptibilidad a TGC, se explicara el fundamento del mismo.

Los métodos de dilucion en caldo son los primeros métodos de susceptibilidad que se
desarrollaron. Existen dos tipos principalmente: la macrodilucion y la microdilucion.
En estos se utilizan diluciones dobles seriadas (p. €j. 16, 8, 4, 2 y 1 ug/ml) donde se
evalua la concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) a la cual
un antibiotico inhibe el crecimiento de un determinado microorganismo (Khan et al.,
2019). La diferencia entre macrodilucion y microdilucion es el volumen final de caldo
utilizado (1 ml y 50-100 pl respectivamente) (Jindal & Goswami, 2020).
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1.1.11. Microdilucion en Caldo

La microdilucién en caldo es un prototipo reducido de la macrodilucion en caldo y se
desarrolla en una placa de 96 pocillos, donde cada pocillo tiene la capacidad de 100
ul. En cada uno se colocan 50 pl de medio Muller Hinton ajustado y 50 ul de solucion
bacteriana a una concentracion de 5 x 10° UFC/ml (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2018). La placa se debe incubar a 37 °C por 24 horas. Luego del
tiempo de incubacion, se determina la MIC como el valor de la concentracion minima
a la cual no se observa turbidez o crecimiento (Jindal & Goswami, 2020). Las
ventajas de la microdilucion en caldo son economizar los recursos, asegurar la
reproducibilidad de la técnica, la eficiencia y facilidad en comparacion de la
macrodilucion en caldo. Sin embargo, los resultados, indistintamente del método,

deben interpretarse en base a puntos de corte determinados (Benkova et al., 2020).

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son interpretados en
base a los puntos de corte del microorganismo bajo la accién del antibiético como
susceptible, intermedio y resistente (Syal et al., 2017). Estos puntos de corte se han
determinado en manuales o guias propuestos por organizaciones como el CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) o EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing por sus siglas en inglés). Sin embargo, al no
existir puntos de corte establecidos de tigeciclina para A. baumannii, el Consenso
latinoamericano para definir, categorizar y notificar patégenos multirresistentes con
resistencia extendida o panresistentes sugirio utilizar los puntos de corte para
Enterobacteriales (R > 4pg/ml, I=2pg/ml, S<tpg/ml) (Jiménez Pearson et al., 2019).
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1.2.0bjetivos

1.2.1.

1.2.2.

Objetivo General

Caracterizar los mecanismos de resistencia a tigeciclina en A. baumannii de

origen ecuatoriano.

Objetivos Especificos

e Evaluar los perfiles de resistencia a tigeciclina mediante el método de
microdilucion en caldo a los aislamientos de A. baumannii de la coleccion

de microorganismos del CN-RAM.

e Identificar la presencia de los genes de resistencia a tigeciclina codificados
en plasmidos a partir de técnicas moleculares en aislamientos de A.

baumannii de la coleccién de microorganismo del CN-RAM.

e Contrastar los porcentajes de resistencia a tigeciclina y a otros antibioticos

en los periodos prepandemia y pandemia.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

La presente investigacion es de tipo cuantitativa debido a que se determinaron los perfiles
de susceptibilidad a tigeciclina los cuales permitieron obtener las tasas de resistencia a
este antibidtico durante los periodos prepandemia (2017-2018) y pandemia (2019-2021).
La variable independiente son los aislamientos de A. baumannii de la coleccion de
microorganismos del CN-RAM del INSPI. La variable dependiente es el perfil fenotipico

y genotipico a tigeciclina y otros antibidticos.

Hipotesis nula

Los aislamientos de A. baumannii de la coleccion de microorganismos del CN-RAM
recolectados en el periodo (2017-2021) seleccionados bajo criterios de inclusion-

exclusion, no presentan tasas de resistencia elevadas a tigeciclina, ni genes tet(X).

Hipotesis alternativa

Los aislamientos de A. baumannii de la coleccion de microorganismos del CN-RAM
recolectados en el periodo (2017-2021) seleccionados bajo criterios de inclusion-

exclusion, presentan tasas de resistencia elevadas a tigeciclina y genes tet(X).
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2.1.Materiales

Tabla 2.
Equipos de Laboratorio
Nombre Cantidad

Autoclave Hiramaya (HV-85) 1
Estufa Memmert 1
Incubadora Memmert 1
Microcentrifuga Eppendorf 1
Cabina de flujo laminar Bioseguridad 2 Labconco 1
Ultracongelador (-80 °C) 1
Congelador GE (-20 °C) 1
Refrigerador General Electric (4 °C) 1
Balanza Analitica OHAUS 1
Mechero Bunsen 1
Vortex Mixer 1
Turbidimetro 1
Termobloque Eppendorf 1
Termociclador Memmert 1
Camara de Electroforesis 1
Transiluminador Memmert 1
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Tabla 3.

Instrumental de Laboratorio

Nombre Cantidad
Asa de inoculacion de metal 2
Asa desechable 150
Cajas mono Petri de plastico 300
Cajas bi Petri de plastico 20
Gradilla 4
Espatula 1

Juego de micropipetas Boeco
Puntas de micropipeta
Micropipeta multicanal 8 puestos
Tubos de vidrio con tapa rosca
Tubos de vidrio sin tapa

Tubos Eppendorf

Tubos para microcentrifuga

Cajas de congelacion para crioviales

Pipeta 25 ml

Pera de succion
Matraz de vidrio
Palillos de madera
Hisopos

Cooler

Placas de 96 pocillos

1 de cada tipo
1 caja de cada tipo
1
300
600
600

300

300

300

18
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Nombre Cantidad
Fundas Ziploc 18
Tabla 4.
Reactivos
Nombre Cantidad
Agar Nutritivo Oxo0id® 100 g
Agar Muller - Hinton Oxoid® 20 ¢
Agar MacConkey Oxoid® 200 ¢
Agar TSI 10¢g
Caldo Muller - Hinton ajustado 59
Caldo BHI 759
Caldo RMVP 10g
Medio semisolido SIM 10g
Solucidn fisiologica 2 litros
Glicerol 125 ml
Disco de antibioticos 1
Buffer TE 1 botella

Buffer de carga (Blue Juice)
SYBR® Safe DNA Gel Strain
Agarosa

Agua destilada

Agua bidestilada

1 paquete x 3 unidades
1 unidad
59
1 galdn

1 botella
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Tabla 5.

Insumos de escritorio

Nombre Cantidad
Toallitas desechables 1
Alcohol antiséptico 1
Rotulador 2
Cinta adhesiva 1
Cinta testigo de esterilizacion 1
Papel aluminio 1 rollo
Cloro 1 botella
Computador 1
Impresora 1
Esferos 1
Algoddn 1

Guantes de nitrilo

Guantes de calor

Mascarilla

1 caja x 100 unidades
1 par

1 caja x 100 unidades

2.2.Métodos

2.2.1. Seleccion de la poblacion

Por medio de la plataforma estadistica y de registro WHONET 5.6 se filtraron los
datos para la seleccion y clasificacion de las muestras pertenecientes a INSPI en el
estudio retrospectivo de A. baumannii complex. EI primer filtro consistio en el periodo
comprendido entre los afios 2017 — 2021 de cepas recolectadas durante estos afos. El
segundo filtro se basd en el origen de las muestras las cuales debian proceder

especificamente de pacientes en unidad de cuidados intensivos (UCI). El tercer y



altimo filtro recolectd la informacion de la fuente a partir de la cual se aislo el
microorganismo con 5 variantes: traqueal, aspirado traqueal, bronquial, esputo

inducido y esputo.

Se partié de una poblacion de 299 cepas de A. baumannii recolectadas durante los
afos 2017 al 2021, de estos, se descartaron 7 cepas debido a que: no fueron viables
(M73, M163, M274), no estaban presentes en la coleccion de microorganismos
(M101) o presentaban contaminacidn por otras bacterias (M242, M243, M276). En
total se tomaron 292 cepas con las cuales se procedio a realizar el presente estudio
(Anexo 1).

2.2.2. Reactivacion de cepas

Las cepas se tomaron de la coleccion de CRN-RAM vy se inocularon en caldo BHI
(Infusién Cerebro Corazén) con la finalidad de determinar su viabilidad. Luego de 24
horas se sembro cada cepa viable por método de estria escocesa en medio MacConkey
con la finalidad de determinar la pureza de las cepas y se incubd por 24 horas a 37°C
en aerobiosis (Figura 4). Las cepas que presentaron una morfologia similar a A.
baumannii con contaminacién del vial se volvieron a purificar en agar MacConkey
(Bello-Lopez et al., 2020). Durante la verificacion de viabilidad se descartaron las
cepas numero 73, 163 y 274, debido a que no presentaron crecimiento en los dos

ensayos realizados en caldo BHI.

Figura 4.
1
e Vv .
>
—» —— — |
: . : Siembra en —
Inéculo en BHI Ve{:lf;%?ﬁéif;de Agar Verificacién de

MacConkey pureza
Procedimiento de reactivacion de cepas

Nota: La reactivacion de cepas es necesaria para verificar la viabilidad y pureza de los aislamientos que
se encuentran criopreservados en el banco de cepas.
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2.2.3. ldentificacién bioquimica

La identificacion bioquimica se realiz6 a las cepas que presentaron una morfologia
distinta a A. baumannii en agar MacConkey. Las pruebas bioquimicas realizadas
fueron: sulfuro, indol y motilidad (SIM), agar hierro triple aztcar (TSI) y el caldo rojo
de metilo/VVoges Proskauer (RM-VP) (De Vos et al., 2009). Se tom6 una colonia de
un cultivo en agar MacConkey, se inocul6 en los medios descritos y se incubé por 24
horas. En el Anexo 2 se indica el fundamento y los resultados de cada una de las
pruebas bioquimicas. En este punto, se descartaron las cepas numero 242, 243y 276

por presentar contaminacion desde el criovial.
2.2.4. Generacion de copias de las cepas seleccionadas del cepario

Luego de sembrar los viales en agar MacConkey y verificar que las cepas pertenecen
a A. baumannii mediante pruebas bioquimicas, se generan copias de los viales del
cepario en tubos con BHI+ glicerol 30% (m/v). Se toma con un asa estéril una
cantidad suficiente de indculo y se coloca en un tubo de BHI+glicerol 30% (Figura
5). Se debe tomar una cantidad prudente de colonias para que las copias sean viables

por mayor tiempo (American Type Culture Collection, 2022).

Figura 5.

Generacion de copias de las cepas en BHI+glicerol 30% desde viales del cepario.
V4

\E]

Agar MacConkey BHI+Glicerol (30%) _

Congelador -20 °C

Nota: La generacidn de copias o réplicas evita contaminacion cruzada por manipulacion o el ambiente

en el banco de cepas inicial.
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2.2.5. Perfil de resistencia fenotipico

2.2.5.1.Microdilucion en caldo de tigeciclina

La microdilucién en caldo es un método que permite evaluar la MIC de un antibiético
en especifico. Primero, es esencial estandarizar la placa de tigeciclina. Para ello, se
preparo una solucion madre (SM) en diferentes viales a una concentracion de 1002.75
pg/ml disolviendo el antibidtico en polvo en un disolvente apropiado, en este caso
agua 'y DMSO (Anexo 3). Los viales con la SM se almacenaron a -80 ‘C. Una vez que
se utiliza un vial de SM para preparar placas de tigeciclina, este debe ser descartado
(Alban Marafion, 2017).

Se prepard una solucion de trabajo (ST) a una concentracion de 8 pg/ml a partir de la
SM. Se utilizé6 medio MHB fresco, es decir, preparado el mismo dia de la placa. Se
realizaron diluciones seriadas a partir de la ST para obtener concentraciones finales
en el pocillo de 4, 2 y 1 pg/ml (Anexo 4). La organizacion de la placa se muestra en
la Tabla 6. La placa tiene 8 filas y 12 columnas dando un total de 96 pocillos. En
cada fila se coloca una concentracion distinta y en cada columna se ubican 1 muestra.
Al utilizar 4 concentraciones (4, 2, 1y 0.5 pg/ml), se puede dividir la placa en dos
partes. Por lo tanto, se colocaron 12 muestras en las 4 primeras filas (A-D) y otras 12
muestras en las 4 filas restantes (E-H) (Alban Marafion, 2017; Kowalska-
Krochmal & Dudek-Wicher, 2021).
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Tabla 6.

Modelo de placa de microdilucion con 4 concentraciones para 24 muestras.

Filas Columnas (Muestras)

(TGCug/ml) "1 T 27345 6] 789 10[11]12

A4

B (2)

C(Q)

D (0.5)

E4)

F(2)

G (1)

H (0.5)

Filas 13|14 | 15|16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 | 24

(TGC pg/ml) Columnas (Muestras)

Nota: Cada fila tiene una concentracidn de antibiotico TGC distinta. El rango de concentraciones a
evaluar va desde 4 a 0,5 pug/ml y permite examinar 24 suspensiones bacterianas (columnas). Las
suspensiones bacterianas numero 1-12 se colocan en las filas A-B (azul) mientras que las suspensiones
ntmero 13-24 se colocan en las filas E-H (amarillo). El control positivo y negativo usualmente se ubica

en las columnas finales (23 y 24).

Cepas puras de A. baumannii se sembraron en agar nutritivo y se incubaron por 24
horas. Se prepararon soluciones bacterianas con solucién salina 0.9% a una
concentracion de 0.5 MacFarland que equivale a 1.5x108 UFC/ml. Se tomaron 10 pl
de solucion bacteriana y se colocaron en 990 pl de solucion salina (dilucion 1/100)
para obtener una concentracion final de solucion bacteriana de 1.5x10% UFC/ml. Se
tomaron 50 pl de solucidon bacteriana y se colocaron en los pocillos desde la
concentracion de 0.5 a 4 pg/ml (Figura 6). EI volumen final del pocillo es de 100 pl
puesto que se colocan 50 pl de dilucion con el antibiético y 50 pl de solucion
bacteriana. Las placas se incubaron a 37 C de 18 a 24 horas (Clinical and Laboratory

Standards Institute, 2022).
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Figura 6.

Técnica de microdilucion en caldo.

A Solucion Madre Solucién de Trabajo Diluciones dobles seriadas Pipeteo de diluciones Esquema de Placa MIC
a Muestra 1-12
lg 2 3 B B } . ]
X ) (| .- :
1002.75 pg/mi 8 pg/ml 4pg/ml 2pg/ml 1 pg/ml
TGC en polvo + DMSO SM+MHB ST+MHB
+Agua . |
Muestra 13-24
Preparacion de suspension bacteriana Carga de muestras en placa de TGC Incubacién
10 uL 50 uL S
Pipetear en cada ::; 4
— pocillo desde la R P
concentraciGn Contl_'ol Sensible: £. y ﬂl
de 0.5a 4 ug/mL : colf ATCC 25922 =
b —_— & Control Resistente:
- / K. pneumoniae i
T - \ Q Z 24h/37C
Agar Nutritivo Vortear inéculo Medir 0.5 Solucién Salina
24h/37°C en 2 ml Solucién MacFarland en 990 uL

Salina. turbidimetro

Nota: (A) Preparacion de una placa de tigeciclina para 24 muestras (TGC). (B) Preparacién de solucién
bacteriana y carga de muestras en la placa. La concentracion final del pocillo luego de afiadirse la

suspension bacteriana es de 4 a 0,5 pg/ml.

2.2.5.2.Lectura de Placas

Se realiz6 la lectura de la placa de tigeciclina luego de 24 horas de incubacién. Se
registré la Concentracion Minima Inhibitoria de cada muestra. La CMI se considera
como la concentracién donde no se observa crecimiento en el pocillo de la placa de
tigeciclina. Los controles que se utilizaron fueron dos cepas: una sensible y una
resistente. La cepa sensible utilizada fue la E. coli ATCC 25922 y la cepa resistente
fue una K. pneumoniae perteneciente al CN-RAM. Para la interpretacion de los datos,

se consideraron los puntos de corte presentados en la Tabla 7.
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Tabla 7.
Puntos de corte MIC para A. baumannii.
Puntos de Corte MIC (ug/ml)

Antibidtico

S | R

Tigeciclina <1 2 >4

Nota: El perfil de susceptibilidad a un antibiético estd determinado por tres categorias. S: susceptible. I:

intermedio. R: resistente. Los puntos de corte MIC fueron tomados de (Jiménez Pearson et al., 2019).

2.2.6. Perfil de resistencia genotipico

2.2.6.1.Extraccion de ADN

Se sembré en agar nutritivo las 292 cepas, pasado 24 horas por medio de raspado de
colonias se cargo en viales con 250 pl de solucion TE 1X y se homogeniz6 por medio
de agitacion en vortex. Para la extraccion del material genético se emple6 el método
de ebullicion, por medio de Termoblogues Eppendorf y Labnet se ajustdé a la
temperatura a 95°C durante 10 minutos. Posteriormente las suspensiones obtenidas se
centrifugaron a 14500 rpm durante 5 minutos. Finalmente se recolectd el
sobrenadante en otro vial y se almacen6 a una temperatura de -20°C. El proceso puede

visualizarse en la Figura 7.

Figura 7.

Extraccion de ADN por ebullicion.

’ ”
: -i,d“ \.':')/
s — 3 '
/.V‘ — I,
Ebullicién en
s et Suspensidn termobloque Centrifugado a Toma del
colonias en TE 1X durante 10 14500 rpm sobrenadae
minutos a 95°C durante 5 minutos

Nota: Al finalizar el proceso se conservan los viales a -20°C. Las muestras deben ser agitadas en vortex

previamente antes de ponerse en el termobloque.
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2.2.6.2.Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Electroforesis

Se diseflaron muestras compuestas de cepas sensibles y sensibles intermedias a TGC
tomando 100 pl de cada aislamiento como se detalla en el Anexo 5. Las muestras
sensibles a TGC se agruparon en 7 y se colocaron en un vial, mientras que en las
muestras compuestas intermedias se tomaron 3 aislamientos individuales y las
muestras resistentes fueron evaluadas individualmente para identificar los genes de

interés. El total de muestras compuestas procesadas para PCR fueron 99.

Para la deteccion de los genes tet(X) y sus homdlogos tet(X3) y tet(X4), se utilizaron
primers generales porque pueden identificar hasta 14 variantes de tet(X). Las
condiciones se describen como: una desnaturalizacion inicial a 96 °C por 3 minutos,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 96 °C por 30 segundos, alineamiento a 52
°C por 30 segundos, una extension a 72 °C durante 30 segundos y elongacion final a
72 °C por 7 minutos. Como no se detect6 ninguna de las variantes de tet(X) al usar
los primers generales, no fue necesario el uso de los primer especificos para tet(X3)
y tet(X4). En la Tabla 8 y Figura 8A-C se puede observar un esquema general de las

condiciones de PCR para los genes descritos anteriormente.

Una vez identificadas las muestras que presenten los genes de resistencia tet(X), se
evaluo si las mismas poseen resistencia a otras carbapenemasas (blakec, blanpwm,
blavim, blaivp). Las condiciones de PCR son una desnaturalizacion inicial a 94 °C
durante 10 minutos, seguido de 36 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30
segundos, alineamiento por 40 segundos, el detalle de las temperaturas de
alineamiento se describe en la Tabla 8, una extension a 72 °C por 50 segundos y una
elongacion final a 72 °C por 5 minutos (Alban Marafion, 2017; Poirel et al., 2011).
En la Figura 8D se puede observar un esquema general de las condiciones de PCR

para los genes de carbapenemasas descritos anteriormente.

Las condiciones de PCR para los genes blatem y blacTx-m general, COMienzan con una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 15 segundos, alineamiento por 1 minuto, el detalle de
las temperaturas de alineamiento se describe en la Tabla 8 y Figura 9A-B, una

extension a 72 °C durante 1.3 minutos y una elongacion final a 72 °C por 4 (Alban
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Marafion, 2017; Colomer-Lluch et al., 2011). Mientras que los genes blasny y
blacmy comienzan con una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento por 30
segundos (el detalle de las temperaturas de alineamiento se encuentraen la Tabla 8y
Figura 9C-D), una extension a 72 °C durante 1 minuto y una elongacion final a 72
°C por 5 minutos (Alban Marafion, 2017; Dierikx et al., 2012). Al no detectarse

tet(X) no se examino la presencia de estos genes.
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Tabla 8.

Secuencias de los primer utilizados en PCR.

. . N Producto de T(°C) .
Proteina Gen Orientacion Secuencia 5> — 3’ PCR (pb) i ot Referencia
p alineamiento
tet(X) Forward ~ TTCAGGTCAGGAAGCAATGAAAA
I 780 52 (Hsieh et al., 2021)
general  Reverse  TTTACGCCTTGTCCTGCAAAAGG
Monooxigenasas Forward  TAATGGCGGGACATCAGG
dependientes de tet(X3) 294 56.7 (He et al., 2019)
flavina Reverse ~ AGGCGACATCAAATGAGCAG
Forward CCGATATTCATCATCCAGAGG
tet(X4) 328 57.2 (He et al., 2019)
Reverse CGCTTACTTTTCCAAGACTTACCT
Forward GCGTGGTTAAGGATGAACAC
blaoxa-as 438 56 (Poirel et al., 2011)
Reverse CATCAAGTTCAACCCAACCG
Forward CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
Carbapenemasas blakpc 798 56 (Poirel et al., 2011)
Reverse CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
Forward GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
blanpom 621 56 (Poirel et al., 2011)
Reverse CGGAATGGCTCATCACGATC
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i ) By Producto de T(°C) )
Proteina Gen Orientacion Secuencia 5’ - 3’ . . Referencia
PCR (pb) alineamiento

Forward GATGGTGTTTGGTCGCATA

blavim 390 56 (Poirel et al., 2011)
Reverse CGAATGCGCAGCACCAG
Forward GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC

o] ETIVES 232 56 (Poirel et al., 2011)
Reverse GGTTTAAYAAAACAACCACC
Forward CTCACCCAGAAACGCTGGTG

blarem 569 63 (Colomer-Lluch et al., 2011)
Reverse ATCCGCCTCCATCCAGTCTA

blacTxm Forward ATGTGCAGYACCAGTAARGT
593 50 (Colomer-Lluch et al., 2011)
B-lactamasas general Reverse ~ TGGGTRAARTARGTSACCAGA

Forward TTATCTCCCTGTTAGCCACC

blasnv 796 56 (Dierikx et al., 2012)
Reverse GAT TTGCTGATTTCGCTCGG
Forward ATGATGAAAAAATCGTTATGCTGC

blacmy 1138 58 (Dierikx et al., 2012)
Reverse GCTTTTCAAGAATGCGCCAGG

Nota: Cadigo IUPAC de las bases de nitrogenadas. A= Adenina. T= Timina. G= Guanina. C= Citosina. Y =C0oT.R=A0G.S=GoC.
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Figura 8.

Condiciones de reaccion de PCR para genes de resistencia a tigeciclina y carbapenémicos.
A '

: 30 ciclos :
96.0196.0 72.0 172.0
T 0:30 | 7:00
; 52.0 ! 4.0
0:30 &5
B
! . '
: 35 ciclos '
94.0 194.0 72.0 172.0
2:30 1 0:15 0:30 17:00
| 56.7 ; 40
0:30 -
C
E 35 ciclos E
94.0 1 94.0 72.0 172.0
2:30 1 0:15 0:30 17:00
5 572 i 4.0
0:30 —
D | |
- 36 ciclos :
94.0194.0 72.0 172.0
10:00; 0:30 0:50 | 5:00
| 56.0 | 1.0
0:40 ~

Nota: Condiciones de PCR. (A) PCR tet(X) general. (B) PCR tet(X3). (C) PCR tet(X4). (D) PCR para los
genes de carbapenemasas (blaoxa-4s, blakec, blanowm, blavim, blawe).
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Figura 9.

Condiciones de reaccion de PCR para genes de resistencia a betalactamicos.

0

4.0

4.0

A I I
- 30 ciclos :
95.0 1 94.0 72.0 172.0
5:00 } 0:15 1:20 |4:00
| |
; 63.0 ;
1:00
B : :
- 30 ciclos :
95.0 1 94.0 72.0 172.0
5:00 ! 0:15 1:20 | 4:00
| |
E 50.0 i
1:00
C I |
E 30 ciclos E
94.0 1 94.0 72.0 172.0
10:00} 0:30 1:00 | 5:00
I |
; 56.0 ;
0:30
D | I
: 30 ciclos :
| |
94.0194.0 72.0 172.0
10:00} 0:30 1:00 | 5:00
I 1
; 58.0 ;
0:30

C 0 ff

Nota: Condiciones de PCR para los genes de betalactamasas. A. PCR blarem. B. PCR blactx-m general. C. PCR

b|as|-|v. D. PCR b|aCMy.



Para cada PCR desarrollada se emple6 la misma cantidad de Master Mix y primers, con
un valor de 12,5 ul de la polimerasa Dream Tag, 0,25 pl de cada primer (Forward y
Reverse), 10,75 pl de agua grado molecular libre de nucleasas y de DNA 1,25 ul
ajustando un volumen final de 25 pl. Los productos de PCR fueron corridos en un gel de
agarosa 1,2% tefiido con SYBR® Safe DNA Gel Strain y cada muestra cargada con 5 pl
de gel de carga BlueJuice, junto a las muestras se encontr6 un marcador de peso
molecular para la comparacion con las bandas resultantes. La corrida de electroforesis
durd 2 horas a 90V y los resultados se visualizaron en un fotodocumentador UV. El

proceso se detalla en la Figura 10.

Figura 10.

PCR y electroforesis en gel de agarosa.

X
’ ’ ’ Master Mix: 12,5 uL
— Primer F: 0,25 uL
- Primer R: 0,25 uL 2 .
i / — & Agua: 10,75uL —_—
ADN: 1,25 uL
s=7||1=3 || R=1
Desarrollo de muestras Composicién de la Proceso de PCRen
compuestas mezcla para PCR termociclador.
(B)
HE E=
Jiszi] [

™N

Electroforesis en gel de
agarosa 1,2%, durante 2
horas a 90V

Resultados de
Electroforesis en Foto
documentador UV

Nota: EI ADN extraido de cada muestra se clasifico en base a su perfil de susceptibilidad a TGC. Las
muestras sensibles se agruparon en equipos de 7, mientras que aquellas con susceptibilidad intermedia
hicieron grupos de 3. Las muestras resistentes se analizaron individualmente. Se realiz6 una (A) PCR y los

productos obtenidos se corrieron en una (B) Electroforesis en gel de Agarosa.
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2.3.Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos de los porcentajes de resistencia a tigeciclina y otros antibidticos
en los periodos prepandemia y pandemia se realizaron mediante la prueba chi cuadrado
(x?) desarrollado en el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 25. Se consideré como
estadisticamente significativo a un p-valor menor a 0.05. Por medio de un andlisis de
conglomerados representado en un heatmap o mapa de calor, se realiz6 una clasificacién
de datos a través del criterio de distancia Euclidea y se compararon los perfiles

fenotipicos a antibidticos en los afios 2017-2021.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio describe el perfil fenotipico de susceptibilidad a tigeciclina y otros antibidticos,
asi como su perfil genotipico en aislamientos bacterianos de A. baumannii recolectados entre

los afios 2017 al 2019 (periodo prepandemia) y 2020-2021 (periodo pandemia).

3.1.Descripcion de la poblacion

Las variables epidemioldgicas proporcionadas por la base de datos WHONET 5.6 del CN-
RAM se describen en la Tabla 9. Entre ellas se encuentran el tipo de muestra respiratoria
(br, ei, es, tg, tr) que permitid inicialmente la seleccion de las cepas; el género (masculino y
femenino); categoria de edad dividido en neonatal (hasta un mes de edad), adultos (mayores
a 18 y menores a 60 afos) y tercera edad (mayor o igual a 60 afos), cabe destacar que no
existieron cepas pertenecientes a nifios y adolescentes; el diagndstico se agrup6 en 8 tipos de
patologias como genitourinarias, cerebrovasculares, isquémicas, septicemia, respiratorias
donde se coloca como una division importante al COVID-19, neoplasias y traumatismos; v,
por altimo, la localizacion representada por la provincia origen de cada cepa. A las
caracteristicas no registradas se las agrupd como sin especificar y respecto a las patologias

que representaban un pequefio porcentaje del total se las clasificd como otros.

Tabla 9.
Descripcion de la poblacidn segun variables epidemioldgicas.
Caracteristica f %
Género
Masculino 191 65,4
Femenino 100 34,2
2Sin especificar 1 0,3
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Caracteristica f %
Tipo de muestra
Bronquial (br) 15 51
Esputo inducido (ei) 1 0,3
Esputo (es) 11 3,8
Traqueal aspirado (tq) 151 51,7
Traqueal (tr) 114 39,0
Categoria de edad
Neonatal 4 1,4
Adultos 122 41,8
Tercera Edad 165 56,5
#Sin especificar 1 0,3
Diagnostico
COVID-19 68 233
Patologias del sistema respiratorio 63 21,6
Patologias del sistema genitourinario 20 6,8
Septicemia 26 8,9
Neoplasias 5 1,7
Patologias cerebrovasculares 5 1,7
Traumatismos 4 1,4
Patologias isquémicas 4 1,4
aSin especificar 79 271
bOtros 18 6,2
Localizacion
Azuay 8 2,7
Pichincha 54 18,5
Santo Domingo de los Tsachilas 27 9,2
Guayas 202 69,2
Tungurahua 1 0,3

b Otros: Otras patologias que no pertenecen a la clasificacion descrita.
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Nota: La informacion sobre las variables epidemioldgicas de género, tipo de muestra, categoria de edad,
diagnéstico y localizacion fue tomada de la base de datos WHONET 5.6 del CRN-RAM.

aSin especificar: Caracteristicas no registradas.

En el presente estudio se tomaron todos los aislamientos provenientes de muestras de tipo
respiratorio en pacientes de UCI donde se observa que el tipo traqueal aspirado fue el
predominante con el 51,7%. A. baumannii se caracteriza por ser uno de los patdégenos clinicos
mas asociado a infecciones comunitarias y nosocomiales como la neumonia asociada a
ventilacion (NAV), infecciones del torrente sanguineo, tracto urinario, piel y tejidos blandos

en pacientes de UCI. Este patdgeno ha sido el responsable del 8 al 14% de NAV en Europa



y en mayor medida del 19 al >50% en paises de Asia, Latinoamérica y Oriente Medio. La
tasa de mortalidad de A. baumannii es del 52 al 66% y el sitio de infeccién mas frecuente es
de tipo respiratorio con el 53,1% a diferencia de las provenientes de heridas quirdrgicas,
sangre u orina (Sarshar et al., 2021). Cabe mencionar que del origen los aislamientos

examinados pueden destacarse otras caracteristicas como edad, diagndstico y localizacion.

Las personas de tercera edad representan el 56,5% de las cepas aisladas. Es frecuente que
pacientes de este tipo sean propensos a sufrir infecciones si presentan otras enfermedades
asociadas como inmunosenescencia, comorbilidad, malnutricién, enfermedades crénicas o
un acceso limitado a cuidados adecuados. Ademas de estos, otros factores bioldgicos,
culturales y sociales pueden ocasionar que sean mas susceptibles a padecer infecciones
(Esme et al., 2019). Entre las patologias predominantes, las infecciones son una de las tres

causas mas frecuentes de muerte en personas mayores a 65 afios (Dimopoulos et al., 2019).

Una de las patologias mas representativa en pacientes de UCI fueron las patologias de tipo
respiratorio como COVID-19, mismo que ocupa el segundo lugar con el 23,3% luego del
27,1% correspondiente a los casos sin especificar. De esta forma se infiere que la pandemia
ocasionada por COVID-19 incrementd la demanda de asistencia respiratoria de UCI para
pacientes con cuadros graves de infeccion (Armstrong et al., 2020). Adicional a esto, se ha
encontrado que las tasas de infeccion y mortalidad por COVID-19 incrementan con la edad
lo cual explica que mas del 50% de casos reportados sean de personas de tercera edad (Mills
et al., 2020).

Respecto a la localizacion, se encontr6é que la mayor parte de las cepas se reportaron en la
provincia de Guayas con el 69,2% a diferencia de Pichincha que representa el 18,5%; Santo
Domingo de los Tsachilas con el 9,2%; Azuay con 2,7% Yy en menor medida Tungurahua con
el 0,3%. La ciudad de Guayaquil pertenece a la provincia de Guayas donde se reportaron un
mayor nimero de casos de COVID-19 seguido de la ciudad de Quito ubicada en la provincia
de Pichincha (Santilan & Palacios, 2020). La concurrencia en los casos reportados en estas
ciudades puede deberse a que Guayaquil y Quito son dos de los principales centros de
aglomeracion del pais donde gran parte de la poblacion del pais se concentra (Boonsaeng
et al., 2023).
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3.2.Evaluacion de los perfiles de resistencia a tigeciclina mediante el método de

microdilucion en caldo

En la Figura 11 se observa el perfil de susceptibilidad a TGC divido en resistente (R),
intermedio (I) y sensible (S) determinados en base a los puntos de corte (R > 4ug/ml,
I=2ug/ml, S<1ug/ml) descritos en la Tabla 7 en los periodos pandemia y prepandemia (En
el Anexo 6 se puede visualizar una placa de microdilucion luego de colocar suspensiones
bacterianas e incubar por 24 horas). De manera general, el porcentaje de resistencia a

tigeciclina de toda la coleccion de microorganismos analizada fue de 10,9% (32/292).

Figura 11.

Perfil de susceptibilidad a TGC en cepas de A. baumannii.
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Nota: La grafica representa el porcentaje de aislamientos resistentes (R, MIC > 4), intermedios (I, MIC =2) y

sensibles (S, MIC < 1) a TGC. El paréntesis (X) ubicado a lado de cada porcentaje representa el nimero de

cepas que pertenecen a esa categoria. De los 292 aislamientos evaluados, al periodo prepandemia le
corresponden 22 cepas y al periodo pandemia 270 cepas.

La resistencia a tigeciclina ha incrementado en los ultimos afios representando asi una
amenaza emergente para los sistemas de salud (Jo & Ko, 2021). En la presente investigacion
se observd una disminucion de aproximadamente el 3% en el nimero de cepas resistentes a

tigeciclina del periodo prepandemia al periodo pandemia. Por otro lado, se encontré un
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incremento en el porcentaje de cepas con susceptibilidad intermedia del 52,6 al 68,2%. A
pesar de que existio una disminucion en el porcentaje de cepas resistentes, hay que considerar
que el nimero de muestras aisladas del periodo prepandemia es menos representativo (n=
22) en comparacion al periodo pandemia (n=270). En este sentido, es sustancial inspeccionar

el panorama sobre la resistencia a TGC en otros paises alrededor del mundo.

Un estudio realizado a nivel global identificé un incremento del 40% de cepas aisladas de A.
baumannii MDR durante los afios 2004 y 2014. Del total de cepas solo el 31% pertenecia a
Norteamérica, encontrandose a paises de Africa, Latinoamérica y Oriente Medio como
aquellos donde se concentran la mayor parte de A. baumannii MDR (Giammanco et al.,
2017). A su vez, el Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY recolect6 aislamientos
de A. baumanni (102/1881) en el periodo 2005-2011 que mostraron una MIC de >2 pg/mly
procedian de Brasil, México, Chile y Panama (Costello et al., 2016). A pesar de que no
existen estudios recientes sobre el panorama de A. baumannii resistente a tigeciclina en
Latinoamérica, es evidente que hace mas de una década ya se encontraron valores de MIC
elevados. En Ecuador poco a poco la situacion es similar dado que algunos aislamientos
(32/292) utilizados en este estudio (2017-2021) presentaron valores de MIC >4 ug/ml.

Por otra parte, la situacion en continentes como Asia es preocupante porque se han
descubierto aislamientos resistentes a mayores concentraciones de tigeciclina en
comparacion a los examinados en este estudio. En China se reportd una tasa de resistencia
del 2,49% en el afio 2020 (n=2102 cepas de UCI) cuyos puntos de corte de susceptibilidad y
resistencia fueron <2ug/mly >8 pg/ml respectivamente (Liu et al., 2022). Asimismo, existen
trabajos recientes en Iran que muestran aislamientos de A. baumannii (n=6) con valores de
MIC paratigeciclina desde 4 hasta 8 pg/ml, lo cual al considerar los puntos de corte utilizados
como referencia en la presente investigacion (Tabla 7) pueden considerarse como resistentes
(Haeili et al., 2021).
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3.3.1dentificacion de los genes de resistencia a tigeciclina codificados en plasmidos a
partir de técnicas moleculares.
En esta seccidn, se realizd la deteccion de los genes de resistencia a tigeciclina tet(X) (14
variantes), asi como las variantes emergentes tet(X3) y tet(X4) mediante PCR. Sin embargo,
los resultados de la coleccion evaluada (n=292) fueron negativos. Adicional a esto, se realizd
la deteccion de genes de resistencia movil a colistina mcr-1 asi como los genes de resistencia
a carbapenemasas de tipo blaive, blakec, blavim, blanom, cuyos resultados fueron negativos
para la coleccién evaluada. Los datos proporcionados en la Tabla 10 muestran la frecuencia
de la presencia de genes que confieren resistencia a betalactdmicos de clase D como los que
codifican para enzimas carbapenemasas OXA (-23, -24, -51, -143, -12, -21, -581, -58) cuyas
variantes fueron analizadas por el CN-RAM (Las combinaciones de dobles y triples OXA se
muestran en la Figura 12). No se realiz0 la deteccion de los genes de resistencia a
betalactamicos, ya que el estudio se enfocd en la caracterizacién de los potenciales
aislamientos portadores de genes tet(X), tal como lo descrito en la propuesta de perfil de

tesis.

Tabla 10.

Frecuencia de genes que presentan resistencia a antibioticos en A. baumannii.

Presenta (%)

Familia de antibiéticos Gen —
Si No

Tetraciclinas tet(X) 0(0) 292 (100)
tet(X3) 0(0) 292 (100)
tet(X4) 0(0) 292 (100)
Polimixinas mcr-1 0(0) 292 (100)
Carbapenemasas de clase D OXA-21 2(0,7) 290 (99,3)
(OXA) OXA-23 124 (42,5) 168 (57,5)
OXA-24 124 (42,5) 168 (57,5)

OXA-51 276 (94,5) 16 (5,5)
OXA-58 16 (5,5) 276 (94,5)
OXA-143 85 (29,1) 207 (70,9)
OXA-151 1(0,3) 291 (99,7)
Otras carbapenemasas blaive 0(0) 292 (100)
blakec 0(0) 292 (100)
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Presenta (%)

Familia de antibiéticos Gen -
Si No
blavim 0(0) 292 (100)
blanom 0 (0) 292 (100)

Nota: Se presenta el nimero de cepas positivas y negativas a los genes de resistencia a tetraciclinas (TGC)
como a otros antibidticos. Los porcentajes se calcularon en base al total de aislamientos analizados (n=292). La

deteccion de las carbapenemasas de clase D (OXA) fue realizada por el CRN-RAM.

La presencia de genes tet(X) localizados en plasmidos les confieren elevados niveles de
resistencia a tigeciclina a bacterias de prioridad critica como A. baumannii (Aminov, 2021).
A pesar de que comparten el 85,6-94,5% identidad en su secuencia de aminoacidos, tet(X3)
y tet(X4) poseen mayor actividad hidrolizante en antibi6ticos de Gltimo recurso como las
tetraciclinas (p. ej. tigeciclina, eravaciclina y omadaciclina) (Fang etal., 2020). La
distribucion de 155 aislamientos portadores de genes tet(X) y sus variantes tet(X3) y tet(X4)
que fueron recolectados en 23 paises alrededor del mundo, demuestra que existe una mayor
abundancia en China, EE. UU. y Tailandia. Las variantes dominantes son distintas segin
cada pais. En China predominaron los genes tet(X/X2/X3/X4) a diferencia de EE. UU. y
Tailandia donde el genotipo mas comun fue tet(X/X2) y tet(X3/X4) respectivamente. Por
este motivo, es indispensable identificar los potenciales reservorios de estos genes (Pan
et al., 2020).

Probablemente, la diseminacién de tet(X3) sucede entre animales como cerdos, palomas,
ganado, gansos y patos; mientras que tet(X4) se dispersa entre pollos, aves silvestres, cerdos,
humanos y ambiente (R. Zhang et al., 2021). El gen tet(’X3) se ha encontrado en aislamientos
de Acinetobacter spp. en China, Irlanda, Tailandia y Colombia (No. acceso GenBank
MK134375.1, TSH67752.1, UF1001000023.1 y CBSD020000122.1 respectivamente) en
muestras ambientales y de porcino o humanos. Asimismo, el gen tet(X4) se encontrd en
China, Reino Unido y Tailandia en E. coli (No. acceso GenBank CP040929.1), S. enterica
(No. acceso GenBank EAA5068520.1) y K. pneumoniae (No. acceso GenBank
NQBP01000050.1) aislados de muestras de origen humano y animal (aves migratorias y
heces de cerdo) (Fang et al., 2020). En contraste con los paises mencionados, en Ecuador no

existen estudios donde se hayan detectados genes tet(X) y sus homdlogos tet(X3) y tet(X4).
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Al observar la tendencia en la diseminacion de tet(X) y sus homologos tet(X3) y tet(X4) en
el mundo, se realizo su deteccion en los aislamientos de A. baumannii del presente estudio;
sin embargo, ninguno de los aislamientos fue portador de estos genes. Se deduce que los
aislamientos resistentes a tigeciclina (32/292) presentaron otros mecanismos de resistencia.
La resistencia a tigeciclina en A. baumannii se ha asociado en su mayoria a la sobreexpresion
de bombas de flujo de miembros de la familia RND como AdeABC, AdeFGH y AdelJK; y
de estas, la bomba de flujo tipo AdeABC destaca como principal mecanismo de resistencia
(Gersonet al., 2018). El complejo AdeABC se encuentra a nivel cromosémico y se compone
de tres proteinas AdeA, AdeB y AdeC que codifican para proteinas de unién de membrana,
transportadores multidrogas y proteinas del canal de membrana, respectivamente (C. F. Xu
et al., 2019). Este tipo de bomba de flujo utiliza un gradiente de protones (H*) para forzar la

salida del antibidtico e intercambiarlo por el ingreso de H" (Abdi et al., 2020).

La expresién del complejo Ade ABC esta regulada por el sistema de dos componentes AdeRS
(adeS como sensor quinasa y adeR como regulador de respuesta) (Gerson et al., 2018). La
sobreexpresion de este complejo puede darse por una mutacion en el sistema AdeRS o la
insercion de una secuencia de insercion ISAbal aguas arriba del operén de AdeABC (Gupta
et al., 2022). En Latinoamérica las cepas de A. baumannni recolectadas por SENTRY (2005-
2011) con valores de MIC >2 pg/ml presentaron niveles de expresion de altos de adeA
(Costello et al., 2016). Un grupo de investigacion en Iran encontrd que aislamientos de A.
baumannii (n=46) resistentes a tigeciclina (31/46) poseian genes adeA, adeB y adeC y, en el
38,7% de los casos, pueden incrementar hasta 4 veces la MIC de tigeciclina (Abbas et al.,
2020). Igualmente, en China existe una expresion alta de los genes de los complejos AdeABC
y AdeFGH en aislamientos CRAB (casi el 80% eran resistentes a tigeciclina) a diferencia de

aquellos que eran susceptibles a carbapenémicos (T. Zhang et al., 2021).

Otro de los mecanismos de resistencia a tigeciclina en A. baumannii son las modificaciones
en la permeabilidad de su membrana por medio de porinas, las cuales son proteinas externas
de la membrana que facilitan el ingreso o salida de material. Algunas como la OmpA
producen la adhesion de A. baumannii a las células epiteliales y favorece la formacién de
biofilms. Se ha estudiado su comportamiento al inhibir la expresién de OmpA, donde se

genera una disminucion de los puntos de MIC en ciertos antibioticos (meropenem, imipenem
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y colistina) (Tsai et al., 2020). Un grupo de investigacion en Japon descubrid que los puntos
de MIC a tigeciclina incrementan a medida que los aislamientos de A. baumannii forman
biofilms. Por ejemplo, cuando las células se encontraban separadas el valor de MIC es de 0,5
pug/ml, cuando las células estaban dispersas en biopeliculas la MIC fue de 4 pg/ml a
diferencia de cuando las células se encontraban embebidas en una biopelicula donde la
Concentracion Minima de Erradicacion de Biofilm (MBEC, por sus siglas en inglés) fue
mayor a 256 pg/ml (Sato et al., 2021).

Adicionalmente, en los aislamientos evaluados se destaca la elevada frecuencia de deteccion
de mecanismos de resistencia a antibidticos considerados de interés epidemiolédgico general.
En la coleccion evaluada, es frecuente la deteccion de A. baumannii productora de
carbapenemasas. En el presente estudio las betalactamasas hidrolizantes de la clase D que se
encontraron en la mayoria de los aislamientos correspondieron a OXA-23, OXA-24 y OXA-
51 (Tabla 10). Se sabe que las OXA-51 forman parte de manera intrinseca en todos los
aislamientos de A. baumannii y puede sobreexpresarse por la presencia de secuencias de
insercion como los promotores ISAbal (Brito et al., 2022; Yazdansetad et al., 2019). Estas
secuencias de insercion son de los elementos transposables més sencillos que contribuyen en
gran medida en la adquisicion de genes de resistencia a antimicrobianos (Gandham et al.,
2022). Aparte de los mecanismos de resistencia mencionados, A. baumannii puede poseer

genes OXA y mcr-1 que degradan carbapenémicos y polimixinas respectivamente.

Ademas de las OXA-51, las OXA-23 se han reportado en mas del 30% de aislamientos de A.
baumannii en India 'y, en mas del 90% de los mismos, se observo que presentaron resistencia
a imipenem, doripenem y meropenem (Girija et al., 2019). En Hong Kong se encontré que
mas del 50% de secuencias de insercion ISAbal estaban presentes en regiones aguas arriba
de OXA-23 (Leung etal., 2019). A su vez, las OXA-24 se han encontrado en menor
frecuencia en Turquia a diferencia de OXA-51 y OXA-23 (Davandeh et al., 2017). Un
estudio realizado en Iran identifica la presencia de OXA-51 en la totalidad de los aislamientos
analizados mientras que OXA-23 forman parte de casi el 75% de estos (Yazdansetad et al.,
2019). Por otra parte, una investigacion realizada en aislamientos de A. baumannii de los

afios 2019 al 2022 cuyo pais de origen es EE. UU, demostré la presencia de OXA-23 en el
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100% de las cepas, mientras que ninguna de estas fue positiva para los genes blanpwm, blakec,

blaive, blavim y blaoxa-ss (Palavecino et al., 2022).

Respecto al gen mcr-1 que también es codificado en plasmidos, ningun aislamiento de A.
baumannii fue positivo para este gen. Este es un indicativo de que la resistencia a colistina
no esta dada por este genotipo. Este gen tiene una prevalencia alta en la produccion de
animales de corral como cerdos y aves; en comparacion a los aislamientos clinicos en
humanos donde no es frecuente (Lentz et al., 2021). El gen mcr-1 se ha identificado en 50
paises pertenecientes a 6 continentes demostrando asi altas tasas de resistencia a colistina, un
antibidtico considerado como ultima opcién de tratamiento en Enterobacterales resistentes a
carbapenémicos (Kai & Wang, 2020). De esta forma, se puede mencionar que la tasa de
resistencia a colistina ha incrementado en gram negativos de prioridad clinica como A.

baumannii, aunque estos sean variables en diferentes partes del mundo (Yang et al., 2019).
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Figura 12.
Heatmap de la presencia de oxacillinasas (OXA) y sus combinaciones detectadas en

aislamientos de A. baumannii con respecto a la provincia y afo.
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Nota: La figura presenta un mapa de calor (heatmap) que agrup6 por conglomerados la frecuencia de
aislamientos que presentan oxacillinasas y sus diversas combinaciones en una escala de colores que va del 1
(menor agrupacion) al 10 (mayor agrupacion). Los mapas se diferencian por la provincia origen del aislamiento
(A) y por el afio de aislamiento (B). EI nimero de aislamientos para cada categoria se encuentra en cada renglon
dentro de las matrices y el total de aislamientos (n) seguin cada provincia y afio esta representado debajo de cada
leyenda (f).
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En los heatmap de la Figura 12 se puede visualizar en la parte superior a las regiones mas
frecuentes de coexistencia de ciertas oxacillinasas en base a la provincia (Figura 12A) y afio
de aislamiento (Figura 12B) en los aislamientos de A. baumannii (en el Anexo 7 se muestran
las combinaciones de cada aislamiento). En relacion con la provincia de aislamiento, se
observa el genotipo OXA-24 y OXA-51 en la provincia de Pichincha (n=60), en menor
medida en Sto. Dgo. de los Tsachilas (n=11) y Guayas con solo 2 aislamientos de este tipo
durante los afios 2020 (n=20) y 2021 (n=57). Este genotipo no es muy comun en Jordania un
pais de Oriente Medio (Asia del sur) a diferencia de Irdn donde aproximadamente el 55,3%
de los aislamientos recolectados (n=170) presentaron una coexistencia de OXA-24 y OXA-
51 (Hashemizadeh et al., 2022).

Asimismo, el genotipo OXA-23 y OXA-51 es recurrente en la provincia de Guayas (n=69)
seguido de Sto. Dgo de los Tséchilas en el periodo pandemia (2020 con 12 y 2021 con 64
aislamientos). Es frecuente encontrar esta combinacion de OXA-23 y OXA-51 en India, un
estudio reciente detectd OXA-51 en todos sus aislamientos (n=356) y OXA-23 en el 94% de
los mismos (Sharma et al., 2023). En paises como Austria (n=147) se ha identificado una
variacion en la presencia genotipos OXA-23 y OXA-51 en la zona norte, (15,9%), este
(83,3%) y sur (15,2%). De manera semejante, se observa diferencia en la coexistencia de
OXA-24 y OXA-51 en el norte (4,3%) y el sur (15,2%) en contraste con la region oriental

donde no se encontraron aislamientos de ese tipo (Grisold et al., 2021).

OXA-143 fue por primera vez detectada en Brasil en el 2004 alcanzando hasta el 70% de
aislamientos en la region sur del pais (Rodriguez et al., 2018). En Ecuador los aislamientos
que presentan el fenotipo OXA-51 y OXA-143 se reportan en gran parte en Guayas (n=31)
durante el afio 2020 (n=26). Los aislamientos de A. baumannii de origen brasilefio son los
principales reservorios del genotipo OXA-143 (Rodrigues et al., 2021). En otras partes del
mundo como Pakistan (n=113) se encontr6 OXA-143 en un porcentaje reducido (2,6%) a
finales del 2020 (Ejaz et al., 2021). Como se puede evidenciar el genotipo OXA-143 (solo 0
en combinacion con otro gen) es poco frecuente en otras zonas (a excepcién de Brasil), no
obstante, de manera progresiva ha comenzado a diseminarse por distintas regiones en el

mundo.
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La coexistencia del genotipo OXA-23, OXA-24 y OXA-51 se encuentra en aislamientos de
la provincia del Guayas (n= 12), reportados durante los afios 2020 (n=3) y 2021(n=11),
tomando en cuenta que el genotipo OXA-23 junto al genotipo OXA-51 son las familias méas
frecuentes en aislamientos de A. baumannii. La presencia de estos aislamientos
multiproductores de carbapenemasas se evidencia en Iran donde se obtuvo un 25,8% de
muestras con los 3 genotipos de una poblacion total de 112 muestras (Vahhabi et al., 2021).
Por otro lado, un dato importante obtenido en la presente investigacion es la coexistencia de
los genotipos OXA-24, OXA-51, OXA-58 y OXA-143, en 2 aislamientos, uno perteneciente
a Pichinchay otro al Azuay, en los afios 2020 y 2021. Este suceso se repite en la investigacion
desarrollada en Qom (Iran) en la cual se obtuvo 5 ejemplares con varios genotipos OXA,
representando un 5,15% de la poblacion analizada (n=97), remarcando que el OXA 51 es un
marcador de la especie y la cantidad de OXA presentes en los aislados estan relacionados
con el nivel de resistencia a carbapenémicos (Sarikhani et al., 2017).

3.4.Contraste de los porcentajes de resistencia a tigeciclina y a otros antibiéticos en los

periodos prepandemia y pandemia.

A diferencia de la tigeciclina, los perfiles de susceptibilidad a los antibi6ticos descritos en la
Tabla 11 fueron determinados por el CN-RAM. En el caso de haber detectado ausencia de
informacion para los aislamientos y sus perfiles de resistencia, se realizaron ensayos de Kirby
y Bauer basados en microdilucion en caldo y difusion en disco en la presente investigacion.
Por lo tanto, se presentan como una informacion adicional que permitié un analisis mas
completo sobre la resistencia antimicrobiana de A. baumannii a lo largo de los afios 2017-
2019 (prepandemia) al 2020-2021 (pandemia).

Tabla 11.
Antibioticos utilizados para evaluar los perfiles de susceptibilidad en A. baumannii.
Método Familia Antibidtico (Abrev.)
Penicilinas Ampicilina 10ug/Sulbactam 10ug (SAM20)
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Método Familia

Antibidtico (Abrev.)

Piperacilina 100ug/Tazobactam 10ug (TPZ110)

Cefalosporinas

Difusién en

Ceftazidima 30ug (CAZ30)

Cefepima 30ug (FEP30)

disco Carbapenémicos

Imipenem 10ug (IMP10)

Meropenem 10ug (MEM10)

Aminoglucésidos

Gentamicina 10pg (CN10)

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina 5ug (CIP5)

Microdilucion Polimixinas

Colistina (COL)

en caldo Tetraciclinas

Tigeciclina (TGC)

Nota: La susceptibilidad a los antibidticos de las familias de las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
aminoglucosidos y fluoroquinolonas expuestos en esta table, se determina mediante la técnica de difusion en
disco, por lo tanto, la cantidad (ug) del antibi6tico en cada disco se colocan a lado de cada antibiético, asi como
en su abreviatura. Por otro lado, el método establecido por excelencia para determinar la resistencia a colistina
es la microdilucion en caldo para la cual se probaron 4 concentraciones (4-0.5 pg/ml) y los puntos de corte

recomendados por el CLSI son R > 4ug/ml e I<2pg/ml.

Ademas de la tasa de resistencia a tigeciclina donde se observa una reduccion de
aproximadamente el 3%, en la Figura 13 se muestran los porcentajes de resistencia a otros

antibidticos (descritos en la Tabla 11) de la coleccion evaluada de aislamientos de A.

baumannii entre los periodos prepandemia y pandemia.
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Figura 13.
Porcentajes de resistencia de A. baumannii a otros antibiéticos en los periodo prepandemia

y pandemia.

100%

mTGC

90% uCIP5

80%
COL

70%
CN10

60%

= MEM10
50%
= [PM10

% Resistencia

40%
m FEP30

30%

0% mCAZ30

10% = SAM20

0% mTPZ110

Prepandemia (2017-2019) Pandemia (2020-2021)
Periodo (afios)

Nota: En esta figura se presenta una comparacion de los porcentajes de aislamientos resistentes a TGC y otras
familias de antibidticos (las abreviaturas se describen en la Tabla 11) entre los periodos prepandemia y
pandemia. EI nimero de cepas aisladas en el periodo prepandemia es de 22 a diferencia del periodo pandemia
que cuenta con 270 cepas. Las tasas de resistencia a antibiéticos de la misma familia se colocaron de manera
independiente porque pueden diferir como en el caso de las penicilinas (TPZ110 y SAMZ20) y cefalosporinas
(CAZ30y FEP3).

El porcentaje de resistencia a antibioticos de la familia de las penicilinas aument6 en TPZ110
y disminuy6 en SAM20. Una investigacion realizada en Per( en cepas de A. baumannii
aisladas desde el 2014 al 2016 considerados como afios antes de la pandemia ocasionada por
COVID-19 muestra que aislados de A. baumannii son resistentes en su totalidad a TPZ110
mientras que la resistencia a SAM20 fue de 63,8% (Levy et al., 2018). Es notable que la
resistencia a estos antibidticos mantuvo la misma tendencia en el presente estudio. Por el
contrario, la resistencia a las cefalosporinas incremento significativamente como en CAZ30

y en menor medida en FEP30 considerando que el porcentaje de resistencia al mismo fue
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aproximadamente del 100%. A su vez, en Uruguay un grupo de investigacién demostré que
todos los aislamientos de A. baumannii recolectados desde el afio 2010 al 2011(n=29) ya
presentaban resistencia a FEP30 y CAZ30 en su totalidad (Bado et al., 2018).

Respeto a los carbapenémicos en ambos casos los porcentajes se mantuvieron casi al 100%
para MEM10 e IMP10. Del mismo modo, los dos estudios mencionados anteriormente
sefialan que todas las cepas de A. baumannii analizadas en Perd y Uruguay muestran en su
totalidad una resistencia de casi el 100% (Bado et al., 2018; Levy et al., 2018). CN10 que
forma parte de los aminoglucésidos demostrd ser menos susceptible en el periodo pandemia
debido a que la resistencia incrementd del 77,3 al 90,4%. EI Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY en su estudio realizado con aislamientos de A. baumannii desde el
afio 1997 al 2016 identifico que la resistencia a CN10 ha aumentado en la region de Asia-
Pacifico mientras que las tasas de susceptibilidad se mantuvieron alrededor del 30% en paises
de Europa y Latinoamérica, al contrario de Norteamérica donde la susceptibilidad a CN10

era cercana al 50% (Gales et al., 2019).

Un caso preocupante es la colistina porque no se observan cepas resistentes en el periodo
prepandemia y las muestras reportadas como resistentes se presentan en el periodo pandemia
correspondiendo al 1,1%. EI mismo Programa de Vigilancia Antimicrobiana determin6 que
la susceptibilidad a colistina en Asia-Pacifico, Latinoamérica, Europa y Norteamérica estaba
entre el 93 al 97% hasta el afio 2016 (Gales et al., 2019). A pesar de que varios paises de
América como Ecuador y Canada han implementado politicas que prohiben el uso de
polimixinas como promotores de crecimiento, se ha informado del uso indebido de los
mismos lo cual puede ocasionar la diseminacion de genes de resistencia a colistina
(Rodriguez-Santiago et al., 2021). De acuerdo al andlisis del gen de resistencia movil a
colistina en estos aislamientos positivos, este fenotipo no esta asociado a la presencia del gen

mcr-1, tal como lo reportado en otros paises (Kabic et al., 2023).

A diferencia de las cefalosporinas y aminoglucésidos, las fluoroquinolonas como
ciprofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina son considerados como agentes de alta
prioridad para combatir las infecciones ocasionadas por patégenos gram positivos y gram

negativos como A. baumannii (Aminov et al., 2021). Dentro de las 3 fluoroquinolonas
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mencionadas, la ciprofloxacina esta considerada dentro del Listado modelo de medicamentos

esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization, 2021b).

La resistencia a ciprofloxacina en A. baumannii se ha registrado en mas del 80% de
aislamientos MDR a amikacina, ampicilina/sulbactam, ceftazidima, piperacilina/tazobactam,
cefepime y levofloxacina de la region de Asia-Pacifico recolectados desde el 2012 al 2019.
A nivel regional en paises como Chile se detectdé resistencia a ciprofloxacina y
carbapenémicos en todos los aislamientos estudiados (n=164) desde el afio 2010 al 2013
(Brito et al., 2022). En este estudio, se observo que la resistencia a ciprofloxacina mostré un
incremento en aproximadamente el 5%. Como se pudo observar, los aislamientos de A.
baumannii ya presentaban altos niveles de resistencia incluso en afios previos a la pandemia
ocasionada por COVID-19.
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Figura 14.
Dendograma del perfil fenotipico y otras variables epidemioldgicas de las cepas de A. baumannii del periodo 2017-2021 analizadas.
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Nota: (A) Primera seccidn del dendograma. (B) Segunda seccion del dendograma. Por medio de un analisis de conglomerados, los aislamientos analizados (n=292)
se agruparon en funcion de su perfil fenotipico de susceptibilidad a TGC y los antibi6ticos descritos en la Tabla 11. Se distinguen 14 subdivisiones o ramas (R) y

se muestran las variables epidemioldgicas como género, localizacién, afio y diagnostico para cada aislamiento (M).
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Por medio de un dendograma que se muestra en la Figura 14 se relacionaron los perfiles de
resistencia fenotipica versus las variables epidemioldgicas (ubicacién, afio de aislamiento,
género, diagnéstico). Como se puede observar, la gréfica se dividid en dos secciones (Figura
14A y Figura 14B) y las ramas o subdivisiones se identificaron con R por cada poblacién
que refleja un patron similar de caracteristicas entre los perfiles fenotipicos, tomando en
consideracién principal la TGC como subdivision. Se describieron 14 subdivisiones con
patrones similares (cada una resaltada por colores) y una inespecifica (divisiones de color

negro) por la variabilidad en sus datos.

A. baumannii representa una amenaza latente para los sistemas de salud publica ecuatorianos,
considerando los elevados niveles de resistencia antimicrobiana detectados en los
aislamientos circulantes en las UCI analizadas. Como se puede evidenciar en el dendograma,
los antibioticos que presentan sensibilidad y sensibilidad intermedia son escasos para la
poblacion analizada, disminuyendo drasticamente las opciones terapéuticas disponibles.
COL, SAM20y CAZ30 son los unicos antibioticos disponibles para tratamiento, a excepcion
de la subdivision R3 que presenta dos muestras sin susceptibilidad a ningun antibidtico (M71
y M262) de la provincia del Guayas, recolectadas en los afios 2020 y 2021 respectivamente
y con un diagndstico similar clasificado como patologias del sistema respiratorio. Un estudio
desarrollado durante el 2020 en Brasil exhibe un panorama similar con opciones escasas de
tratamiento con SAM 20 con un porcentaje bajo de muestras resistentes (59%) (de Freitas
et al., 2020).

Las subdivisiones con un indice mayor de muestras resistentes a TGC son el R4, R9, R11,
R13 y R14. Las provincias de las cuales se originan la mayoria de las muestras resistentes
provienen de ciudades con alta densidad poblacional como Guayas y Pichincha que reflejan
un 12,3 %y 12,96% de muestras resistentes a TGC como se puede observar en el Anexo 8.
Adicional a esto, cabe hacer énfasis en el porcentaje de resistencia a COL en la provincia de
Santo Domingo de los Tsachilas (3,7%). Las patologias mas comunes en las cuales se ha
evidenciado la resistencia a TGC son neoplasias, patologias isquémicas, patologias del
sistema genitourinario y patologias del sistema respiratorio. En paises de Europa (Alemania)

y Asia Pacifico (Vietnam) se obtuvo tasas similares de resistencia en aislamientos de A.
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baumannii desde 2005 hasta 2018 proveniente de muestras de humanos (UCI), animales y
leche en polvo; 12% resulto resistente a TGC y 3% resistente a COL (Wareth et al., 2020).

En la segunda seccion (Figura 14B) la subdivision R1 (n=50) es la m&s grande en tamafio y
presenta susceptibilidad intermedia a antibiéticos como TGC y COL. Por otro lado, los
aislamientos son sensibles a SAM20, mismos que en su mayoria fueron recolectados durante
el aflo 2021 y la patologia con mayor frecuencia fue COVID-19. La rama R2 (n= 39) presenta
homologia con los datos de R1, sin embargo, difieren las muestras sensibles a TGC
recolectadas durante los afios 2020 y 2021. En la subdivision R3 (n= 47) esta el grupo mas
peligroso debido a que poseen resistencia a todos los antibidticos excepto TGC y COL donde
se registra una sensibilidad intermedia (a excepcion de M71 y M262 ya antes mencionadas)
lo cual dificulta las opciones de tratamiento. En su mayoria estos aislamientos fueron
recolectados en el afio 2021. Por otra parte, el grupo R4 (n= 7) se caracteriza por la totalidad

de resistencia a TGC y como Unica opcion viable de tratamiento a SAM20 y COL.

La primera seccion (Figura 14A) inicia con la subdivision R5 (n= 42) caracterizada por la
similitud en los perfiles fenotipicos sensibles intermedios a TGC, COL y SAMZ20, a
excepcion de las muestras M100 y M209 que son muestras resistentes a colistina,
recolectadas de individuos del género femenino y de las provincias del Guayas y Pichincha.
Estos datos son similares a los de los grupos R1 y R2. A su vez, el grupo R6 (n=20) presenta
muestras sensibles a TGC, recolectadas en el afio 2021 y con mayor frecuencia de patologia
a COVID-19. Un anélisis sistematico de estudios en pacientes con COVID-19 ambulatorios
y hospitalizados realizado en el periodo 2019-2021, identificO una prevalencia de A.
baumnnii resistente a carbapenémicos (95%), COL (37,7%) y MDR (96,5%) (Langford
et al., 2023).

Por otro lado, R7 (n= 24) exhibe una resistencia total a SAM20 y agrupa a un aislamiento
resistente a COL (M144). Las divisiones variables que difieren en mas de un antibiotico se
encuentran en el grupo R8 (n=5), R10 (n=7), R11 (n=9) y R12 (n= 10). El grupo R9 (n=9)
posee muestras resistentes a TGC y sensibles a CAZ30y SAM20. El grupo R13 (n= 10) tiene
caracteristicas similares al grupo anterior, sin embargo, es resistente a SAMZ20. Los

aislamientos del grupo R14 (n= 2) mostraron perfiles de susceptibilidad semejantes.
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Finalmente, se encuentra la subdivision variable con muestras no agrupadas debido a la
variabilidad de sus perfiles de resistencia. Es importante mencionar que en este grupo
prevalece la resistencia a MEM10, se distingue la caracteristica intermedio-sensible a COL

y se identifica una muestra individual resistente a TGC.

Figura 15.
Clasificacion de las subdivisiones segln categorias de antimicrobianos para fenotipos
resistentes.

o Categorias de Antimicrobianos Fenotipo
Subdivisiones Resistente
A|B|C|D|E|F|G

R1 XDR
RD XDR
R3 XDR
R/ XDR
RS XDR
R6 XDR
R7 XDR
RS MDR
RO XDR
R10 XDR
R11 XDR
R12 XDR
R13 XDR
R14 XDR
Separados VDR

Nota: A: Penicilinas; B: Carbapenémicos; C: Cefalosporinas; D: Aminoglucésidos; E: Fluoroquinolonas; F:

Polimixinas; G: Tetraciclinas. Criterios de interpretacion: ] los aislados de la subdivisién presentan
susceptibilidad a todos los antimicrobianos que componen esa categoria. k los aislados de la subdivisién

presentan resistencia a algunos de los antimicrobiano de la categoria. . los aislados de la subdivision

presentan resistencia a todos los miembros de la categoria.
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Las subdivisiones que representan cepas con similitud en los perfiles fenotipicos
determinados en la presente investigacion corresponden a cepas XDR como se puede
observar en la Figura 15. Esta caracteristica se le atribuye por tener 1 agente resistente en
todas las categorias y 1 o 2 categorias susceptibles. Las cepas MDR y XDR son comunes en
paises de Asia, Europa y América (Loyola-Cruz et al., 2022; Mirzaei et al., 2020; Santoro
et al., 2020). Aunque cabe mencionar que el numero de aislamientos se clasifican en las
categorias de MDR y XDR en base al nimero de familias de los antibi6ticos que se analicen
en cada estudio.
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Tabla 12.

Analisis estadistico de variables epidemioldgicas con muestras resistentes durante el periodo 2017-2021

Género Periodos Provincia Diagnéstico
Antibicticos Masculino Femenino | Pandemia Prepandemia | Azuay Guayas Pichincha Stctﬁ)é II?)%OI Tungurahua | Traumatismos _Patqlog_ias Neoplasias Patologias Otros Patgilsotgri%: « Septicemia ;:}t:ilsotgriﬁ; COVID- Si_n_
Tséchilas isquémicas cerebrovasculares genitourinario respiratorio 19 especificar

CAZ30 150/191 85/100 13/22 223/270 8/8  158/202  44/54 25/27 n 2/4 Ya 3/5 3/5 15/18 13/20 20/26 50/63 64/68 65/79
CIP5 181/191 99/100 20/22 261/270 8/8 194/202 51/54 27127 11 4/4 Ya 4/5 5/5 18/18 20/20 26/26 62/63 66/68 73/79
SAM20 65/191 32/100 13/22 85/270 718 72/202 8/54 11/27 0/1 0/4 2/4 0/5 3/5 5/18 8/20 8/26 29/63 22/68 21/79
CN10 168/191 92/100 17/22 2441270 8/8 175/202 50/54 27127 11 4/4 Ya 3/5 3/5 18/18 17/20 23/26 56/63 66/68 70/79
MEM10 191/191 99/100 22122 269/270 8/8  201/202  54/54 27127 n 4/4 4/4 5/5 5/5 18/18 20/20 26/26 62/63 68/68 79/79
IPM10 189/191 99/100 22/22 267/270 8/8 200/202 53/54 27127 11 4/4 4/4 5/5 5/5 18/18 19/20 26/26 62/63 68/68 78179
TPZ110 186/191 99/100 21/22 265/270 8/8  198/202  52/54 21127 n 4/4 Ya 5/5 5/5 18/18 19/20 25/26 62/63 68/68 77179
FEP30 184/191 97/100 21/22 261/270 8/8 195/202 51/54 27127 11 4/4 4/4 4/5 5/5 17/18 20/20 26/26 62/63 68/68 72/79
TGC 22/191 10/100 3/22 29/270 0/8  25/202 7154 0127 01 0/4 Ya 1/5 0/5 1/18 7120 4126 12/63 4/68 279
CoL 1/191 2/100 0/22 3/270 0/8 1/202 1/54 1/27 0/1 0/4 0/4 0/5 0/5 0/18 0/20 0/26 0/63 1/68 2/79

p value >0.9999 0.642 0.981 0.9997

Por medio de un analisis estadistico chi cuadrado se comparo las variables epidemiol6gicas como se puede apreciar en la Tabla 12 con

los datos de muestras resistentes a lo largo del periodo 2017-2021 a partir de una poblacion total de 292 aislamientos. No se obtuvo una

diferencia estadisticamente significativa con relacion a la provincia de origen, a pesar de que las mas pobladas como Guayas y Pichincha

son las de mayor incidencia en resistencia a tigeciclina y con pocas alternativas para tratamiento. Ademas, no existio variacion de los

datos presentes en el género (p =>0.999), periodo de analisis (p = 0.642) y diagnostico (p= 0.999), cabe resaltar que la enfermedad de

COVID-19 es la de mayor frecuencia en muestras resistentes.

58




La resistencia a antibidticos de Gltimo recurso como tigeciclina, implica un gran reto a futuro
para los sistemas de salud. Por lo tanto, el proposito de esta investigacion fue el monitorear
la situacién de la resistencia a este tipo de antibidticos en una coleccion de A. baumannii
determinada. La poblacion total fue de 292 aislamientos pertenecientes al periodo 2017-2021
de muestras de tipo respiratorio de pacientes de UCI. Estos se clasificaron en base a las
variables epidemiolégicas (ubicacion, afio, género y diagndstico). Se evalu6 el perfil
fenotipico de susceptibilidad a TGC por microdilucién en caldo. Los resultados muestran que
existié una disminucion en la tasa de resistencia de alrededor del 3%, sin embargo, hay que
considerar que el nimero de aislamientos resistentes a TGC en el periodo pandemia (29/270)

fue mayor en comparacion al periodo prepandemia (3/22).

Ademas, los resultados obtenidos sobre el perfil genotipico indica que no existe la presencia
de genes tet(X) y sus homologos tet(X3) y tet(X4), por el contrario, se identificd la
coexistencia de dobles y triples carbapenemasas tipo OXA siendo las variantes
predominantes la OXA 23 y OXA5L. El perfil fenotipico de susceptibilidad a TGC y otros
antibidticos sefiala que las provincias con mayor densidad poblacional como Guayas y
Pichincha son los que albergan mayor cantidad de aislamientos resistentes a TGC. Por otro
lado, se reporté un aumento en las tasas de resistencia a CIP5, CAZ30, CN10, FEP30 y
TPZ110. Los resultados indican un panorama favorable, sin embargo, es importante realizar
proyectos de vigilancia para identificar posibles reservorios e implementar medidas de
control para evitar la diseminacion de mecanismos de resistencia méviles como tet(X) y sus

variantes.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.CONCLUSIONES

Se evaluo el perfil de resistencia a tigeciclina mediante la técnica de microdilucion en
caldo donde se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) en los
aislamientos de A. baumannii de la coleccién del CN-RAM de los periodos 2017-
2021 pertenecientes a muestras de tipo respiratorio (br, ei, es, tq, tr) de pacientes de
UCI. La resistencia a tigeciclina total en la coleccion de microorganismos analizada
(32/292) fue de 10,9%. Las tasas de resistencia a TGC en el periodo prepandemia y
pandemia fueron de 10,9% (2/22) y 13,6% (29/270) respectivamente. Estos se
encuentran principalmente en las subdivisiones o ramas R4, R9, R11, R13 y R14
cuyas provincias de origen son Guayas y Pichincha; y se catalogaron como extensivo-
drogoresistentes (XDR). Sin embargo, debido a la continua tendencia en la evolucion
de los mecanismos de resistencia a antimicrobianos mdviles codificados en plasmidos

como los genes tet(X) y sus variantes, es necesario realizar futuras investigaciones.

No se identifico la presencia de genes tet(X) codificados en plasmidos que confieren
resistencia a tigeciclina en los aislamientos de A. baumannii de la coleccion de
microorganismos analizada, a pesar de que se encontraron aislamientos resistentes y
susceptibles intermedios a TGC. Se infiere que la resistencia a este antibidtico podria
estar dada por la sobreexpresion de bombas de flujo del tipo AdeABC vy la
modificacion de la permeabilidad de membrana mediante las porinas de difusion
general. No obstante, se identifico una mayor presencia dobles y triples oxacillinasas
(OXA) o carbapenemasas hidrolizantes de clase D en gran parte de los aislamientos
pertenecientes a las provincias de Guayas, Pichincha y Santo Domingo de los
Tsachilas en los afios 2020 y 2021.

Se contrastaron los porcentajes de resistencia a tigeciclina y otros antibiéticos donde

se observa que existe una disminucion en la tasa de resistencia a tigeciclina de

aproximadamente el 3% en el periodo prepandemia (2017-2019) al periodo pandemia
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(2020-2021). Se identifico un incremento en la tasa de resistencia a antibidticos como
COL, CN10 y CAZ30 a diferencia de SAM20 donde existié una disminucion en la
tasa de resistencia. Es probable que no se haya presenciado una gran variacion en las
tasas de resistencia a tigeciclina como a otros antibiéticos (CIP5, MEM10, IMP10,
FEP30y TPZ110) debido a que el nimero de aislamientos es el periodo prepandemia

(n=22) fue menor al periodo pandemia (n=270).

Se caracterizd el mecanismo de resistencia a tigeciclina mediado por plasmidos
portadores de genes tet(X) en la coleccion de microorganismos del CN-RAM
analizada. Afortunadamente, ninguno de los aislamientos analizados present6 genes
tet(X) ni sus homologos tet(X3) y tet(X4). Ademas, las tasas de resistencia a
tigeciclina no presentaron una gran variacion a pesar de la pandemia ocasionada por
COVID-19, lo cual representa un favorable panorama para los sistemas de salud
ecuatorianos. Sin embargo, la diseminacion de este mecanismo de resistencia movil
alrededor del mundo vulnera la efectividad de antibidticos de ultima linea como la
tigeciclina. Esto destaca la importancia de realizar futuras investigaciones en
colecciones de A. baumannii de afios recientes para detectar y combatir esta

resistencia emergente.
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4.2.RECOMENDACIONES

e Realizar estudios posteriores con otros criterios de seleccion de poblacion que
permitan detectar la presencia de genes de resistencia a tigeciclina como los tet(X) en
las colecciones de microorganismos del CN-RAM de afios recientes.

e Al no contar con puntos de corte para tigeciclina oficiales determinados por entidades
como CLSI 0 EUCAST, se utilizaron los propuestos por el Consenso latinoamericano
para definir, categorizar y notificar patdgenos multirresistentes con resistencia
extendida o panresistentes para Enterobacteriales. Se espera que estas entidades

puedan definir puntos de corte que sirvan como guia en investigaciones futuras.

e Estandarizar el método de microdilucién en caldo antes de realizar los ensayos para
conocer la estabilidad del antibi6tico en placa.

e En el caso de no contar con un control positivo para detectar genes tet(X), se
recomienda disefiar un fragmento de ADN sintético que contenga todas las variantes
de tet(X) de interés.

e No existe un algoritmo o criterios determinados para el analisis de conglomerados o
heatmap a utilizar. La eleccién del método es particular para cada conjunto de datos

debe ser aquel que mejor refleje los resultados.
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AnNexos

Anexo 1. Listado de muestras por afio clasificadas segun la plataforma WHONET 5.6.

NUmero

de Afo Fecha_Qe Cddigo de Identificacion
muestra recepcion
1 2017 3/14/2017 M1
2 2017 5/23/2017 M2
3 2018 3/13/2018 M3
4 2018 7/10/2018 M4
5 2018 7/19/2018 M5
6 2018 7/19/2018 M6
7 2018 7/19/2018 M7
8 2018 7/19/2018 M8
9 2018 7/19/2018 M9
10 2018 8/9/2018 M10
11 2018 8/9/2018 M1l
12 2018 9/14/2018 M12
13 2018 11/12/2018 M13
14 2019 4/10/2019 M14
15 2019 4/17/2019 M15
16 2019 6/26/2019 M16
17 2019 6/26/2019 M17
18 2019 7/9/2019 M18
19 2019 7/31/2019 M19
20 2019 10/1/2019 M20
21 2019 11/27/2019 M21
22 2019 11/27/2019 M22
23 2020 1/7/2020 M23
24 2020 1/16/2020 M24
25 2020 1/16/2020 M25
26 2020 1/27/2020 M26
27 2020 1/28/2020 M27
28 2020 1/28/2020 M28
29 2020 1/28/2020 M29
30 2020 1/28/2020 M30
31 2020 2/17/2020 M31
32 2020 2/17/2020 M32
33 2020 2/17/2020 M33
34 2020 6/2/2020 M34
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NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
35 2020 6/2/2020 M35
36 2020 6/8/2020 M36
37 2020 7/2/2020 M37
38 2020 7/2/2020 M38
39 2020 7/8/2020 M39
40 2020 7/13/2020 M40
41 2020 7/14/2020 M41
42 2020 8/11/2020 M42
43 2020 8/13/2020 M43
44 2020 8/17/2020 M44
45 2020 8/17/2020 M45
46 2020 8/19/2020 M46
47 2020 8/25/2020 M47
48 2020 8/25/2020 M48
49 2020 9/2/2020 M49
50 2020 9/2/2020 M50
51 2020 9/4/2020 M51
52 2020 9/8/2020 M52
53 2020 9/8/2020 M53
54 2020 9/8/2020 M54
55 2020 9/8/2020 M55
56 2020 9/14/2020 M56
57 2020 9/16/2020 M57
58 2020 9/22/2020 M58
59 2020 9/28/2020 M59
60 2020 10/12/2020 M60
61 2020 10/13/2020 M61
62 2020 10/13/2020 M62
63 2020 10/14/2020 M63
64 2020 10/14/2020 M64
65 2020 10/22/2020 M65
66 2020 10/22/2020 M66
67 2020 10/22/2020 M67
68 2020 10/22/2020 M68
69 2020 10/27/2020 M69
70 2020 10/28/2020 M70
71 2020 10/28/2020 M71
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NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
72 2020 10/28/2020 M72
732 2020 10/28/2020 M73
74 2020 11/5/2020 M74
75 2020 11/10/2020 M75
76 2020 11/24/2020 M76
7 2020 11/24/2020 M77
78 2020 11/24/2020 M78
79 2020 11/24/2020 M79
80 2020 11/24/2020 M80
81 2020 11/24/2020 M81
82 2020 11/24/2020 M82
83 2020 11/24/2020 M83
84 2020 11/24/2020 M84
85 2020 11/24/2020 M85
86 2020 11/24/2020 M86
87 2020 11/24/2020 M87
88 2020 11/24/2020 M88
89 2020 11/24/2020 M89
90 2020 11/24/2020 M90
91 2020 11/24/2020 M9l
92 2020 11/24/2020 M92
93 2020 11/24/2020 M93
94 2020 11/24/2020 M94
95 2020 11/24/2020 M95
96 2020 11/24/2020 M96
97 2020 11/24/2020 M97
98 2020 11/24/2020 M98
99 2020 11/24/2020 M99
100 2020 12/1/2020 M100
101° 2020 12/3/2020 M101
102 2020 12/9/2020 M102
103 2020 12/17/2020 M103
104 2020 12/23/2020 M104
105 2020 12/29/2020 M105
106 2020 12/30/2020 M106
107 2020 12/30/2020 M107
108 2021 1/8/2021 M108
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NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
109 2021 1/8/2021 M109
110 2021 1/19/2021 M110
111 2021 1/21/2021 M111
112 2021 1/21/2021 M112
113 2021 1/28/2021 M113
114 2021 1/28/2021 M114
115 2021 2/5/2021 M115
116 2021 2/5/2021 M116
117 2021 2/8/2021 M117
118 2021 2/8/2021 M118
119 2021 2/8/2021 M119
120 2021 2/8/2021 M120
121 2021 2/8/2021 M121
122 2021 2/8/2021 M122
123 2021 2/11/2021 M123
124 2021 2/19/2021 M124
125 2021 2/23/2021 M125
126 2021 2/23/2021 M126
127 2021 2/23/2021 M127
128 2021 2/23/2021 M128
129 2021 2/23/2021 M129
130 2021 2/23/2021 M130
131 2021 2/24/2021 M131
132 2021 2/24/2021 M132
133 2021 3/8/2021 M133
134 2021 3/9/2021 M134
135 2021 3/9/2021 M135
136 2021 3/9/2021 M136
137 2021 3/10/2021 M137
138 2021 3/10/2021 M138
139 2021 3/10/2021 M139
140 2021 3/10/2021 M140
141 2021 3/10/2021 M141
142 2021 3/10/2021 M142
143 2021 3/12/2021 M143
144 2021 3/12/2021 M144
145 2021 3/12/2021 M145
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NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
146 2021 3/12/2021 M146
147 2021 3/16/2021 M147
148 2021 3/23/2021 M148
149 2021 3/23/2021 M149
150 2021 3/30/2021 M150
151 2021 3/30/2021 M151
152 2021 3/30/2021 M152
153 2021 3/31/2021 M153
154 2021 3/31/2021 M154
155 2021 3/31/2021 M155
156 2021 3/31/2021 M156
157 2021 3/31/2021 M157
158 2021 3/31/2021 M158
159 2021 4/1/2021 M159
160 2021 4/7/2021 M160
161 2021 4/7/2021 M161
162 2021 4/8/2021 M162
1632 2021 4/12/2021 M163
164 2021 4/12/2021 M164
165 2021 4/12/2021 M165
166 2021 4/13/2021 M166
167 2021 4/13/2021 M167
168 2021 4/16/2021 M168
169 2021 4/19/2021 M169
170 2021 4/19/2021 M170
171 2021 4/19/2021 M171
172 2021 4/19/2021 M172
173 2021 4/19/2021 M173
174 2021 4/19/2021 M174
175 2021 4/19/2021 M175
176 2021 4/19/2021 M176
177 2021 4/19/2021 M177
178 2021 4/19/2021 M178
179 2021 4/19/2021 M179
180 2021 4/19/2021 M180
181 2021 4/21/2021 M181
182 2021 4/21/2021 M182
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NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
183 2021 4/21/2021 M183
184 2021 4/27/2021 M184
185 2021 4/27/2021 M185
186 2021 4/27/2021 M186
187 2021 4/27/2021 M187
188 2021 5/3/2021 M188
189 2021 5/5/2021 M189
190 2021 5/5/2021 M190
191 2021 5/5/2021 M191
192 2021 5/6/2021 M192
193 2021 5/17/2021 M193
194 2021 5/17/2021 M194
195 2021 5/17/2021 M195
196 2021 5/17/2021 M196
197 2021 5/17/2021 M197
198 2021 5/26/2021 M198
199 2021 5/26/2021 M199
200 2021 5/26/2021 M200
201 2021 5/26/2021 M201
202 2021 5/26/2021 M202
203 2021 5/26/2021 M203
204 2021 5/26/2021 M204
205 2021 5/26/2021 M205
206 2021 5/26/2021 M206
207 2021 5/26/2021 M207
208 2021 5/26/2021 M208
209 2021 5/26/2021 M209
210 2021 5/26/2021 M210
211 2021 5/26/2021 M211
212 2021 6/2/2021 M212
213 2021 6/2/2021 M213
214 2021 6/2/2021 M214
215 2021 6/2/2021 M215
216 2021 6/2/2021 M216
217 2021 6/2/2021 M217
218 2021 6/4/2021 M218
219 2021 6/14/2021 M219
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NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
220 2021 6/17/2021 M220
221 2021 6/17/2021 M221
222 2021 6/17/2021 M222
223 2021 6/23/2021 M223
224 2021 7/6/2021 M224
225 2021 7/6/2021 M225
226 2021 7/16/2021 M226
227 2021 7/17/2021 M227
228 2021 7/17/2021 M228
229 2021 7/17/2021 M229
230 2021 7/17/2021 M230
231 2021 7/17/2021 M231
232 2021 7/17/2021 M232
233 2021 7/26/2021 M233
234 2021 7/26/2021 M234
235 2021 7/26/2021 M235
236 2021 7/26/2021 M236
237 2021 7/26/2021 M237
238 2021 8/6/2021 M238
239 2021 8/6/2021 M239
240 2021 8/6/2021 M240
241 2021 8/6/2021 M241
242¢ 2021 8/6/2021 M242
243¢ 2021 8/6/2021 M243
244 2021 8/11/2021 M244
245 2021 8/11/2021 M245
246 2021 8/12/2021 M246
247 2021 8/16/2021 M247
248 2021 8/16/2021 M248
249 2021 8/16/2021 M249
250 2021 8/26/2021 M250
251 2021 8/26/2021 M251
252 2021 8/26/2021 M252
253 2021 8/26/2021 M253
254 2021 8/26/2021 M254
255 2021 8/26/2021 M255
256 2021 8/26/2021 M256

86



NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
257 2021 8/26/2021 M257
258 2021 8/26/2021 M258
259 2021 8/26/2021 M259
260 2021 8/26/2021 M260
261 2021 8/26/2021 M261
262 2021 9/1/2021 M262
263 2021 9/1/2021 M263
264 2021 9/1/2021 M264
265 2021 9/10/2021 M265
266 2021 9/10/2021 M266
267 2021 9/10/2021 M267
268 2021 9/10/2021 M268
269 2021 9/10/2021 M269
270 2021 9/10/2021 M270
271 2021 9/22/2021 M271
272 2021 9/23/2021 M272
273 2021 9/23/2021 M273
2742 2021 9/24/2021 M274
275 2021 10/4/2021 M275
276° 2021 10/4/2021 M276
277 2021 10/4/2021 M277
278 2021 10/6/2021 M278
279 2021 10/15/2021 M279
280 2021 10/15/2021 M280
281 2021 10/15/2021 M281
282 2021 10/25/2021 M282
283 2021 10/25/2021 M283
284 2021 10/25/2021 M284
285 2021 10/25/2021 M285
286 2021 10/25/2021 M286
287 2021 10/25/2021 M287
288 2021 10/25/2021 M288
289 2021 10/25/2021 M289
290 2021 11/12/2021 M290
291 2021 11/12/2021 M291
292 2021 12/7/2021 M292
293 2021 12/7/2021 M293
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NUmero

de Afio Fecha.c,ie Cadigo de Identificacion
muestra recepcion
294 2021 12/7/2021 M294
295 2021 12/7/2021 M295
296 2021 12/7/2021 M296
297 2021 12/10/2021 M297
298 2021 12/30/2021 M298
299 2021 12/30/2021 M299

Nota: @ Cepas no viables.
b Cepa no encontrada en el banco de cepas.
¢ Cepas contaminadas.
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Anexo 2.

Pruebas bioquimicas para la identificacion fenotipica de A. baumannii.

Prueba

Fundamento

Interpretacion

Resultado Esperado

SIM

H2S

Indol

Motilidad

Permite detectar si las bacterias producen acido
sulfhidrico (H.S) debido a que se observa una coloracion
negra producto de la reaccién del H,S con el hierro

forméandose un compuesto de color negro.

Algunas bacterias pueden hidrolizar el triptéfano de la
tripteina presente en el medio de cultivo hasta convertirlo
en indol. Este reacciona con el reactivo de Kovacs y forma

un compuesto de coloracion violeta.

El medio semisélido facilita la detecciéon de la motilidad
por la turbidez del medio (Shields & Cathcart, 2016).

H.S (+): Presencia de color

negro.

H2S (-): El medio mantiene

el color inicial.

Indol (+): El reactivo de
Kovacs cambia a color

violeta.

Indol (-): El reactivo de
Kovacs mantiene su color

rojo.

Motilidad (+): Turbidez.

H2S (-)

Indol (-)

Motilidad (-)
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Prueba

Fundamento

Interpretacion Resultado Esperado

TSI

Algunas bacterias fermentan azlcares como la glucosa,
lactosa y sacarosa produciendo acidos detectables (viraje
de color del rojo de fenol a amarillo). El tiosulfato de
sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno que reacciona con
sales de hierro (derivadas del amonio y sulfato de hierro
del medio) precipitando sulfuro de hierro (color negro).
La lectura se realiza en dos partes: pico y base
dependiendo si la coloracion del medio es acida (A) o
bésica (K). Ademas, se puede observar la formacién de
gas (Lehman, 2016).

Motilidad (-): Aspecto

inicial del medio.

K/A: Fermenta Unicamente

glucosa.

AJA: Fermenta glucosa,

lactosa y/o sacarosa.

K/K: No fermenta ninguna

de las tres azUcares.

K/K

H2S (-)
Gas (-)
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Prueba Fundamento Interpretacion Resultado Esperado

La prueba RM-VP identifica la via de fermentacion de la
glucosa utilizado por la cepa en estudio. Luego de
inocular el medio RM-VP e incubarlo por 24 horas, este

se divide en dos tubos. RM (+): Rojo cereza.

RM (rojo de metilo): El color rojo cereza del RM indica RM (-): Rojo original.
gue el microorganismo utiliza la via de fermentacién

acido-mixta.

RM-VP

VP (Voges/Proskauer): Si luego de la adicion de KOH
(reactivo VP1) y a-naftol (reactivo VP2) se observa un
cambio de color a rojo durante 15 minutos, el
. . . , ., VP (+): Rojo cereza
microorganismo en cuestion sigue la via de fermentacion
butilén glicdlica (McDevitt, 2009). VP (-): Color original del

medio.

Elaborado por: Lopez Rosa & Vayas Patricio
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Anexo 3.

Preparacion de solucion madre de tigeciclina (SM).

Datos del antibidtico

Casa Comercial: Sigma-Aldrich Almacenamiento: 2-8 °C
Peso Molecular (PM): 585.65 g/mol Contenido de Agua: 5.79% (2.0 mol)
Fraccion Activa: 31% Pureza HPLC: 98.1%

Solvente: DMSO 7mg/mL

Calculo Porcentaje de Agua

Formula quimica: C,oH39N50g * 2H,0

PMT: PM tigeciclina + PM agua
g g

PMT:585.65— + 36 —
mol mol

PMT: 621.65 9
mol

Calculo de Potencia

Potencia: Pureza * Fraccion Activa (1 — %H,0)

Potencia: 981 * 0.31 (1 — 0.0579)
Hg

Potencia: 286.502 —
myg
Preparacion de la Solucion Madre

Peso de tigeciclina: 7 mg

Volumen: 2 ml (1 ml DMSO, 1 ml agua)

Peso tigeciclina (mg) * Potencia (M‘g/mg)

Concentracién (Mg/ml): Volumen (mD)

7mg +286.50219 /g

2ml
Concentracion (”g/ml): 1002.75 #g/mg

Preparar 7 mg tigeciclina polvo + 1000 ul DMSO + 1000 ul agua

Concentracién (ﬂg/ml):
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Anexo 4.
Preparacion de diluciones dobles seriadas a partir de una solucion de trabajo (ST) para la
preparacion de 4 placas.

Preparacién de Solucion de Trabajo

Concentracion ST: 8 ug/ml
Volumen final ST: 12535 ml
Solvente: Caldo Muller-Hinton (MHB)
No. Muestras: 132
A partir de la SM: 100 ul SM + 12435 ul MHB = 12535 ul ST

No. muestras 132 Vol/muestra 6600
Congnticin - Concenraetn voumenst - Voutner
8 4 6600 -

4 2 3300 3300
2 1 1650 4950
1 0,5 825 5775

Vol. Total 12375 14025
Vol. aproximado 12535 15000

Volumen Total de MHB: 15000ul+12435 ul = 27435 ul

Volumen Total de solucion por cada concentracion

Vol/  <ira:32 muestras + 50 ul pocillo

VOl/muestra: 6600 ul
Preparacion de la dilucion 4 ug/ml a partir de la ST.
Célculo del Volumen de ST

G,Vi =GV,
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459 4 6600ul
ml

ug
8 ml
V, = 3300 ul

V1 =

Célculo de MHB

Vuug = VOl/muestra -V
Vg = 6600 ul — 3300 ul
VMHB = 3300 H.l

Se deben tomar 3300 ul de ST y 3300 ul MHB para preparar el volumen total necesario a

una concentracion de 4 ug/ml.
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Anexo 5.

Muestras compuestas para reaccion de PCR segin MIC de TGC.

'\ig'ml\gﬂ:ga Caddigo de identificacién de cepa (M) Susce;zl%)lcl;dad a
1 6 7 8 9 28 29 34 Sensibles
2 50 64 74 75 76 77 78 Sensibles
3 79 80 81 82 83 84 85 Sensibles
4 87 92 93 95 96 97 98 Sensibles
5 99 106 107 109 111 113 116 Sensibles
6 117 120 122 123 124 125 134 Sensibles
7 140 143 144 145 146 151 154 Sensibles
8 160 161 162 164 165 167 169 Sensibles
9 171 172 173 175 176 182 183 Sensibles
10 189 190 191 202 203 206 207 Sensibles
11 208 229 233 234 235 247 255 Sensibles
12 256 257 258 259 260 261 267 Sensibles
13 268 273 278 279 280 281 283 Sensibles
14 284 285 286 287 288 289 Sensibles
15 200 291 292 294 295 296 Sensibles
16 1 2 5 Intermedios
17 10 11 13 Intermedios
18 14 15 16 Intermedios
19 17 18 19 Intermedios
20 20 21 22 Intermedios
21 23 24 30 Intermedios
22 31 35 36 Intermedios
23 39 40 41 Intermedios
24 42 43 44 Intermedios
25 45 46 47 Intermedios
26 48 49 51 Intermedios
27 52 53 54 Intermedios
28 55 56 57 Intermedios
29 58 59 60 Intermedios
30 63 65 66 Intermedios
31 67 68 69 Intermedios
32 70 72 86 Intermedios
33 88 89 90 Intermedios
34 91 94 100 Intermedios
35 102 103 104 Intermedios
36 105 108 110 Intermedios
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l\(l:?).ml\gﬂzzi;a Cddigo de identificacién de cepa (M) Suscegliuggldad a
37 112 114 115 Intermedios
38 118 119 121 Intermedios
39 126 127 128 Intermedios
40 129 130 131 Intermedios
41 132 133 135 Intermedios
42 136 137 138 Intermedios
43 139 141 142 Intermedios
44 147 148 149 Intermedios
45 150 152 153 Intermedios
46 155 157 158 Intermedios
47 159 166 168 Intermedios
48 170 174 178 Intermedios
49 181 184 185 Intermedios
50 186 187 188 Intermedios
51 192 195 198 Intermedios
52 199 200 201 Intermedios
53 204 205 209 Intermedios
54 213 215 216 Intermedios
55 217 218 220 Intermedios
56 221 224 225 Intermedios
57 226 227 228 Intermedios
58 230 231 232 Intermedios
59 236 237 239 Intermedios
60 240 241 244 Intermedios
61 245 246 248 Intermedios
62 249 250 251 Intermedios
63 252 263 254 Intermedios
64 264 265 266 Intermedios
65 269 270 271 Intermedios
66 272 277 282 Intermedios
67 293 297 298 299 Intermedios
68 3 Resistente
69 4 Resistente
70 12 Resistente
71 25 Resistente
72 26 Resistente
73 27 Resistente
74 32 Resistente
75 33 Resistente
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l\(l:?).ml\gﬂzzi;a Codigo de identificacion de cepa (M) Suscegliuggldad a
76 37 Resistente
77 38 Resistente
78 61 Resistente
79 62 Resistente
80 71 Resistente
81 156 Resistente
82 177 Resistente
83 179 Resistente
84 180 Resistente
85 193 Resistente
86 194 Resistente
87 196 Resistente
88 197 Resistente
89 210 Resistente
90 211 Resistente
91 212 Resistente
92 214 Resistente
93 219 Resistente
94 222 Resistente
95 223 Resistente
96 238 Resistente
97 262 Resistente
98 263 Resistente
99 275 Resistente
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Anexo 6.
Resultado de la placa de microdilucién con tigeciclina a 24 horas de incubacion

Nota: La presente imagen representa el resultado de la microdilucion en caldo de muestras de A. baumannii en las cuales se
subdividen en 2 secciones, la primera comprendida desde (A-D) y la segunda desde (E-H), la concentracion del antibiotico
sigue en forma descendente (4-2-1-0,5 ug/ml), el tiempo de incubacion es de 24 horas, la region de color amarillo representa
el control negativo siendo esta una cepa ATCC E. coli 25922, la region roja indica el control positivo el cual se identifico la
cepa K. pneumoniae perteneciente al CRN-RAM INSPI.
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Anexo 7.

Genes de resistencia OXA en las cepas de A. baumannii analizadas en este estudio.

Resi(s;tiﬂi?adgx A Cantidad No. cepa A. baumannii
-23 4 247, 265, 266, 270
-24 1 162
-51 7 166, 167, 201, 220, 263, 272, 273
-143 1 165
-21, -51 1 26
-21, -58, -143 1 122
-23, -24 1 214
-23, -58 1 133
-23, -24, -143 1 43
-23,-24, -51 13 57,58, 102, 175, 188, 205, 227, 229, 230, 231, 236, 237, 246, 249
3,4,6,8,9,12, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 46, 51,
59, 64, 65, 66, 67, 137, 153, 158, 160, 161, 164, 169, 170, 172, 173, 174, 176, 177, 179, 180,
-23, -51 89 181, 182, 183, 185, 186, 189, 193, 194, 196, 197, 204, 209, 210, 211, 212, 219, 222, 223, 233,
234, 238, 244, 245, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 267, 271,
275, 277, 282, 292
-23,-51, -143 9 70,71,72,91, 95, 144, 145, 146, 147
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Genes de

Resistencia OXA No. cepa Cadigo de cepa A. baumannii
-23, -51, -58 4 98, 124, 127, 132
-23,-58, -143 1 63

5,14, 15, 36, 37, 39, 40, 41, 47, 48, 50, 55, 56, 103, 104, 111, 112, 113, 114, 115, 117, 120, 121,
139, 156, 159, 168, 171, 178, 184, 187, 190, 191, 192, 195, 198, 199, 200, 202, 203, 206, 207,

24,51 ” 208, 213, 215, 216, 217, 218, 221, 224, 225, 226, 228, 232, 235, 240, 241, 248, 264, 268, 269,
278, 279, 280, 281, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 291, 293, 294, 296, 297, 298, 299

-24, -58 1 239

24, -51, -143 o5 10, 11, 13, 42, 45, 49, 52, 53, 54, 60, 61, 106, 107, 108, 110, 134, 135, 136, 141, 142, 150, 152,

154, 157, 290
-24, -51, -58, -143 2 105, 109
-51, -58 75
51 -143 40 44, 62, 68, 69, 74, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 92, 93, 94, 96, 97,
’ 100, 118, 119, 125, 126, 128, 129, 138, 140, 143, 148, 149, 151, 155, 295

-51, -58, -143 5 99, 116, 123, 130, 131

Ninguno 4 1,2,7,18
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Anexo 8.
Porcentaje de aislamientos resistentes considerando su lugar de origen.

N - Santo
Antibigtico/Provincia  p;ay Guayas Pichincha Domingo  Tungurahua

n=38 n =202 n=>54 n=27 n=1
CAZ30 100.00 78.22 81.48 92.59 100.00
CIP5 100.00 96.04 94.44 100.00 100.00
SAM20 87.50 35.64 14.81 40.74 0.00
CN10 100.00 86.63 92.59 100.00 100.00
MEM10 100.00 99.50 100.00 100.00 100.00
IPM10 100.00 99.01 98.15 100.00 100.00
TPZ110 100.00 98.02 96.30 100.00 100.00
FEP30 100.00 96.53 94.44 100.00 100.00
TGC 0.00 12.38* 12.96* 0.00 0.00
COL 0.00 0.50 1.85 3.70 0.00

Nota: Los valores en la presente tabla se encuentran expresados en porcentaje (%), *Provincias en las cuales se
encuentra la resistencia a tigeciclina en aislamientos dentro del periodo estimado.
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